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Glosario

Bioinformatica: disciplina que combina biologia, informéatica y estadistica para analizar y
comprender datos bioldgicos complejos, como secuencias gendmicas y protedmicas.

Enzimas extracelulares: proteinas secretadas por microorganismos al medio circundante, capaces
de catalizar reacciones fuera de la célula

LDPE (Low-Density Polyethylene): polietileno de baja densidad, polimero plastico ampliamente
utilizado en la industria debido a su flexibilidad y durabilidad.

Omicas: conjunto de disciplinas cientificas (gendmica, protedmica, metabolémica) orientadas al
estudio global de moléculas bioldgicas en organismos.

Polimero: macromolécula compuesta por unidades repetitivas (mondmeros) unidas mediante
enlaces covalentes.

Protedmica: ciencia que estudia el conjunto completo de proteinas expresadas en un organismo,

tejido o célula bajo determinadas condiciones.
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Resumen

Titulo: Protedmica comparativa de cepas fungicas nativas degradadoras de plastico como
herramienta en la identificacion de enzimas de interés biotecnolégico”
Autor: Maria Andrea Reyes Reyes™

Palabras Clave: Fusarium, Proteinas, Polietileno, Biodegradacion, Polimeros, Gendmica.

Descripcion: La contaminacion por plasticos, especialmente el polietileno, representa un reto ambiental debido a

su resistencia a la degradacion y acumulacion en ecosistemas terrestres y marinos. Los hongos ofrecen una alternativa
para mitigar este problema, gracias a su capacidad de secretar enzimas extracelulares que degradan polimeros
complejos. Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar los perfiles protedmicos de dos cepas nativas del género
Fusarium para identificar enzimas implicadas en la biodegradacidon de polietileno. Se realizd la secuenciacién
gendmica de las cepas mediante plataformas Illumina y Nanopore, seguida de ensamblaje hibrido y anotacién
funcional para identificar genes relacionados con biodegradacion de plasticos. Ademas, se llevaron a cabo cultivos en
medios con polietileno de baja densidad (LDPE) como Unica fuente de carbono durante 30 dias, evaluando cambios
fisicos y quimicos en el polimero mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia infrarroja
(FTIR). La expresion proteica se analiz6 con electroforesis en gel SDS-PAGE e identificacion por MALDI-TOF. Los
resultados confirmaron que Fusarium oxysporum FOCICO01 y FECICO02 poseen genes relacionados con enzimas
extracelulares como lacasas, peroxidasas y cutinasas, asociadas a la degradacion de polimeros. Los andlisis de SEM
y FTIR revelaron alteraciones estructurales en el LDPE y la descomposicién parcial del polimero. FOCICO1 mostrd
un perfil proteico més activo en presencia de LDPE, destacando su capacidad degradativa frente a FECICO02. Este
estudio aporta algunos de los mecanismos enzimaticos involucrados en la biodegradacion de polietileno, con potencial

para aplicaciones biotecnoldgicas en la gestién de residuos plasticos.

“ Trabajo de Grado
** Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia. Directora: Clara Inés
Sanchez Suérez. PhD. Codirector: William Fernando Hidalgo Bucheli. PhD.
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Abstract

Title: Comparative proteomics of native plastic-degrading fungal strains as a tool in the
identification of enzymes of biotechnological interest™
Author: Maria Andrea Reyes Reyes™

Key Words: Fusarium, Proteins, Polyethylene, Biodegradation, Polymers, Genomics.

Description: Plastic pollution, especially polyethylene, represents an environmental challenge due to its resistance

to degradation and accumulation in terrestrial and marine ecosystems. Fungi offer an alternative to mitigate this
problem through their ability to secrete extracellular enzymes capable of degrading complex polymers. This study
aimed to characterise the proteomic profiles of two native strains of the genus Fusarium to identify enzymes involved
in polyethylene biodegradation. The genomic sequencing of the strains was performed using Illumina and Nanopore
platforms, followed by hybrid assembly and functional annotation to identify genes associated with plastic
biodegradation. In addition, cultures were grown in media with low-density polyethylene (LDPE) as the sole carbon
source for 30 days, evaluating physical and chemical changes in the polymer through scanning electron microscopy
(SEM) and Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). Protein expression was analysed using SDS-PAGE gel
electrophoresis and identification through MALDI-TOF. The results confirmed that Fusarium oxysporum FOCICO01
and FECICO02 harbour genes encoding extracellular enzymes such as laccases, peroxidases, and cutinases, all
associated with polymer degradation. SEM and FTIR analyses revealed structural alterations in LDPE and partial
polymer decomposition. FOCICO1 exhibited a more active proteomic profile in the presence of LDPE, highlighting
its superior degradative capacity compared to FECIC02. This study contributes to understanding the enzymatic
mechanisms involved in polyethylene biodegradation, with potential applications in biotechnological strategies for

plastic waste management.

“ Degree Work
“Faculty of Health. School of Microbiology. Master in Microbiology. Director: Clara Inés
Sanchez Suarez. Ph.D. Co-director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Ph.D.
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Introduccion

En las dltimas décadas, la acumulacion de residuos plasticos y su impacto ambiental se han
convertido en uno de los desafios mas urgentes a nivel global. Entre estos materiales, el polietileno
(PE) destaca como uno de los polimeros més utilizados en la industria del plastico, representando
una problematica significativa debido a su lenta degradacion en condiciones naturales. En este
contexto, la biodegradacion de polimeros sintéticos mediante microorganismos ha surgido como
una alternativa para mitigar esta crisis ambiental. Dentro de los microorganismos estudiados, los
hongos filamentosos han demostrado ser efectivos en la degradaciéon de plasticos, incluyendo
polietileno (PE), polipropileno (PP) y poliestireno (PS). En particular, Fusarium oxysporum, un
hongo filamentoso ampliamente distribuido en diversos ecosistemas, ha mostrado capacidad para
descomponer compuestos recalcitrantes como el PE (Ekanayaka et al., 2022; Gong et al., 2023;
Spinaetal., 2021; Srikanth et al., 2022). No obstante, la diversidad intrinseca de las cepas fingicas
nativas puede influir significativamente en su eficiencia degradativa y en el repertorio de enzimas
implicadas en estos procesos.

El objetivo central de esta tesis fue caracterizar a nivel protedmico dos cepas flngicas
nativas del género Fusarium en blsqueda de enzimas potencialmente implicadas en el proceso de
biodegradacion de polietileno. Este enfoque permitid no solo elucidar algunos de los mecanismos
moleculares subyacentes en la degradacion de este polimero, sino también identificar enzimas de
interés biotecnoldgico como lacasas, peroxidasas y cutinasas, con potenciales aplicaciones en la
biodegradacion y valorizacion de plasticos. La seleccion de Fusarium nativo de Santander,

Colombia, como organismo modelo en este estudio se baso en su adaptacion a las condiciones
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ambientales locales y su potencial para desempefiar un papel importante en la solucion de
problemaéticas asociadas con la acumulacién de desechos plésticos en la region.

El anélisis integrado de los perfiles gendmicos y protedmicos de estas cepas fungicas
permitié asociar algunas de las enzimas implicadas en el proceso de biodegradacion con la
comprension de posibles mecanismos metabolicos extracelulares. Por otro lado, el uso de
herramientas bioinformaticas, como el ensamblaje hibrido de genomas, el modelamiento
estructural de proteinas y el analisis de alineamientos, permitio profundizar en la funcionalidad de
las enzimas involucradas en la biodegradacién. La combinacion de enfoques proteémicos y
genomicos resultd ser una estrategia efectiva para la caracterizacion de los mecanismos de
biodegradacion fangica de polietileno.

En este sentido, esta investigacion profundizo en la caracterizacion gendmicay protedmica
de dos cepas nativas de Fusarium oxysporum potencialmente degradadoras de LDPE. Los
hallazgos obtenidos permitieron un mayor entendimiento de las interacciones moleculares
involucradas en este proceso y ofrecieron informacion valiosa para futuras aplicaciones

biotecnoldgicas orientadas a la mitigacion de la contaminacion por plasticos.

1. Problema de investigacion y justificacion

Desde la década de 1950, cuando comenz6 la produccién de plasticos a gran escala, la
fabricacion mundial de estos materiales ha crecido de manera exponencial, alcanzando més de 368
millones de toneladas en 2019 y 2020 (Ekanayaka et al., 2022; Plastics - the Facts 2021 * Plastics
Europe, n.d.; Temporiti et al., 2022). La mayoria de estos plasticos son materiales no

biodegradables, caracterizados por su alta resistencia a agentes atmosfericos y corrosivos, y
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derivados principalmente del petréleo y otros hidrocarburos. Entre los polimeros més utilizados,
y por ende los principales residuos plasticos, se encuentran el polietileno de baja densidad (LDPE),
el polietileno de alta densidad (HDPE), el tereftalato de polietileno (PET), el polipropileno (PP),
el cloruro de polivinilo (PVC) y el poliestireno (PS) (Lear et al., 2021, 2022; Matjasic et al., 2021;
Temporiti et al., 2022; Zeghal et al., 2021). En Colombia, el polietileno, en sus diferentes formas
de densidad, ocupa el primer lugar en los plésticos procesados, con un consumo de 534 mil
toneladas en 2021, seguido por el polipropileno con 310 mil toneladas y las resinas de PVC con
230 mil toneladas (Acoplasticos, 2022).

Tras su uso, estos plasticos se convierten en residuos sélidos que, dependiendo del
tratamiento de cada pais, se someten a tres procesos principales: reciclaje, incineracion como
fuente de energia o acumulacion en vertederos (Balu et al., 2022; Lear et al., 2022; Ncube et al.,
2021). En el caso de la acumulacion, estos residuos requieren largos periodos de tiempo para su
degradacion natural, debido a las caracteristicas inherentes del plastico, como su alto peso
molecular, cristalinidad, hidrofobicidad y los aditivos empleados para mejorar la calidad del
producto final, lo que favorece la resistencia a los agentes atmosféricos y corrosivos
(Harshvardhan & Jha, 2013; Lear et al., 2021; Matjasic et al., 2021).

Segun el informe nacional de disposicion final de residuos solidos 2020, elaborado por la
Superintendencia de Servicios Publicos Domiciliarios de Colombia, para el afio 2020 se dispuso
un estimado de 11.600.849 toneladas de residuos solidos en Colombia. De estos, solo el 17% de
los residuos, incluidos los plasticos, fueron reciclados. Para el caso del departamento de Santander,
se evidencia un constante crecimiento poblacional del area metropolitana, generando a su vez un
aumento en el consumo de bienes y servicios, cuya consecuencia se refleja en un incremento de

los residuos solidos, alcanzando un total de 349.854 toneladas anual dispuesto (SSP 2021). De
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estos residuos, solo hay un aprovechamiento del 20% en los residuos plasticos, cuando este
material puede ser aprovechable en mas de un 90%. En Santander, el PE representd el 15% de los
residuos solidos generados en 2021 (Acoplésticos, 2022). En el caso de residuos plasticos para el
municipio de Bucaramanga, en el periodo de 2020 a 2021 fue de 566 toneladas, menos del 1% del
total de residuos solidos producidos reportados en Santander (Alcaldia de Bucaramanga 2022).
Cabe resaltar que estos valores son subestimados, debido a que solo se reportan los recolectados
por las organizaciones registradas, despreciando los demas residuos en el reciclado informal y el
material no reciclado que termina en el Carrasco o que carece de una correcta disposicion (Yepes
2004).

Lo anterior, demuestra que la cadena de valor de los productos fabricados con plastico
funciona bajo un modelo de economia lineal, fundamentada en la carencia de valor de estos en el
municipio, dada la inexistencia de mecanismos y plantas de aprovechamiento que permitan la
reincorporacion de los residuos a las cadenas productivas. El departamento de Santander, no cuenta
con métodos eficientes de eliminacion de plasticos, generando una amenaza ecoldgica, debido a
la acumulacion tanto en ambientes acuaticos como terrestres. Esta acumulacion se evidencia con
macro y microplasticos, representando un problema ambiental y de salud publica, con alta
capacidad de acumulacion en diferentes ecosistemas (Figura 1). Esto afecta el desarrollo agricola,
pecuario y la salud de los seres humanos, causando diversas patologias y en algunos casos hasta
la muerte de diferentes seres vivos (Hale et al., 2020; Li et al., 2021; Sharma et al., 2021; Uthra et

al., 2023; C. Wu et al., 2022).
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Figural

Microplasticos y macroplasticos como contaminantes en el medio ambiente

Foto: ZYS PLANET

Nota. PE: Polietileno, PP: Polipropileno, PMMA: Polimetilmetacrilato, PA: Poliamida o Nylon. Foto: ZYS PLANET

La importancia en la busqueda de alternativas verdes en la biodegradacién de plasticos,
favorece los tratamientos de biorremediacién (Ali et al., 2021; Y. He et al., 2024; Lear et al., 2022;
Ncube et al., 2021). A la fecha, se han reportado un gran nimero de estudios de hongos
degradadores de polimeros, dentro de estos, se resalta los géneros Aspergillus y Fusarium que
cuentan con variedad de enzimas extracelulares que degradan los polimeros insolubles hasta
unidades monomeéricas solubles (Ekanayaka et al., 2022; Spina et al., 2021; Temporiti et al., 2022).

En Colombia, el laboratorio de Biocorrosion y Biotecnologia de la Corporacién para la
Investigacion de la Corrosion (en adelante, CIC) aisl6 microorganismos nativos con
predominancia de hongos incluyendo especies de los géneros Aspergillus, Trichoderma, Mucor,
Penicillium y Fusarium, en tuberias de polietileno degradadas utilizadas en distribucién de gas
domiciliario en Colombia (Figura 2). En el Apéndice A se encuentra el registro fotografico de

algunas de las cepas aisladas.



PROTEINAS FUNGICAS EN LA DEGRADACION DE POLIETILENO 17

Figura 2

Tuberias de polietileno biodegradadas por hongos filamentosos en Colombia

H-C-H
60 (aliphatic) C-C-R
(alkane)
C-H =
(aliphatic)
une
o 7169

lzu? 9
-204 29146

T T T T T T T T T T T T T
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Wavelength (cm™)

Transmittance (%)
8 o 8 8 8 8

20181

4000 3750 3500 3260 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Wavelength (cm™)

Nota. Tuberias de polietileno de alta y media densidad biodegradadas utilizadas en distribucion de gas domiciliario
en Colombia. En el mapa se sefialan con el indicador rojo, algunos de los departamentos que reportaron casos de falla.
De arriba hacia abajo, espectro infrarrojo de una tuberia de polietileno sin afectacion, se observan enlaces C-H y C-
C- El espectro inferior, corresponde a una tuberia biodegrada, se observa cambios en la estructura quimica del material

con aparicion de sefiales -OH, C=0 y C-O asociados a procesos de oxidacion. Fuente: Autor-CIC

Utilizando la biodiversidad colombiana, con dos de estas cepas fungicas y con el fin de
aprovechar su funcionalidad en la fabricacion de herramientas biotecnoldgicas para aplicaciones
ambientales, en la presente investigacion se abordé como objetivo global la siguiente pregunta

¢ Qué proteinas estaran asociadas con la biodegradacion de polietileno en dos hongos de Fusarium

nativos de Colombia?
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Caracterizar los perfiles protedmicos de dos cepas fungicas nativas del género Fusarium
en busqueda de enzimas potencialmente implicadas en el proceso de biodegradacion de polietileno.

2.2 Objetivos especificos

Analizar el genoma de dos cepas nativas de Fusarium sp. potencialmente degradadoras de
materiales poliméricos.

Identificar las proteinas expresadas diferencialmente por las cepas nativas de Fusarium
durante la degradacién de polietileno.

Correlacionar los genomas y proteomas de dos cepas fungicas del género Fusarium con
especial énfasis en la identificacion de genes y proteinas candidatas asociadas a la degradacion de

polietileno.
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3. Marco conceptual y estado del arte

3.1  Plasticos

Los plasticos son materiales poliméricos utilizados en numerosas industrias, pueden ser de
base bioldgica o sintética, siendo el material méas utilizado en el mundo, por su estabilidad y
durabilidad (Ahmed et al., 2018; Ekanayaka et al., 2022; Lear et al., 2021; MatjasSic¢ et al., 2021;
Singh Jadaun et al., 2022; Zeghal et al., 2021). Se clasifican en diversas categorias segun su
comportamiento bajo diferentes condiciones. Segun la disposicion de las moléculas que forman el
polimero, se pueden clasificar en tres grupos: elastdbmeros, termoestables, y termoplasticos (Peters,
2002). Segun su tamario se pueden clasificar en megaplasticos (mayores a 1 metro), macroplasticos
(entre 2,5 cm y menos del m), mesoplasticos entre (5 mm y menos de 2,5 cm), microplasticos
(entre 1 um y menos de 5 mm) y nanoplasticos (menores a 1 um) (Grande-Tovar et al., 2022; Hale
et al., 2020).
3.1.1 Elastomeros

En los elastobmeros, las macromoléculas estan ordenadas formando un espiral con pocos
enlaces. Tienen propiedades elasticas, logrando deformarse bajo una fuerza y recuperan su forma
y dimension cuando la fuerza que actla sobre ellos cede, son ampliamente utilizados en
aplicaciones industriales y domésticas debido a su flexibilidad y resistencia (Peters, 2002).
Algunos ejemplos de elastomeros incluyen el caucho natural (poliisopreno), el neopreno
(policloropreno), el poliuretano (PU), el nitrilo y la silicona, entre otros.
3.1.2 Termoestables

En los termoestables, las macromoléculas se entrecruzan formando estructuras

tridimensionales de enlaces covalentes, otorgando rigidez, resistencia térmica y estabilidad
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quimica (Peters, 2002). Debido a esto, solo se les puede dar forma una vez, cuando son sometidos
a altas temperaturas se degradan completamente. Algunos ejemplos, son las resinas epoxi
utilizadas en recubrimientos, adhesivos y materiales compuestos, resinas fenolicas utilizadas en
aislantes eléctricos y asas de utensilios, entre otros.
3.1.3 Termoplasticos

En el caso de los termoplasticos, tienen la capacidad de fundirse repentinamente al ser
calentados, lo que permite su moldeado en diferentes formas (Oladele et al., 2023; Peters, 2002).
En esta categoria se encuentra el PP, PVC y el PE (Lear et al., 2021; Matjasi¢ et al., 2021;
Temporiti etal., 2022; Zeghal et al., 2021). El polietileno, es el polimero mas simple y es el plastico
mas comun representando aproximadamente un 30% del mercado (Cowan et al., 2022; C. Zhang
etal., 2023; X. Zhang et al., 2023) ver Figura 3.
Figura 3
Produccién de plasticos (polimeros sintéticos) a nivel mundial
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Nota. Valores asociados a la produccion de plasticos en el afio 2020. Imagen modificada del articulo de Cowan y

colaboradores 2022 (Cowan et al., 2022).

3.1.4 Microplésticos

Los microplasticos son particulas de polimeros organicos sintéticos que tienen un tamafio
menor a 5 mm. Tienen diferentes formas y morfologias, como fibras, ldminas, peliculas, espumas,
laminas, fragmentos, granulos y esferas. Estos se pueden encontrar en cualquier ambiente, tierra,
aire y sistemas acuaticos (Sharma et al., 2021). Pueden ser de origen primario o secundario. Los
primarios como la materia prima para la fabricacion de tuberias y bolsas de polietileno, perlas o
pellets, ver Figura 4, o también los que se adicionan en la fabricacion de cosméticos, y agentes
farmacoldgicos. Por otra parte, los secundarios, son aquellos que se derivan de la fragmentacion
mecanica, quimica o bioldgica de los plasticos.
Figura 4

Microplasticos de tipo primario

0

A.

Nota. Perlas de polietileno de diferentes pigmentos. A. Perla de polietileno sin pigmento de tamafio de 5 mm. B.
Polietileno de baja densidad, natural sin pigmento, usado para fabricacién de bolsas plasticas. C. Polietileno de media
densidad con pigmento amarillo para fabricacion de tuberias usadas en distribucion de gas domiciliario. D. Polietileno
de media densidad con pigmento negro para fabricacidn de tuberias usadas en distribucion de agua potable. Fuente:

Autor.
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3.1.5 Polietileno

El polietileno (en adelante, PE) es un hidrocarburo de alto peso molecular obtenido a partir
de la polimerizacién de monomeros de etileno. Por sus propiedades termoplasticas, flexibilidad,
resistencia y especialmente bajo precio, se utiliza principalmente en la fabricacion de envases,
tuberias y revestimiento de cables. La resistencia de este material es directamente proporcional a
la longitud de sus cadenas monoméricas, determinando de esta manera la densidad del producto
final (Gao et al., 2022a; Geyer et al., 2017; Ghatge et al., 2020; Kormin et al., 2017). El PE de baja
densidad (LDPE, por sus siglas en inglés) es el producto mas versatil con amplias aplicaciones.
3.2  Normatividad colombiana

A nivel legal, en Colombia se aprobd la ley 2232 de 2022 la cual establece medidas a la
reduccion gradual de la produccion y consumo de ciertos productos plésticos de un solo uso. Esta
entrd en vigencia el 1 de enero 2023 e incluye implementar un sistema de responsabilidad
extendida del producto (REP), que consiste en la recoleccidn, transporte, tratamiento y disposicion
final de los residuos generados por sus productos. Los plasticos de un solo uso que quedan
prohibidos para su distribucion y produccion son las bolsas utilizadas para embalar periddicos,
mezcladores y pitillos para bebidas, soportes plasticos para las bombas de inflar, hisopos con
puntas de algodén. Una segunda etapa de esta ley se aplicara a partir del 7 de julio de 2030,
incluyendo restricciones de produccion y comercializaciéon de otro grupo de plasticos de un solo
uso como los envases y empaques para contener o llevar alimentos de consumo inmediato o
entrega a domicilios, platos, bandejas, cuchillos, tenedores, cucharas, vasos y guantes de un solo
uso para comer, confeti, manteles y serpentinas, empaques para la comercializacion de frutas,
verduras, tubérculos y hierbas aromaticas, adhesivos y etiquetas que llevan como distintivo los

vegetales, entre otros (Ley 2232, 2022).
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3.3  Degradacion plastica

La degradacion de los plasticos es un fendmeno relevante en el contexto ambiental e
industrial, al durar mas de 100 afios para su descomposicion. La degradacion del PE puede ocurrir
por degradacion quimica, fotoquimica, térmica, o biolégica (Bardaji et al., 2020). Existen
diferentes maneras de acelerar su degradacion, con procesos quimicos, fisicos y bioldgicos. Se
destaca la degradacion térmica que sucede por exposicion a altas temperaturas y provoca
descomposicion quimica y pérdida de propiedades. Degradacion fotoquimica, donde la radiacion
UV (Ultravioleta) degrada los enlaces quimicos de la estructura polimérica. Degradacion
mecanica, resultado del desgaste fisico y fragmentacion causada por el roce y la abrasion.
Finalmente, la degradacion bioldgica, en donde microorganismos descomponen los materiales
plasticos (Royer et al., 2018).
3.3.1 Biodegradacion

La biodegradacion es un proceso bioquimico y fisicoquimico mediado por organismos
vivos que transforman los polimeros en unidades méas pequefas (Figura 5). Cuenta con cuatro
etapas principalmente, colonizacion, biofragmentacion (biodeterioro), asimilacion 'y
mineralizacion (Bardaji et al., 2020; Mendoza et al., 2025; Temporiti et al., 2022; Thomas
Zumstein et al., 2018). Algunos factores abidticos que favorecen la degradacion alterando las
propiedades del material son la luz ultravioleta, temperaturas elevadas, oxigeno, afectaciones
mecanicas, entre otros (Jacquin et al., 2019; Mendoza et al., 2025; Rogers et al., 2020). Diversos
organismos, como bacterias, hongos, algas, insectos y consorcios microbianos, han demostrado
capacidad para degradar materiales poliméricos. Los factores abidticos, como la luz ultravioleta,
la temperatura y la humedad, pueden acelerar los procesos iniciales de colonizacion. En esta

primera etapa, los microorganismos producen compuestos como exopolisacaridos, hidrofobinas y
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glicosiltransferasas (Figura5), que facilitan su adherencia a las superficies de los polimeros inertes.
Posteriormente, se inicia el biodeterioro, etapa en la que se observan cambios visibles en la
aparienciay estructura de los materiales plasticos. A medida que avanza el proceso, los organismos
sintetizan enzimas extracelulares capaces de biofragmentar los polimeros en moléculas mas
pequefias, como oligdmeros, dimeros y monomeros. Estas moléculas intermedias son
transformadas en compuestos como &cidos organicos y alcoholes, los cuales pueden ser asimilados
por los microorganismos. Finalmente, mediante la accion de enzimas intracelulares, estos
compuestos son mineralizados, generando productos finales como biomasa, agua y gases, entre
los que se encuentran H.S, CO2 y CHa (Jacquin et al., 2019; Mendoza et al., 2025; Temporiti et
al., 2022).

Figura 5

Esquema del proceso de biodegradacién de plasticos
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En el estudio de la biodegradacion de materiales poliméricos como el polietileno, se
utilizan diversas técnicas analiticas y espectroscopicas que permiten evaluar los cambios
estructurales, quimicos y fisicos del material durante este proceso. Estas metodologias
proporcionan evidencias tanto cualitativas como cuantitativas sobre la descomposicion del
polimero, lo que facilita su andlisis y comprension. Algunas de las técnicas, se encuentran la
gravimetria por peso seco, medicion de angulos de contacto, espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés), espectroscopia Raman, espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS),
difraccion de rayos X (DRX), colorimetria de barrido diferencial (DSC, por sus siglas en inglés),
microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) (Mendoza et al., 2025).

La gravimetria por peso seco, permite medir la pérdida de masa del material después de un
tiempo de exposicidén a microorganismos degradadores. La disminucion del peso seco del polimero
es un indicador directo de la degradacién fisica y quimica del material, resultado de la accion
enzimatica y microbiana sobre las cadenas poliméricas (A. Ali et al., 2022; DSouza et al., 2021;
Park & Kim, 2019; Soud, 2019; Tiwari et al., 2023).

La medicion de angulos de contacto evalla los cambios en la hidrofobicidad de la
superficie del polimero. Esta técnica sirve para evidenciar modificaciones superficiales en el
polietileno degradado. Durante la biodegradacién, en la mayoria de los casos se observa un
incremento en la hidrofilia debido a la formacion de grupos funcionales polares como carbonilos,
hidroxilos y carboxilos, producto de la fragmentacion oxidativa de la estructura polimérica (Liu et
al., 2022; H. Lou et al., 2022; Pardi-Comensoli et al., 2022; Perera et al., 2023; Samanta et al.,

2020).
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La espectroscopia FTIR se utiliza para identificar cambios en los grupos funcionales del
polimero. A través de las bandas de absorcién en el espectro infrarrojo, se pueden detectar sefiales
asociadas a la oxidacion, como la aparicion de grupos carbonilo (C=0) e hidroxilo (O-H), que son
caracteristicos del proceso de degradacion del polietileno. La informacion obtenida mediante FTIR
permite relacionar la accion microbiana con la ruptura de enlaces C-H y la formacién de productos
de oxidacion (Adithama et al., 2023; Dwicania et al., 2019; Gupta & Devi, 2020; Islami et al.,
2019).

La espectroscopia Raman detecta vibraciones moleculares y ofrece informacion detallada
sobre la estructura quimica del polimero. En estudios de degradacién de polietileno, esta técnica
es Util para identificar la formacion de regiones oxidadas, modificaciones en la cristalinidad y la
presencia de insaturaciones que evidencian la descomposicion molecular del material (Cognigni
et al., 2023; Poma et al., 2022; Puglisi et al., 2019).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) proporciona informacién sobre
la estructura molecular y los cambios en la composicién quimica del polimero. En el caso del
polietileno, la RMN es capaz de detectar la aparicion de nuevos grupos funcionales y fragmentos
moleculares generados por la fragmentacion oxidativa y la accién enzimatica, lo que permite
confirmar el avance del proceso de biodegradaciéon (Peng et al., 2020; Sarmah & Rout, 2019;
Sowmya et al., 2014).

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) es una técnica de andlisis superficial
que determina la composicion elemental y los estados de oxidacion en la superficie del polimero.
La incorporacion de oxigeno durante la biodegradacion es un signo claro de oxidacion, y esta
técnica facilita su cuantificacion y localizacion precisa (Kanelli et al., 2015; H. Wu et al., 2023;

H. Zhang et al., 2023).
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La difraccién de rayos X (DRX) proporciona informacion sobre la estructura cristalina del
polimero. La degradacion del polietileno puede reducir su cristalinidad, debido a la ruptura de las
cadenas poliméricas, lo que genera regiones amorfas mas susceptibles a la accion microbiana. Una
disminucion en la intensidad de las sefiales de difraccion es un indicador relevante de este proceso
(Adithama et al., 2023; Maroof et al., 2021; Tiwari et al., 2023; H. Zhang et al., 2023).

La calorimetria de barrido diferencial (DSC) se utiliza para analizar los cambios en las
propiedades térmicas del polimero, como la temperatura de fusion y el grado de cristalinidad. La
degradacion del polietileno tiende a disminuir su cristalinidad, lo cual se evidencia en una
reduccion de las temperaturas de transicion térmicay en la pérdida de organizacion molecular del
material (Sarmah & Rout, 2019; Tiwari et al., 2023; H. Zhang et al., 2023).

La microscopia electronica de barrido permite obtener imagenes detalladas de la superficie
del polimero, revelando la colonizacion microbiana, la formacion de biopeliculas y la presencia de
fisuras, cavidades y otros defectos superficiales generados durante la biodegradacion (Adithama
et al., 2023; Gao et al., 2022; Tiwari et al., 2023).

3.4 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son organismos eucariotas pertenecientes al reino Fungi,
caracterizados por su crecimiento en forma de hifas, estructuras filamentosas que forman una red
tridimensional conocida como micelio. Estas hifas estan compuestas por células alargadas
rodeadas de una pared celular rica en quitina, glucanos y otros polimeros estructurales. Su
crecimiento apical y capacidad de ramificacion les permiten colonizar diferentes substratos,
adaptandose a diversas condiciones ambientales. Algunos desempefian roles cruciales en los
ecosistemas como descomponedores primarios, degradando materia organica compleja como

celulosa, lignina y compuestos aromaticos. Esto es posible gracias a la secrecion de un amplio
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repertorio de enzimas extracelulares, incluyendo celulasas, lacasas y peroxidasas, que facilitan la
conversion de compuestos insolubles en formas asimilables. Ademas de su relevancia ecoldgica,
los hongos filamentosos tienen aplicaciones biotecnoldgicas destacadas. Son utilizados en la
produccion de metabolitos secundarios, como antibidticos y micotoxinas, y en procesos
industriales que incluyen la fermentacion y la biorremediacion. Géneros como Aspergillus,
Penicillium y Fusarium son particularmente importantes debido a su capacidad de degradar
materiales poliméricos ((Bardaji et al., 2020; Ekanayaka et al., 2022; Ghatge et al., 2020; Zeghal
etal., 2021)
3.4.1 Fusarium

El género Fusarium comprende un grupo diverso de hongos filamentosos distribuidos en
diferentes ecosistemas, reconocidos por su relevancia fitopatogénica y toxigénica. Este género
pertenece al orden Hypocreales, dentro de la familia Nectriaceae, se encuentra clasificado en la
clase Sordariomycetes, dentro del filo Ascomycota. Este grupo de hongos es de gran importancia
agricola, médica y biotecnoldgica. Incluye especies fitopatdgenas responsables de enfermedades
en cultivos de importancia econdmica, asi como cepas con potencial en biorremediacion y
produccion de metabolitos secundarios de interés industrial (J. He et al., 2024; Lizcano Salas et
al., 2024; Mohd-Hafifi et al., 2024). EI complejo de especies de Fusarium oxysporum (FOSC, por
sus siglas en inglés) tiene una amplia distribucién global, caracterizado por su alta variabilidad
genetica y la produccion de estructuras especializadas, como clamidosporas y microconidios, que
le confieren resistencia en ambientes adversos. FOSC incluye patdgenos vegetales, patogenos
humanos y no patogenos. Las cepas patogenas son morfolégicamente indistinguibles de las cepas
no patogenas. F. oxysporum presenta una alta diversidad funcional y genetica (Edel-Hermann &

Lecomte, 2019). Las cepas fitopatogenas de F. oxysporum causan marchitez o pudricion de raices
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y coronas en cultivos extensivos econdmicamente importantes como platano, banano, tomate,
entre otros. Las cepas con el mismo rango de hospederos, generalmente una especie de planta, se
agrupan en una forma especial (forma specialis, f. sp.), (ver Figura 6).

Figura 6

Filogenia de los genomas del complejo Fusarium oxysporum
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Nota. Figura tomada del articulo “Conservation and expansion of transcriptional factor repertoire in the Fusarium

oxysporum species complex” (Yu et al., 2023)

Las cepas de Fusarium oxysporum tienen una nutricién saprofita, secretando una variedad
de enzimas extracelulares, incluyendo celulasas, pectinasas y amilasas, que degradan polimeros
vegetales como celulosa y pectina, liberando compuestos simples que pueden ser absorbidos y
utilizados como fuente de carbono y energia (Figura 7). Esta capacidad le permite colonizar
eficientemente restos vegetales y contribuir al ciclo del carbono en el suelo (Davis et al., 2023;

Farah et al., 2016).
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Figura7

Nutricion saprofita de Fusarium oxysporum
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Nota. Representacién esquematica de la nutricién saprofita de Fusarium oxysporum, en la que se ilustran las enzimas
extracelulares secretadas, como quitinasas, celulasas y pectinasas, responsables de la degradacidn del sustrato
complejo en compuestos mas simples. Estas enzimas fragmentan y/o transforman macromoléculas estructurales
presentes en la materia organica en compuestos solubles de carbono, facilitando su absorcion por las hifas del micelio.
Este proceso permite a F. oxysporum utilizar los recursos del medio, asegurando su desarrollo y proliferacién en
distintos ambientes.

En el departamento de Santander en Colombia, se han aislado diferentes cepas de Fusarium
a partir de tuberias de polietileno utilizadas en distribucion de gas domiciliario que se encuentran
enterradas, en el Apéndice A, se encuentra el registro fotografico de algunas de estas cepas. La
colonizacién y biodegradacion de las tuberias por parte de las diferentes cepas fungicas sugiere
posibles procesos de adaptacion bioldgica. En ausencia de raices de cultivos cercanas que actlen
como su principal fuente nutricional, estas cepas parecen desarrollar estrategias para aprovechar

otras fuentes de carbono disponibles en su entorno.
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El anélisis de los datos gendmicos disponibles en la base de datos del NCBI revela que,
hasta noviembre de 2024, se encuentran registrados 1770 genomas pertenecientes al género
Fusarium. Dentro de este grupo, Fusarium oxysporum representa un niamero significativo, con
750 ensamblajes gendmicos depositados. Sin embargo, tnicamente dos de estos ensamblajes estan
clasificados como genomas de referencia. Esta limitada representacion de genomas de referencia
resalta la necesidad de continuar con estudios de alta calidad que permitan no solo la
caracterizacion detallada de nuevas cepas, sino también la estandarizacion y comparacion de datos
genomicos dentro del género.

3.5  Protedmica funcional

En las diferentes etapas de la biodegradacion de los materiales, los microorganismos
producen enzimas asociadas a cada proceso. Las proteinas son las biomoléculas funcionales
bésicas para cualquier proceso biolégico, conocer su actividad es necesario para identificar los
mecanismos celulares durante los procesos de biodegradacion. La protedmica incluye todas las
tecnologias asociadas a la identificacion, cuantificacion o localizacion de proteinas presentes en
un organismo, tejido o células en un momento dado. El objetivo de esta técnica es comprender sus
funciones, estructuras y relaciones en un contexto biolégico. En el caso especifico de
biorremediacion de plasticos, permite identificar rutas metabdlicas y proteinas/enzimas expresadas
por cepas fungicas durante el metabolismo de estos residuos sélidos (Lin et al., 2020; Sun et al.,
2014).

Durante la evaluacion proteémica, se emplean diversos metodos analiticos; entre ellos, se
encuentra la anotacion proteica a partir de la secuenciacion del genoma completo de los
microorganismos utilizando herramientas bioinforméaticas como Augustus, Maker, entre otros.

Asimismo, la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE, por
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sus siglas en inglés), que permite la separacion de proteinas segun su tamafio y carga eléctrica
facilitando su visualizacién. Otro método es la espectrometria de masas, mediante la relacion
masa/carga, siendo Util para analizar mezclas complejas de proteinas. La cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) es otro método para la separacion y purificacion
de proteinas, aprovechando propiedades quimicas, como la hidrofobicidad o la carga (Manikandan
etal., 2018; Sun et al., 2014).

Con el fin de identificar informacidn asociado a la proteémica aplicada en los materiales
plasticos independiente del tipo de microorganismo flngico, se realizd un analisis bibliométrico
mediante las bases de datos de alto impacto Scopus y Web of Science. Aplicando la ecuacion de
busqueda: (proteomic) OR (proteins) OR (enzymes) AND (Fusarium) OR (fungi) AND
(polyethylene) OR (plastics) OR (polymers) AND (biodegradation) OR (biofragmentation), se
encontraron 340 documentos, de estos luego de aplicar diferentes filtros como las tematicas
incluyendo las 4reas ‘“ambiental”, “microbiologica”, “hongos”, ‘“genética”, “materiales
poliméricos”, “bioquimica” y excluyendo lo asociado a “salud”, “animales”, “humanos”,
“plantas”, quedaron 98 documentos en idioma inglés.

El rango automatico de tiempo que arrojé la base de datos fue desde el afio 2002 hasta el
2022, demostrando que los temas seleccionados en conjunto son relativamente nuevos
especialmente al utilizar la palabra “protedmica”. Este resultado es coherente con lo reportado con
la literatura, siendo la palabra “protedmica” acunada por Marc Wilkin en 1995 (Claudia Sandoval-
usme et al., 2009). El pais que presentd un mayor nimero de publicaciones fue India con 71
documentos, luego sigue Estados Unidos con 62, China con 52 y Japon con 34 (Apéndice B). Los

demaés paises presentaron menos de 21 publicaciones. En el caso de Colombia, se encontraron tres
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publicaciones, demostrando que el tema en nuestro pais es poco estudiado o poco reportado en la
literatura, indicando la importancia de realizar investigaciones en esta temética.

Debido a que la mayoria de publicaciones de interés se encuentran en los Gltimos afios, se
aplico un filtro adicional, para analizar los documentos correspondientes a la ventana de tiempo
del afio 2020 a 2023, haciendo énfasis en estudios de hongos degradadores de polimeros insolubles
hasta unidades monoméricas solubles (Ekanayaka et al., 2022; Lacerda et al., 2020; Moreno et al.,
2022; Temporiti et al., 2022). En ese rango de tiempo, se encontraron los siguientes estudios de
interés:

Spina y colaboradores en el 2021 reportaron un estudio asociado a la comunidad fungica
de los residuos plésticos provenientes de un vertedero, logrando aislar 95 hongos en su mayoria
pertenecientes al filo Ascomycota. ElI 97% de las cepas, fueron capaces de crecer en la presencia
de polvo de polietileno como Unica fuente de carbono. Las cepas que presentaron mayor tolerancia
en altas concentraciones fueron las pertenecientes al género Fusarium. Mediante pruebas de
respirometria, analisis de FTIR e iméagenes SEM, encontraron afectacién en el material con
presencia de hoyos, surcos, hinchazén y protuberancias, y con alteraciones en los enlaces
quimicos, con degradacion de los grupos metilo terminales (Spina et al., 2021).

Gong y colaboradores publicaron un primer informe demostrando la capacidad del hongo
Cladosporium sp. en la degradacion de granulos de microplastico de polietileno de baja densidad
(LDPE, por sus siglas en inglés). Los ensayos de biodegradacion que los autores utilizaron fueron
mediante pérdida de peso, cambio de pH, SEM y FTIR. La esterilizacion de los materiales
poliméricos fue mediante exposicion UV por 12 horas y etanol al 75% por tres horas (Gong et al.,

2023).
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Gao y colaboradores en el 2022 publicaron un articulo cientifico utilizando un hongo
marino Alternaria alternata FB1, en un tiempo de exposicion de 120 dias. Confirmaron la
biodegradacion de polietileno con la identificacion de 153 genes que codifican enzimas
potenciales, algunas de estas corresponden a peroxidasas, lacasas, hidroxilasas, deshidrogenasas,
oxidorreductasas, esterasas, lipasas y cutinasas (Gao et al., 2022).

Taxeidis y colaboradores 2023 realizaron ensayos de gendmica y transcriptomica de
diferentes cepas de Fusarium y Aspergillus durante la biodegradacién de bolsas de polietileno y
poliuretano. La metodologia utilizada fue con medios de cultivo selectivos y la combinacion de
cromatografia liquida y espectrometria de masas, encontrando en el secretoma enzimas como
cutinasas, proteasas, oxidasas, dismutasas, entre otras (Taxeidis et al., 2023).

A nivel protedmico de los hongos del género Fusarium, la mayoria de los articulos se
centran a nivel fitopatoldgico, principalmente en la respuesta de las plantas al ataque patogénico
de la cepa fangica. Como lo reportado por Yang y colaboradores en el 2021, en los cambios que
contribuye a la resistencia al tizén de la espiga por Fusarium en el trigo. El estudio emple6 la
espectrometria de masas basadas en etiquetado iTRAQ (etiquetas isobaricas para cuantificacion
relativa y absoluta) (L. Yang et al., 2021).

Manikandan y colaboradores realizaron un analisis protedmico comparativo de diferentes
aislados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en la busqueda de proteinas expresadas
diferencialmente asociadas a virulencia en las plantas de tomate, con el fin de desarrollar una
estrategia de proteccion. El cultivo utilizado fue en medio liquido con 24 horas de incubacion, las
células fueron liofilizadas y sonicadas para el lisado celular y digerido con tripsina. Utilizaron el
analisis 2D y demostraron la expresion diferencial de 17 proteinas diferentes. Mediante MALDI-

TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-Of-Flight) se analizaron las proteinas
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asociadas a virulencia, sugiriendo que estaban involucradas en patogenicidad, expresion de
sintomas y desarrollo de enfermedades, esporulacion, crecimiento y mayor tasa de penetracion en
el tejido de la raiz (Manikandan et al., 2018).

Kalaiponmani y colaboradores publicaron un estudio asociado a la proteébmica comparativa
de Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) con el fin de comprender el mecanismo molecular de
patogenicidad para el manejo efectivo de la enfermedad de la marchitez o0 mal de Panamé en las
plantas de banano y platano. Los autores realizaron la comparacion de tres protocolos de extraccion
de proteinas MgCI./CHAPS, TCA-Acetona y TCA/Fenol-SDS, encontrando que este Ultimo
presentd la mayor concentracion. Seleccionaron al azar seis puntos para andlisis de MALDI-TOF
y busqueda en Mascot. Como resultado en la anotacion funcional, las proteinas identificadas
pueden estar involucradas en el crecimiento invasivo, la transduccion de sefiales y la persistencia

de patdgenos durante condiciones adversas (Kalaiponmani et al., 2017).

4. Metodologia

4.1  Materiales
4.1.1 Plasticos

El material plastico evaluado fue polietileno de baja densidad (en adelante, LDPE) en
perlas (Lotrene FD0274, Qapco Qatar Petrochemical Company), utilizado en la extrusion de
peliculas delgadas. Contiene aditivos deslizantes (600 ppm de erucamida) y aditivos antibloqueo
(900 ppm), asi como antioxidantes. En el Apéndice C se encuentra la ficha técnica del material.
Todas las perlas fueron lavadas con agua destilada estéril, desinfectadas con etanol al 70% y

secadas al aire en una cabina de flujo laminar antes de su uso.
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4.1.2 Cepas fangicas

Las cepas fungicas de Fusarium (nativas de Santander, Colombia) usadas fueron dos,
denominadas como FOCIC01 y FECICO02. Estas cepas fueron proporcionadas por la Corporacion
para la Investigacion de la Corrosion (en adelante, CIC) (Piedecuesta, Colombia). Las cepas se
encontraban en la coleccion biolégica CBUDES de la Universidad de Santander (Bucaramanga,
Colombia), con la identificacion UDES:CBUDES:2599 para FOCIC01 y UDES:CBUDES:2600
para FECICO02 (ver Apéndice D Certificacion de cepas fungicas). El uso de las cepas se realizo
mediante el otrosi No. 2 del contrato marco Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos
Derivados No. 167 de 2017 entre el Ministerio de Ambiente (MINAMBIENTE) y la CIC, ver
Apéndices E y F. Asimismo, se realizo el acuerdo de transferencia de material (ATM) de aislados
fungicos del género Fusarium de la CIC, a la Universidad Industrial de Santander (en adelante,
UIS), ver Apéndice G. Para la reactivacion de los especimenes, se utilizaron medios de cultivo
solidos de agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) (Merck, Alemania) con incubacion
a 25°C+/- 2°C y en oscuridad por siete dias (Kalaiponmani et al., 2017).
4.2  Métodos
4.2.1 Extraccion de ADN

Se realizd un cultivo que contenia extracto de levadura (Merck, Alemania) a una
concentracion de 33 mM, sacarosa (Merck, Alemania) a 58 mM, fosfato de potasio monobasico
(K2HPO4) (Merck, Alemania) a 7,3 mM, sulfato de magnesio (MgSOas) (Merck, Alemania) a 4,2
mM, y para evitar el crecimiento de bacterias se afiadieron 0,5 g/L de cloranfenicol (Merck,
Alemania). Se afor6 con agua destilada, se ajusto el pH a 6,2+/- 0,2 con acido clorhidrico al 0,1 M
antes de esterilizar y se sirvio 100 mL de medio en cada Erlenmeyer de 250 mL. De cada cepa

fangica crecida en PDA se extrajeron tres fragmentos de colonia (discos de 6 mm de 7 dias de



PROTEINAS FUNGICAS EN LA DEGRADACION DE POLIETILENO 37

incubacidén) proveniente de la zona méas densa del crecimiento y se afiadié como in6culo en los
Erlenmeyer (Sathiyabama et al., 2024). Se dejé por 10 dias en incubacién a 25°C+/- 5°C, en
oscuridad y sin agitacion. Se realizd extraccion de ADN utilizando el kit comercial DNesay
PowerSoil (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante con
modificaciones. Las modificaciones incluyeron la adicion de perlas de vidrio de 3 mm en el paso
inicial y uso de un homogeneizador (Beadbug 6 D1036, Benchmark Scientific, EE. UU.) para
mayor detalle ver el Apéndice H. La calidad y concentracion del ADN se evalu6é en un
espectrofotometro NanoDrop 2000C (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) y un
fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technologies, California, EE. UU.) (Puentes-Cala et al., 2023).

4.2.2 Secuenciacién de los genomas fungicos

El genoma completo de cada cepa se secuencié aplicando una metodologia hibrida
(secuencias largas y cortas). Para secuencias largas se utilizo el método de nanoporos con el equipo
MinlON Mk1C (Oxford Nanopore Technologies Inc., Reino Unido), utilizando el kit se
secuenciacion de codigos de barras y celdas de flujo FLO-MIN106 (R9.4.1), realizada por personal
de la CIC (Piedecuesta, Colombia). Para las secuencias cortas, el ADN se envi6 a Novogene
Corporation Inc. (Stockton Blvd, California, EE. UU.) con la plataforma Illumina NovaSeq 6000
(IMumina, EE. UU.) (Dvorianinova et al., 2021).

Las lecturas de ADN de secuencia larga se cortaron y filtraron utilizando los programas
Porechop v. 0.2.4 y Filtlong v. 0.2.1 respectivamente, la calidad de las secuencias se comprobo
utilizando la herramienta Nanoplot v. 1.43.0. El ensamble se realizo con la herramienta Flye v.
2.9.5, la calidad del ensamble se verificd con las herramientas Quast v. 5.3.0 y BUSCO v. 5.8.0.
De forma adicional, para la cepa FOCICO1 se utilizo el pipeline MpGAP (Apéendice 1), que incluye

las siguientes herramientas de ensamble: Canu v. 2.2, Flye v. 2.9.2, Raven v. 1.6.1, Shasta v.
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0.11.1, wtdbg2 v. 2.5, Haslr v. 0.8a1, Unicycler v. 0.5.0, Spades v. 3.15.3, Shovill v. 1.1.0, Megahit
v. 1.2.9, como pulidores (polishers): Nanopolish v. 0.13.2, Medaka v. 1.11.1, gcpp v. 2.0.2 y Pilon
v. 1.24, y verificadores de calidad Quast v. 5.2.0, BUSCO v. 5.6.1 y MultiQC v. 1.11 (de Almeida
etal., 2023).

Las lecturas cortas de ADN se recortaron y se filtraron utilizando el programa
Trimmomatic v. 0.38 (Bolger et al., 2014). La calidad de las lecturas se verifico con la herramienta
FastQC v. 0.74. El ensamblaje del genoma se realiz6 utilizando el programa SPAdes v. 3.15.5
(Bankevich et al., 2012). La calidad del ensamble se verific con Quast v. 5.2.0 y BUSCO V. 5.8.0.
Se realiz6 la comparacion de los ensambles para cada tecnologia de secuenciacion y se ensamblo
el genoma de forma hibrida. La anotacion gendmica se realizé mediante la herramienta Augustus
v. 3.4.0 (Stanke et al., 2008). Las similitudes gendmicas de las cepas de Fusarium obtenidos de la
base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en
inglés) se calcularon utilizando la herramienta de UniProt. Con esta informacion se realizo el
alineamiento de las secuencias de 18S y se realiz6 la reconstruccion del arbol filogenético de
maxima verosimilitud (Krasnov et al., 2020).

4.2.3 Anotacion proteica

La anotacion proteica se realiz6 a partir del genoma completo mediante la herramienta
Augustus v. 3.4.0 (Stanke et al., 2008). La prediccion de las proteinas secretadas, se llevd a cabo
con la herramienta doCANS3 (J. Zheng et al., 2023) HMMER: dbCAN (E-Value < 1e’°, coverage
>0.35), DIAMOND: CAZy (E-Value < 1e1%%) y HMMER: doCAN-sub (E-Value < 1e*°, coverage
> 0.35), se filtro la informacion por el péptido sefial mediante SignalP (Almagro Armenteros et
al., 2019) complementado con el andlisis en las bases de datos tipo Blast de UniProt (Bateman et

al., 2023). Para las enzimas candidatas, la prediccion y localizacion de los dominios se realizo
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mediante InterProScan v. 5.59-91.0 incluyendo las bases de datos como Colis: prediccion de
regiones de superenrollamiento en proteinas, FunFam: Prediccion de anotaciones funcionales para
secuencias novedosas y no caracterizadas. Gene3D: asignacion estructural para genes y genomas
completos utilizando la base de datos de estructura de dominio CATH, HAMAP: anotacion
automatizada de alta calidad de proteomas microbianos, MobiDBLite: Prediccion de regiones
intrinsecamente desordenadas en proteinas, PANTHER: analisis de proteinas a través de relaciones
evolutivas, Pfam: familias de proteinas, cada una representada por multiples alineamientos de
secuencias y modelos ocultos de Markov, PIRSF: familias de proteinas basadas en modelos ocultos
de Markov (HMM) y reglas de sitio patron, PRINTS: patrones de secuencia conservados
(fingerprint), ProSitePatterns, SFLD: base de datos de familias de proteinas basada en modelos
ocultos de Markov (HMM), SMART: dominios y familias de proteinas basados en modelos de
alineacion de secuencias multiples bien anotados, SUPERFAMILY: base de datos de anotaciones
estructurales y funcionales para todas las proteinas y genomas y TIGRFAM: familias de proteinas
basadas en modelos ocultos de Markov (HMM) (Mistry et al., 2021). Las proteinas asociadas a
biodegradacion de plésticos, se seleccionaron y se realizé6 un modelamiento de la estructura
tridimensional con I-Tasser (W. Zheng et al., 2021; Zhou et al., 2022).
4.2.4 Disefio experimental de biodegradacion

Se realiz6 la metodologia de Spina y colaboradores (2021) y Sowmya y colaboradores
(2015) (Sowmya et al., 2015; Spina et al., 2021) con algunas modificaciones. Los montajes se
realizaron en medio basal de sales (MBS) de composicion, 5,14 mM de fosfato de potasio
monobaésico (KH2POs), 2,84 mM de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4 . 7H20), 12,49
mM de nitrato de amonio (NHsNO3z), 0,09 mM de cloruro de sodio (NaCl), 0,007 mM de sulfato

ferroso heptahidratado (FeSOs . 7H20), 0,007 mM de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSOs —
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7H-0), 0,007 mM de sulfato de manganeso (MnSQas), 4,02 mM de fosfato dipotasico (K2HPOs),
con adicion de cloranfenicol 0,5 g/L y aforado con agua destilada. Cada montaje se realiz en
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de MBS por triplicado. Para los montajes de tratamiento se
afiadieron las perlas de LDPE como Unica fuente de carbono y como indculo 108 esporas/mL de
las cepas fungicas, evaluadas por separado FOCIC01 y FECIC02. Como controles se realizd un
montaje con glucosa al 1% e inoculo (control de crecimiento), MBS con in6culo sin fuentes de
carbono, MBS con perlas de LDPE sin indculo y MBS sin fuente de carbono ni inéculo. El tiempo
de exposicion fue de treinta dias, en oscuridad a 25°C y sin agitacion.
4.2.5 Caracterizacién y analisis del polietileno degradado

4.2.5.1 Anélisis con microscopio electronico de barrido

Para confirmar la biodegradacion del material, se realizé observacion de las perlas de
LDPE mediante la deteccion de imagenes de alta resolucion con haz de electrones, utilizando un
microscopio electronico de emision de campo FESEM (Apreo 2S LoVac, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE. UU.). Antes de realizar el andlisis, las muestras fueron bafiadas en oro
por pulverizacion catddica debido a que las muestras no son conductoras por naturaleza (DSouza
etal., 2021). Se tomaron imagenes en condiciones atmosféricas de alto vacio (10% a 10’ mbar), con
voltaje de aceleracion de 2 a 10 kV, con detector de electrones secundarios (Everhat Thomley
detector, ETD o T2) y detector de electrones retrodispersados (Back scattered electron detector,
T1), para observar la morfologia de las superficies de las perlas en aumentos de 150x, 2500x y
8000x. Para el montaje con FOCICO1, se realizo la visualizacion de perlas con el hongo y otras
perlas a las que se les quito la biomasa con lavados, utilizando agua destilada estéril y sonicador,

4 ciclos de 20 minutos cada uno.
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4.2.5.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Las perlas de LDPE (muestra control y con FOCICO1) fueron lavadas con agua destilada
estéril y sonicador, 4 ciclos de 20 minutos cada uno, antes de su andlisis por FTIR (is50 FT-IR
Nicolet, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.). Las muestras fueron analizadas en un
rango de niimeros de onda de 400 a 4000 cm™. Las sefiales en los espectros corresponden a grupos
funcionales que estan presentes en la muestra (DSouza et al., 2021; Sowmya et al., 2015; Spina et
al., 2021).

4.2.5.3 Cuantificacion de proteinas totales en el secretoma

La cuantificacion de proteinas totales en el secretoma, en lugar del micelio, se fundamenta
en el objetivo de evaluar especificamente las proteinas extracelulares secretadas por las cepas
durante su interaccion con el polietileno. Estas proteinas extracelulares son las principales
responsables de los procesos de biodegradacion y acttan directamente sobre los polimeros. Por
otro lado, las proteinas intracelulares presentes en el micelio estdn mayormente asociadas a
funciones metabolicas internas y estructurales. Para retirar la biomasa del sobrenadante, cada
montaje se filtré por separado utilizando una bomba al vacio pasando por filtros de celulosa
estériles de didmetro de 45 mm y tamafio de poro de 1 um, luego de 0,45 um y finalmente por 0,22
pm, adquiridos en Merck Millipore (Darmstadt, Alemania). Los filtros con la biomasa y el
sobrenadante se guardaron en tubos falcon y se conservaron en -80°C hasta su uso. La deteccion
colorimétrica y la cuantificacion de proteinas totales se midio directamente en los sobrenadantes
utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA Pierce™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.
UU.) (Cortés-Rios et al., 2020). Las proteinas del sobrenadante se concentraron utilizando el
equipo Concentrador plus -Concentrador centrifugo (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se

volvié a realizar la medicion de proteinas.
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4.2.5.4 Separacion de proteinas extracelulares por electroforesis

La separacion de las proteinas extracelulares obtenidas del secretoma de las cepas flngicas
se llevo a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) de una dimension, siguiendo la metodologia reportada por Gallagher (2006) y
Laemmli (1970) (Gallagher, 2006; LAEMMLLI, 1970). Debido a la baja concentracion de proteinas
en las muestras, no fue posible realizar una electroforesis en gel bidimensional (2D-PAGE), siendo
necesario optar por el método de una dimensién para la separacion proteica. Se utilizaron geles de
poliacrilamida al 10% para la separacion y un gel de apilamiento al 5%, empleando un buffer Tris-
Glicina-SDS. El gel fue tefiido con azul de Coomassie R-250 para visualizar las bandas proteicas.
Las bandas diferenciales asociadas a los tratamientos con LDPE fueron cortadas cuidadosamente.
Posteriormente, los fragmentos de gel se sometieron a digestion enzimatica con tripsina (Roche
Diagnostics GmbH, Alemania) para generar péptidos. El protocolo de digestion de proteinas con
sus soluciones se encuentra en el Apéndice J. Los péptidos tripticos fueron suspendidos en 5 puL
de solucién TA30, compuesta por un 30% de acetonitrilo y un 0,1% de éacido trifluoroacético
(TFA) para su posterior identificacion y anélisis mediante espectrometria de masas. El acetonitrilo
acta como un disolvente organico que facilita la solubilizacion de los péptidos, mientras que el
TFA contribuye a acidificar la solucién, favoreciendo la estabilizacion y protonacion de los
péptidos (Cortes et al., 2020).

4.2.5.5 Espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion/desorcion laser

asistida por matriz

A partir del sobrenadante de los montajes se realizé medicion de polimeros y a partir de la
digestion de proteinas se realizo la medicion de péptidos. Las mediciones se realizaron con un

UltrafleXtreme (UTX) MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania). Se utilizo el
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modo Reflectron donde el voltaje de la fuente ionizante del ion 1, el voltaje de la fuente del ion 2,
el voltaje del reflector 1 y el voltaje del reflector 2 fueron 25 kV, 23 kV, 26,5 kV y 13,45 kV,
respectivamente (Kuki et al., 2022). El agente ionizante fue el &cido trifluoroacético (TFA)
(Sigma-Aldrich/Merck, Alemania) utilizado para mejorar la formacion de iones y la eficiencia del
proceso de ionizacion/desorcion. La matriz utilizada fue el acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico
(HCCA) (Sigma-Aldrich/Merck, Alemania) (Gobom et al., 2001), se prepar6 en una solucién
saturada de acetronitrilo 50%. Se empled la técnica two-layer para la preparacién de las muestras
en el andlisis mediante MALDI-TOF (Dai et al., 1999; N. Zhang et al., 2001). Esta metodologia
consistié en la aplicacion secuencial de matriz y muestra sobre el target metalico, depositando
inicialmente una capa de matriz, seguida de la adicion de la muestra y, finalmente, una segunda
capa de matriz. Para este procedimiento, se utilizo6 HCCA como matriz en una relacion de volumen
de 2:1 matriz:zmuestra, con el fin de garantizar una adecuada desorcion e ionizacién de las
proteinas, considerando su baja concentracion en las muestras. Esta proporcion permitio optimizar
la distribucion homogénea de la muestra en la matriz, evitando la saturacion y favoreciendo la
obtencion de sefiales intensas y reproducibles en los espectros. Los espectros fueron evaluados por
FlexAnalysis software 3.4 (Bruker) (Liepold et al., 2023). Los espectros de masas de los péptidos
obtenidos se compararon con los de las proteinas disponibles en la base de datos SwissProt del
Mascot Server 3.0. El criterio de busqueda fue digestion con tripsina, taxonomia “fungi” y “other
fungi”, modificaciones fijas de carbamidometilo (C) (Lin et al., 2020; Sun et al., 2014; M. Yang
etal., 2021; M. Zhang et al., 2021).
4.2.6 Andlisis estadistico

Los experimentos descritos anteriormente se realizaron por triplicado. Los datos fueron

sometidos a un analisis estadistico utilizando analisis de varianza de una via (ANOVA) para
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determinar si existian diferencias significativas entre los grupos comparados en los distintos
experimentos realizados. Este método permitio evaluar la influencia de un unico factor categdrico
en una variable dependiente continua, analizando la variabilidad dentro y entre los grupos. Previo
al ANOVA, se evaluaron los supuestos estadisticos correspondientes, la normalidad de los datos
se verifico mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que la homocedasticidad se evaluo
utilizando la prueba de Levene. En caso de incumplimiento de los supuestos, se consideraron
transformaciones de datos o pruebas estadisticas no paramétricas como Kruskal-Wallis. Para este
proposito, se empled la herramienta estadistica Stata/IC 14,2, se establecié un nivel de
significancia de p < 0,05 para determinar la existencia de diferencias estadisticamente

significativas.

5. Resultados

5.1 Reactivacion fungica y extraccion de ADN

Las cepas utilizadas son hongos filamentosos del género Fusarium nativos del
departamento de Santander, Colombia, aislados por la CIC en tuberias de polietileno usadas para
la distribucién de gas domiciliario en Colombia. La cepa FOCICO1 fue aislada de una tuberia de
MDPE (Polietileno de Media Densidad) que presentd biodegradacion externa con 10 afios de
servicio. Por otra parte, la cepa FECIC02 fue aislada de una tuberia de MDPE que presento
biodegradacion externa con 30 afios de funcionamiento. En la reactivacién en PDA, se confirmé
el género Fusarium de las dos cepas, por la forma filamentosa de color blanco de las colonias y

las esporas fusiformes observadas en los montajes al microscopio entre lamina y laminilla con azul
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de lactofenol (Figura 8). En morfologia macro y microscopica no se ven diferencias significativas
entre las dos cepas analizadas.

Figura 8

Reactivacion de cepas fangicas del género Fusarium

Nota. Crecimiento en medio PDA. Observacion en microscopio optico de luz visible con aumento de 40X, liquido de
montaje azul de lactofenol. A. FOCICO01, colonia filamentosa de color blanco. B. FOCICO01, se observan hifas hialinas
septadas con esporas fusiformes. C. FECIC02, colonia filamentosa de color blanco. D. FECICO02, se observan hifas

hialinas septadas con esporas fusiformes.

Por otra parte, en el medio liquido de extracto de levadura y sacarosa, se evidencid
formacién de micelio de color blanco sobre la superficie, como se observa en la Figura 9. En la
verificacion de la calidad y concentracién del ADN de cada cepa, se evidencio que la cepa
FOCICO1 presenté una concentracion de ADN de 129,7 ng/uL y para FECIC02 fue de 143,65
ng/uL, las dos presentaron ausencia de proteinas y sales (A260/280 y A260/A230

respectivamente).
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Figura 9

Crecimiento de las cepas fungicas en medio liquido para extraccion de ADN

L :"{ T B
Nota. Crecimiento en medio liquido extracto de levadura sacarosa sin agitacion. A. FOCICO1, turbidez del medio y

A. -

formacién de micelio color blanco sobre el medio. B. FECICO02, turbidez del medio y formacion de micelio color

blanco sobre el medio.

5.2  Caracterizacion genomica
5.2.1 Secuenciaciony ensamble

En las secuencias largas obtenidas de Nanopore, luego de aplicar la herramienta Porechop,
se obtuvo un total de 346.823 lecturas para FOCICO01 y 262.956 para FECICO02 (Tabla 1).
FOCICO1 presentd un 25% mas de lecturas y bases, generando una mayor cobertura (35,3x) en
comparacion de FECIC02 (25,6x).
Tabla 1

Estadisticas de Nanoplot de las lecturas de las cepas de Fusarium con Nanopore

Nanopore FOCICO1 FECICO02
Porechop
NUmero de lecturas 346.823 262.956
Numero de bases (bp) 1.793.678.132 1.338.218.843
Longitud mediana de lectura (kb) 4.740 4.429

Longitud media de lectura (kb) 5.171 5.089
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Nanopore FOCICO1 FECICO02
N50 (kb) 6.882 7.328
>Q10 208.762 (60,2%) 1.079,5Mb 156.296 (59,4%) 797,3 Mb

Nota. Esta tabla comparativa presenta datos de calidad de secuencias de Nanopore para FOCICO1 y FECICO02. El N50
indica el tamafio de la lectura mas pequefia (longitud) en el conjunto de lecturas acumuladas que constituye al menos
el 509% del total de la longitud de las lecturas. EI Q10 estéa asociado con la precision de las bases de las lecturas. Indica

que el 90% de las bases tienen una precision de al menos el 90%.

La comparacion de los datos del ensamble del genoma completo tanto por Nanopore como
por Illumina para las cepas FOCIC01 y FECICO2 se presentan en la Tabla 2. Para las dos cepas se
evidencié que el ensamble con Flye (Nanopore) genera un nimero menor de contigs en
comparacion con el ensamble en SPAdes (Illumina), lo que sugiere que Flye logra ensamblajes
mas continuos y largos. Lo anterior, se confirma con el valor de N50 siendo mayor con Nanopore,
demostrando menor fragmentacion. La composicion GC fue similar entre los ensamblajes para
ambas cepas, lo que sugiere que no hubo diferencia en la reparticion de los nucleétidos durante el
ensamblaje.

Tabla 2

Informacion estadistica del ensamblaje del genoma de las cepas de Fusarium

Cepas fangicas FOCICO01 FECICO02
Nanopore IHlumina Nanopore IHlumina
Ensamblador
Flye SPAdes Flye SPAdes
Quast
Numero de contigs 32 390 31 354

Longitud Total (bp) 45.733.580 44.944.831 46.373.917 45.329.841
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Cepas fungicas FOCICO01 FECICO02
Nanopore IHlumina Nanopore IHlumina
Ensamblador
Flye SPAdes Flye SPAdes

N50 (bp) 4.691.589 853.861 4.079.611 1.011.135
L50 5 19 5) 17
GC (%) 47,57% 48,09% 47,75% 47,77%
BUSCO - Fungi_odb10 (758)
Completos (%) 89% (675) 99,5% (754)  87,7% (665)  99,5% (754)
Singulares (%) 88,9% (674)  99,2% (752) 87,7% (665)  99,2% (752)
Duplicados (%) 0,1% (1) 0,3% (2) 0,0% (0) 0,3% (2)
Fragmentados (%) 2% (15) 0,0% (0) 2,4% (18) 0,0% (0)
Ausentes (%) 9% (68) 0,5% (4) 9,9% (75) 0,5% (4)

BUSCO - Ascomycota_odb10 (1706)

Completos (%) 85,6% (1460) 98,9% (1688) 83,7% (1428) 98,9% (1688)
Singulares (%) 85,4% (1457) 98,6% (1682) 83,6% (1426) 98,6% (1682)
Duplicados (%) 0,2% (3) 0,4% (6) 0,1% (2) 0,4% (6)
Fragmentados (%) 2% (34) 0,2% (3) 5,7% (98) 0,2% (3)
Ausentes (%) 12,4% (212) 0,9% (15)  10,6% (180) 0,9% (15)

Nota. Esta tabla muestra las diferencias entre las dos cepas de Fusarium y los ensambles para secuencias largas
(Nanopore) y cortas (lllumina). El predictor de genes en BUSCO fue Augustus. Los nimeros que se encuentran entre
paréntesis corresponden al nimero de genes. El L50 indica el nimero minimo de contigs necesarios para cubrir al

menos el 50% del tamafio total del genoma ensamblado.
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De forma adicional, se utilizo el pipeline MpGAP para las secuencias largas del FOCICO1,
con el fin de verificar cudl ensamblador y cuél herramienta de pulido podrian mejorar la calidad
del genoma ensamblado, para futuros estudios que solo cuenten con secuencias de Nanopore. El
paso a paso Yy la tabla comparativa entre los ensambladores con los resultados estadisticos basicos
se encuentran en el Apéndice 1. Los mejores ensambladores fueron Flye y Canu con Medaka como
herramienta de pulido, en la Tabla 3 se detalla la informacion estadistica de Flye con Medaka. Se
resalta la importancia del pulido mejorando la integridad del genoma, representado en un aumento
de la puntuacién dada por BUSCO para los genes completos alcanzando un 99,3%, pasando de 15
genes fragmentados a 0 y de 68 genes ausentes a solo 5.

Tabla 3

Informacion estadistica del ensamblaje del genoma de FOCICO1 con Flye+Medaka

Caracteristicas FOCICO01 (Flye+Medaka)
Quast
NUmero de contigs 11
Longitud Total (bp) 45.552.433
N50 (bp) 4.714.756
L50 5
GC (%) 47 59%

BUSCO - Fungi_odb10 (758)
Completos (%) 99,3% (753)
Singular (%) 98,9% (750)

Duplicado (%) 0,4% (3)
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Caracteristicas FOCICO1 (Flye+Medaka)
Fragmentados (%) 0,0 % (0)
Ausentes (%) 0,7% (5)

Nota. El predictor de genes en BUSCO fue Augustus. Los nimeros que se encuentran entre paréntesis corresponden

al nimero de genes.

A partir de las secuencias gendmicas ensambladas de las cepas FOCIC01 y FECICO02, se
utilizo la herramienta NCBI BLAST+blastn con el algoritmo megablast, empleando la base de
datos gendmica de NCBI actualizada al 15 de agosto de 2024. Este analisis permitio realizar una
busqueda de alta precision contra secuencias depositadas en la base de datos, optimizando la
identificacion taxondmica. Los resultados obtenidos indicaron que ambas cepas pertenecen al
complejo Fusarium oxysporum. En particular, FOCICO01 presenté similitud genética con Fusarium
oxysporum Fo47, mientras que FECIC02 mostré correspondencia con Fusarium oxysporum cepa
F05176. Sin embargo, el tamafio del genoma de la cepa FOCICO1 no coincide con el tamafio de la
secuencia de referencia registrada en el NCBI (GCF_013085055.1). En el Apéndice K se
presentan los datos asociados a los genomas que se encuentran registrados en el NCBI, para las
dos cepas, donde se puede detallar la variacién de los tamafios de los genomas y lo reciente de su
publicacién (entre 2020 y 2024). En el Apéndice L se encuentra el arbol filogenético realizado
con la herramienta de UniProt, con la alineacion de la secuencia de 18S de 30 diferentes especies
fangicas. Del género Fusarium se incluyeron las especies, Fusarium oxysporum, F. oxysporum
f.sp. cubense R1, F. oxysporum NRRL32931, F. oxysporum f.sp. rapae, F. oxysporum Fo5176, F.
oxysporum f.sp. cubense R4, F. oxysporum f.sp. raphani, F. oxysporum f.sp.conglutinans, F.
oxysporum f.sp. radicis cucumerinum, F. oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium gaditjirri,

Fusarium acutatum, Fusarium agapanthi, Fusarium phyllophilum, Fusarium xylarioides,
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Fusarium globosum, Fusarium napiforme, Fusarium musae, Fusarium mundagurra, Fusarium
pseudocicinatum, Fusarium redodens, Fusarium austroafricanum, Fusarium beoniforme,
Fusarium poae, y de otros géneros, Beauveria bassiana, Cordyceps, Trichodema asperellum,
Trichoderma aggressivum y Trichodemas harzianum.
5.2.2 Anotacion genética y proteica

La anotacion del genoma se realizé utilizando el software Augustus, lo que permitié
predecir las secuencias génicas y proteicas. A partir de las secuencias proteicas obtenidas, se
emplearon las herramientas InterProScan y dbCAN2 para identificar dominios funcionales,
familias de proteinas y enzimas relacionadas con la degradacion de carbohidratos, incluyendo
posibles enzimas implicadas en procesos de biodegradacion. En el Apéndice M (FOCICO01) y
Apéndice N (FECICO02) se encuentra el listado de proteinas, estos archivos estan organizados por
12 columnas (de la A a L), cada columna representa lo siguiente: columna A: identificador de la
proteina, representa el identificador Unico de la secuencia de proteina que fue analizada. Columna
B: longitud de la proteina, indica el nimero de aminoacidos que conforman la proteina analizada.
Columna C: base de datos de origen, como colis, FunFam, Gene3D, Hamap, MobiDBL.ite,
PANTHER, Pfam, PIRSF, PRINTS, ProSitePatterns, SFLD, SUPERFAMILY o TIGRFAM.
Columna D: ID del dominio o familia, codigo unico asociado al dominio o familia anotada dentro
de la base de datos especifica. Columna E: descripcion del dominio o familia. Columna F: inicio
del dominio dentro de la proteina, posicion del aminoacido en la proteina donde comienza el
dominio anotado. Columna G: fin del dominio dentro de la proteina, posicion del aminoécido en
la proteina donde termina el dominio anotado. Columna H: E-value (valor esperado), representa
la significancia estadistica de la anotacion; valores mas pequefios indican mayor confianza.

Columna I: ID del dominio en InterPro, codigo unico asignado por InterPro para identificar el
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dominio o familia anotada. Columna J: descripcion del dominio en InterPro, descripcion funcional
del dominio segun la anotacion de InterPro. Columna K: términos GO (Gene Ontology), contiene
términos de Gene Ontology asociados con la anotacion, que describen las funciones biolégicas,
procesos celulares o componentes celulares relacionados con la proteina. Columna L: ruta
metabolica asociada. Resaltados en amarillo se encuentran las cutinasas, enzimas asociadas a
biodegradacion de plésticos. De 13 proteinas con descripcion de cutinasa, 6 presentan términos
GO: G0:0005576, correspondiente a region extracelular y GO:0050525 de actividad cutinasa,
ninguna presenta ruta metabdlica asociada.

Para complementar la anotacién funcional obtenida con InterProScan, se utilizo la
herramienta dbCAN3, un recurso especializado en la identificacion de enzimas asociadas a la
degradacion de carbohidratos (CAZymes, por sus siglas en inglés). La prediccién de las proteinas
extracelulares identificadas por el péptido sefial (SignalP) con las tres herramientas (HMMER,
DIAMOND y dbCAN_sub) a partir del genoma completo mediante la herramienta doCAN3 se
encuentran registradas en el Apéndice O para FOCIC01 y Apéndice P para FECICO2.

Algunas de las familias de enzimas y dominios dentro del sistema de clasificacion CAZy
(Carbohydrate-Active enZYmes), que agrupa proteinas implicadas en el metabolismo de
carbohidratos, en este caso extracelular. Se evidenciaron enzimas auxiliares (AA, auxiliary
activities), que participan en la modificacion o degradacion de carbohidratos, principalmente
actuando sobre enlaces lignocelulésicos. Incluyen enzimas oxidorreductasas, como lacasas y
peroxidasas, que facilitan la degradacion de materiales complejos (Levasseur et al., 2013).
Enzimas carbohidrato esterasas (CE), estas enzimas eliminan grupos acetilo u otros sustituyentes
de los carbohidratos. Actian rompiendo enlaces éster, facilitando el acceso de otras enzimas a las

cadenas principales de polisacaridos (Cantarel et al., 2009). Las glucosido hidrolasas (GH), son
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hidrolasas que rompen enlaces glicosidicos en carbohidratos complejos. Incluyen enzimas como
celulasas, xilanasas y quitinasas, que degradan polisacéridos a aztcares méas simples (Cantarel et
al., 2009). Las glicosil transferasas (GT), estas enzimas participan en la sintesis de enlaces
glicosidicos, transfiriendo azlcares activados a otras moléculas, lo que permite la formacion de
carbohidratos y otras estructuras glicosiladas (Cantarel et al., 2009). Las liasas de polisacéridos
(PL), son enzimas que rompen enlaces glicosidicos de forma no hidrolitica, es decir, mediante
reacciones que generan productos insaturados. Estas enzimas suelen actuar sobre polisacéridos
como pectinas y alginatos (Cantarel et al., 2009).

A nivel cuantitativo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p >
0,05) entre el numero de proteinas extracelulares en los grupos de enzimas AA, CE, GH, GT y PL
entre las dos cepas FOCICO01 y FECICO02. Esto demuestra que a nivel de péptido sefal las dos
cepas presentan perfiles protedmicos similares en los grupos enzimaticos evaluados, con solo una
ligera diferencia en el grupo PL (25 vs. 26), en donde FECIC02 presenta una proteina adicional
que no es estadisticamente relevante. De estos grupos enzimaticos se filtrd la basqueda de las
enzimas asociadas a biodegradacién de materiales poliméricos, especificamente polietileno (Tabla
4). Las dos cepas presentaron en su genoma enzimas similares, como lacasas, peroxidasa,
monoxigenasas, oxidoreductasas y cutinasas.
Tabla 4

Enzimas asociadas a biodegradacion de plasticos

Enzimas principales Clasificacion numérica

Lacasas y otras multicobre oxidasas EC 1.10.3.2

Peroxidasa EC1.11.1.-
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Monooxigenasas (oxidacion terminal) EC 1.14.99.56
Monooxigenasa (oxidacion sub-terminal) EC 1.14.99.54
Alcohol oxidasa EC1.1.3.13
Cutinasas EC3.1.1.74

Nota. Los nimeros EC son un sistema de clasificacion numérica para las enzimas, basado en las reacciones quimicas

que catalizan. Las que inician con EC1 corresponden a oxidorreductasas y las EC3 a hidrolasas.

Las enzimas de interés fueron buscadas en la secuencia de aminoacidos de cada cepa y
luego buscadas en base de datos. Debido a que en el Blastp del NCBI aparecieron algunas como
proteinas sin caracterizar de Fusarium oxysporum, se complement6 con la herramienta de UniProt.
Se seleccionaron tres enzimas identificadas como EC1.10.3.2 (lacasas) encontradas tanto en la
secuencia de FOCIC01 como en FECICO02, con una identidad del 100% con proteinas registradas
en Fusarium oxysporum, (Tabla 5). De estas tres, una correspondié a Lacasa abr2, otra a
Transporte de hierro oxidasa multicobre FET3 y la otra a una proteina no caracterizada. Los genes
asociados fueron FOXYS1 4104, FOXYS1 7607 y FOXYS1_ 14571 respectivamente.

Tabla 5

Laccasas extracelulares EC1.10.3.2 en las cepas de Fusarium oxysporum evaluadas

Gen
UniProt Nombre de la
Ubicacion ID Longitud Fusarium
(100%0) proteina
oxysporum

FOCICO01
Scaffold_5.92142

607aa  AOA8BH5AGR1 Lacasa abr2 FOXYS1_4104
FECICI02

FEScaffold_1.9g530
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FOCICO01
Scaffold_28.99382 Proteina no

623 aa A0A420SYZ7 FOXYS1 7607
FECICI02 caracterizada

FEScaffold_26.99936

FOCICO01
Transporte de
Scaffold_24.9g8551
581 aa A0A420QJ33 hierro oxidasa FOXYS1_14571
FECICI02
multicobre FET3
FEScaffold_37.911625

Nota. aa: Aminoacidos. Lacasa, actividad oxidorreductasa. Identidad del 100%.

Teniendo en cuenta que las secuencias de cada lacasa son exactamente iguales para las dos
cepas, se selecciond la cepa FOCICO1, para realizar el alineamiento de las tres lacasas EC1.10.3.2
con el fin de identificar similitudes o diferencias (Figura 10). Los resultados revelan la presencia
de regiones conservadas que podrian estar asociadas con la funcionalidad catalitica tipica de estas
enzimas, asi como regiones variables que sugieren adaptaciones especificas o posibles
especializaciones funcionales. Ademas, se evidenci6 una diferencia en el nimero de aminoécidos
entre las tres lacasas: 607, 623 y 581 residuos, respectivamente. Estas variaciones podrian influir
en la estructura tridimensional, la estabilidad y la eficiencia catalitica de las enzimas.

En el andlisis de las proteinas extracelulares de las cepas evaluadas, se identificd una
peroxidasa extracelular (EC1.11.1.-) en ambas cepas de Fusarium oxysporum evaluadas. Las dos
peroxidasas presentan una longitud de 510 aminoacidos y la misma secuencia de la proteina
A0A420PMKO de F. oxysporum registrada en UniProt (Tabla 6). El gen asociado fue

FOXYS1_9434.
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Tabla 6

Peroxidasa extracelular en las cepas de Fusarium oxysporum evaluadas

Gen
Ubicacién ID Longitud/ Masa  UniProt (100%o)
Fusarium oxysporum

FOCICO01
Scaffold_2.g691 510 AA

AO0A420PMKO FOXYS1 9434
FECICI02 55,1 kDa

FEScaffold_11.g5155

Nota. Peroxidasa, EC1.11.1.-. Identidad del 100%.

Figura 10

Alineamiento de las lacasas EC1.10.3.2 de FOCICO01

Scaffold_5.82142 MYFSLSSLI LLQSF-ITSVSATYWNNTKK LTTWENYA GF - SRKMLLVNGQS 58
Scaffold 2889382 = - - - = - - SVEAALLLALPHLASAATRK FDEGWVRAN NAFERPVIGINGKW 53
Scaffold 2488551 - - - - - --M VSSLAILFAGPTVSAKDVH WNIETWTTAN GLQARPVIGINNQW 52
scatfold 592142 BGIBVLE INQDBLVVVKVHNQSP-EELTIHY LEMK PWT VPGNIT KPBCSF 117
Scatfold 2889382 B | BT IEVD IGBRV | INAHNNLGNQSTSLHF LYMN THM PAGMS V TSF 113
scaffold 2458551 B LBV INI TKGBR | VAKVTNQLGNQSTT I MYQN NFM PAMMT AS | 112
Scaffold_5.g2142 K HATRYBSF HRG@ | E YGAIMIHPRPHEPNPBFHL I SBDKETLREIAKATKHV 177
scafold 28¢7382 NET VD@PGBTY TAAQYP RAPFUEVHDKDF - - -PYKDKYBEE-V - - --------. 158
scatfold 2458551 NETADQVEGTY TRAQYP RQALHIQDPKN- - -PYAGEYDEE-R----------- 157
P

Scaffold 552142 KPVV | FVHLTSTEKWDMTVAAGIEDSCYDSILFNGKGRVECLPKDVVEANLNE IQKSY 237
Scaffold 28g9382 - | F T L DEMQS MIPKFM- -« -« 178
Scatfold 2488551 - V | T L DEMPD - 177
scatfold 5g2142 LELV FTDKACL NAIAGGLG EEALLPGTFSGCKETEGQTEVIRVSNKHHS 297
scaffold 28g9382 SKANPSGAEPV - - - - -PNNAEM- - - - - - - EET - - --------c-cc---- NFTMS - - - VK 206
scaffold 2488551 SY KNP TEGAEPV - - - - -PNSAEM- - - - - - - DTQ- - s eeeeeeeee- NMTLP---VE 205
satfold 52142 SSKWVAFD I VAAVNEVNGVFSID DVWVYAM SYI QPQKVQAMAATNGDRYS IBVK I E 357
scaffold 2889322 PETTYLFRT INI GAEAGQYLWFE KMRIVEV IYTEEAEAEMEBY | SAAQRVSFELTTK 266
scattold 2488551 PGKTYLLRLVNVGAEASQYFWIE TMKIVEV WTKPAETDMY | ASAQRYAVIEVTMK 265
scatfold 52142 KSGEFKMRFNSNSAPQI ITGHAILSVEGFGYAQEVEPWINLVGIP- - - - - - VSKDVVVFN 411
Scaffold 2849382 KDTSKNFP I VASMD - - - - - - TTLFDVLPPDLNYNATGWLVYDKKADKPDAATVETLDPHD 320
Scaffold 24g8551 NETGANYPMMASMD - - - - - - TSLFDSIPDGLNWNVTGWLEYDSDKKLPPAAVLNEFEPYD 319
scaffold 5g2142 QMVAFBYPPVSISPTABDVTFENBSME - - - - | WALNSTGLMSKDLDEQR F--- 464
Scaffold 2859382 DMKLVBYDKMG | LGKPBQEFTEDVKMENLK WENNITYVE- - - - - AKV YTAL 375
Scaffold 24g8551 DF KLVIBTDGEKLLEKABDHT ITEDLTMNNLG AFFNDISYV ----- PKV YTVL 374
Scaffold 52142 = = = = = = = NPQPMVHNNVT ISTELGQWNMDLMFVAAMFPQPP I HK SKMYMLGTGTG-P 516
scaffold 2889382 SAGKDAEDPSVNMGTYTHSMVLEKKNE IMQIMV - -NNLDSGR FHL HAFQSIYRSEEEA 433
Scattold 2488551 SAGENATNRBTVMGTDTNSFVLKHGE IME IML - -NNDDSGR F QTFQVVHRSEENA 432
saatfold 55212 FRWSSVEEAAKE I PDQFNL I NBP AFLSAPADKEPSWYV AD P 5 NN 576
scaffold 289382 G | WADAN - - - - - VTEADLPKTEM TLVIYBNG----NI DN \ F EW 484
Scaffold 248551 GHYNA -S - - - - - WTNITYPSVEM TFLVYRQG- - - -NF TN v F EW 482
Scaffold_5.§2142 MVGEBMMMV | QDGVDAW- - -PEVBEEYAEG----BDG---------B----------... 607
Scaffold 289382 HVVSBL | ATFVEDPLTLQETIQIPKNHLDACAAAGMPTKGNAAANTENFLDLTGENKPAK 544
Scaffold 24g8551 l{MD T@GL | ATM I SSPLQMQKTLT IBREEHKK I CADQGI STVGNAAGNTEDYLDLTGQNMMVP 542
Scaffold 52142 = = = = = = = = = = = = % = = = = % o= o= % e om e e oeomomowmomomoeomomoemooeoeomoeom oo 607
scaffold 288932 ALPAGFTPRGIVALVFSCICGILGVAVVAWYGFSAPIDPTSAGALSAGIVDGSDSGDGNP 604
Scatfold 248551 PLP SGF TTKGYVAMVFSCVAGVLGLAS I TLYGSAP IAAK - - = = - = - = o o o o e oo e e mm s 581
Scafold 582142 = = = = = = = = = = = = = = = = = = = 607
Scaffold 2889382 AHKGPQETVVSPSGDARSH 623

SO AISEL. o oiim o miie & a'mleriaten o alnie el 581
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Nota. Las regiones conservadas estan resaltadas en tonos mas oscuros, indicando alta similitud entre las secuencias,
mientras que las regiones variables muestran diferencias en la composicion de aminoacidos. Se observan diferencias
en la longitud de las secuencias: 607 aa, 623 aa 'y 581 aa, lo que sugiere posibles variaciones en la estructura y funcién

de las enzimas.

Asimismo, se identificaron varias cutinasas (EC3.1.1.74). En la Tabla 7 se presentan cuatro
cutinasas encontradas en las dos cepas fungicas. Las cutinasas presentan longitudes que varian
entre 230 y 253 aminoacidos, con masas moleculares entre 23,3 kDa y 27,4 kDa. Al comparar las
proteinas con la base de datos UniProt, se obtuvo una identidad del 100%, correspondiendo a las
proteinas  AOASHSEPA3 (gen FOXYSL1 1321), AOA2H3TNX8 (gen FOXYS1 10592),
A0A420PA43 (gen FOXYS1 9647) y AOA420S0V9 (gen FOXYS1 6706). Cabe resaltar que la
Gltima proteina no se encuentra caracterizada. Estas enzimas pertenecen a la familia CE5 (esterasas
de carbohidratos) y estan relacionadas con procesos de degradacion de polimeros y sustratos
complejos, como la cutina y el polietileno.

Tabla 7

Cutinasas extracelulares en las cepas de Fusarium evaluadas

Gen
Ubicacion ID Longitud / Masa  UniProt (100%0)
Fusarium oxysporum
FOCICO01
Scaffold_12.9g5010 231 aa
AOABH5EPAS3 FOXYS1 1321
FECICI02 24,5 kDa

FEScaffold_14.96180

FOCICO01 230 aa
AOA2H3TNX8 FOXYS1_10592
Scaffold_31.g9976 23,3 kDa
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Gen
Ubicacion ID Longitud / Masa  UniProt (100%0)
Fusarium oxysporum

FECICO02

FEScaffold_24.99376

FOCICO01
Scaffold_70.9g13407 234 aa

AOA420PA43 FOXYS1 9647
FECICO02 24,3 kDa

FEScaffold_65.913825

Nota. aa: aminoacidos. CE5: esterasas de carbohidratos. Cutinasa, EC3.1.1.74. Fusarium oxysporum (marchitez

vascular). Identidad del 100%.

Con el fin de comparar si existian diferencias entre las tres enzimas cutinasas (EC3.1.1.74),
se realizé un alineamiento de sus secuencias de aminoacidos. En la Figura 11, se observa que las
tres enzimas presentan regiones altamente conservadas, 10 que sugiere una estructura central
similar y posiblemente una funcion catalitica compartida. Las diferencias observadas podrian estar
asociadas a variaciones en la eficiencia de la actividad enzimatica, estabilidad estructural o
interaccion con el sustrato. Estas observaciones refuerzan la hipotesis de que, aunque las tres
enzimas pertenecen a la misma familia funcional, presentan caracteristicas individuales que

podrian influir en su desempefio frente a diferentes sustratos poliméricos.
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Figura 11

Alineamiento de las cutinasas EC3.1.1.74 de FOCIC01

Scaffold_12.g5010 RAAFILSFL SAT TASTEKRAVAAQDVNLLETRDLLNRN E DSSN TAML 59
Scaffold_31.g9976 RS IRSTLE TAS AGQDAAALEA---- - - RQLGGS I TRN A NSGS GVMIF 53
Scaffold 70.913407 MKF | AVLSFF ASV TSNPSSELEVRAE-LEERQSGSITRD S ASSA PVMF 58
Scaffold_12.g5010 V ITV ILVEA--MQLAIPDI PYTADEAPNF E TDAS 116
Scaffold_31.g9976 RVASKLEAKYGKNGV AYRATILGDNA R SSAA 1M
Scmom7og134o1| RVASVLESNYGSNGV AXRATLGDNA R SSAA 116
Scaffold_12.g5010 DEAKRLEQMAYD DTPVVTA TVVVGYALSELEGAVQNQVV 175
Scaffold_31.g9976 REMLGHENDANQ DAVL I AG AALAAASVTDVDAGIREKIA 170
Scaffold_70.913407 | REM I GLENLANS SAKIVAG AALAAASIEDLSTAVRNKVV 175
Scaffold_12.95010 LGGR D TD K1 LPT DETEFI LPARFL¥YGADAAVPGPE vGQlQK- - - 231
Scaffold_31.g9976 NRGK S ED KV NTG TGSLIVAAPHLAYQSAASGAAPE IQKADAAGA 229
Scaffold_70.913407 QN L GR N RE LV NIG TGSLEI VAAPHLAYQSDASGPAPRQ IQRVAATS | 234

Scaffold_12.g5010 - 231
Scaffold_31.g9976 A 230
Scaffold_70.g13407 - 234

Nota. Las primeras secuencias de cada proteina (los primeros ~30 residuos) corresponden a la region del péptido sefial.

En la busqueda de enzimas de interés biotecnoldgico para la biodegradacion de pléasticos,
especificamente polietileno, se seleccion6 una enzima extracelular de cada familia para el
modelamiento estructural mediante la herramienta I-TASSER, con el fin de predecir su estructura
tridimensional (Tabla 8). Las enzimas seleccionadas incluyen una lacasa de 607 aminoacidos
(EC1.10.3.2), una peroxidasa de 510 aminoéacidos (EC1.11.1.-) y una cutinasa de 230 amino&cidos
(EC3.1.1.74). Esto no quiere decir que sean las Unicas enzimas asociadas a este proceso de
biodegradacion, es posible que existan otras enzimas como hidrolasas, lipasas y/o proteasas que
se encuentren presentes en el genoma, asi como algunas otras enzimas que no estén identificadas
0 sin caracterizar. El listado de enzimas extracelulares se encuentra en el Apéndice M (FOCICO1)

y Apéndice N (FECICO02).
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Tabla 8

Modelamiento de enzimas de interés biotecnoldgico en la biodegradacion de plasticos

Lacasa Peroxidasa Cutinasa

C-score=-1.83 C-score=-1.19 C-score=0.39
TM-score = 0.49+0.15 TM-score = 0.57+0.15 TM-score =0.77+0.10
RMSD = 12.2+4.4A RMSD = 10.1+4.6A RMSD = 4.8+3.1A

Nota. C-score (Coordinate-dependent score) suele estar en el rango de [-5 a 2], donde una puntuacion C de valor méas
alto significa un modelo con una alta confianza y viceversa. TM score: (Template Modeling score) es una métrica que
indica el grado de similitud entre la estructura predicha y la estructura de referencia o plantilla. RMSD (Root Mean
Square Deviation) mide el promedio de la diferencia de posiciones entre los atomos correspondientes en la estructura
predicha y la estructura experimental. Un RMSD bajo (<2 A) indica que la estructura predicha es muy similar a la

experimental.

El modelamiento tridimensional de las enzimas seleccionadas mediante I-TASSER arrojé
valores especificos de C-score, TM-score y RMSD para cada una, los cuales permiten evaluar la
calidad y confiabilidad de las predicciones estructurales (Tabla 8). La lacasa present6 un C-score
de -1.83, un TM-score estimado de 0.49+0.15 y un RMSD de 12.2+4.4 A. Estos valores sugieren
una estructura predicha con moderada confianza, indicando cierta variabilidad en el modelo
generado. Por otro lado, la peroxidasa mostré un C-score de -1.19, un TM-score de 0.57+0.15 y

un RMSD de 10.1+4.6 A, lo que representa un modelo con mayor estabilidad y precision en
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comparacion con la lacasa. La cutinasa presentd los mejores valores entre las tres enzimas, con un
C-score positivo de 0.39, un TM-score de 0.77+0.10 y un RMSD de 4.8+3.1 A, lo que sugiere una
estructura predicha de alta calidad y confiabilidad.
5.3  Evaluacion de la biodegradacion de polietileno

La biodegradacion de LDPE por las cepas nativas de Fusarium oxysporum se evalud
mediante su capacidad de colonizar y modificar fisicamente y quimicamente las perlas de LDPE
en 30 dias de incubacion. Los resultados mostraron que la cepa FOCICO1 presentdé una
colonizacién mayor en las perlas de LDPE en comparacién con FECIC02, lo que indica un mayor
potencial degradativo en menor tiempo. En los controles, en los que se incluyeron medios sin
indculo y medios con LDPE sin indculo, no se observo crecimiento fungico, confirmando que la
colonizacién fue exclusivamente atribuible a la actividad metabdlica de las cepas evaluadas.
Debido a la extensa colonizacion observada en FOCICO1, los andlisis de cambios fisicos y
quimicos en las perlas de LDPE se realizaron especificamente con esta cepa, utilizando como
referencia el control correspondiente.
5.3.1 Caracterizacion y analisis de las perlas de polietileno

5.3.1.1 Andlisis con microscopio electronico de barrido

El cambio en la morfologia de la superficie de las perlas de LDPE después de 30 dias de
incubacidn se observé mediante microscopia electronica (Figura 12). Los aumentos seleccionados
fueron 150x, 2500x y 8000x. Las perlas control sin inoculacion presentaron una superficie
homogénea, sin alteraciones. Las superficies de las perlas inoculadas con FOCICO1 presentaron
colonizacién fangica visible desde el aumento de 150x (Figura 12, flecha fucsia). En aumentos

mayores se logro identificar estructuras como esporas (Figura 12, circulo amarillo), hifas (Figura
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12, flecha celeste) y micelio (Figura 12, flecha verde). Se visualizé una perla lavada retirando la
biopelicula, con evidencia de picaduras, oquedades y grietas (Figura 12, circulo naranja).

Figura 12

Microfotografias de las perlas de polietileno finalizado el tiempo de incubacion

LDPE LDPE + FOCICO1 (colonizacion) LDPE + FOCICO01 (lavado)

2.500x

Nota. Observacién en SEM. Las columnas corresponden a los montajes y las filas a los aumentos. LDPE: montaje
correspondiente a las perlas de LDPE en el MBS sin indculo fungico, se observa la estructura natural del polimero.
LDPE+FOCICO01: montaje con perlas de LDPE y esporas fungicas de la cepa FOCICO1, se observd colonizacion
(flecha fucsia), con esporas (circulo amarillo), hifas (flecha celeste) y micelio (flecha verde). Se visualiz6 una perla

lavada retirando la biopelicula, con evidencia de picaduras, oquedades y grietas (circulo naranja).

Para la perla que se le retird la biomasa, se evidencid grietas, desgaste, agujeros, picaduras
y erosion. El diametro de las picaduras fue variable entre 1 um a 3 um (Figura 13). En otra zona

de esa misma perla se observd una espora del hongo de longitud de 2,707 um (Figura 13).
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Figura 13

Microfotografias de perlas de polietileno colonizadas por FOCICO01 luego del lavado

Nota. Imagenes que muestran las LDPE posterior al lavado. Se evidencian picaduras sobre la superficie con diametro

variable entre 1 um a 3 um. En otra zona de esa misma perla se observo una espora del hongo de longitud de 2,707

pm.

5.3.1.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Los cambios en la estructura quimica de la superficie de la perla de LDPE se determinaron
mediante espectroscopia FTIR con un rango de frecuencia de 400 a 4000 cm™, los datos se
procesaron utilizando OriginLab. En la Figura 14 se muestran los espectros FTIR de las perlas de
LDPE control sin inoculacién (Figura 14A) y las perlas inoculadas con esporas de Fusarium
oxysporum FOCICO1 (Figura 14B). Las sefiales de absorcién de los espectros indican el grupo
metileno (CH) del polietileno en las proximidades de 2.914 cm™ (estiramiento asimétrico -CH),
2.847 cm* (estiramiento simétrico -CH), 1.463 cm* (curvatura simétrica) y 718 cm™. Ademas, se

detectd el grupo vinilo (C=C) del aditivo erucamida en la sefial de 1.463 cm™.

Figura 14

Espectros FTIR de perlas de polietileno de baja densidad
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Nota. Los grupos funcionales de las sefiales de los espectros se encuentran sefialados con flechas rojas. A. Espectro

de la perla LDPE control sin in6culo. B. Espectro de la perla LDPE con inéculo de FOCICO01

El andlisis espectroscopico por FTIR no mostro6 diferencias significativas entre el espectro
del LDPE control y el expuesto a Fusarium oxysporum FOCICO1. Luego de la normalizacion de
los datos de absorbancia, se observé un leve cambio en la intensidad de las sefiales
correspondientes a los grupos metileno (-CH), lo que sugiere modificaciones superficiales en la
estructura del polimero. Sin embargo, no se detectaron sefiales nuevas que evidencien la formacion
de grupos funcionales adicionales. Es posible que la medicidn se haya realizado en regiones donde
los cambios quimicos no fueron lo suficientemente notorios, sin descartar la ocurrencia de
transformaciones sutiles o procesos de oxidacidn en otras areas del material.

5.3.1.3 Espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion/desorcion laser
asistida por matriz

En la Figura 15 se muestran los espectros de masas obtenidos mediante MALDI-TOF de
los polimeros evaluados en el sobrenadante de los montajes de biodegradacion. Los espectros
correspondientes al montaje control, que incluyen Unicamente las perlas de LDPE y MBS sin

esporas fangicas, no presentan sefiales detectables en el rango analizado, lo que confirma la
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ausencia de actividad o degradacion espontanea en estas condiciones. En contraste, los montajes
que incluyen las cepas de Fusarium oxysporum muestra un espectro de masas cuyas sefiales se
encuentran equidistantes entre si, claramente definidos con un patron en forma de campana de
Gauss en el rango de 1.100 a 2.000 m/z. La forma de campana de Gauss es debido a la distribucion
isotopica natural de los fragmentos quimicos presentes (principalmente carbono, oxigeno e
hidrogeno). Esto es consistente con el patron del espectro de masas de un polimero homogeéneo.
Cada unidad repetitiva tuvo una masa molecular de 44 Da. Esto genera un patrdn caracteristico en
el espectro, con sefiales separadas regularmente por aproximadamente 44 unidades de m/z
correspondiente posiblemente a polietilenglicol (PEG) (Kuki et al., 2022; X. Lou et al., 2022). En
el caso de la cepa FOCICO1, adicionalmente al PEG, se observo la presencia de oligbmeros o
fragmentos de polietileno asociado a unidades repetitivas de etileno (-CH2-CH2-) aunque con
seflales menos intensas, cada unidad repetitiva tuvo una masa molecular de 28 Da (Payne &
Grayson, 2018), lo que podria indicar un mecanismo degradativo adicional o mas eficiente en
comparacion con la cepa FECICO2. Estos resultados sugieren la degradacién parcial del polietileno

y la generacion de polimeros intermedios durante la interaccion del hongo con el polimero.

Figura 15

Espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF como resultado del proceso de biodegradacion
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Nota. Espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF. A) Montaje control LDPE. B) Espectro de masas de
LDPE+FECICO02. C) Espectro de masas LDPE+FOCICO1. Los espectros de masas de las réplicas experimentales se

encuentran en el Apéndice Q.

5.3.1.4 Cuantificacién y separacidn de proteinas totales en el secretoma

La cuantificacion de proteinas totales extracelulares mediante el kit BCA, representada en
la Figura 16, permitié determinar la concentracion de proteinas presentes en el sobrenadante de
los ensayos de biodegradacion. En la primera medicion directa del sobrenadante (Figura 16A), se
detectaron concentraciones aproximadas de 100 pg/mL Unicamente en las muestras
correspondientes a los tratamientos LDPE+FOCICO01, Glucosa+FOCICO01 y Glucosa+FECICO2.
Estos resultados indican una mayor actividad extracelular asociada a estos tratamientos en
comparacion con los demas. Posteriormente, tras concentrar las muestras mediante un
concentrador de proteinas, se observé un aumento en las concentraciones, alcanzando valores entre
400 pg/mL y 600 pg/mL (Figura 16B). Estos resultados presentaron un p<0,05 lo que indica que

existen diferencias estadisticamente significativas entre al menos dos de las muestras comparadas.
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Figura 16

Cuantificacion de proteinas totales del sobrenadante
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Nota. Proteinas totales extracelulares cuantificadas con el Kit BCA del sobrenadante de los ensayos de biodegradacion.

A. Proteinas totales medidas directamente en el sobrenadante. B. Proteinas totales medidas luego de concentrar la

muestra.

Aunque las muestras fueron concentradas mediante el equipo concentrador y también se
evaluaron liofilizadas, las concentraciones de proteinas en el sobrenadante permanecieron bajas,
sin superar los 600 pg/mL. Esta limitacion impidié la ejecucion de una electroforesis
bidimensional (2D-PAGE), por lo que se optd por realizar una electroforesis en una sola dimension
(SDS-PAGE). En los geles, correspondientes a la Figura 17, se observaron cuatro bandas
diferenciables en el montaje LDPE+FOCICO01 (LDPE+FO). Sefialadas con flechas de color rojo,
de arriba hacia abajo, la primera banda presenté un peso aproximado de 180 kDa, la segunda banda
de 120 kDa, la tercera de 100 kDa y la cuarta de 72 kDa. Estas bandas no estuvieron presentes en
el montaje Glucosa+FOCICO01 (GLUC+FO).

Figura 17

Separacion de proteinas secretadas en los diferentes montajes
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Por su parte, el montaje Glucosa+FECIC02 (GLUC+FE) presentd tres bandas
diferenciadas, entre 60 y 70 kDa. Los demas montajes, incluidos los controles, no mostraron
ninguna banda detectable. Estos resultados sugieren que la cepa FOCICO1 produce proteinas
extracelulares potencialmente involucradas en la biodegradacion del LDPE, mientras que la cepa
FECICO02 mostrd una respuesta menos especifica bajo las condiciones evaluadas.

Con el riesgo de que las bandas observadas en el gel de SDS-PAGE contuvieran maltiples
proteinas co-migrando en una misma banda, se procedié con su corte y posterior digestion
enzimatica utilizando tripsina para su identificacion mediante espectrometria de masas (MALDI-
TOF) y anélisis bioinformatico con la base de datos Mascot. Sin embargo, este enfoque presenta
importantes limitaciones metodologicas. La ausencia de una separacion bidimensional (2D-
PAGE) restringe la resolucion y dificulta discriminar proteinas con pesos moleculares y puntos

isoeléctricos similares. Ademas, la baja concentracion de proteinas en las muestras representa un
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sesgo significativo en la eficiencia de la digestion enzimética, lo que puede afectar directamente
la obtencion de péptidos representativos para cada proteina. A pesar de estas dificultades técnicas,
en el Apéndice R se encuentran los espectros de los péptidos para la muestra LDPE+FOCICO1 y
de Glucosa+FOCICO1, asi como la tabla de resultados de Mascot.

Los resultados del analisis Mascot de las bandas diferenciales evidencian discrepancias
entre los pesos moleculares aproximados observados en el SDS-PAGE y las masas monoisotdpicas
de las proteinas identificadas (Tabla 9). Estas diferencias entre los pesos moleculares
experimentales y las masas moleculares reportadas en la base de datos, sugieren la posibilidad de
errores en la identificaciébn o la presencia de modificaciones postraduccionales, proteinas
multiméricas o degradacion proteica. Ademas, los puntajes (scores) inferiores al umbral de
significancia estadistica (70), cuestiona la fiabilidad de las asignaciones. El score representa una
medida estadistica que indica la confianza en la identificacion de una proteina basada en el anélisis
de los espectros obtenidos por espectrometria de masas. Este valor esta calculado a partir de la
probabilidad de que la coincidencia entre los espectros experimentales y los tedricos de la base de
datos haya ocurrido por azar.

Tabla 9

Proteinas identificadas mediante Mascot del montaje LDPE+FO

Masa L
Muestra Score Cobertura monoisotopica Descripcion del gen y cepa

Uncharacterized protein
Banda 1 0 ECU06_1680
(180 kDa) 45 52% 50,4 kDa Encephalitozoon cuniculi
(strain GB-M1)
Uncharacterized protein
Banda 2 0 ECU11_0030
(120 kDa) 41 59% 732 kDa Encephalitozoon cuniculi
(strain GB-M1)
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Muestra Score Cobertura Masq . Descripcion del gen y cepa
monoisotdpica
Uncharacterized protein
Banda 3 0 YIL092W
(100 kDa) 41 40% 71,6 kDa Saccharomyces cerevisiae
(ATCC 204508 / S288c)
Hypothetical protein
Banda 4 0 pxrl
(72 kDa) 38 66% 329 kDa Aspergillus terreus (strain

NIH 2624 /FGSC A1156)

Nota. kDa: kilo Dalton. Score: medida estadistica, un puntaje superior a 70 es considerado estadisticamente
significativo. Cobertura o coverage: porcentaje de la secuencia de la proteina identificada que esta cubierta por los

péptidos encontrados en el analisis.

Es relevante mencionar que varias de las proteinas identificadas mediante Mascot
corresponden a proteinas no caracterizadas (uncharacterized protein), lo cual sugiere la presencia
de posibles biomoléculas con funciones aun desconocidas, pero potencialmente implicadas en los

mecanismos de biodegradacion del LDPE.

6. Discusion

La identificacion y caracterizacion de las cepas de Fusarium aisladas de tuberias de
polietileno usadas en la distribucion de gas domiciliario en Colombia constituye un paso
fundamental para evaluar su potencial en la biodegradacion de plasticos. La identificacion del
género Fusarium en las cepas FOCICO01 y FECICO02, coinciden con estudios previos que han
destacado la relevancia de este género fungico en biotecnologia y biorremediacion, dado su
potencial para degradar materiales sintéticos como los plasticos (A. Ali et al., 2022; Alisch-Mark
et al., 2006; Cognigni et al., 2023; Dimarogona et al., 2015; Kumar, 2014; Nimchua et al., 2007;

Shah et al., 2009). En experimentos previos (datos no publicados) realizados por la Corporacion
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para la Investigacion de la Corrosion (CIC) con otras cepas de Fusarium en estudios de
biodegradacion de materiales poliméricos, se observé una mayor colonizacion del material cuando
los montajes se mantenian estaticos. Esta condicion estatica de crecimiento también la utilizd
Sathiyabama y colaboradores durante la biodegradacion de LDPE con la cepa Cladosporium
sphaerospermum (Sathiyabama et al., 2024). Esta metodologia fue adoptada en el presente estudio,
desde el proceso de extraccion de ADN, como lo realizado por Raman y colaboradores que
utilizaron medios de cultivo liquido sin agitacién para la extraccion de ADN de cepas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) (Raman et al., 2021). El kit comercial DNeasy PowerSoil (Qiagen,
Hilden, Alemania), disefiado originalmente para muestras de suelo, ha demostrado ser igualmente
eficiente en la extraccion de ADN de hongos filamentosos, como lo evidencia el trabajo de
Petersen y colaboradores (2022). En su estudio, los autores destacan que métodos de extraccién
de ADN de alto peso molecular, como el utilizado en el kit DNeasy PowerSoil, sirven para obtener
un ADN de calidad, lo que a su vez contribuye a la mejora en la calidad de los ensamblajes
genomicos de hongos ascomicetos filamentosos mediante secuenciacién con Oxford Nanopore e
[llumina (Petersen et al., 2022). En el contexto de hongos filamentosos, especialmente de la
divisién Ascomicota, se constituye en un reto realizar la extraccién de ADN debido a su estructura
celular compleja. La rigidez de la pared celular y la presencia de componentes como la quitina
requieren de métodos especificos para garantizar una extraccion de alta calidad. Por lo anterior, en
este trabajo se realizaron modificaciones, incluyendo pasos mecanicos en las instrucciones del
fabricante, lo que permitio mejorar la cantidad y calidad del ADN extraido para las dos cepas
evaluadas. En el Apéndice H se encuentra el protocolo de extraccion de ADN fungico propuesto

para futuros estudios.
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El uso combinado de tecnologias de secuenciacion como Illumina y Nanopore permite
obtener ensamblajes gendmicos completos y de alta calidad, especialmente en organismos
complejos como las cepas fungicas del complejo Fusarium oxysporum (Dvorianinova et al., 2021).
Illumina, basada en secuenciacién por sintesis, produce lecturas cortas (100 a 300 pb) con alta
precision, ideales para resolver regiones repetitivas y garantizar una alta exactitud en el ensamblaje
(Krasnov et al., 2020). Por otro lado, Nanopore, que emplea la lectura de cambios en la
conductividad eléctrica a través de un poro, genera lecturas ultralargas (mayores de 100 kb),
permitiendo cubrir regiones estructuralmente complejas, como secuencias altamente repetitivas y
ensamblar contigs de mayor continuidad (Marsay et al., 2022; Petersen et al., 2022).

La combinacién de ambas plataformas en un enfoque hibrido permite aprovechar las
ventajas de cada tecnologia, las lecturas largas de Nanopore otorgan continuidad al ensamblaje,
mientras que las lecturas cortas y precisas de Illumina corrigen errores y mejoran la resolucion de
regiones ambiguas. Estudios previos han demostrado que ensamblajes hibridos generan genomas
méas completos y menos fragmentados, superando limitaciones de ensamblajes individuales,
favoreciendo la anotacion genémica de hongos filamentosos (Dvorianinova et al., 2021; Krasnov
etal., 2020; Leivaetal., 2022). La concordancia entre ambas técnicas de secuenciacion en términos
de calidad del ensamblaje refuerza la validez de los resultados obtenidos en este trabajo. En el
presente estudio, se utilizé la herramienta BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy
Orthologs) con las bases de datos Fungi_odb10 y Ascomycota_odb10 para evaluar la calidad del
ensamblaje gendmico de las cepas de Fusarium. La eleccion de Fungi_odb10, que contiene 758
ortologos universales especificos de hongos, permitié realizar una evaluacion general del
ensamblaje dentro del contexto taxondémico del reino Fungi. Por otro lado, el uso de

Ascomycota_odb10, que incluye 1706 ortdlogos universales especificos de ascomicetos, permitio
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refinar la evaluacion considerando el nivel taxondmico mas especifico del filo al cual pertenecen
las cepas analizadas. Estudios recientes han demostrado que el uso de bases de datos especificas
para niveles taxondmicos mas restringidos, como Ascomycota_odb10, mejora significativamente
la precision en la anotacion y evaluacion del ensamblaje, especialmente en genomas de hongos
filamentosos complejos (X. C. Wang et al., 2023).

El andlisis gendmico permitié clasificar las cepas FOCIC01 y FECICO02 dentro del
complejo Fusarium oxysporum. Los resultados indican que FOCICO1 corresponde posiblemente
a una cepa de Fusarium oxysporum Fo47, mientras que FECICO2 se identifica como Fusarium
oxysporum cepa F05176. EI complejo Fusarium oxysporum se caracteriza por su alta diversidad
genética y funcional, lo que le permite colonizar una amplia gama de nichos ecolégicos,
incluyendo plantas, suelos y materiales sintéticos. Dentro de este complejo, las cepas Fo47 y
Fo5176 comparten una base genética comun con diferencias en su patogenicidad, metabolismo y
adaptaciones especificas (Guo et al., 2021). Las dos cepas comparten caracteristicas comunes
propias del complejo, como la capacidad de sobrevivir en ambientes pobres en nutrientes y
producir una variedad de enzimas hidroliticas extracelulares. El andlisis gendmico de las cepas
FOCICO01 (Fo47) y FECIC02 (Fo5176) del complejo Fusarium oxysporum revelé un conjunto
diverso de genes que codifican enzimas hidroliticas y oxidativas, las cuales desempefian
actividades tanto en la degradacion de material vegetal como en la interaccion con otros
organismos en su nicho ecologico. En el caso de Fusarium oxysporum Fo47, ampliamente
estudiado como biocontrolador, su arsenal enzimatico incluye glucanasas, celulasas y quitinasas,
que no solo facilitan la descomposicion de componentes de la pared celular vegetal, sino que
también contribuyen a su capacidad antagonica al degradar quitina en las paredes celulares de

hongos patogenos competidores (Veloso & Diaz, 2021; B. Wang et al., 2020). Por otro lado,
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FECICO02 (Fo5176), identificada como una cepa patdgena de plantas, asociada a enfermedades
como la marchitez vascular en cultivos de tomate. Esta cepa contiene elementos genéticos
accesorios, como islas genémicas, que codifican factores de virulencia especificos y rutas
metabolicas secundarias relacionadas con la infeccion de plantas hospederas. Ademas, exhibe un
perfil enziméatico adaptado para invadir tejidos vegetales, con la presencia de cutinasas, pectinasas
y lacasas. Estas enzimas permiten romper las barreras estructurales de la planta hospedante,
facilitando la infeccion y colonizacion de tejidos vasculares (Fokkens et al., 2020; H. Wang et al.,
2024). Las diferencias funcionales reportadas entre Fo47 y F05176 son notables, como lo reporta
Guo y colaboradores en la interaccion planta-hongo, especificamente con la planta Arabidopsis
(Guo et al., 2021).

El anélisis protedmico de las cepas Fusarium oxysporum FOCICO1 y FECICO02 permitid
identificar diversas enzimas extracelulares reportadas en la biodegradacion de polietileno, entre
las que destacan lacasas, peroxidasas y cutinasas (Aza & Camarero, 2023; Lv et al., 2024; Sahu et
al., 2023; Srikanth et al., 2022; Temporiti et al., 2022). Estas enzimas, conocidas por su capacidad
para romper enlaces éster y estructuras complejas presentes en polimeros sintéticos, han sido
previamente reportadas en otros estudios. Zampolli y colaboradores evaluaron la degradacién
oxidativa de polietileno a partir de dos lacasa-multicoper oxidasa de la bacteria Rhodococcus
opacus R7 (Zampolli et al., 2023). Mohy Eldin y colaboradores estudiaron el posible mecanismo
de lacasa y peroxidasa de Aspergillus terreus, Penicillium sp, y Bacillus sp. en la depolimerizacion
de bolsas de LDPE en 105 dias de exposicion (Mohy Eldin et al., 2022). Kanelli y colaboradores
que evaluaron la modificacion de la superficie del PET por una cutinasa de Fusarium oxysporum
(Kanelli et al., 2015) y Dimarogona y colaboradores en el estudio estructural y funcional de

cutinasa FoCut5a de Fusarium oxysorum en la biodegradacion del PET (Dimarogona et al., 2015).
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La correlacion entre los datos gendmicos y protedmicos reveld que, a pesar de la baja
concentracion proteica en los sobrenadantes de los cultivos con LDPE, se lograron identificar
proteinas extracelulares, aunque varias de ellas permanecen sin caracterizacién funcional
especifica. Estudios similares han encontrado que la limitacion en la concentracion proteica
durante ensayos con polimeros hidrofobicos puede restringir la identificacion y cuantificacion
precisa de proteinas con potencial biotecnoldgico (Ali et al., 2021).

La biodegradacion de las perlas de LDPE se confirmd por SEM y MALDI-TOF. Las
microfotografias obtenidas mediante SEM de las perlas de LDPE sometidas al proceso de
biodegradacion por el hongo FOCICO1 revelaron alteraciones en la superficie del material. La
evidencia de colonizacion fangica se refleja en la presencia de biopeliculas, micelio, hifas y
esporas adheridas, como se observa en la Figura 15, lo que demuestra la capacidad del hongo para
establecerse sobre el polimero, probablemente favorecida por la secrecién de compuestos
extracelulares que facilitan la adhesion. A pesar de someter las perlas a un proceso de lavado
reportado por varios estudios para retirar la biomasa, se observé que restos de estructuras flngicas
permanecen adheridos, lo cual impide una evaluacion precisa de la pérdida de peso del material.
Esta dificultad sugiere que la interaccion entre el hongo y el polietileno incluye una fuerte adhesion
superficial y posiblemente una penetracion en los defectos estructurales generados durante la
degradacion. El andlisis de las superficies tratadas evidencia la formacion de grietas, picaduras y
oguedades de bordes irregulares, caracteristicas de un proceso de degradacion activa. Los
diametros de las picaduras, que varian entre 2,067 um y 2,863 um, indican un dafio localizado y
la posible accion de enzimas extracelulares que fragmentan la matriz polimérica. Aunque estas
alteraciones no presentan una profundidad considerable, podrian reflejar una fase inicial del

proceso de biodegradacion, resultado similar a lo reportado por Sathiyabama y colaboradores
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(Sathiyabama et al., 2024). En la mayoria de los estudios asociados a biodegradacion de plasticos,
los cambios en la superficie plastica la evalian mediante cambios visibles en las imagenes SEM,
comparando una muestra sin inoculacién y otra inoculada, para esta ultima describen la formacion
de grietas, poros y agujeros. Gong y colaboradores encontraron colonizacién y afectaciones por el
hongo Cladosporium sp. en ldminas de LDPE con 30 dias de incubacion (Gong et al., 2023) . Khan
y colaboradores demostraron la degradacion del LDPE por Penicillium citricola con la
identificacion de grietas en la superficie del polimero mediante SEM, después de 90 dias de
biodegradacion (Khan et al., 2023).

La perla de LDPE con y sin inéculo presentaron sefiales caracteristicas a 2.914, 2.847,
1.463 y 718 cm™, que corresponden a las vibraciones de flexion y estiramiento del CH, de LDPE
y del aditivo erucamida. No se detectaron sefiales nuevas que evidencien la formacion de grupos
funcionales adicionales. Es posible que la medicién se haya realizado en regiones donde los
cambios quimicos no fueron lo suficientemente notorios, sin descartar la ocurrencia de
transformaciones sutiles o procesos de oxidacidn en otras areas del material. Algunos grupos como
acidos carboxilicos, cetonas o aldehidos, que son comunes en los procesos de degradacion
oxidativa, han sido observados en otros montajes de biodegradacion con las mismas condiciones
(Gao et al., 2022; Santacruz-Juarez et al., 2021). La evaluacion integral de la biodegradacién del
polietileno requiere la combinacién de multiples técnicas analiticas, ya que un unico enfoque
puede no ser suficiente para evidenciar todas las modificaciones estructurales y quimicas que
ocurren durante el proceso. Si bien el anélisis por FTIR no mostro la aparicion de nuevos grupos
funcionales en la superficie del polimero, lo que sugiere la ausencia de cambios quimicos
detectables a este nivel, la microscopia electrénica de barrido reveld signos evidentes de deterioro

estructural, como erosion, picaduras y oquedades, indicando una alteracion fisica del material.
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Adicionalmente, el anlisis por MALDI-TOF detect6 un espectro caracteristico de polietilenglicol
con fragmentos de 44 Da, asi como productos de menor peso molecular derivados del polietileno,
confirmando la fragmentacion del polimero. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que
han demostrado que la biodegradacion del polietileno puede no siempre generar cambios
espectroscopicos evidentes en etapas iniciales, pero si manifestarse mediante modificaciones
morfoldgicas y la liberacion de oligdmeros detectables por espectrometria de masas (Molina-
Millan et al., 2023; Restrepo-Florez et al., 2014).

El uso del Kit Pierce™ BCA para la cuantificacion de proteinas es mas adecuado que el
método de Bradford, debido a su precisién, sensibilidad y robustez en la medicion. Una de las
principales ventajas del Kit BCA en este contexto es su alta sensibilidad. El rango de cuantificacion
del Kit BCA, que va desde 20 pg/mL hasta 2.000 pug/mL, es ideal para medir concentraciones de
proteinas en muestras con bajos niveles de proteinas, como es frecuente en estudios de
biodegradacion microbiana. Este kit también es menos susceptible a interferencias que otros
métodos de cuantificacién, como el de Bradford. En el caso de proteinas extracelulares de hongos,
se pueden presentar compuestos interferentes como detergentes o sustratos de la biodegradacion
que podrian alterar las lecturas de absorbancia en el método de Bradford. El Kit BCA, al utilizar
una reaccion cuprica que no se ve tan afectada por estos compuestos, ofrece una mayor fiabilidad
en las mediciones (Cortés-Rios et al., 2020).

A pesar de las limitaciones derivadas de la baja concentracion proteica en los
sobrenadantes, que impidio la resolucion en geles bidimensionales (2D-PAGE), la separacion
unidimensional permitio la identificacion preliminar de proteinas. Los resultados obtenidos a
través del analisis Mascot de las bandas diferenciales revelaron limitaciones en la identificacion

de proteinas debido a puntajes (scores) inferiores al umbral de significancia estadistica (70), lo que
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cuestiona la fiabilidad de las asignaciones. Aunque las coberturas de las proteinas identificadas
oscilaron entre el 40 %y el 66 %, indicando que algunos fragmentos peptidicos coinciden con las
secuencias propuestas, el bajo score sugiere una alta probabilidad de falsos positivos. Las proteinas
identificadas revelan asociaciones con funciones especificas en organismos distintos a Fusarium
oxysporum. Las limitaciones relacionadas con la baja concentracion de proteinas extracelulares en
el secretoma, junto con posibles pérdidas durante el proceso de extraccion y preparacion de
muestras, el riesgo de que multiples proteinas estuvieran presentes en una misma banda, pudo
influir en la resolucion de los resultados obtenidos mediante Mascot (Cértes et al., 2020;
Kalaiponmani et al., 2017). Ademaés, no se descarta la posibilidad que en las bases de datos de
Mascot no estén incluidas proteinas extracelulares especificas de hongos nativos de Colombia
como lo son las dos cepas de Fusarium oxysporum. Esto, combinado con la naturaleza compleja
del secretoma flngico y las interacciones ambientales, puede sugerir que las proteinas no
detectadas podrian corresponder a enzimas no registradas, no reportadas o aln no caracterizadas.

Tras analizar los resultados obtenidos mediante la identificacion protedmica, se evidencio
que las proteinas detectadas no presentaron similitud con las secuencias anotadas en el genoma de
las cepas nativas Fusarium oxysporum FOCICOL. Este hallazgo destaca la necesidad de explorar
rutas metabdlicas potenciales implicadas en la biodegradacion de polietileno, considerando tanto
los mecanismos enzimaticos descritos como aquellos que podrian ser Gnicos para estas cepas. En
la Figura 18 se presenta una propuesta de ruta metabolica que ilustra los posibles procesos
implicados en la biodegradacion de polietileno a nivel extracelular por F. oxysporum FOCICO1 y
FECICO02. Esta ruta fue construida con base en los resultados de la anotacion genomica y
protedmica de este trabajo junto con modelos descritos en la literatura (Elsamahy et al., 2023; Gao

et al., 2022; Santacruz-Juérez et al., 2021). En el esquema, el proceso comienza con la estructura
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quimica del polietileno, una molécula hidrofébica y de alto peso molecular, que es inicialmente
atacada por enzimas oxidativas como lacasas (EC 1.10.3.2) y peroxidasas (EC 1.11.1.-). Estas
enzimas facilitan la escision parcial del polimero, generando fragmentos de polietileno de menor
peso molecular. Una vez formado el polietileno de bajo peso molecular, la ruta propuesta sigue
dos posibles vias de oxidacion: oxidacion terminal y oxidacion subterminal. En la oxidacion
terminal, una monooxigenasa (EC 1.14.99.56) convierte el polietileno modificado en un alcohol
primario. Este alcohol es posteriormente oxidado a un aldehido por accion de la enzima alcohol
oxidasa (EC 1.1.3.13), y el aldehido es finalmente transformado en un &cido carboxilico por un
aldehido deshidrogenasa (enzima no identificada directamente en el genoma, EC??). Este producto
final puede ingresar a la célula como sustrato metabdlico. En la oxidacion subterminal, otra
monooxigenasa (EC 1.14.88.54) convierte el polietileno en un alcohol secundario. A partir de este
punto, dos pasos enzimaticos no identificados en el genoma transforman el alcohol secundario en
acetona mediante un alcohol deshidrogenasa (EC??) y posteriormente en un éster mediante la
accion de una Baeyer-Villiger monooxigenasa. Este éster es hidrolizado por una cutinasa (EC
3.1.1.74), generando un &cido carboxilico y un alcohol primario que pueden ser absorbidos por la
célula. Dentro de la célula, los productos obtenidos se convierten en acil-CoA, el cual mediante
enzimas intracelulares entra en la beta-oxidacion y luego al ciclo del acido citrico. Estos procesos
metabolicos producen energia, biomasa, didoxido de carbono (CO:) y agua, cerrando el ciclo
metabolico de la biodegradacion del polietileno. La erucamida, un aditivo cominmente utilizado
como antideslizante en plasticos de polietileno, puede ser biodegradada a nivel extracelular por
Fusarium oxysporum mediante la accion de enzimas hidroliticas, como esterasa y amidasa. Estas
enzimas catalizan la ruptura de los enlaces amida y éster, generando &cido erdcico y amonio como

productos iniciales. Posteriormente, el acido ertcico puede ser sometido a B-oxidacion, generando
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metabolitos de cadena mé&s corta que ingresan a rutas metabdlicas centrales, como el ciclo de
Krebs, facilitando su asimilacion y aprovechamiento por la célula. Este proceso no solo contribuye
a la degradacion del polietileno al eliminar compuestos asociados a su estabilidad, sino que
también representa una posible via de transformacion de aditivos plésticos en fuentes de carbono
accesibles para los microorganismos involucrados.

A pesar de las limitaciones metodoldgicas, los resultados obtenidos resaltan la importancia
de combinar técnicas proteémicas y gendmicas para profundizar en el entendimiento de los
mecanismos enzimaticos involucrados en la biodegradacién de plasticos. Futuros estudios que
optimicen la extraccion y concentracion de proteinas podrian mejorar la resolucién en analisis

proteémicos mas detallados.
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Figura 18

Propuesta de ruta metabdlica en la biodegradacion de polietileno por las cepas de Fusarium
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Nota. Los grupos rojos en la figura indican nuevos grupos funcionales formados durante el proceso de degradacion.
Subrayado se encuentran los pasos de biodegradacion como depolimerizacion extracelular, asimilacion y

mineralizacion. Fuente: elaboracién propia.

7. Conclusiones

En este estudio se logro caracterizar el perfil gendmico y protedmico de dos cepas nativas
de Fusarium oxysporum (FOCICO01 y FECIC02), destacando su potencial para la biodegradacién
de LDPE. EIl anélisis gendmico reveld la presencia de genes asociados con la produccion de
enzimas extracelulares como lacasas, peroxidasas y cutinasas, todas ellas relacionadas con la
descomposicion de materiales poliméricos. Las diferencias en la expresion genética entre las cepas
sugieren adaptaciones especificas en sus mecanismos de biodegradacion, con FOCIC01 mostrando
una mayor capacidad de colonizacion y actividad en LDPE como Unica fuente de carbono.

La caracterizacion protedmica confirmé la expresion diferencial de proteinas
extracelulares en presencia de LDPE, evidenciando perfiles proteicos distintos entre los montajes
experimentales. Los resultados arrojaron scores moderados y porcentajes de cobertura que
respaldan la presencia de proteinas potencialmente implicadas en la degradacion del polietileno,
aungue algunas de ellas permanecen como proteinas no caracterizadas.

Asimismo, la integracion de los datos gendmicos y proteémicos permitio establecer una
correlacion entre los genes identificados y las proteinas expresadas, proporcionando evidencia para
proponer posibles mecanismos enzimaticos involucrados en la biodegradacion de LDPE por las
cepas evaluadas. Este trabajo no solo contribuyd al conocimiento sobre la capacidad

biodegradativa de Fusarium oxysporum, sino que también abre nuevas perspectivas para la
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aplicacion biotecnoldgica de estas enzimas en el tratamiento de residuos plasticos, particularmente

en entornos contaminados con polietileno.

8. Limitaciones

El presente estudio enfrentd diversas limitaciones metodoldgicas y técnicas que afectaron
la identificacidn y caracterizacion de las enzimas extracelulares involucradas en la biodegradacion
del polietileno por Fusarium oxysporum. Una de las principales restricciones fue la baja
concentracion proteica obtenida en los sobrenadantes de los cultivos, lo que pudo deberse a una
limitada secrecion de enzimas extracelulares bajo las condiciones de crecimiento establecidas o a
una degradacion proteolitica durante la incubacion.

Ademas, la identificacion de proteinas mediante MALDI-TOF y MASCOT presentd
limitaciones debido a la ausencia de entradas especificas en las bases de datos utilizadas. Al tratarse
de cepas nativas de Fusarium oxysporum aisladas de suelos, sus perfiles protedbmicos no se
encuentran completamente caracterizados en los repositorios convencionales, lo que restringe la
asignacion de funciones a las proteinas detectadas. En algunos casos, los péptidos identificados
mostraron similitud con proteinas de organismos filogenéticamente distantes o con proteinas de
funcién no caracterizada, lo que evidencia la necesidad de realizar andlisis protedbmicos mas
profundos, incluyendo de novo sequencing de los espectros de masas para mejorar la asignacion
de funciones.

La propuesta de ruta metabolica para la biodegradacion del polietileno se basa en la
prediccion funcional de enzimas encontradas en el genoma de F. oxysporum, pero la confirmacion

experimental de su actividad catalitica requiere ensayos bioquimicos especificos. La ausencia de
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algunas enzimas en los datos obtenidos sugiere que podrian tratarse de isoformas no descritas o de
nuevos mecanismos de transformacién ain no reportados. Por lo tanto, futuras investigaciones
deberan incorporar técnicas como metaprotedmica, andlisis transcriptomico y ensayos de
expresion heteréloga para validar la funcionalidad de las enzimas identificadas y su rol en la

biodegradacion del polietileno.

9. Recomendaciones

Para mejorar la identificacion y caracterizacion de proteinas extracelulares secretadas por
las cepas Fusarium oxysporum FOCIC01 y FECICO02, se recomienda optimizar los protocolos de
extraccion y concentracion de proteinas. Esto incluye el uso de tiempos de incubacion mas
prolongados durante los ensayos de biodegradacion con uso de biorreactores para controlar
variables como temperatura y pH, para permitir una mayor acumulacién de proteinas en el
sobrenadante. Asimismo, se podrian emplear técnicas alternativas a los geles de poliacrilamida,
como cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS)
y protedmica basada en espectrometria de masas libre de gel (shotgun proteomics), que permiten
una identificacion mas precisa y completa del repertorio de proteinas secretadas.

Las proteinas no caracterizadas identificadas mediante andlisis bioinformaticos representan
una linea de investigacion. Se recomienda realizar su expresion heterdloga en sistemas como
Escherichia coli o levaduras como Komagataella phaffii (anteriormente llamada Pichia pastoris),
seguida de ensayos funcionales especificos para determinar su actividad catalitica y su posible
participacion en la biodegradacion de polietileno. Ademas, seria relevante validar los niveles de

expresion de estas proteinas mediante técnicas como PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) y
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western blot, lo que permitiria correlacionar los datos proteémicos con los resultados
transcriptdmicos y confirmar su participacion activa en los procesos degradativos.

Por otro lado, el modelamiento estructural de las enzimas seleccionadas (lacasa, peroxidasa
y cutinasa) puede complementarse con simulaciones de dinamica molecular para estudiar su
estabilidad estructural, interacciones con el sustrato polimérico y posibles modificaciones que
puedan mejorar su actividad enzimatica. Estos estudios proporcionarian informacion para el disefio

racional de enzimas con aplicaciones biotecnoldgicas mas eficientes.
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Apéndices

Los apéndices estan adjuntos y puede visualizarlos en la base de datos de la biblioteca UIS.
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