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RESUMEN

Evaluamos la produccion de Polihidroxialcanoatos (PHAs) en 115 aislamientos
bacterianos de la familia Rhizobiaceae obtenidos a partir de noédulos de 121
plantas silvestres pertenecientes a 23 especies de la familia Fabaceae. En
comparacidn con otros aislamientos bacterianos la cepa DPAV3T4 sintetizd altos
niveles de PHAs en un caldo con manitol como fuente de carbono. La cepa fue
caracterizada mediante pruebas fisioldgicas y electroforesis de isoenzimas
multiloci. Todos los aislamientos bacterianos sintetizaron el homopolimero
Polihidroxibutirato (PHB).

Palabras Clave: Polihidroxialcanoatos, Diazdtrofos, leguminosas,
Bradyrhizobium.

ABSTRACT

The production of Polyhydroxyalkanoates (PHAs) was evaluated in 115 bacterial
isolates of the Rhizobiaceae family obtained through 121 nodules of wild plants
which are members of 23 species of the Fabaceae family. In comparison with
other bacterial isolates the strain DPAV3T4 synthesized high levels of PHAs in
culture medium using manitol as carbon source. The strain was characterized
through physiological and electrophoresis multiloci isozyme tests. All bacterial
isolates synthesized Polyhydroxybutyrate (PHB) homopolymer.
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1.INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son
poliésteres de origen bacteriano con
propiedades fisicoquimicas, similares
a los plasticos xenobioticos con la
particularidad de ser biodegradables
(2, 3). Las bacterias productoras de
PHAs representan nichos con
adaptaciones fisioldgicas particulares.
Un nicho poco explorado es el gremio
de los rizobios productores de PHAs
(1,12,17,18).

Colombia al ser un pais biodiverso
posee una gran variedad de ambientes
que permiten la proliferacion de
sistemas vivos nativos. Cabe sefialar
que el departamento de Narifio cuenta
con varios ecosistemas que permiten
apreciar la diversidad bidtica
representativa del neotrdpico. Dentro
de esos ecosistemas se encuentran los
paramos y los bosques altoandinos
altamente conservados con especies
leguminosas silvestres las cuales son
los hospederos preferenciales de
comunidades rizobianas. A pesar de
ello el conocimiento existente con
respecto a la sintesis de PHAs en
bacterias diazotrofas es muy escaso en
la comunidad cientifica (1,17,18), y se
puede decir que el rol de PHAs en
rizobios es poco estudiado (1, 17). En
Narifio, aunque fueron descritas 478
especies de plantas nativas de la
subfamilia Faboideae (4), no se
conocia la relacion fuente de carbono-
metabolismo de PHAs en los
endosimbiontes.

Por esa razén y por primera vez en el

departamento de Narifio se investigo la
produccion de PHAs en bacterias
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diazdtrofas aisladas de plantas
leguminosas silvestres de la subfamilia
Faboideae. Para ello se identificd
taxonomicamente plantas hospederas
de bacterias rizobianas; se aislo
bacterias rizobianas con capacidad de
produccion de PHAs, sedetermino las
condiciones de sintesis in vitro de
PHA, se selecciond un aislamiento
bacteriano con mayor rendimiento de
PHA en diferentes fuentes de carbono y
se caracterizd el tipo de polimero
sintetizado.

2. MATERIALESYMETODOS

Se colectaron plantas leguminosas de
siete bosques altoandinos del
departamento de Narifio: Alto de Daza,
Buesaco, Paramo de Laguna Negra,
Paramo de Pueblo Viejo, Balalaika,
Paramo de Laguna Azufral, Bosque
Laguna de Telpis. En cada bosque se
ubicaron parcelas de muestreo de 50m
x 2m (5). Las leguminosas fueron
identificadas por comparacion con
ejemplares del herbario PSO de la
Universidad de Narifio (4) y mediante
claves taxonomicas (5,6). Las muestras
nodulares se transportaron al
laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad de Narifio en donde se
aislaron bacterias productoras de
PHAs en agar levadura manitol
(YMA) suplementado con Azul Nilo al
0,1% (8), aquellas colonias que bajo
luz UV presentaron fluorescencias
rojas, amarillas y verdes fueron
seleccionadas como PHA positivas.

Inicialmente se asignaron como
rizobios aquellos aislamientos que
formaron colonias después de tres dias
de cultivo, y que presentaron
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caracteristicas culturales similares a las
descritas por Trujillo y colaboradores
(11), posteriormente estos aislamientos
se cultivaron bajo condiciones de
anaerobiosis en medio de cultivo
carente de sales de nitrogeno (11).
Finalmente se realizd una
caracterizacion mediante tinciones de
gram, perfil de antibidticos (con:
Amikacina, Ampicilina, Bacitracina,
Ceftazidima, Acido Fuscidico,
Lincomicina, Novobiocina,
Tirmetroprim Sulfametoxasol,
Vancomicina) (16), pruebas
bioquimicas (como: Citrato de
Simmons, ureasa, bilis esculina,
reduccion de nitrato, reduccion de D-
Manosa, Maltosa, Ramnosa y Manitol)
(12) y por electroforesis de tres
isoenzimas multiloci: Alanina
Deshidrogenasa (ALD), Fosfatasa
Alcalina (FAK) y Peroxidasa (POX)
(11,15). Mediante la matriz obtenida
con los marcadores descritos se realizd
un dendrograma de similitud
poblacional usando el paquete
bioinformatico NTSys version 5.01,
aplicando el método de distancia
UPGMA y una matriz Euclidiana (23).
Las condiciones de la corrida
electroforética se realizaron segun la
metodologia propuesta por Eardly
(24).

Todos los experimentos de
fermentacién se realizaron en
Erlenmeyers de 500mL con 210 ml de
caldo de cultivo constituido por (en
g.L" de agua destilada) Manitol, 10g;
Extracto de levadura, 0,2 g; Peptona,
0,8 g; MgSO, 7.H,0, 0,5 g; K,HPO,,
0,5 g; NaCl, 0,1 g. Concentracion final
de nitrégeno: 1 g.L'; pH: 6,8
Esterilizaciona 121°Cx 15 min. 15 Lbs
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/ presion con agitacion constante en
agitador orbital termostatado a 250
rpm durante 48 horas a una
temperatura de 30°C (1, 17). Se
selecciond aislamientos bacterianos
como productores de PHAs aquellos
que resultaron positivos a la prueba de
azul nilo y tincion con sudan negro 11
(8, 13). Para estimar la sintesis de
PHAs en los aislamientos
seleccionados se utilizd el medio de
cultivo liquido levadura manitol YM
(1), y se determiné como variables de
respuesta la biomasa total medida por
gravimetria, la produccion de PHAs
calculado por CG y el rendimiento
producto /biomasa (Yp/x) (10, 17). El
aislamiento bacteriano con mayor
produccién de PHAs fue cultivado con
diferentes fuentes de carbono (19)
glucosa, sacarosa, galactosa y xilosa,
cada una a concentracién de 10 g.I" en
medio base compuesto por los
nutrientes mencionados en el parrafo
anterior.

El polimero se extrajo de acuerdo con
la metodologia propuesta por Hesse (9)
y modificada por Fernandez (10). La
muestra de polimero se esterificd
mediante la metodologia propuesta por
Braunegg (25) y se identificd por
cromatografia de gases utilizando las
condiciones de corrida de Fernandez
(14) que consistieron en inyectar 1 pL
de muestra en cromatdgrafo de gases
(CGSM) marca Shimadzu GC-17°,
versidn 3, con puerto de inyeccion
Split/Splitless, se utilizd6 un detector
FiD, Split: 80:1, con una columna DB5
(30 mt x 0.25 mm de didmetro; 25 pm
de espesor); el gas de arrastre fue Helio
a 100 KPascales de Presion, con
velocidad lineal de 40 cm.seg’; flujo
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interno de 1 mL.min"; la rampa de
temperatura fue de 60° (@6°C.min"
hasta 90°C 5 minutos), el total de
corrida fue de 12 minutos. Los tiempos
de retencion calculados se compararon
con patrones de copolimero Poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato
de marca Supelco®, segun las
condiciones del método de Hesse y
Saroul (8), se utiliz6 como muestra
patron derivados metilados de
copolimero BIOPOL Poli-
(Hidroxibutirato-co—Hidroxivalerato
80:21) disponibles en el laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de
Narifio. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el programa
Statgraphics plus 5.1.

3.RESULTADOS YANALISIS

Se muestrearon 101 plantas
pertenecientes a 23 especies de
leguminosas de la subfamilia
Faboideae, en 7 bosques
correspondientes a las tres zonas de
altamontafia del departamento de
Narifio. Para todos los bosques, el
muestreo se realizd en época seca,
durante los meses de Junio a Octubre.
Entre las especies observadas se
destacaron Desmodium uncinatum
(Jacq D.C.), la cual presentd nddulos
indeterminados. Phaseolus wvulgaris
(L.) que presentdé nddulos
determinados y grandes; y Lupinus
pubescens (Benth) el cual formé
nddulos indeterminados.

De las 23 especies de plantas
colectadas, 13 correspondieron a los
bosques alto de Daza y Buesaco
ubicados al noreste del departamento
de Nariflo, lo cual equivale al 65% del
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muestreo total; 6 especies
correspondieron a los bosques
aledafios a la Laguna Negra y Laguna
de Telpis al sur este del departamento,
valor equivalente al 21%; y 4 especies
correspondieron a la los bosques de
Balalaika, Laguna Azufral y Pueblo
viejo, valor equivalente a un 15% del
esfuerzo total de muestreo. Lo anterior
evidencié que en los bosques Alto de
Daza y Buesaco, se presentd una
mayor cantidad de especies.

De las 23 especies de plantas fabaceas,
16 presentaron nddulos determinados;
y 7 presentaron nddulos
indeterminados. Se obtuvo un total de
115 asilamientos bacterianos
nodulares. Cabe destacar que todos los
aislamientos bacterianos fueron gram
negativos, con formacion de colonias
mucoides, de borde regular y elevacion
concava. En nddulos determinados se
aislaron colonias separadas vy
pequefias; y en nddulos
indeterminados se obtuvo colonias
grandes y mucoides. La descripcion
macroscopica se ajustdo a las
descripciones realizadas por Dowling
(11) y Trujillo (12) para bacterias
fijadoras de nitr6geno simbiontes de
leguminosas. Los resultados de las
pruebas confirmatorias con tincion de
azul nilo y sudan negro son iguales a
las reportadas por Vasquez-Arroyo
(15) y Vinuesa (16), quienes afirman
que ¢éstas caracteristicas ubican a los
aislamientos seleccionados dentro de
la familia Rhizobiaceae.

De los 115 aislamientos 15 resultaron
PHA positivos por fluorescencia en
azul nilo y se utilizaron para estimar la
produccion de PHAs. De acuerdo con
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el primer disefio experimental, a partir
de los 15 aislamientos bacterianos se
realizaron fermentaciones por
triplicado para un total de 45
fermentaciones. Para cada réplica en el
experimento se obtuvo resultados para
las variables del disefio como biomasa,
PHB y rendimiento Yp/x, las cuales se
promediaron como se observa en la
tabla 1.

Tabla 1 Estimacién de la produccién de PHAs

a partir de 15 aislamientos bacterianos
obtenidos de nédulos de plantas silvestres de la
subfamilia Fabaceae en la zona andina del

epartamento de Nariﬁo.

AISLAMIENTO | XgL | PHBgL | Ypi
ALANTSfr2 | 0,05£0,33 | 0,03£0.22 | 0,60
ALANT2c3 0,03£0,00 | 0,01£0.57 | 0,33
ALANT2m 0,05£0,35 | 0,02+0.85 | 0,40

DCRO2T2 0,0540,36 | 0,02£0.04 | 0,40
DPAV3T4 0,11:£0,00 | 0,10£0.02 | 0,91
ALANTSfI 0,02¢0.27 | 0,0120.18 | 0,50
DERY2T4 0,0120.57 | 0,00£0.00 | 0,00
DCRO2T4 0,06£0,00 | 0,02+0.66 | 0,33
TLCA2TIG 0,05+0,41 | 0,01+0.89 | 0,21
TLCA2TI 0,08+0.33 | 0,0120.85 | 0,13
DERY2T5S 0,03+0,66 | 0,00£0.00 | 0,00
TLCA2Tlg 0,070.66 | 0,0120.81 | 0,14
TTCA3T3g 0,03£0,33 | 0,01+0.55 | 0,33
DPAV2T3 0,0240.66 | 0,01£0.00 | 0,50
TTCA3T5g 0,21+0,47 | 0,00+0.00 | 0,00

A través de un andlisis de varianza se
establecio que el aislamiento
bacteriano con mayor producciéon de
biomasa y de PHA fue DPAV3T4
obtenido a partir de Phaseolus Vu]garzs
(L.). Se determiné que la maxima
concentracion de PHB de bacterias
diazotrofas asociadas a legumlnosas
silvestres de Narifio fue de 0.10 g.L" en
un medio sin optimizar con manitol.
Este es un buen reporte inicial para la
produccién de polimero en funcion de
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las fuentes de carbono en aislamientos
silvestre de rizobios nodulantes
comparandolo con otros reportados
(17,18).

Se destaca la alta produccion del
aislado DPAV3T4, comparado con los
otros aislamientos nativos, ya que el
PHA en rizobios, ademas del rol
tradicional cumple con otras funciones
como por ejemplo, controla el estado
celular del potencial redox, disminuye
las concentraciones de oxigeno y
permite un concurrente incremento en
los niveles celulares de NADP (18),
ademds activa la inhibicion de la
enzima isocitrato deshidrogenasa
NADP dependiente y citrato sintasa.
Esta inhibicion enzimatica, dirige el
Acetil-CoA y niveles de NADP vy
electrones desde el ciclo de Krebs
hacia la sintesis de PHB. Por tanto, la
produccion de PHA en DPAV3T4
probablemente estd asociado con la
condicién fisioldgica de bacterias de
nodulos determinados, como es el caso
de los obtenidos a partir de Phaseolus
vulgaris (L) (18, 26). El efecto de las
fuentes de carbono a partir del segundo
disefio experimental planteado se
puede apreciar en la tabla 2.

Tabla 2 Efecto de las fuentes de carbono en la

sintesis de PHB en el aislamiento DPAV3T4

Fuente de Carbono | Biomasa g/ |[PHAg/L |p Yp/x
Glucosa 1,02+0.03 0,13£0.02 {094 0,13
Sacarosa 0,99+0.02 0,07+0.01 {0,92 [0,07
Galactosa 0,88+0.01 0,05+0.03 {0,73 [0,06
Xilosa 0,26+0.04 0,01+0.01 {0,69 [0,04

En DPAV3T4, la cinética de
crecimiento con glucosa como fuente
de carbono (Figura 1), permite
observar dos fases de crecimiento:
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exponencial y estacionaria. La glucosa
es un carbohidrato sencillo y la
mayoria de los organismos vivos
pueden catabolizarlo y en el caso de las
bacterias la glucosa es facilmente
transportada a través de la membrana
citoplasmatica y puede ser
transformada en polimeros de reserva

intracelular (21, 21).
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Figura 1 Cinéticas de crecimiento en Glucosa de la

cepa DPAV3T4

Una caracteristica que se puede
observar en la produccion de PHB
(Figura 1) es que se inicia cuando el
crecimiento celular llega a la fase
estacionaria, aproximadamente a las
18 horas de fermentacion. Por lo tanto,
las fermentaciones son no asociadas al
crecimiento (21; 21); pero a pesar de
ello, no es un metabolito secundario
porque no es excretado al medio ni es
toxico para la bacteria (1,17).

En la evaluacion de las fuentes de
carbono, el mejor rendimiento se dio
bajo las fermentaciones que contenian
glucosa como fuente de carbono (Yp/x
0,13). Se encontraron diferencias
significativas en la sintesis de PHB en
funcién de la biomasa con los
diferentes tratamientos empleados; por
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lo cual, las fuentes de carbono influyen
directamente en el nivel de sintesis de
PHB en el aislamiento DPAV3T4.

Con los perfiles bioquimicos de
antibidticos e isoenzimaticos se
demostro que el aislamiento DPAV3T4
tiene un patron de respuestas similar a
la cepas comerciales de
Bradyrhizobiumsp. (16, 18). Se realizo
un dendrograma de similitud para
determinar el grado de cercania entre la
cepa evaluada en este trabajo
DPAV3T4 (Figura 2) con la cepa
comercial Bradyrhizobium japonicum
DSMZ144 (11). Se utiliz6 como
Outgroup dos cepas de referencia
utilizadas por Trujillo, pertenecientes a
diferentes géneros: Ochrobactrum
lupini LUP21T y Mesorhizobium
mediterraneumRch-984 (12).

Los aislamientos bacterianos
ALANTSf1 (de Lupinus pubescens
Benth) Y DERY2TS (de Desmodium
uncinatum Jacq D.C.) mostraron dos
movilidades electroforéticas
peroxidasa diferentes a las reportadas
por la literatura, indicando la
posibilidad de que cada uno de los
aislamientos presente dos tipos de
isoenzimas diferentes
correspondientes a los dos productos
proteicos observados en el patron
electroforético: Haloperoxidasas y
Alquilhidroperoxidasas D (22).
Mediante las pruebas realizadas se
puede establecer que el aislamiento
DPAV3T4 pertenece al género
Bradyrhizobium y se puede reportar
como cepa Bradyrhizobium sp.
DPAV3T4
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Dendrograma Capas da Referencia vs. DPAVITS
Metadds UPGIA, Manlz Euctldiana

0 g RiLFE

iR

=

Figura 2. Carac!erizacién de la cepa DPAV3T4

mediante perfil de bioquimicas, antibicticos e

isoenzimas

En los cromatogramas de las muestras
de polimero producido por
Bradyrhizobium sp. DPAV3T4 se
observa el pico representativo de la
fraccion butirato con un tiempo de
retencion de 4.84 minutos (Figura 3),
similar al tiempo de retencién del
patrén, por lo cual es posible afirmar
que Bradyrhizobium sp. DPAV3T4
sintetiza el homopolimero poli-3-
hidroxibutirato.

B

Figura 3. Cromatograma del aislamiento DPAV3T4
Poli'3'

correspondiente al

hidroxibutirato (P'3'HB)

homopolimero
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En la regién andina del departamento
de Narifio, se reportan por primera vez
aislamientos bacterianos fijadores de
nitrégeno productores de PHAs.

4. CONCLUSIONES

m En 7 bosques altoandinos se
obtuvo un total de 23 especies
vegetales pertenecientes a la
subfamilia Faboideae.

m De 115 aislamientos bacterianos
obtenidos en esta investigacion,
15 presentaron caracteristicas
fenotipicas de la familia
Rhizobiaceae y también fueron
productores de PHAsS.

m De 15 aislamientos bacterianos
productores de PHA, DPAV3T4
fue el mayor productor con 110
mg por litro y alcanzé una
produccion de 130mg por litro en
un medio de cultivo que utiliza
glucosa como fuente de carbono.

m En el aislamiento DPAV3T4, las
fuentes de carbono utilizadas
influyen en el nivel de sintesis de
polihidroxibutirato y no afectan la
composicion monomérica del
polimero.
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