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RESUMEN

El poli-B-hidroxibutirato (PHB) es un poliéster de &cido [-hidroxibutirico,
sintetizado intracelularmente por bacterias como un polimero de reserva de energia y
carbono. El biopolimero que se obtiene tiene las propiedades de un termopléstico,
biodegradable y reciclable; se considera un recurso renovable ya que su biodegradacion
resulta en CO, y H,O. Sus caracteristicas fisicas, son muy similares a la de plasticos
petroquimicos, por lo que son una alternativa real al uso de materiales recalcitrantes,
ademas de que ofrecen una novedad en aplicaciones biomédicas. Este trabajo corresponde
al primer peldaio de cualquier proceso biotecnologico, la prospeccion de organismos,
dentro de la biodiversidad de una localidad, que tenga potencial para desarrollar la
produccion y acumulacion significativa de PHB. La localidad seleccionada se ubica en
Puerto San Carlos, Baja California Sur, donde se muestrearon dos sitios “La Curva”y “La
Enlatadora”, ésta ultima eutrofizada por el derrame de una planta de tratamiento primario
de una enlatadora de productos pesqueros, propiciando la formacion de una alfombra
microbiana. El proyecto enfatiza a la biodiversidad como fuente de innovaciéon en
biotecnologia y el aprovechamiento de materiales tipicamente denominados “de desecho”,
como es el caso del efluente, el cual promueve el enriquecimiento de microorganismos,
para el aislamiento de bacterias productoras de PHB. Se utilizaron tres técnicas de
microscopia para la deteccion de las cepas productoras de PHB. La primera empled el uso
de iluminacion de contraste de fases para la busqueda de inclusiones citoplasmaticas
refringentes (ICR). La segunda y la tercera requirieron de tinciones lipofilicas: negro
Sudan y rojo Nilo, con iluminacion de campo claro y epifluorescencia respectivamente. Se
realiz6 taxonomia polifdsica para la identificacién de las cepas, ademds de un analisis
molecular de la comunidad bacteriana basado en electroforesis de gel con gradiente
desanaturalizante (DGGE) y secuenciacion parcial del gen 16S rARN. Para conocer el
rendimiento de la produccién de biopolimero de las cepas se determind la produccion y
productividad de PHB en dos condiciones de cultivo, usando glucosa e hidroxibutirato
como fuente de carbono. El efluente de La Enlatadora rico en compuestos organicos
modifico la estructura de la comunidad bacteriana bentonica de la playa; donde se encontrd
una mayor abundancia y diversidad de bacterias cuando se compar6 con la de La Curva,
¢ésta Ultima alejada de la influencia del efluente. De ambas localidades se obtuvieron 126
cepas de bacterias aisladas de los cuales se seleccionaron 14 de ellas con base en las
observaciones de las ICR y de inclusiones de PHB por las tinciones antes mencionadas.
Las bacterias que resultaron ser productoras de PHB pertenecen a cinco géneros: Bacillus,
Staphylococcus, Rhodococcus, Paracoccus y Methylobacterium. Bacillus presento
rendimientos de PHB de 50-66% de su peso celular seco, Paracoccus acumul6 de 28-52%,
mientras que Staphylococcus y Rhodococcus estuvieron por debajo del 15%. Este es el
primer trabajo que se enfoca en el aislamiento de bacterias productoras de PHB en la
peninsula de Baja California, y parece que también es el primero donde un tapete
microbiano es la fuente de prospeccion y aislamiento de bacterias productoras de PHB,
para fines en biotecnologia.

Palabras clave: Poli-R-hidroxibutirato, tapete microbiano, bioprospeccion, bioplastico.
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ABSTRACT

Poly-B-hydroxybutyrate is a polyester derived from B-hydroxybutyric acid, a energy
and carbon storage material synthesized in bacteria. This polymer has thermoplastic,
biodegradable, and recyclable properties, it is considered a renewable resource because its
complete biodegradation leads in CO, and H,O. It physical characteristics are very similar
to those of petrochemical plastics, thus the material is an alternative to the use of
recalcitrant plastics. Additionally, they offer novel biomedical applications. This work
describes the first step of any biotechnological process—organisms bioprospecting within
local biodiverse community that could show significant PHB production and accumulation
potential. Two study sites, “La Curva” and “La Enlatadora,” are at Puerto San Carlos, Baja
California Sur. La Enlatadora has undergone eutrophication from wastewater from a fish
cannery effluent, this process has led to development of a microbial mat. The project
emphasizes biodiversity as a source of innovation in biotechnology and the use of waste
materials, such as cannery affluent that promotes enrichment of microorganisms for
isolating PHB-producing bacteria. Three microscopic techniques were used for the
detection of PHB-producing strains. First, phase contrast microscopy to look for
cytoplasmic refringent inclusions (ICR). Second and third were lipophylic stains: Sudan
black and Nile red, with the help of white light and epifluorescence microscopy,
respectively. Polyphasic taxonomy was used to identify bacterial strains. Molecular
analysis of the natural bacteria community was undertaken with denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) and 16S-rRNA partial sequencing were performed. PHB
production was determined in two culture media, using glucose and hydroxybutyrate as
carbon sources. La Enlatadora’s effluent is rich in organic compounds and it modified the
benthic bacterial community structure of the beach. A greater abundance of bacteria and
diversity occurs here, compared with La Curva, which is more distant from the impact of
the effluent. The survey found 126 isolates at both sites. From the ICR and stained
inclusions techniques mentioned before, 14 strains were selected. The PHB-producing
bacteria belong to five genera: Bacillus, Staphylococcus, Rhodococcus, Paracoccus, and
Methylobacterium. Bacillus showed PHB acumulation of 50-66% cell dry weight;
Paracoccus yield was 28-52%; and Staphylococcus and Rhodococcus were below 15%
cdw. This is the first work to focus on isolation of PHB-producing bacteria in the Baja
California Peninsula, and the first where a microbial mat is the source for bioprospecting
and isolating PHB-producing bacteria for biotechnological purposes.

Key words: Poly-3-hydroxybutyrate, microbial mat, bioprospecting, bioplastics.
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1. INTRODUCCION

Sustentabilidad, industria ecoldgica, y quimica verde son los nuevos principios que
guian el desarrollo de la nueva generaciéon de materiales, productos y servicios. La
investigacion de la produccioén de poli-B-hidroxibutirato (PHB) ha venido cobrando cada
vez mas importancia por ser una alternativa real a los plasticos tradicionales de origen
petroquimico, los cuales son un factor de contaminacion. Por otro lado, su importancia en
aplicaciones biomédicas hace que este material sea mdas interesante en cuanto a su
potencial se refiere. Aunque el desarrollo de un sistema biotecnoldgico eficiente no se ha
logrado, para esto, se requiere entre otras cosas, el encuentro de un sistema biologico de
sintesis con una gran productividad a base de sustratos relativamente econdmicos, como lo
pueden ser algunas bacterias.

Este trabajo se enfoca en la busqueda, aislamiento, identificacion y estudios de
rendimiento de bacterias productoras de PHB de tapetes microbianos de un ambiente
marino bentdnico litoral impactado por un efluente de una planta enlatadora de productos
marinos. Proponiendo que las bacterias aisladas son capaces de obtener sus requerimientos

nutricios de dicho efluente, utilizando un sustrato “econdémico” para la produccién de PHB.

1.1. Estructura, sintesis y propiedades del poli-B-hidroxibutirato.
El poli-B-hidroxibutirato es un poliéster (polimero con enlaces tipo éster) de acido
B-hidroxibutirico, el mas comun entre los polihidroxialcanoatos (PHA), sintetizado por

bacterias como un polimero de reserva de energia y carbono (Anderson y Dawes, 1990;



Aslim et al., 2002), asi como un deposito de equivalentes reductores (Ojumu et al., 2004);
se acumula en forma de granulos intracelulares cuando éstas se encuentran en condiciones
de abundancia de carbono pero limitadas por otro nutriente (nitrégeno, azufre, fosfatos,
hierro, magnesio o potasio) u oxigeno (Hustede et al., 1993; Lee, 1996; Madison y
Huisman, 1999). Las condiciones limitantes de nutrientes pueden ser parciales o totales, sin
embargo hay especies que son capaces de acumular PHA bajo condiciones normales (Lee,
1996). La produccion y acumulaciéon de PHB se ha propuesto como una estrategia de
sobrevivencia de las bacterias a condiciones ambientales adversas (James et al., 1999;
Kadouri et al., 2003; Segura et al., 2003b).

Las rutas metabdlicas de sintesis estan ligadas a la beta oxidacion de lipidos, a la
novo sintesis de acidos grasos y a la elongacién de 3-hidroxialcanoatos por moléculas de
acetil-CoA. Cuando la produccién de PHA se da utilizando acidos grasos como sustrato la
ruta de la B-oxidacion es mas activa, mientras que si es basada en carbohidratos, la sintesis
de acidos grasos provee de los precursores de PHA (Klinke et al., 1999). Existen alrededor
de 150 monoémeros diferentes que pueden ser constituyentes de biopolimeros tipo PHA
(Rehm, 2003), la composicion monomérica determinard las propiedades reologicas del
material que se obtenga.

La via de sintesis de PHB generalmente estd mediada por tres enzimas, una [3-
cetotiolasa (PhbA) que cataliza la condensacion de dos unidades de acetil-CoA para formar
una de acetoacetil-CoA; una acetoacetil CoA reductasa dependiente de NADPH (PhbB) se
encarga de la reduccion a D(-)-3-hydroxybutyril-CoA y una PHB polimerasa o sintasa

(PhbC) la cual genera el polimero final (Peoples y Sinskey, 1989; Slater et al., 1998;



Madison y Huisman, 1999). Las dos primeras enzimas pueden estar involucradas en otras
vias metabdlicas, como lo es la beta oxidacion, al contrario, la enzima PHB polimerasa es
exclusiva de la sintesis de PHB (Kichise et al., 2002), por lo que la deteccion del gen que
la codifica, phbC, es un indicador ideal para revelar la presencia de bacterias productoras
de PHB tanto en muestras naturales como en cultivos.

Se reconocen cuatro clases diferentes de PHA sintasas. Clase I: representada por la
polimerasa de Ralstonia eutropha, constituida por s6lo una unidad y con una preferencia a
polimerizar monomeros de 3 a 5 carbonos. Clase II: polimerasa caracteristica de
Pseudomonas oleovorans, ésta también es conformada por una unidad, pero tiene mayor
afinidad por sustratos de 6 o mas carbonos, produciendo PHA de cadena lateral mediana
(PHA a1, por sus siglas en inglés). Clase III: representadas por la sintasa de Chromatium
vinosum, constituida por dos subunidades (PhaC y PhaE), con una afinidad a mondémeros
de 3 a 5 carbonos como las de tipo I (Zhang et al., 2004). Clase IV: se encuentra en
Bacillus megaterium, también es de dos subunidades pero en este caso PhaE es sustituido
por PhaR (Rehm, 2003). Algunos autores consideran que las clases III y IV forman una
sola, ya que las polimerasas tienen dos subunidades y tienen afinidad hacia monomeros
pequefios. La gran cantidad de organismos que producen y acumulan PHB representan un
espectro amplio de condiciones intracelulares en las cuales las enzimas tuvieron que
adaptarse para funcionar eficientemente. Esto se ve reflejado en el bajo nivel de
conservacion entre las secuencias de diferentes PHA sintasas (Madison y Huisman, 1999),
lo que sugiere que existen enzimas con diferentes propiedades y capacidades en los

sistemas de sintesis.



El biopolimero (PHB) que se obtiene tiene las propiedades de un termoplastico,
biodegradable y reciclable con un punto de fusion cercano a los 175 °C (Madison et al.,
1999). Sus caracteristicas fisicas en cuanto a material se refieren, son muy similares a la de
plasticos petroquimicos tipo poliolefinas como el polipropileno y polietileno (Madison y
Huisman, 1999, Kansiz et al., 2000). Se le considera un recurso renovable ya que su
biodegradacion aerdbica completa resulta en CO, y H,O (Aslim et al., 2002), mientras que
en condiciones anaerdbicas también se genera metano (Ojumu et al., 2004). Sus principales
aplicaciones se busca que sea en empaques, botellas, fibras, laminas, pinturas, y hasta
solventes biodegradables (productos de su hidrélisis) (Madison y Huisman, 1999).
Ademas, debido a su biocompatibilidad y aceptacion por el cuerpo humano también tiene
aplicaciones biomédicas como es el encapsulamiento de sustancias activas para el
desarrollo de medicamentos de liberacion controlada, el uso como suturas de vasos
sanguineos, implantes de huesos y soportes para la regeneracion de tejidos (Williams et al,

1999), los cuales con el tiempo son degradados y asimilados por el cuerpo.

1.2. Antecedentes.

1.2.1. Estado del arte.

El PHB se describi6 por primera vez en 1926 en Bacillus megaterium por
Lemoigne. Actualmente se conocen diversas bacterias productoras de PHA entre las cuales
se encuentran los géneros Ralstonia, Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum,
Rhodobacter, Rhodospirillum, entre muchas otras (Madison y Huisman, 1999).

Actualmente el organismo mas estudiado y utilizado como fuente de PHB es Ralstonia



eutropha (Potter et al., 2004), no obstante nuevos candidatos bacterianos pudieran
competir con R. eutropha en términos de su productividad, definiendo a ésta como la
cantidad de PHB que puede producir por litro por hora de cultivo, lo cual es muy diferente
a la capacidad de acumulacion de una célula.

En trabajos anteriores se han realizado estudios intensivos de las rutas metabdlicas
de la sintesis de PHB y andlisis moleculares de los genes involucrados con el fin de
entender los mecanismos de produccidén y acumulacion, esto para poder mejorar y generar
una produccion eficiente (Sun et al., 2000). Se han aislado, purificado y caracterizado
enzimas participantes en la sintesis de PHA de diferentes organismos para determinar su
actividad (Lee, 1996; Slater et al., 1998; Taguchi et al., 2001; Kadori et al., 2002; Zhang et
al., 2004) y entonces poder seleccionar aquellas bacterias que pueden ofrecer mejor
eficiencia. El desempefio de la enzima PhbC estd estrechamente relacionado con las
propiedades del poliéster sintetizado, tal como el peso molecular, la polidispercidad y la
variacion de la composicion en el caso de copolimeros (Kichise et al., 2002), por lo que la
busqueda de nuevas secuencias que codifiquen para enzimas con propiedades mas
deseables (alta actividad, estabilidad) o bacterias que sean mejores candidatas para la
produccion de PHA son parte de los objetos de estudio para la culminacion de una
produccion rentable. Asi también estudios de los mecanismos de regulacion de los sistemas
de produccién, y mutaciones tanto aleatorias como dirigidas en estos sistemas han logrado
obtener una mejoria en las cepas con el fin de generar una linea de organismos modificados
genéticamente sobreproductores de biopolimero (York et al., 2001; Peralta-Gil et al., 2002;

Segura et al., 2003a; Segura y Espin, 2004; Hoffmann y Rehm, 2004).



El estudio de las propiedades reoldgicas de diferentes copolimeros de PHA (Ojumu
et al., 2004; Luzier, 1992) ha demostrado que la composicion monomérica es el elemento
determinante para el disefio de materiales con propiedades plasticas especificas para un
uso. Las oportunidades de obtener un polimero con mondémeros nuevos o con una
combinacion inusual de estos en el futuro, depende de una bioprospeccion exitosa de
bacterias que sinteticen estos sustratos endégenamente a partir de una fuente de carbono
simple y econdmica (Steinbiichel y Valentin, 1995).

En los anos 70, después de la primera crisis de petroleo, la empresa inglesa
Imperial Chemical Industries (ICI) comenzo6 a investigar y desarrollar la produccion del
copolimero PHBV en Ralstonia eutropha y Alcaligenes latus, sacando al mercado un
material bajo ¢l nombre de “Biopol” (Katircioglu et al., 2003). El problema que
actualmente presenta la industria de PHA es el costo del producto final, el cual es de diez a
quince veces mayor al costo de una produccion equivalente de plasticos petroquimicos
como el polipropileno (Lee, 1996; Reddy et al., 2003). En estudios econémicos de la
produccion de PHA se han determinado diferentes factores que afectan el costo de
produccion, los principales son: el costo y tipo del sustrato sobre el cual se crece la bacteria
y del cual obtiene la fuente de carbono para producir el biopolimero (Hustede et al., 1993;
Choi y Lee, 2000), la productividad de la cepa (Aslim et al., 2002; Yiiksekdag et al.,
2003), el tipo de sistema de cultivo y el proceso de recuperacion de PHA (Lee, 1996), asi
como el tratamiento de los desechos del proceso de fermentacion y extraccion (Page y
Cornish, 1993). Por lo que hay dos vias para mejorar los costos de produccion, la parte

tecnologica que se refiere al mejoramiento de los sistemas de produccion y recuperacion; y



la parte biologica, que es la busqueda de nuevos organismos con caracteristicas mas
deseables. En lo que se refiere a la productividad de la cepa se busca que ésta tenga un
sistema de enzimas mas activas para la sintesis de copolimeros y que sea capaz de asimilar
sustratos mas econoémicos (i.e. aguas residuales o desechos de industrias alimenticias). Por
otro lado, para disminuir los costos de produccién también se ha intentado el desarrollo de
plantas transgénicas, alfalfa (Sarrul et al., 2002), algodon (John y Keller, 1996) y maiz
(Reddy et al., 2003) para la obtencion de PHB en cultivos agricolas, sin embargo los
rendimientos no han sido lo suficientemente altos para que esta opcion sea rentable,

aunado a que las politicas para la liberacion de transgénicos son mas rigurosas.

1.2.2. Deteccion y aislamiento de bacterias productoras de PHB.

La mayoria de las bisquedas que se han realizado para el aislamiento de bacterias
productoras de PHB ha sido en suelos, pastizales, terrenos agricolas y lodos activados entre
otros (Pal y Paul, 2001; Aslim et al., 2002; de Lima et al., 1999). Esto porque se ha
mencionado que las bacterias de suelo generalmente producen PHB (Aslim et al., 2002).
De aqui radica parte de la decision de realizar esta busqueda en un sistema poco estudiado
como el costero-marino. Recientemente Cho y Giovannoni (2004) aislaron y describieron
dos bacterias marinas del Mar Sargaso que acumulan granulos de PHB proponiendo los
nombres de Oceanicola granulosus y Oceanicola batsensis, pertenecientes al orden
Rhodobactereales, pero su objetivo no era el del aislamiento de productores de PHB.

La deteccion de organismos productores de PHB en muestras naturales se ha

realizado tradicionalmente a partir de cultivos con procesos posteriores de tincion.



Inicialmente las técnicas implicaban microscopia y después se desarrollaron otras que
permiten una discriminacion desde las colonias (Starr et al., 1981; Liu et al., 1998; de
Lima et al., 1999, Spiekermann et al., 1999), sin embargo las técnicas de deteccion a partir
de tinciones son dependientes del medio y las condiciones de cultivo, siendo valiosas para
evidenciar la produccion de PHA en una u otra condicion. Conforme se han mejorado las
técnicas moleculares, y el conocimiento de los genes ha sido suficiente para desarrollar
pruebas especificas, se ha comenzado la deteccion molecular de cepas productoras de PHA
(Sheu et al., 2000), utilizando genes clave como indicadores. A pesar que la deteccion
molecular puede ser mas especifica y sensible tiene el inconveniente de que no permite el
cultivo del organismo con dicha capacidad, por lo que cada método de deteccion es util
para diferentes cuestionamientos.

Rothermich y colaboradores (2000) estudiaron las variaciones diarias y estacionales
de PHA en tapetes microbianos fotosintéticos e hicieron una comparaciéon de la produccion
de PHA en condiciones naturales en tapetes microbianos de Espafia y Australia,
encontrando que de una gran diversidad de ambientes, es en los tapetes donde se registran
las mayores cantidades de PHA por gramo de sedimento; aunque no realizaron
aislamientos de los organismos productores.

En otro trabajo se estudi6 un tapete microbiano, desarrollado en una poza
hidrotermal de Yellowstone, donde identifican organismos pertenecientes a Heliothrix
oregonensis en los cuales se observa la acumulacion de granulos de PHB. Sin embargo, la
observacion del biopolimero se realizé como un rasgo descriptivo del organismo, y no con

fines en biotecnologia (Pierson, 2005).



En la peninsula de Baja California no se ha realizado trabajo alguno donde el objeto
de estudio sean los polihidroxialcanoatos, por lo que este es el primero que se enfoca en el
aislamiento de bacterias productoras de PHB en la peninsula de Baja California, y quiza
también es el primero donde un tapete microbiano es la fuente de prospeccion y
aislamiento, con fines biotecnoldgicos. Sin embargo, si se ha mencionado el potencial de
Arqueobacterias halofilas extremas como productores de PHB, estudiadas en las salinas de
Baja California Sur (Lopez-Cortés et al., 1990), aunque sélo se comenta el potencial y a la

fecha no se ha realizado un estudio especifico.

1.3. Justificacion.

1.3.1. Problemética ambiental.

El estudio de la produccion de polimeros biodegradables es justificado por el
problema de contaminacién por sélidos, el cual esta llegando a su limite maximo, y por el
uso excesivo de recursos fosiles no renovables. El uso de materiales plésticos, sobre todo
de origen petroquimico, se ha incrementado exponencialmente en las ultimas décadas a
nivel mundial, debido a sus propiedades tan deseables como la durabilidad, peso ligero,
estabilidad quimica, resistencia a corrosivos y actividad biologica, ademas de su
versatilidad en estructura (Volke, 1998). Los polimeros sintéticos han proliferado desde los
cuarenta, ya que han venido remplazando materiales de construccion como madera, vidrio
y hasta metales, en la industria, el hogar y el ambiente (Ojumu et al., 2004). De todas las
aplicaciones el 60% representan materiales plasticos que se desechan en corto tiempo y se

utilizan principalmente en empaques, envases y en la agricultura (Volke, 1998). Debido a
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su caracteristica recalcitrante la concentracion de plasticos no biodegradables en el
ambiente ha originado problemas de contaminacion, acumuldndose en el planeta 25
millones de toneladas de estos materiales cada afio (Wong et al., 2002). En México, los
plasticos representan alrededor del 20% del volumen total y del 12% de peso de los
desechos sodlidos, solamente rebasado por el papel con 35% de volumen total (Volke,
1998).

Las superficies destinadas para rellenos sanitarios se ven cada vez mas limitadas.
Como soluciones para la degradacion de polimeros petroquimicos se ha optado desde la
incineracion, lo cual no es conveniente ya que algunos plésticos producen quimicos toxicos
(acido clorhidrico y cianuro de hidrogeno) durante su cremacion; también se han
desarrollado programas de reciclaje, que ha sido una de las soluciones mas fuertes, sin
embrago no todos los paises o ciudades cuentan con las tecnologias y la organizacion para
tal proposito, ademdas estas opciones no disminuyen el gasto de recursos fosiles ni
disminuyen las emisiones de dioxido de carbono, elementos que comienzan a ser
preocupantes a nivel global. La continua disminucion de los recursos fosiles no renovables
genera un mayor énfasis en la necesidad de materiales plasticos provenientes de recursos
renovables, como es el caso de los plasticos microbianos (Katircioglu et al., 2003). La tasa
a la cual se generan recursos fosiles como el petroleo estd en completo desbalance con la
tasa a la cual estan siendo consumidos. Algo similar sucede con las emisiones de CO,, las
cuales son mayores a las cantidades que se secuestran como recursos fosiles (Narayan,
2004). Por lo que el desarrollo de materiales biodegradables que puedan sustituir a los

plasticos petroquimicos tiene gran relevancia.
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Sustentabilidad, industria ecoldgica, y quimica verde son los nuevos principios que
guian el desarrollo de la nueva generacion de materiales, productos y servicios. Los
materiales biologicos son promisorios para alcanzar la meta de un desarrollo sustentable
bajo el principio de industria ecoldgica, ya que forman parte del ciclo bioldgico del
carbono (Narayan, 2004). Como una opcion real se encuentran los biopolimeros entre los
cuales estan polihidroxialcanoatos (PHA), policaprolactonas, poliesteres alifaticos,
polisacaridos, polibutilenosuccinato, poliestercarbonato y polilactidas (Volke, 1998,
Tokiwa y Calabia, 2004). E1 PHA es un polimero biodegradable del tipo poliéster, que
puede ser producido intracelularmente por bacterias, arqueobacterias y cianobacterias,
siendo el grupo de las bacterias el mas diverso en cuanto a productores de PHA. La ventaja
de este material sobre otros bioplasticos es que éste no requiere de condiciones ambientales
especiales para su degradacion, ya que puede ser biodegradado bajo condiciones aerdbicas
y anaerdbicas (Tokiwa y Calabia, 2004). El término biodegradacion se define como el
rompimiento de un compuesto organico por microorganismos en la presencia de oxigeno

en bioxido de carbono, agua y sales minerales mas biomasa (ISO, 1999).

1.3.2. Estudio de la diversidad microbiana.

El uso de herramientas moleculares en los ultimos 20 afos ha demostrado que s6lo
una fraccion extremadamente pequefia de la diversidad microbiana de todos los hébitats
investigados se ha logrado cultivar (Head et al., 1998; Muyzer et al., 1998). Existiendo
entonces un gran reservorio inexplorado de componentes naturales con un potencial en

diversidad que pueden ser usados como recursos para innovacion en biotecnologia y el
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desarrollo de procesos, productos y servicios (Bull et al. 1992; Keller y Zengler, 2004), en
este caso la produccion de PHB.

El punto de partida para el desarrollo biotecnologico es la busqueda y
descubrimiento de fenémenos bioldgicos explotables. La planeacion y la optimizacion de
los programas de prospeccion son tan cruciales como cualquier otra fase de la operacion
del bioproceso. La busqueda y descubrimiento se consideran como la secuencia de varias
etapas, comenzando por la obtencion del material biologico adecuado, siguiendo con la
bioprospeccion de la propiedad deseada, la seleccion de la mejor opcidon del conjunto de
organismos prospeccionados, culminando con el desarrollo y aceptacion del producto o
proceso final (Bull et al., 1992). Nuestro trabajo se ubica en el primer peldafio de cualquier
proceso biotecnologico que es la prospeccion de un organismo, dentro de la biodiversidad
de un sitio, que tenga potencial para desarrollar la produccion y acumulacion significativa
de PHB.

El sitio seleccionado se encuentra eutrofizado por el derrame de una planta de
tratamiento primario de una enlatadora de productos pesqueros. Este es un sistema de
enriquecimiento para el desarrollo selectivo de ciertas poblaciones de bacterias
heterdtrofas, bacterias fotdtrofas anoxigénicas y cianobacterias, formando una alfombra
microbiana, capaces de emplear compuestos organicos que caracterizan el efluente de la
enlatadora de Puerto San Carlos. La vision de este proyecto enfatiza el aprovechamiento de
materiales tipicamente denominados “de desecho”, como es el caso del efluente de la
enlatadora, el cual promueve el enriquecimiento de bacterias, proponiendo el uso de

cultivos de bacterias heterdtrofas como sistema de tratamiento de las aguas residuales que
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ademas de disminuir la carga de materia organica del desecho, permita la obtencion de

poli-B-hidroxibutirato, ofreciendo asi un valor agregado al efluente.

1.4. Obijetivos.

1.4.1. Objetivos generales.

Utilizar la biodiversidad presente en un tapete microbiano como una fuente de
biotecnologia y aprovechar un efluente, producto de un tratamiento primario, que
promueve el enriquecimiento de bacterias, para el aislamiento de bacterias productoras de

PHB candidatas para una produccion industrial.

1.4.2. Objetivos particulares.

* Aislar y detectar bacterias productoras de PHB a partir de un tapete microbiano
de origen marino.

* Identificar a nivel de género las bacterias aisladas por método polifasico.

* Valorar el rendimiento de la produccion de PHB en las diferentes cepas.

1.5. Hipdtesis.

Si la diversidad de bacterias productoras de PHB estd bien representada en
microorganismos heterotrofos, esperamos recuperar con mayor abundancia bacterias
productoras de PHB en un ambiente impactado por un derrame rico en materia organica,

el cual enriquece a las poblaciones heterdtrofas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Colecta de muestras.

Se realizo la salida de campo, el 15 de octubre del 2004, a Puerto San Carlos, Bahia
Magdalena, Baja California Sur, México. En dicha localidad se visitaron dos sitios: 1) “La
Curva”, con la posicion geografica 24° 48°19” Ny 112° 06" 43.6” O (Figura 1), al cual lo
consideramos en este trabajo como una localidad no impactada por el efluente de la
enlatadora de productos pesqueros, el sedimento que presenta es caracteristico de playas
arenosas (Figura 1C); y 2) “La Enlatadora”, con las coordenadas 24° 46’ 56.4” Ny 112°
06’ 21.1” O (Figura 1), sitio que si se encuentra impactado por el efluente de desecho de la
enlatadora que descarga directamente tanto dentro del mar como en la linea de costa
(Figura 1A). El sustrato de la zona intermareal se encuentra cubierto por una alfombra
microbiana de aproximadamente 1 cm de grosor (Figura 1B).

En cada uno de los sitios se establecieron dos cuadrantes, a 5 m (E1 y CI1, La
Enlatadora y La Curva respectivamente) y 15 m (E2 y C2) de la rompiente mar adentro. En
cada cuadrante se obtuvo una muestra de sedimento por duplicado (i.e. Elo y Elp),
obteniendo un total de cuatro muestras por sitio. Simultdneamente se colectaron dos litros
de agua marina, una parte fue utilizada para analisis de oxigeno disuelto por el método de
Winkler, mientras la otra se filtrd para analisis de nutrientes; el pH y la temperatura se

midieron in Situ.
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Las muestras de sedimento que se obtuvieron fueron submuestreadas y
almacenadas en nitrogeno liquido para la extraccion de ADN de la comunidad natural, el

resto se mantuvo fresco para la obtencion de los aislamientos de las bacterias.

Eitacifn Climateliges. |
LSAHIRY

Estero
San Carlos

La Enlatadora 3' I i

Lis PaligaE
1000 m

Figura 1. Ubicacion de la localidad y de los sitios de muestreo, la flecha azul en el
mapa de Puerto San Carlos indica la direccion de la corriente. Fotos: A) sitio La
Enlatadora, B) muestra de sedimento de La Enlatadora (tapete microbiano) y C) muestra de
sedimento de la curva.

2.2. Analisis fisicoquimico del agua.

Las muestras de agua se entregaron al Laboratorio de Analisis Quimico de Agua
del CIBNOR para realizar las determinaciones de salinidad, oxigeno disuelto, amonio,

nitritos, nitratos, ortofosfatos y fosforo total. La temperatura y el pH (potenciémetro

sympHony SB20: VWR) fueron medidos in situ.
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2.3. Aislamientos y cultivos.

La recuperacion de bacterias heterdtrofas de las muestras naturales se realizd
aproximadamente 20 horas después de la colecta, para esto se sembraron placas con
inéculos de cada una. Se pes6 un gramo de sedimento o tapete microbiano y se
homogeneizé en 9 ml de agua marina artificial %2 x (AMA % X, gr L' de agua: NaCl,
11.675; KCl, 0.75; MgSO47H,0, 12.35; CaCl-2H,0, 1.45; Tris HCI Buffer .0 M pH
7.5 5%) estéril. A partir de este homogeneizado se realizaron diluciones seriadas en
AMA %X hasta 1 x 107 (Starr et al., 1981). Se utilizaron seis medios de cultivo para
realizar los aislamientos: 2216: agar marino 2216 (Difco); medio libre de nitrogeno AZ
(Azotobacter #3 de DSMZ) (gr L™': glucosa, 5; manitol, 5; CaCl,- 2 H,0, 0.1; MgSO, - 7
H,0, 0.1; Na;MoOy4 - 2 H,0, 0.005; K,HPO4, 0.9; KH,PO,4, 0.1; FeSO4 - 7 H,0, 0.01;
CaCOs, 5; agar, 15); medio para bacterias marinas luminiscentes LM (gr L'l, AMA Vox-
Tris-HCI: NH4Cl1, 1; KoHPOy4, 0.076; FeSO4 - 7 H,O, 0.028; extracto de levadura, 5;
triptona, 5; CaCOs, 1; agar, 15; 3 ml de glicerol 3%); PA, Pseudomonas agar (Difco);
medio peptona-levadura (con agua destilada) PY (gr L™': peptona, 5; extracto de levadura,
3; glucosa, 20; agar, 15) (Segura et al., 2003a); medio peptona-levadura marino (con agua
AMA % x) PYM (gr L™ peptona, 5; extracto de levadura, 3; glucosa, 20; agar, 15).

Para cada medio se sembraron cinco diluciones, aunque éstas no fueron las mismas
para todos debido a la selectividad de cada uno de ellos. En aquellos donde el medio
presenta mayor selectividad, se utilizaron diluciones menores, con el fin de lograr los
aislamientos (Tabla I). Asi mismo las diluciones utilizadas para cada sitio también fueron

diferentes, ya que la densidad microbiana esperada en La Enlatadora era mayor a la de La



17

Curva. Las placas inoculadas fueron incubadas a 30 °C, y fueron inspeccionadas a las 24,

48, 72 y 96 horas en busqueda de nuevas colonias.

Tabla I. Diluciones utilizadas en la siembra de placas para los diferentes medios.

Medio La Enlatadora La Curva

2216 1x10°-1x10"  1x10*-1x10°
AZ 1x10°-1x107 1x10"-1x10*
LM 1x10°-1x107 1x10%-1x 107
PA 1x10%-1x 10" 1x10%-1x 107
PY 1x10%-1x 10" 1x10%-1x 107
PYM 1x10°-1x107 1x10%-1x 107

Cada colonia que presentd un morfotipo diferente en los diferentes medios, fue
transferida a medio PYM para su aislamiento. Simultdneamente cada cepa fue observada
en un microscopio Nikon con contraste de fases para dos fines: 1) el de conocer el tipo
células que conforman la colonia y 2) la busqueda de inclusiones citoplasmaticas

refringentes (ICR) sugestivas de la presencia de PHB (Starr et al., 1981).

2.4. Deteccion de cepas productoras de PHB.
Se utilizaron tres criterios morfologicos para la deteccion de cepas productoras de
PHB. El primero fue la busqueda de inclusiones citoplasmaticas refringentes con

microscopia de contraste de fases (Starr et al., 1981). Los otros dos criterios fueron las
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tinciones lipofilicas negro Sudan (Burdon, 1946; Starr et al., 1981; de Lima et al., 1999) y
rojo Nilo (James, 1999; Spiekermann, 1999), con esto se determiné si los ICR observados
en contraste de fases eran de origen lipidico como el PHB.

a) Rojo Nilo: La tincion con rojo Nilo se realizo in vivo. Se adiciond el colorante en
el medio a una concentracion de 0.5 pg ml” de medio. Los cultivos liquidos se realizaron
en tubos eppendorf de 1.5 ml, incubados a 30° C y se observaron a las 24, 48 y 72 horas en
un microscopio Nikon de epifluorescencia, excitando el rojo Nilo a una longitud de onda
de 540 nm, en busca de la sefial naranja que emite al reaccionar con el PHB (Spiekermann,
1999) (Figura 4).

b) Negro Sudan B: Se realiz6 un frotis fijado a la flama, se tiidé durante 10 minutos
con solucién negro Sudan B (0.3 gr NS-B, 75 ml etanol 95%, 25 ml H,0), se seco6 con
papel filtro Watman no.1, se clarificd con gotas de xileno, se volvio a realizar el secado y
se tifio con Safranina acuosa al 0.5% como contraste (NCBE, 1995). Las preparaciones se
realizaron a partir de cultivos liquidos en tubo de 5 ml de volumen, a 30 °C y en agitacion a
110 rpm y se observaron a las 24 y 72 horas con un microscopio Nikon en campo claro en

busqueda de inclusiones oscuras dentro de las células (Figura 4).

2.5. Identificacion polifasica.
2.5.1. Fenotipica.
Para la identificacion de nuestras cepas se realizd una aproximacion polifasica
(fenotipica y filogenética), se ensayaron las siguientes pruebas diagndsticas de la parte

fenotipica: morfologia colonial; morfologia celular: forma y tamaio; tincion Gram (BBL) a



19

las seis horas de cultivo; motilidad con agar blando (Extracto de levadura 0.1%, K;HPO4
0.01% y 0.2% de agar); crecimiento en agar nutritivo con 12% de NaCl; desarrollo en
condiciones anaerdbicas evaluado en medio Brewer Tioglicolato (Difco) y agar de
anaerobiosis Brewer (Difco); otras pruebas fueron: produccion de oxidasa (BBL) y catalasa

(H20,); y la capacidad de crecer en un medio diazotrofico.

2.5.2. Filogenética.

2.5.2.1. Extraccion de ADN.

Se utilizaron dos métodos (kits) de extraccion, uno para las muestras naturales y
otro para los cultivos. La extraccion del material genético de las muestras naturales se
realiz6 utilizando el FastDNA SPIN Kit (BIO 101 system) para muestras de suelo.
Posteriormente fue necesaria su purificacion con el GENCLEAN KIT (BIO 101 system).
Por otro lado, la extraccion de ADN de los cultivos se realizé empleando el DNeasy Tissue
Kit (QIAGEN).

La visualizacion del ADN se realizd con electroforesis en geles de agarosa al 1%
adicionado con bromuro de etidio al 3% de una solucién de 10 mg ml”, auxiliados de un
fotodocumentador UV transilluminator UVP (BioDoc-It System). Las corridas de la
electroforesis se realizaron a 100 V. ElI ADN se cuantifico con la ayuda de un

espectrofotometro BioPhotometer Eppendorf.
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2.5.2.2. Condiciones de PCR y secuenciacion.

Para la amplificaciéon del fragmento 341-926 del gen 16S rARN se utilizé la
siguiente mezcla de reaccion: 1X Buffer termofilico DNA Poly (M190A-Promega), mezcla
de nucleotidos para PCR (C1141-Promega) 0.53 mM de todos, MgCl, (Promega) 1.5mM,
primer 5°- 3" (341F+GC) 2.6 ng pl', primer 3’- 5" (907R) 2.6 ng pl’', Taq DNA
Polimerasa en Buffer B (M1661-Promega) 0.04 U ul™', ADN de 50 a 100 ng de los cultivos
o muestras naturales. La temperatura de alineacion fue de 56 °C, y la amplificacion sucedid
en 35 ciclos. El primer 5°- 3" lleva una secuencia (cola) extra de Guanina-Citosina (GC),
esto para obtener una mayor resolucion en la técnica de DGGE. Se selecciond el gen 16S
rARN por su alto grado de conservacion intercalado con regiones mas variables y por el
amplio uso como marcador filogenético que se le ha dado (Head et al., 1998; Rosell6-Mora
y Amann, 2001).

Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados (especificos para bacterias)
(Muyzer et al., 1998) se presentan a continuacion:

341F: 5°- CCT ACG GGA GGC AGC AG -3’

907R: 5’ - CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT - 3’

Cola de GC: 5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG

GGG G -3, (enlazado al oligo 341F en su extremo 5")

Los productos de PCR se enviaron a MACROGEN, Inc., Corea para su

secuenciacion.
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2.5.2.3. Arbol filogenético.

Las secuencias recibidas de MACROGEN fueron analizadas con ayuda del
programa Chromas Pro v1.132, donde se recortaron las colas de Guanina-Citosina (GC), y
los extremos que no eran confiables, también se evaluaron aquellas bases indeterminadas
con ayuda del cromatograma. Se utiliz6 la herramienta de busqueda por alineamiento
basico local (BLAST por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1997) de la base de datos
NCBI (www.ncb.nlm.nih.gov) para obtener secuencias similares a la de las cepas. Con el
programa Clustal X v1.8 se realizo el alineamiento de las secuencias, y mediante el uso de
PUAP* 4.0 beta 10 para Windows se realizé un analisis de parsimonia para la creacion del

arbol filogenético y el calculo de sus parametros (Hall, 2004).

2.6. Condiciones de DGGE.

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante se realizd en geles de
poliacrilamida al 6%, a partir de una mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida al 40%
(BioRad). El gradiente desnaturalizante que se manejo fue de 30% a 70%, considerando
40% de formamida (BioRad) y 42% de urea (Sigma) como 100% de agente
desnaturalizante. En la parte superior del gel se formo una secciéon de empaquetamiento el
cual no contenia formamida ni urea (0% de desnaturalizante). La electroforesis se llevo a
cabo a 60 °C y a 50 V durante 19 horas (modificado de Garbeva et al., 2003). La
visualizacién se realizdo con luz UV tifiendo el gel con bromuro de etidio durante 20

minutos.
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2.7. Parametros de crecimiento celular.

Se obtuvieron las curvas de crecimiento de cada una de las cepas, a partir de una
medicion sistematica de la densidad oOptica. Se prepararon tubos de vidrio con 10 ml de
medio PYM los cuales fueron inoculados con una asada de cada una de las cepas
productoras, y fueron incubados durante 24 horas a 28 °C a 120 rpm. De estos tubos se
tomaron 5 ml como in6culo para matraces de 1 litro con 300 ml de medio PYM, cada cepa
por duplicado (se utilizé el mismo tubo para inocular las réplicas). A partir del momento de
inoculacién se midi6 la densidad Optica cada 6 horas durante 48 horas, utilizando un

espectrofotometro JENWAY 6505 UV/Vis a una longitud de 580 nm.

2.8. Determinacidn de la produccién de PHB y productividad de las cepas.

El porcentaje de acumulacion de PHB y la productividad de las cepas se evalud en
dos medios. El primero fue en PYM, medio en el cual se detect6 la produccion de PHB.
Para esta primera aproximacion se tomaron muestras de cultivo del experimento para la
determinacion de los parametros de crecimiento celular. Se cosecharon 30 ml de cultivo a
las 24 y 48 horas, de los cuales 15 ml se centrifugaron y liofilizaron para la determinacion
del peso seco, y 15 ml para la determinacion del contenido de PHB mediante el método
modificado de Law y Spekley (1961). La lisis celular se realizé con hipoclorito de sodio
(Clorox) incubando a 37 °C durante una hora, y el PHB precipitado fue lavado con agua,
acetona y etanol sucesivamente. Posteriormente el PHB extraido es convertido en acido
crotonico mediante una digestion en acido sulfurico a 100 °C durante 10 minutos y

cuantificado con ayuda de un espectrofotometro a 235 nm (Law y Spekley, 1961).
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La segunda etapa se realizd con un medio basal pobre en nitrogeno y enriquecido
con la sal hidroxibutirato de sodio, medio MHB (con agua AMA % x) (gr L™': NH4CI, 0.5;
K,;HPO, - 3H,0, 0.076; FeSO4 - 7H,0, 0.028; Hidroxibutirato de Sodio, 4.0; y Tris-HCl
pH = 7.5, 50 ml) (Starr et al., 1981). Se prepararon tubos con 5 ml de medio MHB, los
cuales fueron inoculados con una asada de las cepas, y fueron incubados a 28 °C y 120
rpm, durante 24 horas para su adaptacion. De estos tubos se tomaron 2 ml para inocular
matraces de 125 ml con 40 ml de medio MHB por duplicado. Se tomaron 3 ml de medio a
las 24 horas y 30 ml a las 72 horas, de los cuales la mitad fue para determinar peso seco y

la mitad para determinar el contenido de PHB.

2.9. Pruebas estadisticas.

Los analisis comparativos de las determinaciones de los parametros fisicoquimicos
y del contenido de material genético en el sedimento entre los sitios se realizaron con
pruebas tipo ANOVA, utilizando un intervalo de confianza del 95% y el programa SPSS

12.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del sitio de muestreo.

3.1.1. Parametros fisicoquimicos.

En ambos sitios de muestreo se tomaron muestras de agua para determinar
concentraciones de diversos nutrientes y poder determinar diferencias entre los sitios. Los
nutrientes analizados fueron amonio, nitritos, nitratos, ortofosfatos, fosforo total, ademas
de que se determind la salinidad, temperatura, pH y oxigeno disuelto. Los valores
promedio los parametros fisicoquimicos y de los nutrientes para cada sitio se presentan en
la Tabla II y III respectivamente. La salinidad promedio fue similar para ambos sitios
encontrandose alrededor de las 32.5 ups, siendo ligeramente mayor para La Enlatadora. El
oxigeno disuelto tampoco mostrd diferencia significativa, teniendo ambos sitios un valor
menor de 5 ml/L, sin embargo La Curva es el sitio que presentd valores mayores. En el
caso de la temperatura se presentan 29.6 °C y 31.0 °C para La Curva y La Enlatadora
respectivamente. El pH fue mayor en La Enlatadora con un valor de 8.46, mientras que La
Curva presentd un valor de 8.2. En el caso de los nitritos la concentracion es minima, por
debajo del limite de deteccion, por lo que se cuantifico6 como menor a 0.1 pM para ambos
sitios. Los nitratos presentaron una concentracion promedio de 0.837 uM y 0.761 uM para
La Curva y La Enlatadora respectivamente. Ninguno de los pardmetros anteriores presenta
una diferencia significativa entre sitios, sélo la hay para el caso del amonio, los

ortofosfatos y el fosforo total, estando los tres en mayor concentracion en La Enlatadora.
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Tabla II. Valores promedio de las determinaciones de los parametros fisicos:
temperatura y salinidad, y de los parametros quimicos: oxigeno disuelto y pH. En la Gltima
fila se presentan los valores de probabilidad estadistica que determinan si las diferencias
observadas son significativas (P<0.05 = dif. sig.). ups = unidades practicas de salinidad.

Muestra Salinidad Temperatura Oxigeno disuelto pH

(ups) °C (ml/L)
La Curva 32.425 29.6 4.846 8.20
La
Enlatadora 32.600 31.0 4.183 8.46
P 0.93 0.52

Tabla III. Valores promedio de las determinaciones de nutrientes: amonio, nitritos,
nitratos, ortofosfatos y fosforo total. En la ultima fila se presentan los valores de
probabilidad estadistica que determinan si las diferencias observadas son significativas
(P<0.05 = dif. sig.).

Muestra Amonio  Nitrito Nitrato  Ortofosfato Fosforo total
NH,4 NO, NOs POy POy.Total
(uM) (LM) M) (LM) (uM)
La Curva 1.127 <0.1 0.837 0.293 0.724
La Enlatadora 3.763 <0.1 0.761 2.638 3.503
P 0.02 0.86 <0.01 <0.01

Con base en los resultados de las determinaciones de nutrientes en la columna de
agua, principalmente los de amonio, ortofosfatos y fosforo total, se evidencia que
efectivamente el efluente de la enlatadora estd eutrofizando la zona costera adyacente a su
descarga. Esta eutrofizacion estd permitiendo el enriquecimiento selectivo de
microorganismos, lo cual estd resultando en la formacion y crecimiento del tapete

microbiano frente a la enlatadora de Puerto San Carlos.
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3.1.2. Estimacion de la densidad poblacional bacteriana.

Con el fin de determinar diferencias en la estructura de la comunidad bacteriana
entre los dos sitios, se determind las cuentas viables en seis medios de cultivo diferentes a
partir del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de las placas que se utilizaron
para realizar los primeros aislamientos. Como se utilizaron seis medios diferentes para los
aislamientos se tiene un conteo por cada medio (Figura 2). En el caso de los medio PA y
PY para La Curva no se pudo obtener un dato fiable ya que las placas presentaron efecto de
swarming lo que hizo incontables las placas y se consideraron como no determinadas. El
medio 2216 y el PYM nos pueden dar una mejor idea de la densidad bacteriana de los
sitios, esto por ser medios inespecificos para bacterias marinas. En el caso del medio 2216
se tiene una densidad de 9.66 x 10° UFC y 8.33 x 10° UFC para La Enlatadora y La Curva
respectivamente; mientras que en el medio PYM es de 2.27 x 10° y 6.67 x 10°,
respectivamente; siendo claro que hay una mayor abundancia de bacterias (de 3 a 4
ordenes de magnitud) en el sitio La Enlatadora que en La Curva. Este resultado era
presumible por el hecho de la presencia del tapete microbiano, asi con el conteo queda
corroborado.

Por otro lado al momento de hacer la extraccion de ADN de las muestras naturales
se observo una diferencia significativa (P < 0.01) en el contenido de material genético por
gramo de sedimento, siendo éste casi un orden de magnitud superior en las muestras de La
Enlatadora (18.549 pg/gr), mostrando una mayor abundancia de organismos que en La

Curva (2.497 pg/gr) (Figura 3).
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Figura 3. Contenido promedio de ADN en las muestras naturales obtenidos con el

Kit de extraccion BIO 101. La concentracion se expresa en ug de ADN por gramo de

sedimento. La barra de error es igual a la desviacion estandar, n = 12 en cada sitio.
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3.2. Deteccion y aislamiento de cepas productoras de PHB.

3.2.1. Aislamientos y observaciones de Inclusiones Citoplasmaticas Refringentes.

A partir de los crecimientos que sucedieron en las placas donde se realizaron los
conteos de UFC se seleccionaron las colonias que presentaban diferentes caracteristicas
morfologicas (color, textura, tamafo, bordes, brillo, medio de cultivo) y se transfirieron a
medio PYM para su purificacion. Durante el proceso de transferencia, se tomo6 una muestra
de la colonia para su observacion con un microscopio de contraste de fases con dos
finalidades: 1) la de conocer su morfologia celular, y 2) la busqueda de inclusiones
citoplasmaticas refringentes (ICR) que sugieren la acumulacién de PHB.

Se obtuvieron 54 cepas aisladas totales para La Curva de los cuales 10 presentaron
ICR claros ademas de 8 cepas con estructuras sugestivas pero no del todo claras. Para las
muestras de La Enlatadora se lograron 72 aislamientos totales de los que sélo 18
presentaron ICR bien definidos y 5 cultivos tentativos. El registro de las cepas aisladas, el
medio en que fueron aisladas, el color de la colonia, la forma celular y la

presencia/ausencia de ICR se presentan en la Tabla A.I y A.Il del Anexo 1.

3.2.2. Deteccidn de inclusiones lipidicas.

De las 126 cepas aisladas logradas para La Curva (54) y La Enlatadora (72), se
registraron 10 y 18 cultivos, respectivamente, que presentaron inclusiones citoplasmaticas
refringentes (ICR) claras, sugestivo de granulos de PHB. Para determinar si estas
inclusiones eran de naturaleza lipidica se emplearon los tintes rojo Nilo (RN) y negro
Sudan B (NS) (Figura 4). Siendo positivas para el rojo Nilo seis cepas (11%) para La

Curva (Tabla IV) y ocho (11%) para La Enlatadora (Tabla V). Mientras que en el caso del
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negro Sudén resultaron positivas cinco cepas (9%) para La Curva (VI) y diez (14%) para
La Enlatadora (Tabla VII). En estas pruebas se incluyeron las cepas que se habian
identificado como sugestivas pero no claras en la observacion de ICR, por esta razén se
presentan mas de las 28 cepas ICR positivos. Porcentualmente, la prueba con negro Sudan
B nos revela que en La Enlatadora hay una mayor abundancia de cepas productoras de
PHB en los aislamientos logrados. Mientras que para el rojo Nilo la abundancia relativa de
productores de PHB es igual en ambos sitios, sin embrago numéricamente La Enlatadora
sigue teniendo una mayor abundancia de estos organismos. Pero no hay que olvidar que
estas tinciones identifican cuerpos lipidicos los cuales pueden ser distintos al PHB, por lo
que la determinacion final de las cepas productoras se realizd6 con la extraccion y

cuantificacion quimica del polimero.

Tabla IV. Determinaciones de la presencia de PHB empleando rojo Nilo en cultivos
a las 24, 48 y 72 horas del sitio La Curva. En la segunda columna (RN) se indica la
interpretacion de los resultados de la prueba, (+) positivo altamente confiable, (P) probable
o sugestivo, (-) negativo.

Cepa RN 24 horas 48 horas 72 horas
C-1 N No hay sefial Inte1.151.dad medlra a baja, Media, granulos,
se distinguen granulos. pero ya no es abundante
C-5 - No hay sefial Nada claro No hay sefial clara
Buena sefial, se
C-18 n distinguen granulos, Positivo
mezcla
Sefial débil, gran .,
19 * cantidad de granulos Positivo
C-20R n Sefial med’la, células Positivo
saturadas, granulos
C-20L n Sgngl mtf:nsa, € positivo
distinguen granulos
C-41AM - No hay sefial No se observan granulos  No hay sefial
C-41TR - No hay sefial No hay sefial No hay sefial
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C-46 - No hay sefial Sefial de las células No hay sefial
C-47 - No hay sefial No se observan granulos ~ No hay sefial
C-48 - No hay sefial No hay sefial No hay sefial
C-50 - No hay sefial clara No hay sefial No hay sefial
C-52 - No hay sefial clara No hay sefial No hay sefial
C-53 - No hay sefial No hay sefial No hay sefial
c.s4a 4  Seal buena, poca, se o 0 Positivo

distinguen granulos

Tabla V. Determinaciones de la presencia de PHB empleando rojo Nilo en cultivos
a las 24, 48 y 72 horas del sitio La Enlatadora. En la segunda columna (RN) se indica la
interpretacion de los resultados de la prueba, (+) positivo altamente confiable, (P) probable
o sugestivo, (-) negativo.

Cepa RN 24 horas 48 horas 72 horas
E-3 + Sefal mtensa? PATECE efial buena Positivo
teflirse toda la célula
Sefial  intensa, parece
E-4 + te.m.rse toda 1 a célula, se Sefial intensa, Positivo
distinguen granulos
E-4° + Seflal intensa, mayor sefial Sefial intensa Positivo
en agregados
E-6b +  Sefial intensa Senal 1’ntensa, parece
toda la célula
Sefial intensa en
agregados, no se
E-7 P > .
distinguen granulos claros
E-13 + Seflal intensa y  clara, Sefial intensa y clara Positivo
granulos grandes
E-22 - No hay sefial clara No hay sefial No hay sefial
E-32 - Sefial media y poca, No hay sefial No hay sefial
E-33 - No hay sefial clara aﬁzra sefial - pero  no No hay sefal clara
E-36 P No hay sefial clara No hay sefial Parece~n muchos. granulos
pequeflos, no es intensa
E-38 - Seiial tenue al fondo Sefial muy tenue No hay sefial
E-45 N Pocq se’nal, intensidad Sfengl m?dla, € positivo
media, granulos distinguen granulos
E-46BL - No hay sefial Nada claro No hay sefial
Poca seial, granulos bien
E-46CF P No hay senal definidos, intensidad Muy poca sefial

media



E-51
E-56

E-62

E-63*
E-63b

E-70

E-71

E-72

No hay seiial clara No hay seiial clara

No hay sefal clara No hay sefial clara

Sefial muy pobre No hay sefial

Sefial tenue al fondo Sehal media
fantasma

Senal tenue al fondo, Sefial tenue

Sefial muy tenue

claro
Sefial intensa y clara,
granulos grandes y Seial muy
definidos granulos
No hay seflal clara, ~

No hay sefial clara
conglomerados

Sefial muy tenue nada

clara,
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Sefial muy tenue, se ven
células teflidas
No hay sefial clara

Granulos de intensidad
media, poco abundante
con

No hay sefial

Soélo fantasma

Positivo

Buena sefial

Tabla VI. Determinaciones de la presencia de PHB empleando negro Sudan B en
cultivos a las 24 y 72 horas del sitio La Curva. En la segunda columna (NS-B) se indica la
interpretacion de los resultados de la prueba, (+) positivo altamente confiable, (P) probable
o0 sugestivo, (-) negativo.

Cepa NS-B 24 horas 72 horas
C-1 P Sélo pocas células, o en poca cantidad muy pequeiios, frecuente
C-5 - Nada claro Negativo
C-18 + Gréanulos claros, abundantes Positivo
C-19 + Granulos medianos a grandes, abundantes ~ Granulos chicos, frecuentes
C-20L + Granulos claros, abundantes, grandes Positivo
C-20R + Granulos claros, abundantes, grandes Positivo
C-41TR - Nada claro Negativo
Nada claro, unos parecen presentar
C-41AM - pequefios granulos Negativo
Cc-47 - Nada claro Negativo
C-48 - Nada claro Negativo
C-50 - Nada claro Negativo
C-52 P Nada claro Granulos chicos, frecuentes
C-53 - Nada claro Negativo
C-54 + Granulos claros Positivo
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Tabla VII. Determinaciones de la presencia de PHB empleando negro Sudan B en
cultivos a las 24 y 72 horas del sitio La Enlatadora. En la segunda columna (NS-B) se
indica la interpretacion de los resultados de la prueba, (+) positivo altamente confiable, (P)
probable o sugestivo, (-) negativo.

Cepa  NS-B 24 horas 72 horas
E-3 P Pequeiias inclusiones oscuras sugestivas
E-4 + Granulos claros Positivo
B4 Cocos, muy dificil distinguir pero se

ven oscuros

E-6b Dificil distinguir, efecto claro-oscuro.
E-7 - Nada claro Nada claro
E-13 Se ven tinciones negras en la célula Positivo
E-22 + Granulos muy pequefios Negativo, nada claro
E-32 - Nada claro Negativo
E-33 + Granulos medianos a grandes, abundantes Abundantes, medianos a grandes
E-36 Dificil distinguir, efecto claro-oscuro.
E-38 - Nada claro Negativo
E-45 + Se observan granulos. Positivo
E-46CF + Se observan granulos. Abundantes, medianos
E-46BL P Bacilos cortos presentan granulos Negativo
E-51 P Dificil distinguir, efecto claro-oscuro.
E-56 - No se observan granulos Negativo
E-62 + Granulos medianos Pocos, chicos, no del todo claros
E-63° + Se observan granulos. Positivo
E-63b + Granulos pequefios pero presentes Negativo
E-70 - Nada claro Nada claro
E-71 + Granulos abundantes Positivo
E-72 - Nada claro, pero parecen tener granulos Nada claro

Con base en estos resultados, se seleccionaron 14 cepas por presentar en menos de

48 horas inclusiones lipidicas evidentes, grandes y abundantes: para La Enlatadora las

cepas E4, E13, E33, E36, E45, E46CF (posteriormente E46), ES1, E63a (posteriormente

E63) y E71; y para La Curva las C18, C19, C20L, C20R y C54.
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Figura 4. Micrografias de los tres criterios de deteccion de PHB, inclusiones
citoplasmaticas refringentes (A-C), rojo Nilo (D-F) y negro Sudan (G-I). Las micrografias
corresponden a las cepas: A) E71, B) E13, C) E51, D) E13, E) E46, F) E4, G) C19, H) E33
e I) E46. Las flechas sefialan las inclusiones.

3.3. Identificacion polifasica de las cepas productoras de PHB.
3.3.1. ldentificacion fenotipica.

Con las 14 cepas seleccionadas se procedid a realizar una serie de pruebas
diagnosticas, con el objeto de tener una aproximacion fenotipica para la identificacion a
nivel género de los organismos aislados. Las pruebas que se realizaron son: tincion Gram,
prueba de motilidad en agar blando, tolerancia a la ausencia de oxigeno (anaerobiosis),
produccion de oxidasa y catalasa, crecimiento en medio diazotrofico (fijacion de

nitrégeno) y resistencia a salinidad (12% NaCl). De las 14 cepas seleccionadas cuatro
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presentaron morfologia cocoidal, cuatro bacilos cortos y seis en forma de bacilos largos. Se
tienen siete gram positivas, cuatro gram negativas, y tres gram variables. So6lo se
identificaron dos cepas mdtiles por el método de agar blando (C18 y C19). Cinco
resultaron ser anaerobicas facultativas tanto por el tubo de tioglicolato como por la placa
Brewer, so6lo teniendo una cepa de divergencia. A la prueba de oxidasa nueve resultaron
positivas, mientras que a la produccion de catalasa todas son positivas excepto E4. Se
tienen identificados cinco cepas fijadoras de nitrogeno, que fueron desde un inicio aisladas
en medio diazotrofico. Se realizo una prueba de resistencia a salinidades altas (12%) a las

cepas E36y ES51, resultando nulo su crecimiento (Tabla VIII).

Tabla VIII. Resultados de las pruebas fenotipicas diagnoésticas para las 14 cepas
seleccionadas. La prueba de tioglicolato y agar Brewer son pruebas de anaerobiosis. Var =
variable, fac = facultativo.

Agar 12%
Cepa Gram Motil Tioglico. Brewer Oxidasa Catalasa Fija N, NaCl
E4 + -

E13 + - fac + - +
E33 - - fac - + + +
E36 + - - - + + -
EA45 - - - + + +
E46 - - - - + + +
E51 + - - - + + -
E63 + - fac + - +
E71 - - fac + + + +
Cl18 + + fac + + +
C19 + + - + + +
C20L  var - - - - +
C20R  var - - - - +
C-54  var - - - + + +
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3.3.2. Identificacion filogenética.

Se realiz6 la extraccion de ADN de las 14 cepas, y se amplifico el fragmento 341-
926 (585 pb) del gen 16S rARN con la pareja de primers 341F+GC/907R, la electroforesis
de los fragmentos se presenta en la figura 5.

Los productos de PCR se enviaron a MACROGEN Inc. Corea, para su
secuenciacion. Con ayuda del programa Chromas Pro se analizaron los espectrogramas
recibidos, se eliminaron los extremos de Guanina-Citosina, se definio la secuencia con una
senal confiable y se evaluaron aquellas bases indeterminadas; obteniendo las secuencias
para las cepas que se presentan en el Anexo 2. Estas secuencias son las que se ingresaron
en la base de datos (NCBI) utilizando la herramienta BLAST para determinar secuencias

similares e identificar el género al cual probablemente pertenecen las cepas (Tabla [X y X).

692 pb

501 pb

692 pb

501 pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Fragmento 341-926 (585 pb) del gen
16S rARN de las cepas. Carriles: M) marcador molecular VIII (ROCHE), 1) E4, 2) E13,
3) E33, 4) E36, 5) E45, 6) E46, 7) E51, 8) E63, 9)E71, 10) C18, 11) C19, 12) C20L, 13)
C20R 14) C54, 15) blanco.
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Tabla IX. Resultados de BLAST para las cepas productoras de PHB de La Curva.
Se presentan el género, especie, cepa y el porcentaje de similitud de los 5 resultados mejor
calificados, asi como su niimero de acceso.

Cepa Género Especie Cepa % simil. No. acceso
aislada
C18 Bacillus sp. 12 100.0 AY269875.1
Bacillus sp. 11 100.0 AY269874.1
Bacillus sp. 1CS20418 100.0 AY456216.1
Bacillus sp. 1CS20415 100.0 AY456214.1
Bacillus sp. SAFR-048 100.0 AY167860.1
Bacillus mycoides c2 100.0 AY373357.1
C19 Bacillus sp. 2(2003) 99.0 AY269865.1
Bacillus megaterium SAFN-04 99.0 AY167803.1
Bacillus sp. Bt176 OTU1 99.0 AY965250.1
Bacteria no cultivada clon AKIW925 99.0 DQ129522.1
Bacteria no cultivada clon AKIW745 99.0 DQ129436.1
C20L Rhodococcus ruber 99.0 RR16SR6
Rhodococcus sp. P15 99.0 AY822615.1
Rhodococcus rhodochrous 99.0 AF439261.1
Rhodococcus ruber M2 99.0 AY247275.1
Rhodococcus sp. An 99.0 AF529079.1
C20R Staphylococcus sp. (no cultivado) Clon Gpanamen9 100.0 AF467419.1
Staphylococcus cohnii 100.0 AB009936.1
Staphylococcus cohnii CV38 99.0 AJ717378.1
Staphylococcus sp. 98TH11317 99.0 AY159883.1
Staphylococcus saprophytic MAFF911473, 99.0 STA16SRR19
ATCC15305T
C54 Methylobacterium  podarium 100.0 AF514774.1
Methylobacterium  aminovorans 100.0 AJ851086.1
Methylobacterium  sp. CBMB130 100.0 AY683048.1
Methylobacterium  sp. CBMBI120 100.0 AY683047.1
Methylobacterium  sp. PB210 100.0 AB220100.1

Tabla X. Resultados de BLAST para las cepas productoras de PHB de La
Enlatadora. Se presentan el género, especie, cepa y el porcentaje de similitud de los 5
resultados mejor calificados, asi como su nimero de acceso.

Cepa Género Especie Cepa % simil. No. acceso
Aislada
E4 Staphylococcus arlettae 100.0 AB009933.1
Bacteria de hielo del mar artico ARK9973 99.0 AF468443.1
Bacteria no cultivada clon AKIW491 99.0 DQ129418.1
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 99.0 AP008934.1
Staphylococcus sp. RA90 99.0 AY121979.1
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Todas las secuencias comparadas presentan el 99 6 100% de similitud con alguna
otra de la base de datos, por lo que podemos hablar de secuencias extremadamente
cercanas ¢ idénticas, indicando que las cepas si pertenecen al género y posiblemente hasta
la especie que se presentan en las tablas IX y X. Las cepas C18 y E13 presentan una
secuencia idéntica a Bacillus mycoides c2, sin embargo el rasgo fenotipico de motilidad las
diferencian, comprobando que sélo con una combinacion de andlisis exhaustivos se logra
una identificacion correcta. De las otras cepas que presentan secuencias idénticas estan
C20R y E63 con Staphylococcus cohnii, C54 con Methylobacterium aminovorans y M.
podarium, E4 con Staphylococcus arlettae. Y las cepas con secuencias extremadamente
cercanas (99% de similitud) son C19 con Bacillus megaterium, C20L con Rhodococcus
ruber y R. rhodochrous, E33, E45, E46 y E71 con Paracoccus zeaxanthinifaciens y por
ultimo E36 y E51 con Micrococcus luteus. El hecho de que una secuencia sea
extremadamente cercana a dos especies diferentes nos sefiala que la secuenciacion parcial
de gen 16S rARN solo nos sirve para identificar organismos hasta nivel de género. Las
secuencias de las cepas aisladas del género Paracoccus, Staphylococcus y de la cepa C19
son extremadamente cercanas a secuencias de organismos no cultivados.

Ademas de realizar el “BLAST” en la base de datos se realiz6 un arbol filogenético
con las secuencias de las cepas que se presentan en la tabla IX y X (Figura 6). En este
grafico se definen diferentes agrupaciones, en el grupo uno se encuentran aquellas cepas
pertenecientes al género Rhodococcus, siendo la bacteria aislada C20L la tnica cepa
filogenéticamente cercana. En la agrupacién nimero dos se concentran las secuencias del

género Micrococcus, donde E36 y ES51 son pertenecientes. El tercer grupo es el
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correspondiente al género Staphylococcus con los aislamientos C20R, E4 y E63 como
representantes. El cuarto conjunto estd formado por secuencias pertenecientes al género
Bacillus, donde se incluyen a los cultivos C19, C18 y E13, siendo los dos altimos mas
cercanos entre si. En el quinto agregado se ubica s6lo la cepa C54 de La Curva junto con
las cepas correspondientes al género Methylobacterium. En sexto y Gltimo grupo es el que
contiene un mayor nimero de nuestros cultivos, todos de La Enlatadora (E33, E45, E46 y
E71), en éste se concentran las secuencias correspondientes al género Paracoccus.

En resumen, las 14 cepas aisladas y seleccionadas presuntas productoras de PHB se
identificaron como pertenecientes a seis géneros: Bacillus (3), Staphylococcus (3),
Rhodococcus (1), Micrococcus (2), Paracoccus (4) y Methylobacterium (1) (Tabla IX y X).
Los tnicos grupos que tienen representantes en ambos sitios son Bacillus con dos cepas de
La Curva y uno de La Enlatadora, y el grupo Staphylococcus, con uno en La Curva y dos
en La Enlatadora.

Ademas podemos ver que el grupo 3 (Micrococcus) y 4 (Rhodococcus) estan
relacionados filogenéticamente con el grupo de actinomicetos. Asi como el grupo 5
(Paracoccus) y 6 (Methylobacterium) también derivan de un grupo en comun, las
proteobacterias alfa. Y el grupo 1 (Staphylococcus) y 2 (Bacillus) estan distantemente
relacionados, ambos son de la clasificacion Gram positivos Bacillus-Lactobacillus-

Streptococcus (BLS).
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Figura 6. Arbol filogenético de secuencias de cepas productoras de PHB de La Curva
y La Enlatadora con las secuencias semejantes mds cercanas. Diagrama con base a la
secuenciacion parcial del gen 16S rARN y de los resultados de BLAST. Analisis de

parsimonia, E. coli es el grupo externo. Los valores de los nodos indican el porcentaje de
probabilidad segun los andlisis de Bootstrap, indice de consistencia de 0.83. Las claves
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entre paréntesis son los nimeros de acceso a las secuencias depositadas en GenBank.
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3.4. Produccién de PHB de las cepas.

3.5.1. Cuantificacion de la produccion y porcentaje de acumulacion de PHB.

El objeto de esta ultima seccidn es la de definir que cepas tienen potencial para ser
objeto de un escalamiento en el proceso de produccion de PHB, por lo que de entrada se
eliminaron 3 cepas de las 14 con las que se venia trabajando, éstas son las cepas E4, E63
(Staphylococcus) y C54 (Methylobacterium), ya que las tres presentaron crecimientos
incipientes y lentos en el medio que se utilizé para la produccion de PHB (PYM). Para
fines practicos y con el objetivo de obtener un mayor rendimiento en la produccion de PHB
se seleccionaron las cepas con base a los siguientes criterios: rapido crecimiento, facil
reconocimiento de las cepas, crecimiento y produccion de PHB en medio liquido,
produccion evidente y significativa de PHB en menos de 48 horas. Ademas se dejo a un
lado la cepa E46 (Paracoccus) ya que es practicamente idéntica que E33 y E45, y muy
similar a E71, esto para simplificar el trabajo.

La primera cuantificaciéon de PHB se realiz6 en medio PYM (300 ml), en matraces
de un litro con determinaciones a las 24 y 48 horas. Se calcularon tres pardmetros
indicadores de la viabilidad de las cepas para un escalamiento industrial. El porcentaje de
peso seco de acumulacion de PHB, la produccion neta de polimero por volumen de medio,
y la productividad de las cepas: gramos de PHB por volumen y tiempo. Asi mismo, se
determind la curva de crecimiento de cada una de las cepas y se determinaron los tiempos
de generacion (tg) y la tasa de crecimiento (k) (Tabla XI) en la fase exponencial de cada
cepa. En 48 horas de cultivo se alcanzo6 el inicio de la fase estacionaria para todas las cepas

excepto para C20L, C20R y E13.
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Entre las cepas se puede observar una diversidad de comportamientos en la
produccion de biomasa y acumulacion de PHB (Figura 9 y 10), los cuales se pueden
resumir en 5 casos:

Caso 1: Produccion considerable de biomasa y PHB, con un porcentaje de
acumulacion relativamente alto (38 — 47%) a las 24 horas, con un aumento continuo para
las 48 horas en ambas determinaciones (50 — 66% de peso seco a las 48 horas), caso para
las cepas C18 y E13 pertenecientes al género Bacillus.

Caso 2: Comportamiento de las cepas C19 (Bacillus), E33 y E71 (Paracoccus).
Produccién considerable de biomasa, pero poca produccion de polimero generando
porcentajes de acumulacion relativamente bajos (6 — 30%) a las 24 horas. Teniendo una
acumulacion de PHB notablemente incrementada (43 — 60%) para las 48 horas, y también
un aumento constante en la biomasa.

Caso 3: Porcentaje de acumulacion considerable (24 — 46%) a las 24 horas, con poca
produccion de biomasa y por lo tanto poca produccion neta de polimero. Aumento
significativo de biomasa para las 48 horas de cultivo, pero el porcentaje de acumulacion
disminuye drasticamente (3 — 13%), hay que notar que para estas cepas no se alcanzo6 en
inicio de la fase estacionaria, C20L (Rhodococcus) y C20R (Staphylococcus).

Caso 4: Representado solo por la cepa E45 (Paracoccus), presenta una produccion de
biomasa media, con un porcentaje de acumulacion relativamente alto (50.9 %) a las 24
horas de cultivo. Al doblar el tiempo de incubacion la biomasa casi se duplica, pero la
produccion neta de polimero se mantiene, y por esto el porcentaje de acumulacion

disminuye practicamente a la mitad (28.3 %).
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Figura 7. Valores promedio de produccion de biomasa (peso seco, =), y PHB ([ )
por litro de medio (PYM) a las 24 horas de cultivo. Los nimeros indican porcentaje de
peso seco de acumulacion de PHB correspondiente a cada cepa. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 8. Valores promedio de produccion de biomasa (peso seco, £%), y PHB ([ ])
por litro de medio (PYM) a las 48 horas de cultivo. Los ntimeros indican porcentaje de
peso seco de acumulacion de PHB correspondiente a cada cepa. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.
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Caso 5: Hay crecimiento celular constante a las 24 y 48 horas, la deteccion de PHB
es minima en ambos tiempos (0.04 — 0.15 %), practicamente indetectable. Este es el caso
de las cepas E36 y E5S1 pertenecientes al género Micrococcus.

Se realiz6 un segundo experimento para determinar la acumulacion de PHB con
medio MHB, el cual estd formulado con hidroxibutirato de sodio. No todas las cepas se
adaptaron, logrando crecer unicamente aquellas pertenecientes al género Paracoccus (E33,
E45 y E71) y Rhodococcus (C20L), sin embargo esta tltima no acumulé PHB y tuvo un
crecimiento minimo. No se obtuvieron los resultados que se esperaban, ya que los
porcentajes de acumulacion no fueron muy altos. Se hicieron determinaciones a las 24 y 72
horas, obteniéndose valores de 11.3 — 32.9 % para las 24 horas (Figura 11), y de 26.7 —
48.2 % a las 72 horas (Figura 12). Con este medio se esperaba obtener una mayor

produccion pero parece ser que el medio no fue el mejor.
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Figura 9. Valores promedio de produccion de biomasa (peso seco, &), y PHB ( [])
por litro de medio (MHB) a las 24 horas de cultivo. Los nlimeros indican porcentaje de
peso seco de acumulacion de PHB correspondiente a cada cepa. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar. ND = no detectado.
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o
E71 I:|-I 26.7 %

E33 |—|_| 48.2 %

gr/LL

Figura 10. Valores promedio de produccion de biomasa (peso seco, £3), y PHB (L)
por litro de medio (MHB) a las 72 horas de cultivo. Los nlimeros indican porcentaje de
peso seco de acumulacion de PHB correspondiente a cada cepa. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.

3.5.2. Determinacion de la productividad de las cepas.

Para determinar la productividad de las cepas se consideraron los datos obtenidos
de los cultivos en medio PYM ya que fueron los que produjeron mayor rendimiento en
todas las cepas. La productividad se define como la cantidad de material, en este caso
gramos de PHB producidos por litro de medio por hora de cultivo. La mayor productividad
se obtuvo para la cepa C18 a las 24 y 48 horas, seguida de las cepas C19 y El13; y
posteriormente la cepa E45 a las 24 horas y la E71 a las 48 horas (Figura 13). Las cepas
que definitivamente no son factibles para un escalamiento, al menos en este medio, son las
C20L y C20R ya que su productividad es muy baja, ya no se diga de las E36 y ES51, las

cuales se pueden considerar como no productoras de PHB bajo las condiciones probadas.
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Figura 11. Productividad promedio de PHB para cada una de las cepas probadas a
las 24 y 48 horas de cultivo. El medio utilizado es PYM.

Las tasas de crecimiento y los tiempos de generacion (Tabla XI) se calcularon a
partir de las fases exponenciales del crecimiento bacteriano. Se graficaron contra los
porcentajes de acumulacion y la productividad (Figura 13). Las tasas de crecimiento varian
de 0.058 a 0.203 generaciones por hora, o lo que corresponderia en tiempo de generacion
de 17.197 a 5.159 horas para las cepas E13 y E36 respectivamente. Los valores de E13 son
muy diferentes al resto de las cepas, ya que la que le sigue en menor tasa de crecimiento es
E33 con un valor k de 0.127 generaciones y ty de 7.899 horas. Por el tiempo de generacion
podemos decir que en los cultivos de 48 horas ocurrieron en su mayoria de 6 a 10

generaciones.
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Tabla XI. Tiempos de generacion (1) y tasas de crecimiento (K) calculados a partir
de la fase exponencial de crecimiento para cada una de las cepas. Se encuentran ordenados
de mayor a menor tasa de crecimiento.

Cepa Género Gram k te acum(:ﬁacién P;) gll-lllcstiLYli(linﬁd
E36 Micrococcus * 0.203  5.159 0.04 <0.0001
C18 Bacillus + 0.206  5.576 66.5 0.040
ES1 Micrococcus + 0.188  5.584 0.15 <0.0001
C19 Bacillus + 0.189  6.059 60.9 0.029

C20L Rhodococcus + 0.152  7.173 3.03 0.002
E45 Paracoccus - 0.139  7.202 28.3 0.012

C20R  Staphylococcus + 0.150  7.236 13.3 0.005
E71 Paracoccus - 0.131 7.780 52.7 0.020
E33 Paracoccus - 0.127  7.899 433 0.017
E13 Bacillus + 0.058 17.197 50.6 0.027

Se grafico el porcentaje de acumulacion y la tasa de crecimiento contra la
productividad de PHB, con el objeto de definir cual de las dos primeras variables tiene un
mayor efecto en la Gltima (Figura 14). Observamos que se forman tres grupos principales:
grupo A el cual esta conformado por las cepas pertenecientes al género Bacillus, las cuales
presentan un mayor valor de productividad (datos de 48 horas de cultivo). Con este grupo
podemos decir que la productividad estd principalmente ligada al porcentaje de
acumulacion ya que la cepa E13 a pesar de tener la tasa de crecimiento més baja mantiene
su alta productividad. El grupo B estd conformado por las cepas identificadas como del
grupo Paracoccus, presentando una productividad media la cual muy probablemente se

puede incrementar, ademas recordemos que fueron las unicas capaces de crecer en un
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medio basal suplementado con hidroxibutirato de sodio. Y finalmente el grupo C, donde se

ubican las cepas E36 y E51 (Micrococcus), C20R (Staphylococcus) y C20L (Rhodococcus)

los cuales presentan una productividad muy baja.
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Figura 12. Grafica tridimensional donde se relaciona la acumulacion de PHB
(porcentaje de peso seco), y la tasa de crecimiento (K), con los niveles de productividad de
cada cepa. Las agrupaciones son segun el nivel de productividad.
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3.5. Analisis de la comunidad natural (DGGE).

Para estudiar la estructura de la comunidad bacteriana se amplifico el mismo
fragmento (341-926) del gen 16S rARN de la comunidad bacteriana en las muestras
naturales de La Curva y La Enlatadora (Figura 7). Posteriormente se separaron los alelos
mediante una electroforesis en gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante (DGGE),
donde podemos visualizar la abundancia relativa de nuestras cepas (Figura 8). Esta técnica

permite separar fragmentos de ADN del mismo tamafio pero de diferente secuencia.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de PCR para el
fragmento 341-926 del gen 16S rARN de la muestras naturales. Carril M) marcador
molecular VIII (ROCHE), 1) El,, 2) Elg, 3) E24, 4) E23, 5) Blanco, 6) Cla, 7) Clg, 8)
C24, 9) C23, 10) Blanco, 11) R. eutropha (Control positivo).

Para definir la abundancia relativa de las bacterias aisladas en las muestras
naturales mediante DGGE, fue necesario primero generar un estandar que nos permitiera
visualizar la correspondencia de las bandas. Las cepas E4 y E63 (Staphylococcus); E33,
E45 y E46 (Paracoccus); y las cepas E36 y E51 (Micrococcus) se traslapan entre si, esto
por ser filogenéticamente cercanos y tener secuencias muy similares. Por lo que so6lo se

utilizaron cinco cepas para generar el estandar para La Enlatadora, las cepas: E4 (banda 1),

E13 (banda 2), E33 (banda 3), E71 (banda 4) y E36 (banda 5) (Figura 8). En el caso de La
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Curva so6lo se traslaparon las cepas C18 (Bacillus) y C20R (Staphylococcus), por lo que se
utilizaron los cultivos C18 (banda I), C19 (banda II), C54 (banda III) y C20L (banda IV)
(Figura 8) para generar el estandar de las muestras de La Curva.

Los carriles con las muestras naturales fueron cargados con la misma concentracion
de amplicones en cada uno (5.25 pg), de esta manera la intensidad de las bandas es
comparable entre las diferentes muestras, y nos proporciona una idea de las diferencias en
la comunidad bacteriana.

En las muestras de La Curva se logran identificar 8 bandas totales bien definidas en
las cuatro muestras. En las muestras Cl,, Clg y C24 se observan 7 en cada carril (A-G), y
solo la muestra C2p presenta la banda H, sin embargo el resto de las bandas se ven mas
difusas. Sélo la banda G, que estd mas definida en la muestra C1, y g, pudiera corresponder
con la banda II del estandar, el cual corresponde a un genotipo de Bacillus, siendo la cepa
C19 la mejor representada en la muestra natural de las productoras de PHB (Figura 8).

Dado el patron de bandeo de las muestras de La Curva y de La Enlatadora (Figura
8) es evidente que hay un cambio de la estructura de la comunidad bacteriana, muy
probablemente ocasionado por el efecto del efluente de la enlatadora el cual esta alterando
las concentraciones de nutrientes y la materia organica disponible.

Para La Enlatadora se identificaron 16 bandas totales bien definidas en las cuatro
muestras. Siendo la muestra E2p la que presenta una mayoria de estas (14 bandas: ¢ — p).
No hay gran diferencia entre muestras, sélo las bandas n, 0 y p no se aprecian en las
muestras E1 mientras que en E2 si, aunque estan presentes s6lo que en menor abundancia

(intensidad). De las 5 secuencias utilizadas para el estandar, tres pudieran tener
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correspondencia en las muestras naturales; las bandas 2 (Bacillus), 3 (Paracoccus) y 4
(Paracoccus) del estandar con la bandas j, | y m de las muestras, respectivamente. Siendo
la banda m la mas abundante de todas en la muestra E2g, pero la banda j es la que esta

mejor representada ya que se encuentra en todas las muestras.
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Figura 14. DGGE. Electroforesis en gel de acrilamida 6%, con un gradiente
desnaturalizante del 30% al 70%. Fragmentos 341-926 del gen 16S rARN. Carriles: 1 y 4)
estandar para muestras de La Enlatadora, 2) El,, 3) Elg, 5) E24, 6) E2B, 7) Cl4, 8) Clg, 9
y 12) estandar para muestras de La Curva, 10) C2, y 11) C25.
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4. DISCUSION

4.1. Parametros fisicoquimicos.

Los parametros fisicoquimicos nos indican que el efluente de la enlatadora esta
causando un efecto verdadero de eutrofizacion sobre el ambiente que impacta. Hay un
aumento en los nutrientes (amonio y fosfatos), y aunque no es significativo también hay
una disminucion en el oxigeno. Ademas se tiene reportado anteriormente un incremento en
el contenido de materia organica (6 veces) y de lipidos (hasta de 0.29 mg/ml) en el agua
con respecto a muestras no impactadas por la descarga de la enlatadora (Lopez, 2002). La
concentracion de materia organica probablemente es la causante de la disminucion de
oxigeno. Mientras que el aumento de nutrientes es un efecto directo del efluente. Analisis
proximales de productos pesqueros muestran que estos tienen un alto contenido proteina
(Huss, 1998), lipidos y fésforo. La descomposicion de los residuos proteinicos que
termina en la generacion de amonio (Lehninger et al., 1993) y el alto contenido de lipidos
y fosfatos en los productos pesqueros, es la fuente principal de los compuestos que estan
eutrofizando la costa frente a la enlatadora.

A pesar de que se pudiera pensar que en La Enlatadora todos los parametros de
nutrientes deberian de ser mayores por el efecto de el efluente, los nitratos presentan una
concentracion mas baja en el sitio impactado; esto muy probablemente se explique por los
consorcios microbiologicos que ahi habitan, ya que varios organismos, como el abundante
Paracoccus, son capaces de realizar procesos de desnitrificacion (Berry et al., 2003),

funcionando como una entrada de nitrégeno a los ciclos biogeoquimicos tan complejos que



53

suceden en un tapete microbiano, aunque este proceso de desnitrificacion se puede ver
inhibido por las altas concentraciones de amonio en la columna de agua. Ademas, las
cianobacterias, que componen una parte importante del tapete microbiano, utilizan los
nitratos como fuente de nitrogeno (Hu et al., 2000), formando un sumidero de este
compuesto, factor que en La Curva no se presenta en la misma escala. El consumo de
nutrientes por autotrofos también se observa en el crecimiento incrementado del alga Ulva
lactuca que se da en las playas aledafias de La Enlatadora y que no se presenta en La
Curva, y que en otros lugares esto se relaciona con eventos de eutrofizacion. Para poder
definir esto con mas precision es claro que se necesitan analisis de nutrientes, oxigeno y
materia organica en el sedimento ademas de en la columna de agua.

Los altos contenidos de amonio, materia organica y lipidos pueden generar un
efecto toxico sobre las comunidades que ahi habitan, por lo que los organismos se ven
obligados a generar estrategias para disminuir o resistir estos efectos. En un trabajo
anterior se ha propuesto que la sintesis de PHA es un mecanismo que funciona como
destoxificacion cuando las células crecen en altas concentraciones de acidos grasos, como
lo es el caso del sitio La Enlatadora. La destoxificacion consiste en disminuir la
concentracion de estos compuestos, asimilandolos y dirigiéndolos hacia la ruta de sintesis
de PHA, de tal forma que en los alrededores de las colonias las concentraciones de acidos
grasos estén debajo de las inhibitorias. Dicha capacidad de destoxificaciéon hace a la
bacteria mas competitiva en ciertos ambientes (Kranz et al., 1997), como lo seria en el caso
del efluente de la enlatadora, por lo que hace pensar que la produccién de PHA en el tapete

microbiano pudiera no ser so6lo un mecanismo de reserva para condiciones adversas
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temporales, sino un sistema para poder crecer en las condiciones que predominan en ese

sitio.

4.2. Comunidad bacteriana de los sitios.

La seleccion de los sitios estudiados fue correcta, ya que realmente hay una
divergencia en la estructura de la comunidad bacteriana, la cual se explica por el efecto del
efluente de la enlatadora que se encuentra sobre la linea de costa. Dicho desagiie esta
aportando al medio primordialmente amonio y fosfatos, permitiendo el desarrollo y
crecimiento de una alfombra microbiana laminar, formada principalmente por
cianobacterias, bacterias heterdtrofas y bacterias fotosintéticas anoxigénicas, sugiriendo
que el aporte de nutrientes es el factor principal y directo que propicia el desarrollo de la
alfombra microbiana. También se ha propuesto que la bioperturbacion y pastoreo son los
principales factores que previenen el desarrollo de las alfombras microbianas (Kiihl et al.,
2003), por lo que otra hipotesis que surge ahora, es que la contaminacion causada por el
efluente, tanto en el incremento de nutrientes (toxicidad del amonio), la disminucién en el
oxigeno, el enrarecimiento e incremento de la turbidez del agua han ocasionado que la
fauna emigre a otras zonas, disminuyendo el impacto de bioperturbacion y permitiendo
entonces el crecimiento del tapete microbiano de una forma indirecta, mas que por el
incremento de nutrientes, o bien, una combinacion de las dos. Las alfombras microbianas
son consideradas como ecosistemas bien desarrollados, ya que suceden una gran cantidad

de procesos bioldgicos y geoquimicos bien interconectados, por lo que no requieren de
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grandes fuentes exogenas de nutrientes (Kiihl et al., 2003), lo que da mas peso a la
hipotesis de la ausencia de bioperturbacion.

El sitio de La Enlatadora presenta una comunidad bacteriana mas compleja, ya que
la aproximacion molecular (DGGE) y los cultivos indican una mayor diversidad y
abundancia bacteriana que en La Curva. Esto si consideramos el nimero de bandas
presentes en el gel de electroforesis del DGGE como el numero de miembros
predominantes en la comunidad (Muyzer y Smalla, 1998) y el numero de bacterias aisladas
obtenidas en cada medio como indicador de la diversidad; mientras que la abundancia se
ve reflejada en la intensidad de las bandas del mismo gel, asi como en la cuantificacion de
UFC y del contenido de ADN de las muestras, en todos los casos mayores en el sitio
impactado. El nimero de bandas que se observan en las muestras de La Enlatadora es el
doble que en las de La Curva, ademas de que su ubicacién en el gel abarca un mayor
gradiente desnaturalizante lo que nos indica de que las secuencias tienen poca similitud
entre ellas y por lo tanto hay una mayor distancia filogenética entre las poblaciones de La
Enlatadora, a diferencia de las secuencias del sitio no impactado, donde el patron de
bandeo se encuentra mas concentrado en una region del gel. Sin embargo, estos resultados
pueden estar subestimados, ya que asi como tuvimos traslapes en algunas secuencias (i.e.
Bacillus y Staphylococcus) en la generacion de los estandares, también pueden existir
traslapes en las secuencias de la muestras naturales. Las muestras que se tomaron a 5y
15 m de la zona de rompiente presentan patrones de bandeo (DGGE) muy similares dentro
de cada sitio, sugiriendo que no hay grandes diferencias en las poblaciones de bacterias

mas representativas de los sitios a 5 6 15 m de la zona de rompiente. Entre los sitios hay
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tres bandas que se presentan en ambos casos, las bandas A, E y G de La Curva, lo que
sugiere que en el sitio impactado persiste el 35% de las poblaciones nativas a pesar del
enriquecimiento del sistema.

La correspondencia de las bandas j, | y m, con los estandares de Bacillus y
Paracoccus en La Enlatadora, y de la banda G con el estandar de Bacillus en La Curva,
nos sugiere que estos géneros son los mas abundantes en los sitios en cuanto a productores
de PHB se refiere. Esto concuerda con el nimero de cepas aisladas para cada uno, ya que
son los géneros con mayor recuperacion. Sin embargo, hay que dejar claro que es necesaria
la corroboracion de la identidad de las secuencias de las muestras naturales ya que no se
logré la reamplificacion de las bandas. Por otro lado, podemos decir que el grupo Bacillus
es nativo de los sitios y que Paracoccus ha logrado establecerse gracias a las alteraciones
del efluente de la enlatadora.

El aumento en la diversidad y abundancia de bacterias en la alfombra microbiana
incrementa la probabilidad de que en esa comunidad estén presentes los organismos
buscados y de que se logre su aislamiento. También nos proporciona elementos para pensar
que se pueden obtener mas y diferentes organismos con caracteristicas propias para una
innovacién en biotecnologia, siendo en este caso el aislamiento exitoso de productores de
PHB. El incremento de la diversidad microbiana, y el desarrollo de cepas con habilidad
potencial para producir PHA ya se ha relacionado con el desbalance de las condiciones
nutricias en los ambientes (de Lima et al., 1999).

Las poblaciones de bacterias frecuentemente se encuentran expuestas a estrés

debido a limitaciones o cambios en su medio (i.e. nutrientes, temperatura, salinidad, etc.).
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Algunos factores son compartidos por los sitios estudiados como es la desecacion en marea
baja y la intensidad de irradiacion (UV); pero el que hace la diferencia y en el cual se
centra el interés de este trabajo es el efluente de la enlatadora, porque a pesar de que el
tapete microbiano pudiera estar adaptado, el efluente provoca un estrés ya que no es
constante en su flujo y probablemente tampoco lo sea en su composicion, variando las
condiciones ambientales. La habilidad de un organismo de perdurar durante el estrés
determina su persistencia en el ambiente, por lo que han desarrollado diversas estrategias
de sobrevivencia dentro de las cuales se encuentra la acumulacién de materiales de reserva
como lo es el PHB (Guerrero et al., 2002).

Las tasas de produccion primaria en bosques y pastizales, son cercanas a las que se
han observado en tapetes microbianos, siendo las de las selvas las mas altas. Sin embargo,
si se consideran las tasas de asimilacion de carbon a biomasa, las alfombras microbianas y
los pastizales son los mas altos (Guerrero et al., 2002). Esto nos habla de la capacidad que
tienen estos sistemas de asimilar el carbon y transformarlo en compuestos organicos, ya
sea biomasa o materiales de reserva como el PHB, es decir son sistemas altamente activos
y productivos, caracteristicas deseadas para lograr una producciéon mas eficiente de
cualquier producto biotecnolédgico.

Rothermich et al. (2000) estudia las variaciones diarias y estacionales de PHA en
tapetes fotosintéticos y hace una comparacion de la produccion de PHA en condiciones
naturales de ambientes como tapetes microbianos de Espafia y Australia, suelo de jardin,
composta, lodos activados, sedimentos de manglar y estuarinos, arenas ricas en yeso,

plancton, biopeliculas de rio, agua de estanques, lagos y lagunas, encontrando que después
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de los lodos, los tapetes microbianos son los que presentan de manera natural una mayor
cantidad de PHA (0.02 - 0.5 % de peso seco de tapete). Si consideramos esto y la alta
productividad y diversidad de los tapetes, los hace un objeto interesante de estudio para el

aislamiento de productores de PHA.

4.3. Obtencion de aislamientos y deteccion de cepas productoras de PHB.

Se logré una mayor recuperacion de cepas (33% mas) en La Enlatadora que en La
Curva por tener mayor diversidad y abundancia, aumentando la probabilidad de recuperar
un mayor numero de productores de PHB, lo que al final sucedi6 asi, teniendo 6
productores de PHB en La Curva y 12 en La Enlatadora, siendo detectados por alguna de
las dos tinciones. Aunque quedaba en duda si producian PHB o algtn otro tipo de material
lipidico. Con la extraccion quimica se tienen 4 cepas para La Enlatadora y 2 para La Curva
con una produccion y acumulacion significativa. En el sitio de La Curva se tienen otras dos
cepas que producen cantidades menores de PHB, siendo entonces 4 los productores de
PHB para ambos sitios, sin haber una diferencia significativa entre el nimero de cepas
productoras de PHB aislados para cada sitio, esto si no consideramos la cepa E46 a la cual
no se le extrajo PHB pero es muy similar a E33 y E45 (productores de PHB), de La
Enlatadora.

A pesar de lograr un buen nimero de organismos aislados, muy probablemente
queda mucho potencial bioldgico en la muestra ya que las condiciones de cultivo que se
manejaron son condiciones medias y analogas al medio marino. Sin embargo, los

microambientes presentes en un tapete microbiano son tan diversos que la recuperacion de
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bacterias estd sesgada hacia las condiciones de cultivo utilizadas, seguramente fueron
eliminadas algunas poblaciones como bacterias fotosintéticas al ser incubadas en oscuridad
o anaerobicas por la presencia de oxigeno, lo que deja la posibilidad de que haya otros
productores de PHB. Si consideramos que estos organismos se quieren utilizar para una
aplicacion biotecnoldgica habra que hacer un balance de los beneficios y desventajas que
conlleva realizar los aislamientos en una u otra condicion, ya que en condiciones medias
pudiera ser mas facil su crecimiento pero mas probable a una contaminacion, no siendo el
caso de un extremofilo que ha desarrollado capacidades para vivir donde otros organismos
no pueden.

El primer criterio utilizado para la deteccion de cepas productoras de PHB fue la
busqueda de inclusiones citoplasmaticas refringentes, siendo ésta una aproximacion con un
grado sugestivo ya que existen otras estructuras intracelulares que pueden tener
caracteristicas similares como son inclusiones de polifosfatos y endoesporas (Krieg y Holt,
1984) o hasta cuerpos lipidicos diferentes al PHB como esteres de ceras (Alvarez et al.,
1997) y triacilgliceridos (Spiekerman et al., 1999). En algunas cepas se han observado
inclusiones de polifosfatos y de PHA simultaneamente (Alvarez et al., 1997). Para
diferenciar de estas estructuras se pueden utilizar diversas tinciones, azul de metilo para los
polifosfatos o rojo Nilo y negro Sudan para cuerpos grasos hidrofébicos; también asi
observaciones morfoldgicas como posicion, forma y nimero de las inclusiones (Bradshaw,
1979). Las dos tinciones empleadas, negro Sudan y rojo Nilo, son tinciones lipofilicas que
pueden identificar esteres de ceras y triacilgliceroles (Greenspan y Fowler, 1985;

Spiekermann et al., 1999), por lo que también lo hace ser s6lo una aproximacion, aunque
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mas precisa. A pesar de esto, el azul Nilo y el rojo Nilo, el segundo derivado de la
oxidacién del primero, han sido ampliamente utilizados para la deteccion de la produccion
de PHB (James et al., 1999; Spickermann et al., 1999; Rothermich et al., 2000; Pal y Paul,
2001).

El rojo Nilo no permite diferenciar entre la produccion de PHB u otro tipo de PHA,
es un método sencillo y altamente sensitivo, detectando acumulaciones de
aproximadamente 3 — 5 %, siendo una herramienta poderosa para discriminar entre las
cepas productoras y no productoras de PHA (Spiekermann et al., 1999). También se ha
clasificado como una prueba hidrofébica fluorescente (Greenspan et al., 1985), ya que
emite una sefial naranja cuando se encuentra en un ambiente hidrofobico. La técnica que se
utilizé fue in vivo, los que nos permitid realizar la prospeccion sobre un mismo cultivo
durante 72 horas, asi como se ha utilizado en otros trabajos para monitorear el consumo de
PHB en condiciones de escasez de alimento (James et al., 1999). Se ha demostrado que la
concentracion de tinte utilizado no afecta ni el crecimiento celular ni la produccion de PHB
(Spiekermann et al., 1999).

En varios casos no se observaron bien definidos los granulos dentro de las células, y
en otros casos parecia que se tefiia toda la célula con la tincion rojo Nilo, por lo que se
utilizé negro Sudan, otra tincion lipofilica también ampliamente utilizada para la deteccion
de PHB (Starr et al., 1981; Liu et al., 1998; de Lima et al., 1999; Bradshaw, 1979). Negro
Sudan es muy sensitivo para lipidos, soluble en grasas neutras, ligeramente basico por lo
que se combina con los grupos acidos de los compuestos lipidicos. La ventaja de este

método es que se utiliza un colorante de contraste (safranina) lo que permite observar
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claramente si los cuerpos tefiidos se encuentran dentro de las células, en que nimero, y en
que proporcion en relacion a la célula completa; lo que hace posible generar un criterio de
las cepas con mayor produccion en relacion al nimero y tamafio de los granulos por célula.
Los métodos de tincidn, ya sea de colonias o de preparaciones fijadas son recomendables y
utiles para la prospeccion de un gran nimero de cepas, aunque tienen la desventaja que
para su deteccion es necesario el uso de la fuente de carbono y las condiciones de cultivo
adecuadas (Sheu et al., 2000).

Con estas tinciones eliminamos las cepas que en la observacién de ICR se hubieran
confundido con endoesporas, polifosfatos u otro tipo de inclusion. Sin embargo, se
identifican tres cepas (C18, C19 y EI13) formadoras de endoesporas pero a su vez
productoras de PHB, estando todas dentro del género Bacillus. El criterio mas claro para la
seleccion de las cepas productoras de PHB fue la tincion con negro Sudan, ya que al estar
fija la muestra y el permitirnos ver la célula nos proporciond una mejor idea de aquellas
que pudieran presentar un buen rendimiento en la produccion del biopolimero. La
seleccion siempre se penso hacia el aislamiento de cepas con alto rendimiento por eso sélo
se fueron conservando aquellas donde su acumulaciéon de PHB era evidente y considerable,
a pesar que otras mostraran ser positivas a las tinciones. La seleccion de los presuntos
productores de PHB, para su identificaciéon y valoracion productiva, se basd en las
observaciones de las tinciones, s6lo las cepas E36 y E51 se seleccionaron a pesar de que
las tinciones no eran muy claras, pero las inclusiones refringentes observadas eran muy

grandes y sugestivas.
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De las tres técnicas utilizadas para la deteccion de bacterias productoras de PHB, la
prospeccion de ICR con microscopia de contraste de fases es muy practica ya que no
requiere de mayor procedimiento mas que la preparacion de la muestra, sin embargo es la
menos precisa ya que no se define la naturaleza de las inclusiones. Si el objetivo es solo
determinar la presencia o produccion de PHB, considero que la tincion negro Sudan es
mejor, ya que permite observar con claridad inclusiones lipidicas dentro de las células,
aunque éste método requiere de mas tiempo para realizar la tincion. Sin embargo, si se
cuenta con un espectrofluorometro y se quiere realizar una cuantificacion de PHB, la
tincion con rojo Nilo es mdas propia para tal propdsito, asi mismo es una excelente
herramienta si se desea una tincion in vivo.

Las estrategias de cultivo tradicionales usan condiciones completamente diferentes
a las de ambiente natural para muchos organismos y son un factor importante para el
fracaso del cultivo de la mayoria de los organismos en cultivo puro (Keller y Zengler,
2004). Por lo que el uso de herramientas moleculares para definir el nimero de sistemas
productores de PHB se convierte en un elemento indispensable e interesante. Pero existen
varios factores que pueden dificultar su deteccion por estos métodos como es la baja
abundancia en la muestra, o que la secuencia del gen que se busca sea diferente a las
reportadas anteriormente, ademas de que existen diversos sistemas de produccion los
cuales tienen valores de identidad muy variables (8-96%) (Rehm, 2003), lo que dificulta el

disefio de oligonucleotidos para la amplificacion del gen phaC.
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4.4. ldentificacién polifasica de los productores de PHB.

La identificacién polifasica actualmente es esencial ya que se sabe que ni la
aproximacion molecular (gendmica) ni la identificacion fenotipica son 100% eficaces por
si solas, por lo que es indispensable su combinacion para una correcta taxonomia de las
bacterias (Rosello-Mora y Amann, 2001). El interés de este trabajo no es taxonémico ni
filogenético, por lo que sblo se realizaron las pruebas fenotipicas elementales y solo fue
secuenciado un fragmento del gen 16S rARN, permitiéndonos identificar las cepas hasta
nivel de género.

Las principales desventajas de analizar el fenotipo de un organismo, es que la
informacion potencialmente disponible de un genoma procaridtico nunca es expresado en
su totalidad, ya que su fenotipo se encuentra directamente relacionado con las condiciones
ambientales (Rosello-Mora y Amann, 2001). Por lo que la identificacion de las cepas se
baso principalmente en la comparacion directa de las secuencias del gen 16S rARN y se
corroboraron las identidades con las caracteristicas fenotipicas, siendo la secuenciacion del
gen 16S rARN la herramienta mas poderosa para la identificacion, ya que el gen esta
presente en todas las especies de bacterias, son verdaderamente homdlogos en todos los
organismos y hoy en dia se cuenta con una amplia y creciente base de datos que permite la
identificacion de organismos cultivados y no cultivados (Boivin et al., 1995). Estos analisis
de comparacion han demostrado un alto poder de resolucion para medir el grado de
relacion existente entre organismos arriba del nivel de especie (Rosello-Mora y Amann,

2001).
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Las bacterias productoras de PHB pertenecen a 6 géneros de tres grupos,
proteobacterias alfa (Paracoccus y Methylobacterium), actinomicetos (Micrococcus y
Rhodococcus) y Gram positivas (Bacillus y Staphylococcus). Aunque como se vera mas
adelante las cepas del género Micrococcus no presentaron una produccion significativa de
PHB. La diversidad de géneros y de grupos sugiere la posibilidad de contar con diferentes
sistemas de acumulacion y capacidades de produccion de distintos copolimeros.

Bacillus, bacilos Gram positivos, se presentaron dos cepas motiles C18 y C19, y
una no motil, E13, se sabe que B. mycoides no es motil (HPA, 2003; Krieg y Holt, 1984) lo
cual concuerda para la identificacion genotipica de E13, y a pesar de ser cercana, no es asi
para C18, la cual probablemente pertenece a B. cereus ya que estos si presentan motilidad
y tienen la misma calificacion en la bisqueda de BLAST (presentan alta homologia), no
obstante son pocas pruebas las realizadas para aventurar a definir especie, por lo que nos
mantenemos a nivel de género. Se encontraron poblaciones de Bacillus tanto en La
Enlatadora como en La Curva, por lo que probablemente son miembros de la comunidad
nativa. En el manual de Bacteriologia Bergey’s se reporta la acumulaciéon de PHB para B.
cereus y B. mycoides como un rasgo taxonomico, a diferencia de B. megaterium, donde
fue descubierto, no todas las cepas de esta especie lo acumulan (Krieg y Holt, 1984). La
distribucion de algunos miembros del género Bacillus es comun en el Océano Pacifico,
dentro de los cuales se reporta a B. cereus y B. mycoides. Algunos de estos Bacillus de
origen marino se ha mostrado que producen metabolitos diferentes a aquellos aislados en

ambientes terrestres (Ivanova et al., 1999).
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En 1984 la produccion de PHB en Paracoccus, bacilos Gram negativos,
proteobacterias alfa, era un rasgo a nivel de género y no presentaban actividad de
nitrogenasa, sin embargo, s6lo habia dos especies cuando se defini6 esto. Con el tiempo se
han reclasificado algunas especies como el caso de la especie marina P. zeaxanthinifaciens
(Berry et al., 2003), esta especie es la que presenta mayor homologia a las secuencias de
las cepas aisladas, de la cual, en su descripcién no se menciona la produccion de PHB. P.
halodenitrificans presenta un alto contenido del polimero, el cual refleja la alta respiracion
enddgena. Es un organismo versatil capaz de adaptar su metabolismo a las condiciones
prevalecientes del ambiente. Bajo condiciones heterotrofas es capaz de utilizar una gran
variedad de compuestos como fuente de carbono y energia (Krieg y Holt, 1984), esto
también se ve reflejado en las cepas aisladas de Paracoccus ya que fueron las tinicas con el
potencial de crecer significativamente en el medio MHB y acumular PHB. Los organismos
que se obtuvieron pertenecientes a este grupo todos presentaron la habilidad de crecer en
un medio diazotrofico (AZ), sugiriendo su capacidad como fijadoras de nitrégeno, proceso
que no se ha reportado para miembros del grupo Paracoccus, considerando esto y que
tampoco se describe la produccion de PHB en P. zeaxanthinifaciens quiza estamos
hablando que nuestras cepas representan una especie o variante nueva. Se ha identificado
que el grupo Paracoccus tiene una PHB polimerasa Clase I, aunque el gen no esta
colocalizado con otros genes de la sintesis de PHB (Rehm, 2003).

Ademas, por su capacidad de utilizar una gran diversidad de compuestos como
fuente de carbono, por ejemplo hidroxibutirato, y su habilidad de desnitrificacion, los

miembros del género Paracoccus pueden tener un uso potencial como sistemas de
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biorremediacion de ambientes impactados por efluentes ricos en materia. Una cosa que
llama la atencion es que en el arbol filogenético se observa que dentro del grupo
Paracoccus las cepas E33, E45 y E46, muy similares entre ellas, forman un grupo
completamente diferente de las otras secuencias a pesar de ser extremadamente cercanas.
Esto provoca prestar especial atencion en un futuro sobre estos organismos, los cuales
pudieran representar una especie antes no descrita o almenos bien diferenciada.

Methylobacterium, 20 especies que pertenece a la sublcase a-2 de proteobacterias;
son bacilos Gram negativos, aerobios estrictos, con pigmentos rosas, metilotrofas
facultativas. Pueden crecer en compuestos de so6lo un carbon como formato, formaldehido
y metanol como fuente nica de energia y carbono. Tienen la ruta metabolica de la serina
para la asimilacion de formaldehido (Green 2000 en Gallego et al., 2005). Por su capacidad
de asimilacion de fuentes de carbono relativamente econdmicas son potenciales
productores de PHA a nivel industrial. Son ampliamente distribuidos en la naturaleza y
algunas cepas presentan etapas de receso en la cual pueden formar quistes de lipidos
caracterizados por grandes inclusiones principalmente compuestas por PHB y la formacion
de una capa gruesa en la superficie exterior de la célula. Se reportan cepas fijadoras de
nitrégeno dentro de este grupo (Krieg y Holt, 1984), como la aislada en La Curva. Al igual
que el grupo Paracoccus tienen una PHB sintasa Clase I (Rehm, 2003) y

Rhodococcus, bacilos Gram positivos del grupo actinomicetos, tiene la capacidad
de utilizar una amplia gama de compuestos organicos como Unica fuente de carbono y
energia, ademds de que son capaces de degradar hidrocarburos (Sharma y Pant, 2000).

Pueden utilizar medios muy simples, como fuente de nitrégeno usan amonio, aminoacidos
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y nitrato, y como fuente de carbono glucosa, fructuosa, manosa, sacarosa, acetato,
propionato y butirato, los tres Gltimos muy utilizados en la sobreproduccion de PHB y de
copolimero de PHBV (Pieper-Fiirst et al., 1995), ya que el propionato estimula la
produccion de PHV. Se pueden aislar de ambientes terrestres, acuaticos y marinos (Sharma
y Pant, 2000). Se identificO como gran variable, sin embargo se clasifica como Gram
positiva. Pueden presentar globulos de lipidos y granulos de polifosfatos como
caracteristica (Krieg y Holt, 1984). Las inclusiones lipidicas parecen tener una estructura
definida y con algunas proteinas asociadas para su formacion llegando a acumular 76 -
87% del peso seco (Alvarez et al., 1996), éstas pueden ser confundidas por inclusiones de
PHB autn y con las tinciones, lo que puede sobre estimar la acumulacion por métodos
visuales o tener una deteccion falsa positiva. A pesar que la cepa aislada de Rhodococcus
proviene del sitio La Curva, éste es otro grupo que puede ser considerado como potencial
para cuestiones de biorremediacion ya que ademas de su plasticidad en el uso de fuentes de
carbono es capaz de remover fosfatos acumulandolos como polifosfatos.

Staphylococcus, son cocos Gram positivos con bajo porcentaje molar de Guanina-
Citosina en el ADN, lo que los hace agruparse junto con los Bacillus en el arbol
filogenético. El género Staphylococcus pertenece filogenéticamente al cluster Bacillus-
Lactobacillus-Streptococcus (BLS). Son anaerobios facultativos y oxidasas negativas,
algunas cepas no producen catalasa mientras que la mayoria si, de las tres que se tienen de
este género una no presentd actividad de catalasa (E4), la dificultad de su crecimiento no
permiti6 el andlisis de mas caracteristicas fenotipicas. Pueden crecer en salinidades hasta

del 15%. En el arbol filogenético se observa como el cluster de Staphylococcus presenta
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una mayor diversidad entre sus miembros, lo que sugiere que las tres cepas pertenecientes
a este género pudieran tener diferentes propiedades. Este grupo tiene la habilidad natural
de biodegradar aceites de petréleo (Nweke y Okpokwasili, 2003), lo que les da la
capacidad de crecer en ambientes como el de La Enlatadora y lo que les da un potencial
como agentes de biorremediacion, algunas de estas cepas se han reportado de origen
marino.

Micrococcus, cocos Gram positivos, en tétradas, catalasa y oxidasa positivos, tienen
un alto contenido de GC (>60% mol) en su ADN (Stackebrandt et al., 1995) lo que lo
diferencia de Staphylococcus y lo clasifica dentro del grupo de los actinomicetos junto con
Rhodococcus que presenta esta misma caracteristica. Con las ultimas reclasificaciones solo
abarca tres especies M. lylae, M. luteus y M. antarticus, siendo M. luteus el mas diverso
(Wieser et al., 2002). Utiliza carbohidratos y aminoacidos como fuente de carbono y
energia. Sus requerimientos nutricionales son variables y crecen en presencia de 5% de
NaCl (Krieg y Holt, 1984). Se ha logrado al aislamiento de cepas marinas con propiedades
antibioticas (Jayaprakash et al., 2005), pero ninguna descripcion del género menciona la
produccion de PHB.

Entonces, los seis géneros identificados se pueden dividir inicialmente en dos
grandes grupos Gram negativos (Paracoccus y Methylobacterium) y Gram positivos
(Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus y Rhodococcus); y posteriormente el segundo
grupo en aquellos con contenido menor a 50% mol de GC en el ADN (Bacillus y
Staphylococcus) y los de mayor a 60% mol de GC en el ADN (Actinomicetos:

Micrococcus y Rhodococcus). Las pruebas fenotipicas realizadas concuerdan con aquellas
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reportadas en el manual de Bacteriologia Bergey’'s para los géneros identificados.
Teniendo s6lo un caso que presenta una caracteristica rara para su género, la cepa E4 que

es catalasa negativa raro en Staphylococcus (Krieg y Holt, 1984).

4.5. Acumulacion y productividad de PHB por las cepas.

La produccién de PHA determinada en diferentes trabajos usualmente no permite
hacer comparaciones directas, dado a que la diversidad de organismos utilizados, la
diferente composicion del polimero, los sustratos y las condiciones de crecimiento varian
de laboratorio a laboratorio (Madison y Huisman, 1999), pero es parte del reto ver qué
organismo, con qué sustrato y bajo qué condiciones produce la mayor cantidad y calidad de
PHA al mas bajo costo. Una alta productividad es uno de los factores mas importantes para
una produccién econdmica. Los altos contenidos de PHA por célula normalmente resultan
en altos rendimientos del material, ademas de ser benéfico para el proceso de recuperacion
(Lee, 1996). La productividad normalmente estd principalmente determinada por la
capacidad de acumulacion de PHB de cada cepa, sin embargo si ésta no presenta en buen
crecimiento celular, o no puede alcanzar cultivos de altas densidades, la productividad se
va a ver directamente afectada.

El mayor costo de la produccion de PHA es el sustrato y el proceso de
recuperacion, por esto es de gran importancia que el grado de acumulacion sea al menos
del 60% de peso seco (Ramsay, 1990) para que sea factible un escalamiento con las
tecnologias de hoy dia. Las determinaciones de la acumulacion de los asilamientos de este

estudio se encuentran muy cercanas a estos valores, principalmente las cepas de los



70

géneros Bacillus y Paracoccus; ademas se obtuvieron en condiciones no optimas, por lo
que optimizando las condiciones de crecimiento y de produccion de PHB estos valores
seguramente se pueden incrementar considerablemente.

En la mayoria de las bacterias productoras de PHB la mayor acumulacién se da en
la fase estacionaria de crecimiento, una fase larga de crecimiento es esencial para obtener
un cultivo de alta densidad celular. La limitacion de nutrientes es necesaria para iniciar la
acumulacién de PHB, y generalmente el amonio es un factor critico en la produccion ya
que detiene el crecimiento celular y la sintesis de PHB. Por lo que considerar estos factores
para cada cepa como un caso particular puede mejorar el proceso y la productividad (Sun
et al., 2000).

El método de cuantificacion de PHB descrito por Law y Slepecky (1961) es sencillo
y especifico, solo que existen varios compuestos bioldgicos que tienen interferencia ya que
absorben a longitudes de 200-230 nm después de la digestion en acido sulfurico, por lo que
este procedimiento requiere que las muestras sean bien purificadas. Los pasos de
purificacion pueden resultar en la perdida de cierta cantidad de material sobre todo de PHA
de cadena corta (PHB), resultando en una subestimacion del contenido real (Karr et al.,
1983). Inversamente si el polimero no estd bien purificado puede generar sobreestimacion
del contenido. En el caso de nuestro procedimiento podriamos pensar que hubo una
perdida de material en los pasos de purificacion, por lo que una determinacién mas precisa
pudiera elevar los valores de produccion actuales.

Se ha reportado la produccion de PHB en una gran diversidad de bacterias

(Madison y Huisman, 1999), dentro de las cuales se encuentran el género Bacillus
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(Ramsay, 1990; Aslim et al., 2002; Katircioglu et al., 2003; Yiiksekdag et al., 2004), el
cual ha sido ampliamente estudiado desde que ¢l PHB se descubrio en una cepa de Bacillus
megaterium en 1925, también se ha reportado para los géneros Micrococcus (Ramsay,
1990), Methylobacterium (Yellore y Desai, 1998; Korotkova et al., 2002), Staphylococcus
(Wong et al., 2000), Rhodococcus y Paracoccus (Krieg y Holt, 1984; Ueda et al., 1996).
Se ha reportado la acumulacion de PHA entre los actinomicetos, sin embargo se conoce
muy poco de la biosintesis y de los genes involucrados en la produccion de PHA de estos
organismos (Ramachander y Rawal, 2004).

Las cepas pertenecientes al género Bacillus son las que presentaron un mayor
porcentaje de acumulacidn, teniendo, los miembros de este grupo, valores similares de
produccion neta y productividad en La Enlatadora y en La Curva. Aunque los valores de
productividad de PHB fueron mayores para las cepas del sitio no impactado. Esto
probablemente se deba a que en este sitio puede haber eventos de mayor escasez de fuentes
de carbono por lo que quiza los organismos que lo habitan tienen que desarrollar sistemas
de mayor acumulacion para perdurar en tales momentos.

La produccion de PHB dentro del género Bacillus es ampliamente representada, en
el trabajo de Aslim y colaboradores (2002) se estudia a 27 cepas pertenecientes a 8
especies diferentes, pero no B. mycoides ni B. cereus. El medio utilizado es medio
nutritivo, el maximo porcentaje de acumulacion que obtienen es de 48.13% para B.
megaterium Y6, siendo este inferior al determinado para nuestras cepas C19, C18 y E13,
también del género Bacillus. Ademas la produccion de biomasa y de PHB reportada

(Biomasa: 0.28-1.04 gr L' PHB: 0.068-0.207 gr L") son muy inferiores a los obtenidos en
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este trabajo (Biomasa: 2.29-2.91 gr L''; PHB: 1.33-1.93 gr L™"). La determinacion del
tiempo de maxima produccion es un factor importante ya que en otro trabajo un cultivo de
B. megaterium disminuy6 su contenido mas del 60% de 45 a 48 horas de incubacion,
posiblemente relacionado con el proceso de esporulacion. Obteniendo los niveles mas altos
de acumulacion de PHB (77% peso seco) en medio nutritivo con peptona proteasa para B.
megaterium, aunque la produccion de biomasa fue minima y por lo tanto su produccion de
polimero neta también (Biomasa: 0.75 gr L™'; PHB: 0.059 gr L") (Yiiksekdag et al., 2004).
La misma cepa de B. megaterium Y6, en otro trabajo de este grupo, es sometida a mutacion
quimica (Acriflavin y 5-bromourasil) y fisica (radiacion UV) obteniendo mutantes con
capacidad de acumular 63.45% de PHB en lugar de 48.13% que acumulaba la cepa
silvestre (Katircioglu et al., 2003), siendo este valor ligeramente superior a los
determinados en este trabajo, lo que demuestra que la produccion de PHB se puede mejorar
mediante simples procesos de mutacion.

Se ha reportado para Methylobacterium en un medio adicionado con sacarosa y
pobre en nitrégeno una acumulacion de PHB de 40% y hasta 48.1% con formato en el
medio, generando una produccion neta de 1.24 y 1.64 gr L™, respectivamente, en 48 horas.
El mayor rendimiento lo presentd cuando se crecidé con malato, que a pesar de tener una
acumulacion de 40.8%, la produccion de biomasa fue mayor y por lo tanto la produccion
neta de PHB también (2.08 gr L") (Yellore et al., 1999). En otro trabajo similar, la misma
cepa presenta una mayor productividad que Alcaligenes eutrophus H16 y Pseudomonas
cepacia cuando se utiliza lactosa como fuente de carbono (Yellore y Desai, 1998). No se

estudid la produccion de la cepa de este género dado que el crecimiento que presentaba en
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el medio de trabajo era minimo, queda abierto para un trabajo futuro. Bacterias del tipo
metilotrofas se han estudiado para este tipo de aplicaciones debido a que tienen un gran
potencial por su capacidad de asimilar compuestos relativamente econémicos. Dada esta
caracteristica estos organismos fueron el primer objeto de investigacion para una
produccion industrial por ICI, Co. (Madison y Huisman, 1999). Es necesario definir un
medio en el cual el desarrollo de la cepa C54 perteneciente al género Methylobacterium
tenga un crecimiento celular y acumulacion de PHB Optimos. A pesar que es
filogenéticamente cercana a las cepas de Paracoccus de La Enlatadora, este organismo fue
aislado en La Curva.

Las tinciones no fueron claras en las cepas de Micrococcus de La Enlatadora, sin
importar esto y tomando en cuenta la estructura de las inclusiones citoplasmaticas
refringentes, se decidid proceder con la extraccidon y cuantificacion de PHB de estos
organismos, obteniendo valores inferiores a 0.25% de peso seco. Se considera que no son
productoras de PHB ya que los valores determinados son tan bajos que pudieran haber sido
generados por alguna interferencia. Posiblemente las estructuras observadas corresponden
a inclusiones de polifosfatos o de otro tipo de lipidos. Soportado por las observaciones de
estructuras intracelulares que contienen polifosfatos en Micrococcus lysodeikticus
(Friedberg y Avigad, 1968) y Micrococcus sp. (Sidat et al., 1999). Sin embargo,
Micrococcus halodenitrificans se ha reportado como productor de copolimeros de PHB-
PHYV cuando utiliza glucosa como fuente de carbono y acido propidnico bajo condiciones
limitadas de nitrégeno (Ramsay, 1990), lo que nos permite pensar que bajo condiciones de

crecimiento sobre glucosa el polimero sintetizado es practicamente de puro PHB, aunque
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no fue asi en nuestro trabajo. Pero después de la reclasificacion del género Micrococcus
(Stackebrant et al., 1995; Wieser et al., 2002) este organismo quedd fuera de este grupo,
por lo que podemos decir que a la fecha no hay reporte de Micrococcus productores de
PHB.

Una cepa de Staphylococcus epidermidis aislada de aceite de ajonjoli es capaz de
sintetizar PHB de relativamente alto peso molecular. Crecido en un medio con fructuosa en
frasco se obtuvo 2.5 gr L™ de biomasa con una acumulacién del 15.02% de PHB de peso
seco, ligeramente superior a lo acumulado por la cepa C20R en 48 horas. La alta
acumulacion relativa que se determind a las 24 horas, se debe principalmente a la
acumulacion generada por el indculo, ya que la densidad bacteriana tarddo 20 horas en
comenzar la fase exponencial. A pesar de que los valores de acumulacién son bajos con
respecto a otras cepas, estos son mas altos que los reportados para otras cepas de
Staphylococcus donde utilizando malta de desecho como sustrato de fermentacion se logro
una biomasa de 1.76 gr L'y 6.93% de acumulaciéon de PHB en frasco; y 3.5 gr L y
3.31%, respectivamente en un fermentador (Wong et al., 2000).

Con la cepa de Rhodococcus sucede algo similar, ya que presenta una mayor
acumulacion a las 24 horas que a las 48 horas. Pensando que la produccién se dio en las
células del indculo, y conforme comenz6 a crecer la poblacion disminuy6 la proporcion
con el peso seco, y al no alcanzar la fase estacionaria, las nuevas células no tuvieron
oportunidad de acumular PHB; por otro lado también debemos de tener en cuenta que la
acumulacion de PHB es un balance entre el proceso de sintesis y de degradacion, y que

quiza hubo degradacion del polimero ya acumulado hasta que alcanzara la fase estacionaria
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del crecimiento, punto que no se dio. Probablemente si se manejan mejor las condiciones
de cultivo y se logra alcanzar la fase estacionaria de crecimiento se logre una mayor
acumulacion y productividad de PHB. Por otro lado se ha comprobado que Rhodococcus
opacus produce triacilgliceroles y es detectado por negro Sudan (Spiekermann et al.,
1999), siendo posible que se haya sobreestimado la acumulacion de PHB mediante la
observacion de las preparaciones tefiidas. Otra especie, Rhodococcus ruber, tiene la
capacidad de acumular PHA que contiene 3HV sin la necesidad de tener como sustrato un
precursor de éste como propionato o valerato (Madison y Huisman, 1999). Rhodococcus
sp. NCIMB 40126 produce copolimeros con composiciones de 75% mol de 3HV y 25%
mol de 3HB a partir de glucosa como fuente de carbono. Y si se utilizan otros sustratos es
capaz de producir copolimeros con monoémeros de tipo 4-hidroxibutirato (4HB), 5-
hidroxivalerato (SHV) o 3-hidroxihexanoato (3HHXx), mientras que el uso de acido valérico
como sustrato resulta en la obtencion de polimeros de 99 % mol 3HV (Haywood et al.,
1991). Esto es de gran ventaja biotecnoldgica para la produccion de copolimeros
especificos sin la necesidad de sustratos complejos. En otro trabajo, Rhodococcus ruber
acumulé PHBV en un rango de 2-8% de peso seco, similar a lo obtenido en este trabajo,
aunque también se detectd la acumulacién de triacilgliceroles (Fiichtenbusch y
Steinbiichel, 1999). Lo que nos sugiere que este grupo acumula PHB, PHV, PHBV, o
triacilgliceroles de fuentes de carbono similares. Por lo que si se logra incrementar la
produccion de polimero y destinar la fuente de carbono hacia los materiales de reserva

adecuados, este tipo de organismo puede ser de gran valor en la industria biotecnoldgica.
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Paracoccus, es el grupo que se encuentra en segundo lugar en cuanto a una
acumulacion significativa y productividad de PHB, ademés que fue el unico que tuvo la
capacidad de crecer y acumular PHB utilizando hidroxibutirato como fuente de carbono. El
porcentaje de acumulacion lleg6 a ser superior para la cepa E71 que en la E13
perteneciente al género Bacillus a las 48 horas, asi como la productividad de la cepa E45 es
similar y superior a las cepas E13 y C19, respectivamente también del género Bacillus, lo
que sugiere que los dos grupos estan en un mismo nivel de factibilidad o potencialidad para
desarrollarlos como fuente rentable de PHB. En un trabajo previo se ha observado la
sintesis del copolimero PHBV en Paracoccus denitrificans bajo condiciones limitantes de
nitrogeno, utilizando acido acético y valérico como sustrato. Ademas, modificando las
proporciones de sustrato se lograron diferentes contenidos de HV en el copolimero
(Mothes, 2004). Por otro lado, Ueda y colaboradores (1996), determinan una acumulacion
de PHA de 24.3% de peso seco, con mas del 90% de 3HV utilizando metanol y pentanol.
Un grado de acumulacion inferior al obtenido por nuestras cepas, pero a base de sustratos
relativamente econdmicos. Por su versatilidad de sustratos, su capacidad de sintesis de
copolimeros, asi como su relativa alta productividad, estas cepas muestran ser merecedoras
de atencion para estudios futuros.

La produccion de PHB en organismos heterétrofos ha llegado a 10 gr L en un
sistema de fermentacion tipo lote (Batch), a comparacion de los casi 2 gr L logrados por
la cepa C18, indicador de que es necesaria la optimizacion de las condiciones de
crecimiento y produccion de PHB. La maxima cantidad obtenible estd dada por el

rendimiento de biomasa producido por el sustrato y por la concentracion maxima inicial de
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la fuente de carbono que puede ser usado sin inhibir el crecimiento celular (Ramsay, 1990).
El nimero y tamafo de los granulos varia considerablemente dependiendo de la naturaleza
del organismo, las condiciones de crecimiento, el sustrato de crecimiento y el grado de
acumulacion del polimero (Pal y Paul, 2001).

Wang y Lee (1997) reportan valores de productividad muy elevados, 5.13 gr L™ h™!
en Alcaligenes latus, dos ordenes de magnitud superior a nuestra maxima productividad,
estos niveles se obtuvieron en cultivos alimentados controlando los niveles de oxigeno y
fuente de nitrégeno, asi como la temperatura optimizada, ademas de que maneja una
produccion de biomasa previa a la produccion de PHB. Ralstonia eutropha bajo
condiciones limitantes de fosfatos, con el pH controlado en un sistema alimentado (fed-
batch) se encontré que acumula 80% de peso seco de PHB con una productividad de 3.14
gr L' h' (Ryu et al. en Madison y Huisman, 1999). Para Azotobacter vinelnadii UWD se
ha determinado una produccion de PHB de hasta 85% de peso seco, con una productividad
de 1.0 gr L h' en un medio de peptona de pescado y glucosa, y un sistema de cultivo
alimentado (Page y Cornish, 1993). El uso de cepas recombinantes de E. coli también se ha
dado, obteniendo una acumulaciéon de 73% y una productividad de 3.4 gr L h™. Esto
también es logrado con el uso de sistemas de cultivo alimentado (Wang y Lee, 1997).
Tedricamente se pueden producir grandes cantidades de PHA en sistemas de cultivo
continuos. Este tipo de sistemas son altamente deseables en la produccion comercial ya que
son potencialmente mas productivos que un sistema de lote (Ramsay, 1990; Lee, 1996).
Por lo que si se quiere ver la potencialidad de nuestras cepas para producciéon industrial,

considero necesario el estudio de estos procesos en sistemas donde los parametros
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quimicos, fisicos y nutricios puedan ser controlados, ya que este es el elemento que
provoca productividades bajas en nuestro trabajo.

Si nos basamos en los resultados obtenidos seria muy interesante y prometedor
estudiar las cepas de Bacillus y Paracoccus. Sin embargo considero que dejar de lado otros
organismos puede ser un error, ya que el hecho de que no hayan mostrado una produccion
significativa en las condiciones ensayadas no elimina la posibilidad que bajo otros
regimenes no sean buenos candidatos. Aunque si tuviera que elegir una cepa, creo que
Paracoccus es un objeto interesante de estudio, esto por su habilidad de usar diversas

fuentes de carbono y por su capacidad de sintesis de copolimeros.

4.6. Proyecciones a futuro.

Este trabajo, como ya se menciond anteriormente, es la base para el desarrollo de
un proceso biotecnoldgico. Quedan muchas preguntas por responder, asi como objetivos
que alcanzar para lograr una produccion de biomaterial eficiente. Se detectaron, aislaron y
se identificaron a nivel de género ocho cepas productoras de PHB, las condiciones de
evaluacion de la produccion de PHB fueron iguales para todas las cepas, por lo que las
condiciones Optimas de crecimiento y produccion para cada una se necesitan determinar de
tal forma que se incremente la productividad de PHA. Para facilitar el conocimiento de los
sustratos o condiciones de crecimiento que se pueden utilizar para cada cepa y para definir
exactamente con que organismo estamos trabajando es de gran importancia realizar la
secuenciacion completa del gen 16S rARN y las pruebas necesarias para identificar las

cepas hasta nivel de especie.
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Otro punto de investigacion relevante es sobre organismos capaces de sintetizar
copolimeros, dos de los cuatro géneros identificados como productores de PHB se han
reportado capaces de sintetizar copolimeros. Las diversas composiciones que se pueden
obtener dentro de los polimeros de PHA, las variaciones como el incremento de la fraccion
HYV en un copolimero PHBYV produce varias mejorias como es la disminucién del punto de
fusién, una reduccion en la cristalinidad y un aumento en la flexibilidad y resistencia del
material (Luzier, 1992). El estudio de la adiciéon de algunos sustratos como acetato,
propionato, formato, malato y glutamato (acidos organicos) (Yellore et al., 1999) en el
medio y los analisis de la composicion monomérica de los PHA producidos por las cepas
es un objeto interesante de investigacion y en un futuro, de importancia para su
comercializacion. Este tipo de andlisis se ha venido realizando principalmente por
cromatografia de gases (Kessler y Palleroni, 2000).

La vision de este trabajo es la del aprovechamiento de materia organica de desecho
como fuente de carbono para la produccion de PHB. Evaluar el uso del efluente de la
enlatadora como medio de crecimiento definiria la posibilidad de la produccion de
biopolimero con las cepas aisladas bajo la fuente de carbono que ofrece el desecho de la
enlatadora. El uso de materiales economicos y facilmente adquiribles puede hacer que el
costo de produccion de este tipo de polimeros se reduzca considerablemente (Lee, 1996 en
Yellore et al., 1999). Proponiendo que las bacterias aisladas son capaces de obtener sus
requerimientos nutricios de dicho efluente, utilizando un sustrato “econémico” para la

produccion de PHB y funcionar como un sistema de biorremediacion.
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Si la productividad de la cepa también es un factor que determina el costo del
producto final, entonces los mecanismos de regulacion como la activacion de la expresion
de los genes pha por una sefial ambiental (i.e. limitante de nutrientes), la activacion de las
enzimas Pha por componentes celulares o metabolitos intermediarios, la inhibicion de las
enzimas metabolicas por competencia de otras rutas metabolicas o el mantenimiento de la
superficie de los granulos (Kessler y Witholt, 2001; Madison y Huisman, 1999) tienen que
ser entendidos y manipulados para una implementacion exitosa de productores
transgénicos.

Se le ha dado mucha importancia a los polimeros bacterianos como alternativas a
plasticos recalcitrantes. La falta de conocimiento sobre el proceso de sintesis y regulacion,
no ha permitido que la produccion de PHB o PHA se vea proxima a alcanzar un nivel
competitivo frente a los plasticos petroquimicos. Los avances en el conocimiento de la
produccion de PHA con diferentes propiedades y el desarrollo de aplicaciones especificas,
abren la posibilidad de evaluar y desarrollar aplicaciones médicas (Williams et al, 1999).
Si consideramos la importancia biomédica de estos materiales, entonces se podrian
justificar los costos de produccion actuales, por lo que para estos fines, puede ser pensada
una produccion en un futuro mas cercano. Por ejemplo, en lo que se refiere a matrices para
ingenieria tisular, el PHA tiene ventajas sobre otro tipo materiales, ya que con ayuda de
diversos tratamientos se le pueden adherir compuestos bioactivos, se pueden alterar las
propiedades mecanicas y de superficie y se pueden modificar para obtener diferentes tasas
de degradacion especificas (Williams et al, 1999). El PHB se ha detectado como un

componente normal en el plasma humano, por lo que no presenta rechazo por el cuerpo.
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5. CONCLUSIONES

Se realizo la bioprospeccion de un sitio impactado por el derrame de una enlatadora
de productos pesqueros y de un sitio no impactado, logrando exitosamente la deteccion, el
aislamiento y la identificacién de cepas productoras de PHB, asi como la valoracion de su
produccion.

Los parametros fisicoquimicos demuestran un aporte de nutrientes en el sitio
impactado, a causa del efluente de la enlatadora, modificando la estructura de la
comunidad bacteriana, tanto en diversidad como en abundancia, propiciando el desarrollo
de una alfombra microbiana intermareal. La combinacion de cultivos y aproximacion
molecular nos permitié tener una mejor vision de la diversidad y complejidad de la
comunidad.

Se obtuvo un mayor nimero de cepas aisladas para el sitio impactado; en lo que a
productores de PHB se refiere, se demostrd la presencia de 3 géneros para La Curva:
Bacillus, Rhodococcus, Staphylococcus; y 2 para La Enlatadora: Bacillus y Paracoccus,
éste ultimo con mayor abundancia. Entre los cuatro géneros se tienen representantes de los
grupos: alfa proteobacterias, Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus y actinomicetos.

Se reconocen nueve cepas productoras de PHB, de las cuales seis (Bacillus y
Paracoccus) presentan una acumulacion significativa bajo las condiciones probadas; las
tres pertenecientes al género Bacillus, presentan una produccion considerablemente alta,

cercana a lo minimo deseado para una produccion industrial. Por lo que determinar las



82

condiciones Optimas de crecimiento y produccion de PHB de estas cepas es importante
para incrementar la productividad y considerarlas organismos potenciales de explotacion.

No se obtuvieron productividades de PHB superiores a las obtenidas por otras
cepas, sin embargo, se aislaron cepas con niveles de acumulacion de PHB mayores a los
reportados anteriormente para su género, Los niveles de productividad fueron bajos;
ademas de las condiciones de crecimiento y produccion de PHB, el sistema de cultivo
utilizado esta relacionado. Los resultados de este trabajo nos proporcionan el material
bioldgico para una subsecuente investigacion en el desarrollo de una alta produccion de
PHB y evaluar su capacidad como potenciales competidores como fuente de biopolimero.

El uso de cepas axénicas o de consorcios microbioldgicos, como puede ser
Bacillus-Paracoccus-Staphylococcus, puede ser pensado como un sistema de
bioremediacion de efluentes de desecho, ademas de dar un valor agregado al proceso con la
produccion de biopléstico a partir de dichos contaminantes.

A pesar de la controversia entre el potencial del PHA como alternativa a
contaminantes como los plasticos petroquimicos y su actual costo de produccion, su
importancia como material en aplicaciones biomédicas justifica la investigacion para el
desarrollar la industria del PHA en un corto plazo.

Ademas de que la investigacion del metabolismo, sintesis, regulacion y produccion
de PHA se ha visto limitada solo a ciertos grupos, el encuentro de sistemas biologicos
novedosos es de gran interés, por lo que sigue siendo necesaria una mayor bioprospeccion

de organismos productores de PHA.
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7. ANEXO 1

Tabla Al Registro de las bacterias aisladas del sitio La Curva. Primera
aproximacion a la acumulacion de granulos de PHB. En la ultima columna (ICR) se
indica el resultado de la busqueda de ICR: (+) positivo: altamente confiable, (P) probable
o sugestivo, (-) negativo.

s
s £ B3 2% & e £ ¥: «
z = =% AE OS =3 a8 =28 &
1 Cl, PY -3 Blanca Cocos, algunos ovalados 3-4 +
2 Clg PY -3 Blanca-Cristal Bacilos médtiles, en pares 1 34 -
3 Clg PY -5 Crema Bacilos métiles, sencillos o en pares 1 3-4 -
term. redondas
4 C24 PY -2 Crema Bacilos, term. redondas 1 6 -
5 C2, PY -2 Blanca Bacilos motiles, sencillos o en pares 1 3 +
term. ligera. conicas
6 C2z PY -4 Crema Filamentos 1 15 -
Cocos (pocos) -
7 C2y PY-M -3 Blanca Bacilos cocoidales, unos amorfos 1.5 +
8 C23 PY-M -3 Blanca Bacilos, sencillos o en pares 1 1.5-2 -
9 (C23 PY-M -4 Blanca-Crema Bacilos irregulares 1 3 P
10 C23 PY-M -5 Blanca-Crema Bacilos cocoidales 1-2 2-3 P
11 C2z PY-M -4 Naranja Bacilos sencillos y en pares <1 1 -
Bacilos 1 3-4 -
12 C23 PY-M -5 Blanca-Crema Bacilos métiles, term. redondas 1 2 -
13 Cl, PY-M -5 Blanca-Crema Bacilos, term. redondas, forman cadenas 1 3 -
Bacilos 1 4-5 -
14 Cl, PY-M -5 Crema Bacilos cocoidales, motiles 1 -
15 C2, PA -2 Crema Bacilos cocoidales 1 -
Bacilos cortos 1 3 -
16 C2z PA -4 Naranja Bacilos sencillos o en pares 1 1.5 -
17 C2z PA -4 Blanca Bacilos cocoidales 1 -
18 Clp, PA -2 Blanca-Crema Bacilos, term. redondas 1 2 +
19 Cl, PA -4 Café Bacilos cocoidales 1 2 +
Filamentos 30 -
20 Clg PA -5 Rosa Bacilos, forman agregados 1 2.5 P

21 Clg PA -2 Crema Bacilos 2 4 -
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C2,
C25

C2,

Clg
Clp

C2p

C2g
C2g

Cla
C2,

C24
C25

Cla

PA
PA

2216

2216
2216

2216

2216

2216

2216

2216

2216
2216

2216

2216
2216

2216
LM

LM
LM

LM

4

4
2

Amarillo

Crema

Amarillo

Blanca-Crema

Roja
Blanca-Crema
Naranja

Café

Blanca

Blanca

Rosa

Amarillo

Crema

Blanca

Naranja-Crema

Blanca-Crema

Naranja

Blanca

Blanca-Crema

Crema

Bacilos

Bacilos matiles

Bacilos irregulares

Bacilos cortos, motiles

Bacilos irregulares

Bacilos, term. redondas

Bacilos en pares

Cocos

Bacilos motiles, sencillos o dobles
term. redondas

Bacilos cocoidales

Filamentos

Bacilos en pares

Bacilos irregulares

Bacilos cortos, métiles, term. redondas
Bacilos motiles

Bacilos matiles

Bacilos, algunos en pares

Bacilos, term. redondas, unos en pares
Bacilos, term. conicas

Cocos

Cocos

Bacilos motiles, term. ligera. conicas
Bacilos cocoidales, motiles,

en pares o sencillos

Bacilos moétiles

Filamentos

Bacilos, term. redondas

Bacilo con espora

Bacilo

Bacilo cocoidal

Bacilos mdtiles, term. ligera. conicas
Bacilos con term. redondas

Bacilos cocoidales motiles

Cocos

Bacilos irregulares

Bacilos

<1

<1

<1

2.5

2-3
10
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Bastones 1.5 -
42 C2zy LM -5 Blanca Bacilos motiles, sencillos, pares o cadenas 1 2-3 -

term. conicas

43 Clg LM -4 Crema Bacilos cocoidales, term. redondas 1.5 -
4 Cl, LM -3 Café Bacilos moétiles, term. redondas 1 2 -
45 C2zy LM -4 Crema Bacilos métiles, sencillos o en pares 1 3-4 -
46 Clg AZ -3 Transparente  Bacilos sencillos o en pares 1 4-5 -
Cocos 5 -
Bacilos 1 1.5 +
47 Clg AZ -2 Blanca Cocos sencillos, pares o cadenas 1-1.5
48 Clg AZ -2 Blanca Cocos sencillos y cadenas 1.5 +
49 Clg AZ -2 Transparente Bacilos con term. redondas, forma cadenas 1 5 -
50 Clg AZ -2 Transparente Cocos 4 -
Bacilos 2 10 -
Bacilos 1.5 5 -
Bacilos 1 3 +
51 Clg AZ -2 Transparente  Bacilos con term. conicas 1-1.5 225 P
52 C2, AZ -2 Blanca Cocos 2 +
Cocos 4 -
Bacilos, forman cadenas 1 7
53 Cl, AZ -4 Blanca Bacilos 2-3 7-10
Cocos 1 +
Bacilos en pares 2 4 -
54 C2y AZ -3 Rosa Bacilos sencillos o en pares, term. redondas 1 5 P

Tabla AII. Registro de las bacterias aisladas del sitio La Enlatadora. Primera
aproximacion de la acumulacion de granulos de PHB. En la ultima columna (ICR) se
indica el resultado de la busqueda de ICR: (+) positivo: altamente confiable, (P) probable
o sugestivo, (-) negativo.

Medio del
lamiento
Dilucion del
inéculo
Color de la
colonia
Morfologia
celular
Diametro
celular pm
Longitud
celular pm

Muestra
g
<
Z| ais
4

No.
ICR

—_

g

—

—_
1

—_

[o8)
1

B Blanca-Crema Bacilos cortos motiles, forma irregular
(tipo vibrio), de esféricas a bacilos

2 Elg PY-M -7 Blanca Bacilos motiles 1 3 -
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8. ANEXO 2.

C18:

C19:

Secuencias del fragmento 341-926 del gen 16S rARN de las cepas aisladas:

LA CURVA

5- GGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGG
CTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAA
CGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTA
GGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTT
ACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCG - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316053)

5" AAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAAAGCCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCT
CTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCAC
ATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCG
TCAAGGTACGAGCAGTTACTCTCGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCG
AAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCC
CTACTGCTGCCTCCCGTA - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316054)

C20L: 5- TCCCGTGGAAGGAAACCCACACCTAGCGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCA

GGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGA
GACCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAA
TTCCAGTCTCCCCTGCAGTACTCAAGTCTGCCCGTATCGCCTGCAAGCCCGCAGTTGAGCT
GCGGGTTTTCACAGACGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAGTAATTCCG
GACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGGTGCTTCT
TCTGTACCTACCGTCACTTGCGCTTCGTCGGTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCC
GTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTG
CTGCCTCCCGTA - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316055)

C20R: 5- GGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG

TATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGT
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCC
ACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGG
GCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATA
ACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATT
AGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTT
ACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316056)
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C54: 5°- TGCAAGCAGACCAACGGCTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT

CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGAACCGGACCAGACAGCCG
CCTTCGCCACTGGTGTTCTTGCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAGTTCCGC
TGTCCTCTTCCGGTCTCAAGCCAACCAGTATCGAAGGCAATTCTGTGGTTGAGCCACAGG
CTTTCACCCCCGACTTAATCGGCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGCAAC
GCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCTTCCG
GTACCGTCATTATCGTCCCGGACAAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCAC
GCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA
- 3" (No. acceso en GenBank: DQ316057)

LA ENLATADORA

E4: 5- GCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTT

E13:

E33:

E36:

ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGT
CAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCA
CCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACC
CTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTA
CGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAG
TTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACGTTTGTTC
TTCCCTAATAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGT
CAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA -3

(No. acceso en GenBank: DQ316058)

5- GGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCT
TCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTT
CCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTT
CACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTA
CCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGA
CCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAG
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316059)

5- GCAACCCGACGACTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTATCGAGCCAGTGAGCCGCCTTCGC
CACTGGTGTTTCCACCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGTATTCCACTCACCT
CTCTCGAACTCCAGACTGATAGTTTTGGAGGCAGTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGATTTCA
CCCCCAACTTTCCAGTCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGC
CCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCTGGTACCG
TCATTATCTTCCCAGCTGAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCAT
GGCTAGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCTAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA -3’

(No. acceso en GenBank: DQ316060)

5- AATGGTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGC
CATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCC
TACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCAC
GACAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTCGC
ACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGTACCG
TCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGC
GGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA -
3" (No. acceso en GenBank: DQ316064)



E45:

E46:

ES1:

E63:

E71:
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5- TTGCATGCAACCCGACGACTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTATCGAGCCAGTGAGCCGCC
TTCGCCACTGGTGTTCCACCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGTATTCCACTC
ACCTCTCTCGAACTCCAGACTGATAGTTTTGGAGGCAGTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGAT
TTCACCCCCAACTTTCCAGTCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGC
TAGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCTGGT
ACCGTCATTATCTTCCCAGCTGAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCG
GCATGGCTAGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCTAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA -3’
(No. acceso en GenBank: DQ316061)

5- GTGTGTCACCGAATTGCATGCAACCCGACGACTGGCATTCATCGTTTACGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTATCG
AGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCACCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACA
CTCGGTATTCCACTCACCTCTCTCGAACTCCAGACTGATAGTTTTGGAGGCAGTTCCGAGG
TTGAGCCCCGGGATTTCACCCCCAACTTTCCAGTCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGG
GCTTCTTCTGCTGGTACCGTCATTATCTTCCCAGCTGAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCC
TTCATCACTCACGCGGCATGGCTAGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCTAAGATTCCCCACTG
CTGCCTCCCGTA - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316062)

5- GTGGAATGGTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGACCTG
CCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAG
TCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATCCGGGGTTAAGCCCCGGA
CTTTCACGACAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAA
CGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCA
GGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCC
CTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTC
CCGTA -3 (No. acceso en GenBank: DQ316065)

5- GGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGT
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCC
ACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGG
GCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATA
ACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATT
AGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTT
ACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA - 3" (No. acceso en GenBank: DQ316066)

5- CTGCCCGACGACTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC
TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTATCGAGCCAGTGAGCCGCCTTCGCC
ACTGGTGTTCCACCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGTATTCCACTCACCTCT
CTCGAACTCCAGACTGATAGTTTTGGAGGCAGTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGATTTCACC
CCCAACTTTCCAGTCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC
CCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCTGGTACCGTC
ATTATCTTCCCAGCTGAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATG
GCTAGATCAGGGTTTCCCCCATTGTCTAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA -3

(No. acceso en GenBank: DQ316063)





