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RESUMEN

En la costa Pacífica Colombiana, la bahía del municipio de Tumaco–Nariño ha estado
expuesta a frecuentes impactos por derrames de petróleo, lo que genera en el ecosistema
marino un exceso en la fuente de carbono respecto a otros nutrientes esenciales. Dicho
ambiente es propicio para el aislamiento de bacterias productoras de
polihidroxialcanoatos (PHAs). En esta investigación se obtuvieron 53 aislamientos
bacterianos hidrocarburoclásticos a partir de 3 Biorreactores de flujo Ascendente (BFAs)
con un sistema de cultivo continuo. Los microscosmos fueron inoculados con muestras de
agua proveniente de la bahía de Tumaco, aportando resultados para el aislamiento y
análisis de la comunidad bacteriana hidrocarburoclástica. Los ensayos con tinciones
sudan negro B y fluorescencia con rojo Nilo de los aislamientos permitieron la evaluación
de 18 cepas potencialmente acumuladoras de PHAs. Mediante secuenciación parcial del
gen 16S rRNA se identificaron taxonómicamente 6 géneros, como son Bacillus,
Pseudomonas, Halomonas, Stenotrophomonas, Alcanivorax y el género
Haererehalobacter nunca antes reportado como bacteria hidrocarburoclástica.
Posteriormente mediante PCR fue posible amplificar los genes que codifican para la PHA
sintasa clase I, clase II (phaC1 y phaC2) y clase IV (phaC). Se extrajo polímero PHA en
seis cepas bacterianas representantes de cada género a partir de cultivos batch con n-
octano como única fuente de carbono. Los cromatogramas de gases (GC) junto con la
diferenciación del tipo de gen phaC permitieron hacer inferencia sobre el tipo de polimeros
PHAs novedosos en bacterias marinas provenientes de la bahía de Tumaco. En la cepa
Alcanivorax sp. 337 con PHA sintasa clase II se detectó el compuesto 1,6-
Dimetilhexanodiato como un precursor de un polihidroxialcanoato de cadena media, el 6-
hidrohexanoato.
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ABSTRACT

The bay of Tumaco, Nariño as part of the Colombian Pacific coast has been exposed to
frequent impacts from oil spills increasing the carbon sources compared to other essential
nutrients in the marine ecosystem. That particular environment to result in favorable
conditions to isolate polyhydroxyalkanoates (PHAs) producer bacteria. In this research
were obtained 53 hidrocarbonoclastic bacterial isolates using three upstream flow
bioreactors (UFBs) with continuous culture system. Those, the microcosmos were
inoculated with water samples from the coast of Tumaco. Then the isolates were used to
analyse the ecology of the hidrocarbonoclastic bacterial community. Besides, sudan black
B staining and red Nilo fluorescence were carried out and 18 PHAs producer strains were
selected. Six bacterial genera were identifyied taxonomically by partial sequencing of 16S
rRNA gene. These genera belong to Bacillus, Pseudomonas, Halomonas,
Stenotrophomonas, Alcanivorax and Haererehalobacter that never before was reported as
hydrocarbonoclstic bacteria. Subsequently using PCR was possible to amplify the genes
codgyng for PHA synthase class I, class II (phaC1 and phaC2) and class IV (phaC). For all
six strains identifyied it was possible to extract PHAs and identify the polymer. The GC
chromatograms as well as the type of phaC amplicons have shown the potential of
production of novel polymers using marine hydrocarbonoclastic bacteria isolated from the
coast of Tumaco, Colombia. The strain Alcanivorax sp. 337 with PHA synthase class II
produce 1.6-Dimetilhexanodiato compound as precursor of 6-hidrohexanoato as medium
chain PHA.
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Halomonas sp. 405; 2, Halomonas sp. 394; 3, Bacillus sp. 377C; 4, Bacillus sp. 371A; 5,
Pseudomonas sp. 333(1); 6, Haererehalobacter sp. 338B; 7, Bacillus sp. 329A; (+), P.
aeruginosa BUN010 (phaC+); (-), E. coli BUN001 (Control negativo); (-), control de
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reactivos. B) Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, Bacillus sp.
329B; 2, Pseudomonas sp. 393; 3, Stenotrophomonas sp. 371B; 4, Bacillus sp. 387; 5,
Haererehalobacter sp. 396; 6, Bacillus sp. 353B; 7, Alcanivorax sp. 337; 8, Alcanivorax sp.
400; 9, Pseudomonas sp. 333(2); 10, Pseudomonas sp. 380; 10, Bacillus sp. FER1; (+), P.
aeruginosa BUN010 (phaC+); (-), E. coli BUN001 (Control negativo); (-), control de
reactivos.

Figura 24. Amplificación por PCR semi-nested de un fragmento del gen phaC con los
primers G-D y G-2R. A) Líneas: 1, marcador de tamaño molecular HyperLadder™ IV; 2,
Bacillus sp. 329A; 3, Bacillus sp. 329B; 4, Pseudomonas sp. 333(1); 5, Pseudomonas sp.
333(2); 6, Alcanivorax sp. 337; 7, Haererehalobacter sp. 338B; 8,  Bacillus sp. 353B; 9,
Bacillus sp. 371A; 10, Stenotrophomonas sp. 371B; 11, P. aeruginosa BUN010 (phaC+);
12, E. coli BUN001 (Control negativo); 13. marcador de tamaño molecular HyperLadder™
IV.  B) Líneas: 1, marcador de tamaño molecular HyperLadder™ IV; 2, Bacillus sp. 377C;
3, Pseudomonas sp. 380; 4, Bacillus sp. 387; 5, Pseudomonas sp. 393; 6, Halomonas sp.
394; 7, Haererehalobacter sp. 396; 8, Alcanivorax sp. 400;  9, Halomonas sp. 405; 10,
Bacillus sp. FER1; 11, P. aeruginosa BUN010 (phaC+); 12, E. coli BUN001 (Control
negativo); 13. marcador de tamaño molecular HyperLadder™ IV.

Figura 25. Amplificación por PCR de un fragmento del gen phaC1 con los primers E1-D y
E1-R. Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, Haererehalobacter sp.
338B; 2, Pseudomonas sp. 393; 3, Alcanivorax sp. 337; 4, Alcanivorax sp. 400; 5,
Pseudomonas sp. 380; 6, Haererehalobacter sp. 396; 7, Halomonas sp. 405; 8,
Halomonas sp. 394; (-), control de reactivos.

Figura 26. Amplificación por PCR de un fragmento del gen phaC2 con los primers E2-D y
E2-R. Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, Pseudomonas sp.
333(1): 2, Pseudomonas sp. 333(2); 3, Haererehalobacter sp. 338B; 4, Pseudomonas sp.
380; 5, Pseudomonas sp. 393; 6, Haererehalobacter sp. 396; 7, Alcanivorax sp. 337; 8,
Alcanivorax sp. 400; (-), control de reactivos.

Figura 27. Amplificación por PCR de un fragmento del gen phaC que codifica para la PHA
sintasa clase IV con primers de Revelo (2012). Líneas: L, marcador de tamaño molecular
λ DNA HindIII; 1, Bacillus sp. 329A; 2, Bacillus sp. 329B; 3, Bacillus sp. 353B; 4, Bacillus
sp. 371A; 5, Bacillus sp. 377C; 6, Bacillus sp. 387; 7, Bacillus sp. FER1; (-), control de
reactivos.

Figura 28. Dendrograma de similitud de bacterias hidrocarburoclásticas con base en el
análisis de las secuencias de fragmentos del gen phaC obtenidos con primers específicos
(Revelo et al., 2007; Revelo, 2012).

Figura 29. Dendrograma de similitud de las bacterias marinas hidrocarburoclásticas con
relacion al tipo de gen phaC. se empleó la estrategia de agrupamiento UPGMA y el índice
de similitud DICE.

Figura 30. Ensayos de fermentación batch para la extracción de PHAs a partir de n-
octano. (Fuente: esta investigación).
Figura 31. Productos ensayo de extracción de PHAs a partir de n-octano. De derecha a
izquierda: Bacillus sp. 329B, Pseudomonas sp. 333(1), Haererehalobacter sp. 338B,
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Stenotrophomonas sp. 371B, Halomonas sp. 405, Alcanivorax sp. 337. (Fuente: esta
investigación).

Figura 32. Perfil cromatográfico de la cepa Alcanivorax sp. 337. Columna RTX-5(30 m)
Split 1:30. MSD (El, 70 eV).

Figura 33. Espectro de masas correspondiente al compuesto 1,6- Dimetilhexanodioato
detectado en el extracto de Alcanivorax sp. 337.

Figura 34. Ruta metabólica hipotética de degradación n-octano para producir mcl-PHAs
por Alcanivorax sp. 337.



18

LISTA DE ANEXOS

Anexo A. Dendrograma generado por el programa PAST. Indica el agrupamiento de los
aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos según sus características macroscópicas y
microscópicas.

Anexo B. Características microscópicas y macroscópicas de los 53 aislamientos
bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables obtenidos en sistemas de cultivo continuo
realizados en BFAs.

Anexo C. Riqueza de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables
provenientes de los BFAs.

Anexo D. Abundancias de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables
provenientes de los BFAs (medida como UFC/mL de dilución serial).

Anexo E. Características microscópicas y macroscópicas de aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos acumuladores de PHAs.

Anexo F. Cromatogramas obtenidos al aplicar la técnica de cromatografía de gases (GC).
A) Perfil cormatográfico de Pseudomonas sp. 333(1); B) Perfil cormatográfico de Bacillus
sp. 329B. C). Perfil cormatográfico de Haererehalobacter sp. 338B; D) Perfil
cormatográfico de Stenotrophomonas sp. 371B; E) Perfil cormatográfico de Halomonas
sp. 405; F) Perfil cormatográfico de Alcanivorax sp. 337.
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GLOSARIO

Hidrocarburos: compuestos orgánicos resultantes de la combinación del carbono con el
hidrógeno, son en gran parte apolares y exigen baja reactividad química a temperatura
ambiente. Las diferencias en sus reactividades se determinan principalmente por la
ocurrencia tipo y arreglos de enlaces insaturados, además esto sirve para la clasificación
de acuerdo a sus características en cuatro grupos: los alcanos (hidrocarburos saturados),
alquenos, alquinos e hidrocarburos aromáticos.

Bacterias Hidrocarburoclásticas: Comunidad microbiana con capacidad  metabólica para
degradar petróleo e hidrocarburos derivados de petróleo.

HAT’s: hidrocarburos aromáticos totales.

Monooxigenas: enzimas dependientes del oxigeno que incorporan un grupo hidroxilo en
sustratos de muchas rutas metabólicas, entre ellas las implicadas en la degradación de
hidrocaburos. Por ejemplo, estas enzimas transfieren un solo átomo de la molécula de
oxigeno y trasnforman el alcano en alcohol primario oxidando al grupo metil terminal o
pueden ser utilizadas en las vías bioquímicas llamadas vías altas o periféricas que
consisten en modificar los diferentes anillos aromáticos absorbidos en protocatechuate y
catechol.

PHA: Polihidroxialcanoato. Son poliésteres lineales producidos naturalmente por
fermentación bacteriana a partir de fuentes de carbono relacionadas y no relacionadas.

PHA sintasa: enzima que polimeriza los monómeros de PHAs. Es codificada por genes
phaC ubicados en el operon de biosintesis de PHAs.

mcl-PHAs: polihidroxialcanoatos de cadena media, los cuales contienen mónomeros de 6-
14 átomos de carbono.

scl-PHAs: polihidroxialcanoatos de cadena corta, los cuales contienen monómeros de 3 -
5 átomos de carbono.

Homopolímero: PHAs que contienen un solo tipo de hidroxialcanoato como unidad de
monómero.

Copolímero: PHAs que tienen más de un tipo de hidroxialcanoatos como unidades del
monómero.

PCR: reacción en cadena de la polimerasa; técnica de biología molecular, cuyo objetivo
es obtener un gran número de copias de un fragmento de DNA particular, partiendo de un
mínimo; en teoría basta partir de una única copia de este fragmento original, o template.

PCR semi-nested: se realizan dos PCR consecutivas, en la primera se utilizan un par de
primers llamados externos; en la segunda se usan cebadores complementarios a
secuencias de ADN contenidas en los fragmentos que se amplificaron en la primera PCR
(un primer interno y un primer externo) que flanquean una región que es la que queremos
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amplificar. La idea que persigue esta técnica es que los productos de la primera
amplificación son un molde ideal para la segunda amplificación, mucho mejor que el ADN
genómico original.

Primer: partidor, cebador o primer; oligonucleótidos sintéticos que hibridan con la región
complementaria al DNA template, que se desea amplificar y propician el inicio de la
reacción de elongación por la Taq DNA polimerasa.

rDNA: ácido desoxirribonucleico ribosómico; secuencia de DNA contenida en los
cromosomas del núcleo que codifica para el rRNA.

rRNA: ácido ribonucleico ribosómico; es el tipo de RNA mas abundante en las células y
forma parte de los ribosomas que se encargan de la síntesis de proteínas según la
secuencia de nucleótidos del RNA mensajero.

UFC: unidades formadoras de colonias, es el número mínimo de células separables sobre
la superficie o dentro de un medio de agar semi-solido que da lugar al desarrollo de una
colonia visible. Las UFC se miden como UFC/mL.

CG: cromatografía de gases; técnica cromatográfica que permite la separación de
compuestos orgánicos e inorgánicos térmicamente estables y volátiles.

CG-MS: cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas; técnica para
separar, identificar y cuantificar componentes volátiles y semivolátiles de mezclas
complejas.

Biorreactor: recipiente o sistema que mantiene un ambiente biológicamente activo.

BFA: Biorreactor de flujo ascendente; sistema de cultivo continuo.

EDS: estación de servicio; Bencinera, gasolinera o servicentro, punto de venta de
combustible y lubricantes para vehículos de motor.

Dendrograma: es la representación gráfica que mejor ayuda a interpretar el resultado de
un análisis cluster.

HPLC: carácter que expresa el máximo grado de pureza de cualquier reactivo.

Gen 16S rRNA: es un polirribonucleótido codificado por el gen rrs o DNA ribosómico 16S
rRNA (16S DNA) incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, útil para la
detección de bacterias el cual proporciona información útil y rápida sobre su identificación
y filogenia mediante la comparación con bases de datos públicas que contienen un amplio
número de de secuencias bacterianas.

Gen phaC: gen que codifica la enzima PHA sintasa.
Género: categoría taxonómica que se ubica entre la familia y la especie.

NCBI: Centro Nacional de Información Biotecnológica.
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GenBank: base de datos de secuencias genéticas del NIH (Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos), una colección de disponibilidad pública de secuencias de DNA.

RDP: Proyecto de Base de datos Ribosomal; base de datos que proporciona datos
herramientas y servicios relacionados con las secuencias de ARN ribosomal a la
comunidad investigadora.

BLAST: The Basic Local Alignment Search Tool; es un programa informático de
alineamiento de secuencias de tipo local ya sea de DNA, RNA o de proteínas, basado en
un algoritmo heurístico que encuentra las secuencias de la base de datos que tienen
mayor parecido a la secuencia problema.

TAGs: triacilgliceroles. Son lípidos que consisten en una molécula de glicerol que se
triesterifica; su principal función es la reserva de energía. Son moléculas totalmente
hidrófobas por tener los hidroxilos del glicerol y los carboxilos de los ácidos grasos
formando enlaces éster.

WEs: ésteres céricos. Son ésteres de un ácido y un alcohol de cadena larga, estos
aceites tienen propiedades similares a los triglicéridos pero no son digeribles, se
encuentran en algunas bacterias como Acinetobacter en las cuales son usados como
reserva de energía.
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INTRODUCCIÓN

La contaminación de ecosistemas marinos por derrames de petróleo es uno de los
problemas de polución con mayor efecto negativo sobre los procesos bióticos y abióticos
(Alonso y López, 2002). En la costa pacífica Colombiana existen zonas afectadas por la
contaminación con hidrocarburos como es el caso de la bahía del municipio de Tumaco–
Nariño, uno de los más grandes puertos con actividades petroleras y con frecuentes
reportes de derrame (Garay-Tinoco et al., 2006). Los derrames de petróleo implican
cambios drásticos en el ecosistema, tales como mayores aportes de materia que
modifican las fuentes nutricionales para toda la biota. En el caso de los microorganismos
la fuente de carbono incrementa considerablemente respecto a otros nutrientes
esenciales (Manilla-Pérez et al., 2010; Dalal et al., 2010). Este fenómeno o desbalance
nutricional proporciona un ambiente propicio para el desarrollo de comunidades
microbianas acumuladoras de compuestos lipídicos tales como los polihidroxialcanoatos
(PHAs), o polímeros biodegradables como respuesta al estímulo exógeno.

La síntesis de PHAs en procariotes se realiza por diferentes vías metabólicas, pero en
todas, la enzima clave que polimeriza los monómeros de PHAs es la enzima PHA sintasa.
Dicha enzima es codificada por el gen phaC que ha sido clasificado en diferentes clases
en función del sustrato y su estructura. Rehm, (2003) plantea que de acuerdo al tipo de
gen phaC se espera un tipo de polímero ya sea de cadena corta (scl-PHAs) o de cadena
media (mcl-PHAs). Hay que tener en cuenta la versatilidad de la enzima por el sustrato
que conduce a algunas excepciones (Steinbüchel y Lütke-Eversloh, 2003). El tipo de gen
y el tipo de sustrato están determinando las propiedades materiales o físicas de los PHAs
sintetizados (termoplásticos, elastómeros, etc.) y a su vez las posibles aplicaciones
industriales y biotecnológicas (Tian et al., 2009).

Existen informes sobre la acumulación de PHAs a partir de hidrocarburos en bacterias del
suelo (Dalal et al., 2010; Ni et al., 2010) y de bacterias marinas que acumulan PHAs a
partir de fuentes de carbono sencillas (Chien et al., 2007; Jamil y Ahmed, 2008; Prabhu et
al., 2010; Imhoff et al., 2011). Pero son pocos los estudios reportados acerca de bacterias
marinas degradadoras de hidrocarburos capaces de acumular PHAs. La mayoría se
limitan a las cepas Alcanivorax borkunmensis (Sabirova et al., 2006b; Kalscheuer et al.,
2007), Marinobacter hydrocarbonoclasticus, Alcanivorax jadensis T9, Thalassolituus
oleivorans reconocidas por acumular compuestos lipídicos como los PHAs, triacilgliceroles
(TAGs) y ésteres céricos (WEs) bajo condiciones desbalanceadas de crecimiento
(Manilla-Pérez et al., 2010), sin embargo, hasta la actual revisión de literatura (2012) no
se han realizado estudios en Colombia que vinculen el tipo de gen phaC con el tipo de
polímero producido en bacterias marinas hidrocarburoclásticas.

En la presente investigación se evaluó el potencial para la producción de PHAs en
relación al tipo de gen phaC en bacterias marinas hidrocarburoclásticas. Esto fue posible
a partir de la obtención de bacterias marinas hidrocarburoclásticas aisladas de la
ensenada de Tumaco-Nariño; la evaluación de su capacidad para acumular PHAs
empleando tinciones con sudan negro B y fluorescencia con rojo Nilo. La caracterización
mediante secuenciación parcial del gen 16S rRNA de las bacterias marinas
hidrocarburoclásticas y la amplificación del gen phaC así como el analisis del PHA
producido permitió dar a conocer por primera vez el ecotipo microbiano en la región.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El petróleo constituye una fuente de energía de vital importancia en la sociedad actual; la
explotación de este combustible natural implica el vertido voluntario o involuntario de sus
productos de refinación a agua, suelo y aire; estos productos son mezclas de varios
hidrocarburos y otros compuestos cuyas propiedades físicas y químicas son muy
variadas, hecho que determina su comportamiento e impacto en los elementos
ambientales cuando ocurre un derrame (Braibant, 2004). La contaminación por
hidrocarburos del petróleo es una problemática de carácter mundial y de amplia
distribución geográfica, ya que independiente de la zona afectada (lagos, suelos, zonas
freáticas, ríos y playas). Los hidrocarburos tienen como destino final los ecosistemas
marinos amenazando el equilibrio de sus componentes (Shahidul y Tanaka, 2004).

En la costa pacífica Colombiana existen zonas afectadas por la contaminación con
hidrocarburos como es el caso de la bahía del municipio de Tumaco – Nariño, uno de los
más grandes puertos con actividades petroleras (Garay-Tinoco et al., 2006) y con
frecuentes reportes de derrame, situación que provoca cambios en el nicho de varios
sistemas biológicos. Para los microorganismos representa un exceso en la fuente de
carbono respecto a otros nutrientes esenciales (Wälterman y Steinbüchel, 2005; Manilla-
Pérez et al., 2010; Dalal et al., 2010), haciendo de este ambiente un lugar propicio para el
aislamiento de bacterias productoras de polímeros biodegradables y biocompatibles como
son los PHAs a partir de la degradación de hidrocarburos. Las bacterias que acumulan
PHAs emplean diferentes vías metabólicas que tienen una enzima en común, la PHA
sintasa, codificada por el gen phaC, esta enzima cataliza la polimerización de los
monómeros de PHAs y puede ser de clase I, II, III ó IV (Rehm, 2003). La caracterización
del gen phaC permite aproximarse al conocimiento del tipo de polímero que podría
acumular el microorganismo y por lo tanto, de sus propiedades físico-químicas
fundamentales (Solaiman et al., 2002; Revelo et al., 2007; Jahns y Rehm, 2009; López-
Cortés et al., 2010).

En Colombia no se han realizado estudios sobre el tipo de gen phaC presente en
bacterias marinas hidrocarburoclásticas y tampoco es claro el tipo de polímero que
acumularían a partir de sustratos hidrocarburados, situación que se debe estudiar porque
la enzima PHA sintasa actúa dependiendo del sustrato que utilice como fuente de carbono
(Antonio et al., 2000). Partiendo de esta situación se hace preciso caracterizar el tipo de
gen phaC y el tipo de polímero acumulado en las bacterias marinas aisladas de la
ensenada de Tumaco-Nariño, con futura utilidad en la recuperación de ecosistemas
contaminados y la producción de polímeros novedosos.

.
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN

¿Cuál es la relación entre el tipo de gen phaC y el potencial de producción de PHAs en
bacterias marinas hidrocarburoclásticas aisladas en Tumaco, Colombia?
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3. JUSTIFICACIÓN

Este proyecto corresponde al desarrollo del primer objetivo específico del macro-proyecto
financiado por COLCIENCIAS (Código: 110445221299) titulado “Degradación de
hidrocarburos por bacterias marinas productoras de bioplástico aisladas de la ensenada
de Tumaco, Nariño”

En la actualidad los derrames de petróleo se han constituido como un problema ambiental
preocupante. La bahía del municipio de Tumaco – Nariño, es un importante puerto
Colombiano, expuesto a un alto riesgo de contaminación por hidrocarburos derivados del
petróleo, debido al tráfico de buques petroleros, la existencia de oleoductos y el constante
transporte de embarcaciones menores (Garay-Tinoco et al., 2006). Las múltiples
estrategias de acción para la recuperación del ambiente dependen en última instancia de
la degradación microbiana, destacándose la importancia del estudio de las bacterias
provenientes de los sitios contaminados.

La ensenada de Tumaco afectada por derrames de hidrocarburos proporciona un
ambiente para la bioprospección de bacterias hidrocarburoclásticas que pueden presentar
una mejor adaptación a los contaminantes de la zona, a diferencia de aislamientos
foráneos. De hecho, este medio es ideal para la proliferación de bacterias que pueden
utilizar como fuente de carbono hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs) (Ni
Chadhain et al., 2006) e hidrocarburos alifáticos, ambos compuestos derivados del
petróleo, para acumular polímeros de reserva de carbono y energía como los
polihidroxialcanoatos (PHAs) (Sabirova et al., 2006a). Los PHAs son poliésteres que se
depositan intracelularmente en forma de cuerpos de inclusión y tienen propiedades
biodegradables y biocompatibles, por lo cual se inlcuyen en los procesos biotecnológicos
de interés mundial (Madison y Huisman, 1999).

Las bacterias productoras de PHAs, presentan varias enzimas para la síntesis de
polímero. Entre ellas, la PHA sintasa codificada por el gen phaC que determina el típo de
polímero ya sea de cadena corta (scl-PHAs) o de cadena media (mcl-PHAs), con
diferentes propiedades materiales (termoplásticos, elastómeros, etc.) (Reddy et al., 2003).
La caracterización del gen phaC se ha empleado básicamente para seleccionar bacterias
que acumulan PHAs (Sheu et al., 2000; Solaiman et al., 2002; Shamala et al., 2003;
Revelo et al., 2007), dada la falta de especificidad de las tinciones sobre el polímero que
suelen conducir a falsos positivos. En Colombia no se han realizado estudios que
proporcionen información sobre la síntesis de PHAs frente a sustratos complejos como
son los hidrocarburos, por lo tanto, es necesario aportar al conocimiento del proceso
sobre la degradación de hidrocarburos y acumulación de PHAs en relación al tipo de gen
phaC presente en bacterias marinas nativas, para futuras aplicaciones en la obtención de
polímeros novedosos y estrategias de biorremediación.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial para la producción de PHAs en relación al tipo de gen phaC en
bacterias marinas hidrocarburoclásticas.

Objetivos específicos

 Seleccionar bacterias marinas hidrocarburoclásticas provenientes de la bahía de
Tumaco Nariño acumuladoras de PHAs.

 Identificar los aislamientos bacterianos seleccionados mediante secuenciación parcial
del gen 16S rRNA.

 Amplificar el gen phaC en las bacterias seleccionadas.

 Caracterizar el polímero producido por bacterias marinas hidrocarburoclásticas
mediante cromatografía de gases.
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5. MARCO TEÓRICO

5.1 BACTERIAS MARINAS HIDROCARBUROCLÁSTICAS ACUMULADORAS DE
POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAs).

El petróleo es un combustible natural compuesto de varios tipos de hidrocarburos,
formados por cadenas de átomos de carbono largas o cortas y que pueden adoptar
diferentes estructuras. Los hidrocarburos del petróleo pueden dividirse en cuatro
categorías: hidrocarburos saturados, hidrocarburos aromáticos, resinas y asfaltenos
(Canals, 2005; Suárez, 2008). Los hidrocarburos pueden ordenarse de mayor a menor
biodegradabilidad así: alcanos lineales, alcanos ramificados, aromáticos ligeros, alcanos
cíclicos, aromáticos pesados y compuestos polares (Braibant, 2004).

Generalmente la fracción de hidrocarburos saturados y aromáticos que representa entre
70 y 97% de los hidrocarburos del petróleo es degradable, mientras los asfáltenos y las
resinas son esencialmente inertes (Braibant, 2004). Los compuestos aromáticos y
poliaromáticos se caracterizan por sus productos de degradación intermediarios muy
contaminantes y cancerígenos (Cutz y Rendón, 2007). Los efectos del petróleo sobre los
ecosistemas marinos dependen de factores como: tipo de petróleo (crudo o refinado),
cantidad, distancia del sitio contaminado con la playa, época del año, condiciones
atmosféricas, temperatura media del agua y corrientes oceánicas (Hidalgo, 2009).

El petróleo o cualquier tipo de hidrocarburos impide la entrada de luz que obstaculiza el
importante proceso de fotosíntesis del plancton y el intercambio gaseoso, dando
comienzo a la solubilización de los compuestos y afección en los ecosistemas marinos
produciendo muerte de los organismos por asfixia, por envenenamiento, destrucción de
los organismos jóvenes o recién nacidos, disminución de la resistencia o aumento de
infecciones en las especies, especialmente avifauna, efectos negativos sobre la
reproducción y propagación a la fauna y flora marina, destrucción de las fuentes
alimenticias de las especies superiores y la incorporación de carcinógenos en la cadena
alimenticia (Alonso y López, 2002; Hidalgo, 2009).

La biodegradación microbiana del petróleo se lleva a cabo por acción de vías metabólicas
de los microorganismos por las cuales las sustancias tóxicas son transformadas en
productos no tóxicos (Núñez et al., 2002). Los microorganismos pueden degradar
compuestos alifáticos (alcanos, alquenos y alquinos), oxidando el último carbono de la
molécula para generar un hidrocarburo con un grupo alcohol con ayuda de las
monooxigenasas. Mediante otras enzimas este grupo se oxida hasta grupo aldehído y
finalmente a un grupo carboxílico, de esta forma se obtiene una molécula similar a un
ácido graso y puede ser degradado a acetil-CoA por -oxidación. La oxidación puede
darse en carbonos no terminales dando lugar a dos ácidos grasos que se procesarán por
-oxidación (Widdel y Rabus, 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Vía metabólica para la degradación de hidrocarburos alifáticos en presencia de
oxígeno (Widdel y Rabus, 2001).

La remoción de los compuestos aromáticos puede llevarse a cabo por bacterias que
contienen mono o di- oxigenasas, utilizando el oxigeno para la activación y ruptura del
anillo aromático y también como aceptor final de los electrones para la oxidación completa
de estos compuestos, ésta ruta metabólica comprende las vías altas o periféricas, que
consisten en modificar los anillos aromáticos en protocatecuate y catecol y las vías bajas
donde a partir de estas dos moléculas se puede llevar a cabo el rompimiento del anillo
mediante enzimas específicas (Morlett et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Vías bajas para la degradación de compuestos aromáticos (Suarez, 1993).

Algunas bacterias marinas poseen la capacidad de utilizar hidrocarburos como fuente de
carbono y son la mejor opción para usarse en los derrames de petróleo en zonas costeras
(Cabranes et al., 2006; Narváez-Flórez et al., 2008; Pucci et al., 2010). Los hidrocarburos
derivados del petróleo son fuente de carbono primaria para las bacterias
hidrocarburoclásticas obligadas (solo hidrocarburos) y facultativas (hidrocarburos y otras
fuentes de carbono) (Golyshin et al., 2002; Muyzer et al., 2008); entre las
hidrocarburoclásticas facultativas más reconocidas se destacan bacterias pertenecientes
a géneros como Vibrio, Pseudoalteromonas, Marinomonas, Halomonas, Pseudomonas
(Harayama et al., 2004), Bacillus, Klebsiella, Chromobacterium, Flavimonas, entre otros
(Narváez-Flórez et al., 2008; Chikere et al., 2009). Como hidrocarburoclásticas obligadas
se reconocen bacterias de los géneros Alcanivorax, Cycloclasticus, Oleiphilus, Oleispira y
Planococcus (Harayama et al., 2004).
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Los esfuerzos por aislar microorganismos nativos a partir de sustratos de hidrocarburos,
han permitido obtener nuevos grupos taxonómicos, fisiológicamente novedosos entre
ellas están, las bacterias hidrocarburoclásticas obligadas, que han sido reconocidas por
su función en la remoción de hidrocarburos provenientes de aguas marinas contaminadas
(Yakimov et al., 2007), constituyéndose en candidatos ideales para estrategias de
biorremediación (Ron y Rosenberg, 2002), puesto que la reintroducción de
microorganismos nativos aislados de un medio contaminado con petróleo, parece ser el
método de biorremediación más efectivo (Samanez, 2008).

La biorremediación emplea organismos vivos (plantas, hongos, bacterias naturales o
modificadas genéticamente) como un sistema para neutralizar, transformar o remover
compuestos orgánicos tóxicos a productos metabólicos inocuos o menos tóxicos
(compuestos inorgánicos como CO2, agua y formas inorgánicas de N, P y S) (Volke y
Velasco, 2003; Benavides et al., 2006). Puede ser aplicada “in situ” o “ex situ”. “In situ” se
refieren a las que se aplican en el área a tratar, mientras que en las “ex situ” los productos
son aplicados al material contaminado donde pueda ser tratado. Además la
biorremediación aplica técnicas de bioestimulación (adición de nutrientes, sustratos o
tensoactivos que estimulen el crecimiento y actividad metabólica de los microorganismos)
y de bioaumentación (uso de enzimas o cultivos de microorganismos con alta capacidad
de degradar el compuesto contaminante no deseado hasta sus moléculas básicas)
(Núñez et al., 2002; Benavides et al., 2006).

5.1.1 Bacterias acumuladoras de PHAs a partir de hidrocarburos. Algunas cepas
productoras de PHA a partir de sedimentos marinos se agrupan en géneros como
Beneckea y Vibrio (Oliver y Colwell, 1973; Baumann et al., 1971), otras bacterias son
Rodococcus ruber (Alvarez et al., 1997), Vibrio spp. (Arun et al., 2009; Chien et al., 2007),
Halomonas profundus sp. nov., (Simon-Colin et al., 2008), H. hydrothermalis (Shrivastav
et al., 2011; Shrivastav et al., 2010), Saccharophagus degradans (González-García et al,
2008), S. degradans 2-40 (Zhang et al., 2011), Photobacterium leiognathi, V. harveyi
(Boyandin et al., 2008), Pseudomonas aeruginosa CMG607w (Jamil y Ahmed, 2008),
Bacillus cereus, B. mycoides (Arun et al., 2009), B. megaterium (Prabhu et al., 2010), B.
megaterium SRKP-3 (Pandian et al., 2010) y Pseudoalteromonas sp. SM9913 (Wang et
al., 2010). Recientemente, los tapetes microbianos han sido considerados como los
sistemas más diversos para la producción de PHAs (Rothermich et al., 2000), los
aislamientos bacterianos acumuladores de PHAs provenientes de tapetes marinos
contaminados pertenecen a los generos Bacillus, Staphylococcus, Paracoccus y
Micrococcus (López-Cortés et al., 2008).

Para las bacterias marinas degradadoras de hidrocarburos, la contaminación con petróleo
constituye una condición temporal de exceso de carbón acoplado a una limitada
disponibilidad de nitrógeno que le permite a la bacteria acumular compuestos de
almacenamiento como los TAGs, WEs y PHAs (Sabirova et al., 2006a; Manilla-Pérez et
al., 2010), sin embargo son pocos los estudios reportados acerca de bacterias marinas
capaces de acumular PHAs a partir de hidrocarburos, tales como Alcanivorax
borkunmensis capaz de degradar hidrocarburos de ambientes contaminados con petróleo
(Kalscheuer et al., 2007) y también de biotrasnformarlos eficientemente en PHAs
extracelulares para usos biotecnológicos (Prieto, 2007); A. borkunmensis SK2, reveló la
superproducción y localización extracelular de PHAs en estado mutante (Sabirova et al.,
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2006a) y algunas bacterias como M. hydrocarbonoclasticus, A. jadensis T9,
Thalassolituus oleivorans reconocidas por acumular compuestos lipídicos como los PHAs,
triacilgliceroles (TAGs) y ésteres céricos (WEs) bajo condiciones desbalanceadas de
crecimiento (Manilla-Pérez et al., 2010).

En cuanto a los genes implicados en la producción de PHAs se han descrito algunos en
microorganismos marinos como Saccharophagus degradans (Kalia et al., 2003), A.
borkumensis cepa SK2, (phaC1 y phaC2) (Sabirova et al., 2006a), Pseudomonas spp.
relacionada con P. stutzeri (clase II) (Revelo et al., 2007), Paracoccus seriniphilus (clase I)
(López-Cortés et al., 2010). Un estudio demostró que haloarchaea, bacteria y arqueas
comparten las afiliaciones genéticas mas cercanas entre las PHA sintasas, proliferando
en los hábitats de origen marino, además se demostró que la PHA sintasa de haloarchaea
pertenecen a la clase III y la PHA sintasa de dos bacterias halofílicas, Chromohalobacter
salexigens y Halophila halorhodospira, se relacionaron con la clase I (Quillaguamán et al.,
2010). Hasta la revisión actual de literatura, en Colombia no se han realizado
investigaciones sobre bacterias marinas hidrocarburoclásticas acumuladoras de PHAs.

5.2 CARACTERIZACIÓN DE BACTERIAS MEDIANTE SECUENCIACIÓN PARCIAL DEL
GEN 16S rRNA.

Actualmente se encuentran disponibles herramientas para la caracterización e
identificación de especies, tales como el uso de marcadores moleculares entre los cuales
esta la secuenciación del gen 16S rRNA (Muyzer et al., 1993). El 16S rRNA es un
polirribonucleótido de aproximadamente 1500 pb, codificado por el gen rrs, también
denominado DNA ribosomal 16S (16S rDNA) (Rodicio y Mendoza, 2004). En particular,
los genes 16S rRNA se han convertido en el estándar para la determinación de relaciones
filogenéticas, la evaluación de la diversidad en el medio ambiente, la detección y
cuantificación de poblaciones específicas (Acinas et al., 2004).

Woese en 1987 considero la secuenciación parcial del gen 16S rRNA como instrumento
de identificación parcial de bacterias ya que esta macromolécula presenta una serie de
características que fueron consideradas para usarlo como cronómetro molecular definitivo
(Olsen y Woese, 1993). Durante las últimas dos décadas los microbiólogos se han basado
principalmente en las secuencias del gen 16S rRNA para la identificación y clasificación
de las bacterias; el análisis de la secuencia del gen 16S rRNA se utiliza en dos
aplicaciones principales: la identificación y clasificación de cultivos puros y la estimación
de la diversidad bacteriana en las muestras ambientales (Dorigo et al., 2005; Rajendhran
y Gunasekara, 2011).

Según Rodicio y Mendoza (2004), 16S rRNA es una molécula conservada en todas las
bacterias y que constituye por tanto una diana universal; su estructura y función han
permanecido constantes durante un tiempo muy prolongado de modo que las alteraciones
en la secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios, estos cambios ocurren de
manera suficientemente lenta lo cual aporta información acerca de todos los procariotas a
lo largo de la escala evolutiva; su tamaño (1500 pb) minimiza las fluctuaciones
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estadísticas que se produzcan en la secuencia y la conservación en estructura secundaria
puede servir de ayuda en las comparaciones, aportando una base para el alineamiento
preciso, además por la facilidad de secuenciar los 16S rRNA existen bases de datos
amplias y en continuo crecimiento tales como: NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y RDP (Ribosomal Database Project). La secuenciación parcial del gen ARNr
16S, es una herramienta molecular que permite aproximarse a la determinación del
género de una bacteria, su precisión depende de las regiones del gen amplificadas y del
tamaño del fragmento amplificado.

5.3 SÍNTESIS DE POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAs) EN BACTERIAS.

Entre las principales sustancias lipofílicas acumuladas por las bacterias en condiciones de
crecimiento desequilibrado están los triacilgliceroles (TAGs), los ésteres céricos (WEs) y
los polihidroxialcanoatos (PHAs) (Manilla-Pérez et al., 2010). Los PHAs son poliésteres de
hidroxialcanoatos y se acumulan en forma de gránulos en el citoplasma de muchos
géneros bacterianos como compuestos de almacenamiento de carbono y energía
(Steinbüchel, 1991; Steinbüchel y Valentin, 1995). Los granulos de PHAs tienen tamaños
que oscilan entre 0,2 y 0,5 μm y un número aproximado de 8 a 10 gránulos por célula que
varía dependiendo de la especie, el contenido de PHAs en las células generalmente no es
muy alto y dependiendo de las cepas bacterianas, es de 2 a 10% del peso de la masa
celular seca y puede alcanzar hasta 90% si el crecimiento bacteriano se limita por el
agotamiento de los componentes nutricionales esenciales (Du et al., 2001; Ojumo et al.,
2004).

En la mayoría de las bacterias los PHAs son sintetizados bajo condiciones desfavorables
de crecimiento tales como limitación de nitrógeno, fósforo, magnesio u oxígeno, y en
presencia de exceso de una fuente de carbono (Madison y Huisman, 1999). Las
propiedades materiales de los PHAs, los hacen similares a los plásticos y elastómeros
convencionales derivados de petroquímicos, con la propiedad de que son degradados a
agua y dióxido de carbono por microorganismos en varios ambientes tales como, suelo,
lagos y mares (Ojumo et al., 2004; Almeida et al., 2004).

La composición monomérica del biopolímero, depende de la fuente de carbono, de la
enzima PHA sintasa y de las vías metabólicas en cada célula (Anderson y Dawes, 1990;
Rehm, 2003; Aldor y Keasling, 2003). Los PHAs pueden ser sintetizados con diversos
monómeros consistentes en longitudes de cadena de carbono que van desde 3 a 14 (Gao
et al., 2011). Los PHAs suelen dividirse en dos grupos dependiendo del número de
átomos de carbono de los monómeros: PHAs de cadena corta (scl-PHAs) de 3-5 átomos
de carbono y PHAs de cadena media (mcl-PHAs) de 6-14 átomos de carbono (Rehm,
2003).

Actualmente los PHAs dependiendo del tipo de monómero, pueden ser homopolímeros,
los cuales contienen un solo tipo de hidroxialcanoato como unidad de monómero, por
ejemplo P(3HB) poli(3-hidroxibutirato), P(3HHx) poli(3hidroxihexanoato), o puede ser un
heteropolímero (copolímero) que tiene más de un tipo de hidroxialcanoato como unidades
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de monómero, por ejemplo el P3(HB-co-3HV) poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato),
3HHx-co-3HO Poli (3-hidroxihexanoato-co-3hidroxioctanoato) y P (3HB-co-3HHx) Poli (3-
hidroxibutirato-co-3hidroxihexanoato) (Rai et al., 2011).

Se ha descrito recientemente copolímeros en bloques que consisten en cadenas de
polímeros que contienen dos o más regiones de un único polímero unidos
covalentemente, estas unidades enantioméricas capturan las propiedades de cada bloque
que pueden generar mejores propiedades de PHAs. Las estructuras de bloque de
copolímeros incluyen A-B Dibloque, A-B-C Tribloque o (AB)n múltiples bloques repetitivos
(Gao et al., 2011). La síntesis bacteriana de copolímeros en bloque de PHAs es poco
común, algunos estudios como el de Pederson y colaboradores (2006) reportan la
formación por Ralstonia eutropha de un copolímero en bloque de PHB-b-PHBV, Li y
colaboradores (2011) evaluaron la capacidad de producción de PHB-b-PHVHHp, un
copolímero en bloque producido por una cepa recombinante de Pseudomonas putida.
Existen dos grandes grupos de sustratos utilizados en la biosíntesis de estos polímeros:
los sustratos relacionados y los sustratos no relacionados; la síntesis a partir de sustratos
relacionados se denomina de esta forma ya que la composición del polímero producido
refleja claramente el sustrato proporcionado por tanto, en los últimos años se ha
observado un aumento significativo en el empleo de fuentes de carbono simples y de bajo
costo para la producción de polímeros biodegradables con estructura diferente de la
fuente de carbono empleada (Rocha, 2007).

5.3.1 Detección y cuantificación de PHA. La detección de gránulos de polímero
intracelular se hace mediante el uso de tinciones de espectro lipofílico: negro Sudán, azul
de Nilo A y rojo de Nilo (Schlegel et al., 1970; Ostle y Holt, 1982; Kranz et al., 1997;
Spiekermann et al., 1999), sin embargo estas han sido consideradas como técnicas
inespecíficas porque no permiten diferenciar entre PHAs, TAGs, WEs y otros lípidos
neutros (Kalscheuer et al., 2007), por esta razón se han propuesto recientemente el uso
combinado de técnicas colorimétricas con herramientas moleculares (Sheu et al., 2000;
Solaiman et al., 2000; Shamala et al., 2003; Revelo et al., 2007).

Para la caracterización de PHAs se han empleado técnicas como la cromatografía de
gases, que utiliza como patrón interno ácido benzóico, el cual establece tiempos de
retención determinados para cada uno de los tipos de estructuras y cantidad de carbonos
presentes en ellas (Braunegg et al., 1998). Para esta cuantificación es necesario extraer
los PHAs de las células y despolimerizarlos mediante métodos como metanólisis o
propanólisis para formar metil-ésteres y propil-ésteres respectivamente; la cuantificación
de PHAs también se realiza mediante análisis espectroscópico de Resonancia Magnética
Nuclear con C13 (C13-NMR) (Dai et al., 2008).

5.3.2 Bacterias productoras de PHA. Se puede presentar los microorganismos
acumuladores de PHAs agrupados con base en la producción de PHAs de cadena corta o
de cadena media (Tian et al., 2000). Para el primer caso, sobresalen R. eutropha,
Caulobacter crecentus, Azorhizobium culinodans, Rhizobium etli, Sinorhizobium meliloti,
Paracoccus denitrificans, Methylobacterium extorquens, Zooglea ramigera, Aeromonas
punctata, Gordonia rubripertinctus, Delftia acidovornas, Allochromatium vinosum,
Thiocystis violacea, T. pfenningii y Synechocystis sp. (Rehm, 2003), Bacillus sp., (McCool
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y Cannon, 2001), Bradyrhizobium lupini (Bravo y Fernández, 2005), entre otras; Algunas
de las bacterias que producen PHAs de cadena media pertenecen a géneros como
Pseudomonas (Rehm, 2003) y a especies como, Burkholderia caryophylli (Hang et al.,
2002), Burkholderia sp. IBUN S1602 (Revelo et al., 2007) y A. burkomensis (Sabirova et
al., 2006a).

Las bacterias gram positivas principalmente de los géneros Bacillus y Streptomyces, han
sido ampliamente utilizadas en la industria, sin embargo, estos microorganismos aún no
han sido explorados para la producción de polímeros biodegradables; otros géneros de
bacterias Gram positivas productoras de PHAs son Clostridium, Corynebacterium,
Nocardia, Rhodococcus, Staphylocuccus (Valappil et al., 2007).

5.3.3 Genes que codifican para las enzimas del metabolismo de PHAs. Los genes que
codifican para las enzimas PHA sintasas y otras proteínas relacionadas con el
metabolismo de PHAs, están agrupados en el cromosoma bacteriano (Rehm, 2003)
(Figura 3). R. eutropha poseen el gen phaC de clase I. El operón phaCAB tiene los genes
phaC, que codifica para la enzima PHA sintasa, phaA (β-cetotiolasa) y phaB (acetoacetil-
CoA reductasa dependiente de NADPH) (Antonio et al., 2000). Las Pseudomonas que
acumulan mcl-PHAs, poseen dos genes phaC (phaC1 y phaC2) los cuales codifican PHA
sintasas de clase II y están separados por el gen phaZ que codifica para la enzima PHA
depolimerasa; además contienen el gen phaD (codifica para una proteína estructural que
estabiliza los gránulos de PHA) seguido por los genes phaI y phaF que codifican proteínas
estructurales y reguladoras (Rehm, 2003).

En las bacterias que poseen PHA sintasas de clase III, los genes phaC y phaE están
directamente enlazados en sus genomas y posiblemente constituyen un operón; en
Chromatium vinosum, phaA y phaB están localizados en dirección opuesta a phaC y phaE
(Müh et al., 1999; Liebergesell et al., 2000). Los genes para la PHA sintasa clase IV, se
encuentran en bacterias pertenecientes al género Bacillus y presentan los genes phaR y
phaC, los cuales están separados por phaB (McCool y Cannon, 2001).
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Figura 3. Organización de los genes que codifican para las diferentes PHA sintasas.
phaC/C1/C2, genes que codifican para la PHA sintasa; phaE, codifica para la subunidad
de PHA sintasa; phaA, codifica para la β- cetotiolasa; phaB, codifica para la acetoacetil-
CoA reductasa; phaR, para una proteína reguladora; ORF, marco abierto de lectura con
función desconocida; phaZ, para la PHA depolimerasa; phaD, marco abierto de lectura
con función desconocida; phaP, para la fasina (Revelo, 2005 modificado de Rehm, 2003
Revelo, 2005).

5.3.4 PHA Sintasas. Las PHA sintasas son las enzimas claves de la biosíntesis de PHA y
catalizan la conversión estéreo-selectiva de sustratos (R)-3-hidroxiacil-CoA a PHAs.
Según Rehm (2003) las PHA sintasas se clasifican en cuatro clases con base en la
estructura primaria de aminoácidos, la especificidad de sustrato y la composición de la
subunidad (Tabla 1). Las PHA sintasas Clase I (R. eutropha), compuestas por un solo tipo
de subunidad, son preferencialmente activas hacia tioésteres CoA de varios 3-
hidroxialcanoatos de cadena corta, que comprenden de tres a cinco átomos de carbono
Las PHA sintasas Clase II (Pseudomonas aeruginosa), compuestas por un solo tipo de
subunidad, son preferencialmente activas hacia tioésteres CoA de varios 3-
hidroxialcanoatos de cadena mediana, que comprendan al menos cinco átomos de
carbono, incorporan preferencialmente ácidos grasos 3- hidroxi de cadena media(C6-C14)
dentro de los PHAs y el producto resultante es un polímero semejante al látex.
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Las PHA sintasas Clase III (Allochromatium vinosum), comprenden enzimas conformadas
por dos diferentes tipos de subunidades, cada una aproximadamente de 40 KDa, La
subunidad PhaC, que exhibe una similitud de su secuencia aminoacídica de 21-28 % a las
PHA sintasas de clase I y II; y la subunidad PhaE, que no muestra similitud con las PHA
sintasas. Estas PHA sintasas prefieren tioésteres CoA de 3-hidroxialcanoatos de cadena
corta.

Las PHA sintasas Clase IV (B. megaterium) se parecen a las PHA sintasas de clase III,
pero PhaE es reemplazada por PhaR (McCool y Cannon, 2001). Las PHA sintasas
novedosas descubiertas en el género Bacillus tienen la habilidad de incorporar tanto scl-
PHA como mcl-PHA, indicando que el género puede ser un productor potencial de PHAs
novedosos con diferentes rangos de composiciones monoméricas, además la cepa
Bacillus sp. INT005 presento la habilidad de producir poli(3-hidroxibutirato), poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato), poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) y poli(3-hidroxibutirato-co-6-
hidroxihexanoato-co-3-hidroxihexanoato) a partir de fuentes de carbono apropiadas
(Tajima et al., 2003). Además las bacterias de este género están asociadas con la
acumulación de copolímeros a partir de una sola fuente de carbono (Valappil et al., 2007)

Tabla 1. Clases de sintasas de poliéster*

clase
Subunidad
(origen del
prototipo)

Especies representativa
[Substrato]

posibles bloques
constructos incorporados

en el PHA

II

Huisman y
colaboradores (1991)

Pseudomonas aeruginosa
[Tioésteres CoA de ácidos
grasos (R)-3-hidroxi (6-14

C)]
3-hidroxioctanoato

III

Liebergesell y
Steinbüchel, (1992)

Allochromatium vinosum
[Tioésteres de CoA de (R)-

3-hidroxil ácidos graso
(3-5 C)]

IV

McCool y Cannon
(2001)

Bacillus megaterium

[3HASCL-CoA]

I

Peoples y Sinskey
(1989)

Ralstonia eutropha
[Tioésteres de (R)-3-hidroxi

–CoA]

3-Hidroxibutirato

* Fuente: Rehm (2003) modificada en esta investigación.
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Cabe destacar que para los diferentes tipos de PHA sintasa existen algunas excepciones
que muestran una amplia especificidad de la enzima por el sustrato, por ejemplo, la PHA
sintasa de Thiocapsa pfennigii (Clase III), tiene una amplia especificidad por sustratos de
cadena corta y de cadena mediana (Liebergesell et al., 2000); la PHA sintasa de
Aeromonas punctata (clase I), sintetiza el copolímero P(3HB-co-HH) (poli (3-
hidroxibutirato-co-3 hidroxihexanoato) (Rehm, 2003).

5.3.5 Rutas Metabólicas para la síntesis de PHAs. Se conocen más de 5 vías metabólicas
que llevan a la síntesis de PHAs. En la Figura 4 (Chen, 2010) se relacionan las más
importantes. Estas rutas muestran las enzimas y genes involucrados en la biosíntesis de
PHAs. La biosintesis de PHA ha sido bien estudiada en los últimos años. El acetil-CoA es
el componente clave para suplir el 3--hidroxialkanoil-CoA de diferentes longuitudes como
substratos para las PHA sintasas de diversas especificidades. Además el 3--
hidroxialcanoil-CoA tambien puede ser suministrado a partir de la b-oxidación de acidos
grasos de diferentes longuitudes de cadena. Algunos genes codificando varias enzimas
estan directa o indirectamente involucrados en la síntesis de PHA (Tabla 2).

Hasta ahora, la biosíntesis de PHA se puede resumir en ocho vías metabólicas (Figura 4,
Tabla 2). La primera vía consiste en las tres principales enzimas b-cetotiolasa,
dependiente de NADPH, acetoacetil-CoA reductasa y PHA sintasa codificada por los
genes phaA, PhaB y PhaC, respectivamente. Ralstonia eutropha es el representante de
esta vía. Una vía asociada implicada en la degradación de PHA catalizada por la PHA
despolimerasa, dímero hidrolasa, 3-hidroxibutirato deshidrogenasa y acetoacetil CoA-
sintasa ayuda a regular la síntesis y degradación de PHA. La vía asociada se encontró en
las cepas de Aeromonas hydrophila, Pseudomonas stutzeri, R. eutropha y Pseudomonas
oleovorans (Sudesh et al., 2000).

La segunda vía de síntesis de PHA (vía II) se relaciona con la absorción de ácidos grasos
por microorganismos. Después de la b-oxidación del ácido graso, la acil-CoA entra en el
proceso de síntesis de monómeros de PHA. Las enzimas, incluyendo 3-cetoacil-CoA
reductasa, epimerasa, (R)-enoil-CoA hidratasa /enoil-CoA hidratasa I, acil-CoA oxidasa
(putativa) y enoil-CoA hidratasa I (putativa) se comprobó que estaban involucradas en el
suministro del precursor  3-hidroxiacil-CoA para la síntesis de PHA. Pseudomonas putida,
Pesudomonas aeruginosa y A. hydrophila son capaces de utilizar la vía II para sintetizar
mcl-PHA o copolímeros de (R)-3-hidroxibutirato (R3HB) y (R)-3-hidroxihexanoato
(PHBHHx).

La Ruta III involucra a la 3-hidroxiacil-ACP-CoA transferasa (PhaG) y malonil-CoA-ACP
transacilasa (FabD), las cuales ayudan a proporcionar 3-hidroxiacil-ACP para formar el
monómero de PHA  3-hidroxiacil-CoA, que conduce a la formación de PHA bajo la acción
de la PHA sintasa (Sudesh et al., 2000; Zheng et al., 2005; Taguchi et al., 1999). La ruta
IV utiliza el NADH dependiente acetoacetil-CoA reductasa para oxidar (S)-(+)-3-
hidroxibutiril-CoA. Una alta proporción de NADPH a NADP + podría favorecer la reducción
de acetoacetil-CoA para la síntesis de poli [(R)-3-hidroxibutirato] (PHB). La ruta V utiliza
la succinil semialdehído deshidrogenasa (SucD), 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (4hbD)
y 4-hidroxibutirato-CoA: CoA transferasa (OrfZ) para sintetizar 4-hidroxibutiril-CoA y
formar 4-hidroxibutirato que contiene el PHA. Esta vía se reporto en Clostridium kluyveri
(Valentín y Dennis, 1997). La ruta VI emplea la lactonasa putativa y la sintetasa de
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hidroxiacil-CoA para transformar el 4,5-alkanolactone en 4,5-hidroxiacil-CoA para la
síntesis de PHA (Valentín y Steinbüchel 1995).

La ruta VII esta basada en alcohol deshidrogenasa putativa la cual se ha encontrado en
A. hydrophila 4AK4. En la vía VII, el 1,4-butanodiol se oxida a 4-hidroxibutirato y luego a
4-hidroxibutiril-CoA por el  4-hidroxibutirato contenido en la síntesis de PHA (Xie y Chen,
2008). La ruta VIII convierte el 6-hidroxihexanoato en 6-hidroxihexanoato conteniendo
PHA bajo las acciones de las ocho enzimas (Tabla 2).

Tabla 2. Rutas de biosíntesis para polihidroxialcanoatos (PHAs)  y enzimas involucradas*
Número Vía Abreviación Enzima

1 Vía 1  PhaA β-cetotiolasa

2 PhaB NADPH dependiente de Acetoacetil-CoA
reductasa.

3 PhaC PHA sintasa

4 Vía
asociada PhaZ PHA depolimerasa

5 Dimer hidrolasa
6 (R)-3-Hidroxibutirato deshidrogenasa
7 Acetoacetil-CoA sintetasa
8 Vía 2 3-Cetoacil-CoA reductasa
9 FabG Epimerasa
10 (R)-Enoil-CoA hidratasa/enoil-CoA hidratasa I
11 PhaJ Acil-CoA oxidasa, putativa
12 Enoil-CoA hidratasa, putativa

13 Vía 3 3-Hidroxiacil –ACP-CoA transferasa malonil -
CoA-ACP transacilasa

14 Vía 4  PhaG
FabD

NADH dependiente de acetoacetil-CoA
reductasa

15 Succínico semialdehído deshidrogenasa
16 Vía 5  SucD 4-Hidroxibutirato deshidrogenasa
17  4hbD 4-Hidroxibutirato-CoA:CoA transferasa
18 Vía 6 OrfZ Lactonasa, putativa
19 Hidroxiacil-CoA sintasa, putativa
20 Vía 7 Alcohol deshidrogenasa, putativa
21 Vía 8 Cyclohexanol deshidrogenasa
22 ChnA Cyclohexanona monooxigenasas
23 ChnB Caprolactano hidrolasa
24 ChnC 6-Hidroxihexanoato deshidrogenasa
25 ChnD 6-Oxohexanoato deshidrogenasa
26 ChnE Semialdehido deshidrogenasa, putativa
27 6-Hidroxihexanoato deshidrogenasa, putativa
28 Hidroxiacil-CoA sintasa, putativa

*Fuente: Chen (2010).
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Figura 4. Rutas metabólicas de biosíntesis de PHA (Chen, 2010).
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6. METODOLOGÍA

6.1 SELECCIÓN DE BACTERIAS MARINAS HIDROCARBUROCLÁSTICAS
PROVENIENTES DE LA BAHIA DE TUMACO-NARIÑO ACUMULADORAS DE PHAs

6.1.1 Área de estudio y toma de muestras. La bahía de Tumaco está localizada en el
extremo sur del litoral Pacífico del departamento de Nariño, entre las latitudes 01° 37’ y
02° 09’ 30” y longitudes 79° 01’ y 78° 26’; en esta zona se establecieron 10 puntos de
muestreo localizados en las siguientes áreas: Estero el Pajal (puntos 1, 2, 3 y 4) latitud 1°
48' 43" - longitud 78° 47' 26", Puente el Pindo (punto 5) latitud 1° 48' 93" - longitud 78° 46'
50", Estación de servicio (EDS) Mobil del Litoral (punto 6) latitud 1° 48' 30" - longitud
78º78’49”, EDS La Bombita (punto 7) latitud 1°48’ 30" - longitud 78º78’49”, EDS Isla
Dorada (punto 8) latitud 1°48’ 30" - longitud 78º 78’ 49”, EDS Romero y Burgos (punto 9)
latitud 01°48'12" - longitud 78°04' aproximadamente y Muelle Sociedad Portuaria sector
Gabarra ECOPETROL (punto 10) latitud 01º 53' 00'' - longitud 78º 48' 35'' (Figura 5).

Figura 5. Mapa de la bahía de Tumaco-Nariño, ubicación 10 puntos de muestreo. Fuente:
http://www.cccp.org.co.

Con el fin de obtener muestras compuestas y asegurar una adecuada representatividad,
cada punto de muestreo se subdividió en 5 parcelas preferenciales (Humboldt, 2003). En
cada uno de estos puntos se colectaron muestras de agua superficial con ayuda de
botellas oceanográficas Ninsky, entre los 125 y 465 cm respectivamente (disco Secchi) y
se depositaron en frascos plásticos estériles de 1 litro de capacidad. Todas las muestras
fueron debidamente marcadas y guardadas en neveras de icopor con hielo para ser
transportadas antes de 24 horas hasta el Laboratorio de Biotecnología Microbiana de la

http://www.cccp.org.co


20

Universidad de Nariño. En total se obtuvo 1 muestra compuesta de agua por cada punto
de muestreo (10 muestras en total).

6.1.2 Aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos. Con el fin de obtener una
amplia gama de bacterias degradadoras de hidrocarburos se realizaron ensayos de
enriquecimiento en sistemas de cultivo continuos desarrollados en un Biorreactor de Flujo
Ascendente (BFA). El biorreactor consistió en un cilindro de 4 pulgadas de diámetro
interno, una altura nominal de 1,20 m, en la base del biorreactor se localiza la columna de
flujo ascendente, el sistema estuvo dotado de una bomba de aproximadamente 45 W de
potencia que permitió la elevación de 1,80 m, con un diámetro de salida y caudal
proporcional al sistema integral, la bomba se encontraba sumergida dentro del tanque de
reserva del liquido, donde por medio de válvulas reguladoras se controló el afluente y
efluente del sistema; manteniendo así, un flujo de retención de liquido en el sistema por
cinco días. El sistema de BFA estuvo dotado de tres sitios de muestreo a diferentes
niveles de altura y aireadores de doble salida, que se insertaron desde la parte superior
hasta la columna central, los BFAs estuvieron fijados a la pared mediante ángulos de
aluminio de 1 x 1 cm (Figura 6).

Figura 6. Diseño Biorreactor de Flujo Ascendente (BFA) (Fuente: esta investigación).

El medio de cultivo que se utilizó en los BFAs, estuvo basado en el medio propuesto por
Brito y colaboradores (2006), modificado en su fuente de carbono y su composición
básica de sales, el medio contenía por litro de agua de mar: NH4Cl2 (0,27 g), K2HPO4
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(0,25 g) y como única fuente de carbono y energía, petróleo (Ecopetrol – Putumayo) (1
mL/L). El inóculo para los BFAs, fueron muestras de agua proveniente de diferentes
puntos de la bahía de Tumaco - Nariño, que en la literatura se han reportado como áreas
contaminadas por derrames de hidrocarburos de petróleo (Garay-Tinoco et al, 2006).
Cada BFA se inoculó al 10% con las muestras de agua de la siguiente manera, puntos 1,
2, 3 y 4 en el BFA1, puntos 5, 6 y 7 en el BFA2 y puntos 8, 9, 10 en el BFA3.

Cada 5 días, durante 20 días de fermentación se tomaron 5 mL de muestra de cada nivel
de los BFAs, que se usaron para hacer diluciones seriadas hasta 10-3 y a partir de cada
dilución se tomaron 1000 μL para realizar por triplicado la siembra en placa. El medio de
cultivo utilizado fue el propuesto por Brito y colaboradores (2006), modificado en su fuente
de carbono con diesel y gasolina (1 mL/L de cada una) y su composición básica de sales;
las placas se incubaron a 25°C y el crecimiento bacteriano se observó cada 24 horas.
Además se realizó recuento de Unidades Formadoras de Colonia por mL (UFC/mL) para
la dilución 10-3, debido a que en esta dilución se obtuvieron colonias aisladas.

Los aislamientos bacterianos procedentes de este sistema de cultivo se diferenciaron por
las características culturales macroscópicas y microscópicas. Con base en éstas
características se realizaron análisis de similitud mediante el programa estadístico PAST
(Hammer et al., 2001), para obtener clusters donde se agruparon los aislamientos
bacterianos según la similitud de sus caracteristicas.

6.1.3 Preservación de las bacterias seleccionadas. Los aislamientos bacterianos
obtenidos se repicaron para mantener su viabilidad y pureza mediante cultivos en tubos y
placas con agar nutritivo y con agar Brito modificado en su fuente de carbono con diesel y
gasolina (1 mL por litro de agua) (Brito et al., 2006); posteriormente los aislamientos
bacterianos cultivables se preservaron por cuatro métodos, cada uno por duplicado, (1)
crioviales conteniendo 250 µL de glicerol al 30% y 750 µL de solución salina al 0,85% con
el inóculo de la cepa bacteriana, los crioviales fueron almacenados a -20ºC; (2) Crioviales
conteniendo 250 µL de glicerol al 30%, 500 µL de solución salina al 0.85% con el inóculo
de la cepa bacteriana y 250 µL de caldo Brito modificado en su fuente de carbono con n-
octano al 1%, los crioviales fueron almacenados a -20ºC; (3) subcultivo con Agar Nutritivo
inclinado en viales y tubos, almacenados a 18ºC; (4) subcultivo con Agar Brito modificado
en su fuente carbono con n-octano al 1% en viales y tubos almacenados a 18ºC.

6.1.4 Evaluación de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos acumuladores de
PHAs. Se sembraron los aislamientos bacterianos en un medio desbalanceado en las
fuentes de carbono y nitrógeno, según Spiekermann y colaboradores (1999) y Fernández
y colaboradores (2006), este medio de cultivo se preparó con glucosa (5 g), peptona
bacteriológica (2,5 g), extracto de levadura (2,5 g) y agar (1,2 g), por litro de agua de mar,
fue suplementado con rojo Nilo al 0,1%; posteriormente se realizó observación a 24, 48 y
72 horas con lámpara de luz UV (340 nm), las colonias que al someterse a la luz UV,
presentaron una emisión de fluorescencia naranja se consideraron positivas para la
acumulación de compuestos lipídicos como los PHAs (Spiekermann et al., 1999; Ostle y
Holt, 1982), por otra parte se realizaron las preparaciones bacterianas con tinción del
colorante lipofílico negro de Sudán (Schlegel et al., 1970), a partir de los mismo cultivos,
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las placas que presentaron células con inclusiones o gránulos de coloración oscura se
consideraron potenciales para la acumulación de PHA.

6.2 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS
HIDROCARBUROCLÁSTICOS Y DETECCION DEL GEN phaC.

Para la optimización de las condiciones requeridas en los métodos moleculares y como
control de estos procesos se emplearon las cepas de referencia Escherichia coli BUN001
(control phaC negativo) y Pseudomonas aeruginosa BUN010 (control phaC positivo)
provenientes del cepario de microbiología de la Universidad de Nariño.

El DNA de las cepas de referencia y de los aislamientos bacterianos se obtuvo mediante
el protocolo de lisado bacteriano propuesto por Revelo y colaboradores (2007) modificado
a 15 minutos en el tiempo de ebullición, brevemente, las colonias aisladas de la bacteria
crecida en medio sólido durante aproximadamente 24 horas, se resuspendieron en 100 µL
de agua ultrapura grado HPLC esterilizada hasta alcanzar una densidad óptica de 0.7 A
(600 nm), la suspensión celular se sometió a ebullición a 95ºC por 15 minutos. La
concentración de DNA para la amplificación de fragmentos del gen 16S rRNA y del gen
phaC se determinó mediante las ecuaciones propuestas por Doggett y colaboradores
(1992).

a. (tamaño del genoma pb) (660 g/mol) / 6.02 x 10 23 = g DNA / célula;

b. (g DNA/ célula) (células /mL) = (g DNA / mL) (1 x 10 6 μg / mL) = μg DNA / mL.

c. (μg DNA/ mL) (equivalentes de genoma*) = μg DNA / mL.

* Para determinar el número de genomas por célula, Doggett et al. (1992), asumen un genoma por
célula en fase estacionaria; y en fase exponencial, cuando las células están creciendo y hay más
de un genoma por célula, asume 2,5 equivalentes de genomas para bacterias (valor que fue
asumido en esta investigación).

En las anteriores formulas se empleó el dato de 3,0x109 UFC/mL del estandar 10 de la
escala de MacFarland, debido a que su densidad óptica fue aproximada a la densidad
óptica del lisado bacteriano empleado para todas las reacciones de PCR.

Teniendo en cuenta el carácter degenerado de los primers para la amplificación de
fragmentos del gen phaC se determinó el limite de detección mediante ensayos con
diferentes volúmenes de reacción de DNA template para la PCR con los primers
generales G-D/G-1R y la cepa P. aeruginosa BUN010 (control positivo).
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Para la amplificación de un fragmento del gen 16S rRNA se siguió el protocolo descrito
por Revelo y colaboradores (2007), brevemente: cada 25 μL de reacción contenía: Buffer
1X (+KCl - MgCL2)(FERMENTAS), dNTPs 0.18 mM, 0.3 μΜ de cada primer A (primer
directo) y J (primer reverso); MgCL2 1,5 mM y 1.25 U de Taq DNA polimerasa
(FERMENTAS), se emplearon 2.5 μL de DNA template y agua para completar 25 μL de
reacción, el programa consistió en: un ciclo de 2 minutos a 94ºC; 25 ciclos de 15
segundos a 94ºC, 30 segundos a 62ºC y 50 segundos a 72ºC y un ciclo de extensión de
15 segundos a 94ºC, 30 segundos a 62ºC y 7 minutos a 72ºC y una temperatura de
incubación de 4ºC. Los primers fueron propuestos por Keis y colaboradores (1995) y
modificados en su extremo OH 3’ por Montoya y colaboradores (2001): A (directo): 5`-
GGAGCAAACAGGATTAGATACCC-3´ y J (reverso): 5´-TTCTCCTAGGGCTACC
TTGTTAC-3´.

Para la amplificación de un fragmento del gen phaC se siguió el protocolo desarrollado
por Revelo y colaboradores (2007) (Tabla 3), para la PCR semi-nested se emplearon 5 μL
de amplificado de la reacción de PCR directa para amplificados negativos y 2 μL para los
amplificados positivos.

La amplificación de fragmentos de los genes que codifican para la enzima PHA sintasa
clase II se realizó siguiendo el protocolo de Revelo y colaboradores (2007) descrito
brevemente en la Tabla 3. La amplificación de los genes que codifican para la enzima
PHA sintasa clase IV se realizó siguiendo el protocolo desarrollado por Revelo (2012).
Todas las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador MULTIGEN GRADIENT
de Labnet.
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Tabla 3. Componentes de PCR para la amplificación de fragmentos de los genes que codifican para la enzima PHA sintasa (Revelo et al.,
2007)

PCR gen phaC PCR semi-nested gen phaC PCR gen phaC1
( PHA sintasa II)

PCR gen phaC2
(PHA sintasa II)Master Mix

Conc. trabajo Conc.final Conc. Trabajo Conc.final Conc. trabajo Conc. final Conc. trabajo Conc. Final
Buffer(1X

[+(NH4)2SO4] -
MgCl2](FERMENTAS

)

10X 1X 10X 1X 10X 1X 10X 1X

dNTPs 10mM 0.2Mm 10mM 0.2Mm 10mM 0.2Mm 10mM 0.2Mm
Primer Directo 10µM 0.1 µM 10µM 0.1 µM 10µM 0.4 µM 10µM 0.4 µM

Primer Reverso 10µM 0.1 µM 10µM 0.1 µM 10µM 0.4 µM 10µM 0.4 µM
MgCl2 25mM 2.5mM 25mM 2.5mM 25mM 3.0 mM 25mM 3.0 mM

Taq Pol
(FERMENTAS) 5U/µL 0. 05 U/µL 5U/µL 0.05U/µL 5U/µL 0.05U/µL 5U/µL 0.05U/µL

DNA ------- [ ] Lisado
bacteriano ------- ------- ------- [ ] Lisado

bacteriano ------- [ ] Lisado
bacteriano

Agua(grado HPLC) ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- -------
DMSO 100% 3% 100% 3% ------- ------- ------- -------

Secuencia
de los primers

G-D(directo):
5'GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(G
C)ATCAACAAGT3`

G-1R(reverso):
5'GTTCCAG(AT)ACAG(GC)A(G
T)(AG)TCGAA3'

G-D(directo):
5'GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(G
C)ATCAACAAGT3`

G-2R(reverso):
5'GTAGTTCCA(GC)A(CT)CAG
GTCGTT3'

E1-D(directo):
5’GAGCGTCGTAGATGAGTA
ACAAGAA 3’

E1-R(reverso):
5’AGGTTGGCGCCGATGCC
GTTGAA 3’

E2-D(directo):
5’TGCTGGCCTGGCGCATTCC
CAA 3’

E2-R(reverso):
5’AAGTGGTAGTAGAGGTTGCC
3’

Programa de
termociclado

1 ciclo de 10 minutos a 94ºC, 2
minutos a 60ºC, 2 minutos a

72ºC; 40 ciclos de 20 segundos
a 94ºC, 45 segundos a 55.5ºC,

1 minuto a 72ºC; temperatura de
extensión final de 5 minutos a

72ºC y una temperatura de
incubación a 4ºC.

1 ciclo de 10 minutos a 94ºC, 2
minutos a 60ºC, 2 minutos a

72ºC; 40 ciclos de 20 segundos
a 94ºC, 45 segundos a 55.5ºC,

1 minuto a 72ºC; temperatura de
extensión final de 5 minutos a

72ºC y una temperatura de
incubación a 4ºC.

1 Ciclo de 94ºC por 5 minutos,
14 ciclos de 94ºC por 30
segundos, 65ºC por 30

segundos (disminuyendo 1ºC
por cada 2 ciclos) y 72ºC por 1
minuto, 20 ciclos de 94ºC por

30 segundos, 59ºC por 30
segundos y 72ºC por 1 minuto,

luego una temperatura de
extensión final de 72ºC por 5

minutos, seguida de una
incubación final a 4ºC.

1 Ciclo de 94ºC por 5 minutos,
12 ciclos de 94ºC por 30

segundos, 65ºC por 30 segundos
(disminuyendo 1.5ºC por cada 2
ciclos) y 72ºC por 1 minuto, 22

ciclos de 94ºC por 30 segundos,
57.5ºC por 30 segundos y 72ºC

por 1 minuto, luego una
temperatura de extensión final de
72ºC por 5 minutos, seguida de

una incubación final a 4ºC.
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Los fragmentos de DNA amplificados por PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% en
buffer TBE 1X, usando las condiciones de corrido propuestas por Revelo y colaboradores
2007), 60 voltios 73 miliamperios 37 vatios durante 2 horas. Como patrones de tamaño
molecular se utilizaron, DNA del fago λ digerido con HindIII 0,2 μg/μL (Fermentas) e
HyperLadder™ IV (Bioline). Estos marcadores se emplearon en los pozos de la siguiente
manera: 1 μL de EZ-visionTM (Three DNA DYE and Buffer 6X Amresco), 4 μL TBE 1X, 2
μL de Buffer de Carga y 3  μL de marcador. En cuanto a los productos de PCR se
cargaron en los pozos de la siguiente manera: 5 μL del  producto de  PCR, 1 μL de EZ-
visionTM y 2 μL de Buffer de Carga. Los fragmentos de DNA amplificados se visualizaron
en un digitalizador de imágenes marca DigDoc-Lt System- Benchtop 3UVTM digitaliser-
Image analysis Software.

Para la caracterización parcial del gen 16S rRNA, los fragmentos amplificados se enviaron
a la compañía MACROGEN (Corea) para su secuenciación, que se llevo a cabo por el
método de Sanger usando terminadores BigDye, en condiciones cíclicas, las reacciones
de secuenciación fueron llevadas a cabo en un termociclador Engine Tetrad 2 (BIO-RAD),
los productos se purificaron por precipitación etanólica y se inyectaron para electroforesis
en un secuenciador automatizado ABI3730XL.

Las secuencias se editaron empleando herramientas bioinformáticas como los software
Chromas Lite versión 2.01 (Technelysium Pty Ltd, EEUU) y BioEdit versión 7.0.8 (Hall,
1999). La búsqueda de similitud de las secuencias parciales se hizo por alineamientos
con secuencias de la base de datos GenBank/EMBL/DDBJ empleando el algoritmo
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) (Altschul et al., 1997) y Ribosomal Database
Project – RDP empleando el algoritmo SeqMatch
(http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) (Cole et al., 2009). Las secuencias
parciales del gen 16S rRNA de los aislamientos bacterianos de este estudio fueron
alineadas en el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). El árbol filogenético se
construyó con el programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007), empleando como estrategia
de agrupamiento el algoritmo de Neighbor-Joining y usando como parámetro la distancia
P y se sometió a la prueba de Felsentein’s Bootstrap  (Revelo et al., 2007), la cual
proporciona una inferencia estadística en la filogénia.

Algunos de los productos de PCR correspondientes al fragmento del gen phaC
amplificado con primers generales o específicos fueron enviados a secuenciación a la
misma compañía anteriormente descrita. La búsqueda de similitud en la base de datos del
GenBank permitió seleccionar aquellas secuencias del banco dentro de las cuales
anillaron los primers, posteriormente empleando el programa MEGA 4.0 se alienaron las
secuencias obtenidas de esta investigación con dichas secuencias descargadas del
banco, para determinar la región amplificada sobre la secuencia descargada.

Las secuencias parciales del gen phaC obtenidas con primers específicos (Revelo et al.,
2007; Revelo, 2012), fueron alineadas con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994)
posteriormente se generó una matriz de distancia genética con la aplicación DNADist del
programa BioEdit para ser procesada en el programa Past en la aplicación de clúster
análisis y construir un dendrograma de similitud con algoritmo single linkaje y como
medida de similaridad el índice de Bray Curtis.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp
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Se generó una matriz de presencia ausencia del tipo de gen phaC diferenciado
empleando los iniciadores específicos (Revelo et al., 2007; Revelo, 2012) con el fin de
construir un dendrograma de similitud empleando como estrategia de agrupamiento
UPGMA usando el índice de similitud DICE en el programa NTSYS 2.1 (Rohlf, 2004).

6.3 CARACTERIZACIÓN DEL POLÍMERO PRODUCIDO.

Se llevaron a cabo ensayos de crecimiento con 18 cepas bacterianas, Bacillus sp. 329A,
Bacillus sp. 329B, Pseudomonas sp. 333(1), Pseudomonas sp. 333(2), Alcanivorax sp.
337, Haererehalobacter sp. 338B, Bacillus sp. 353B, Bacillus sp. 371A,
Stenotrophomonas sp. 371B, Bacillus sp. 377C, Pseudomonas sp. 380, Pseudomonas sp.
393, Halomonas sp. 394, Haererehalobacter sp. 396, Alcanivorax sp. 400, Halomonas sp.
405 y Bacillus sp. FER1 en caldo y agar Brito (Brito et al., 2006) modificado conteniendo
por litro, HN4Cl2 (0,27 g), K2HPO4 (0,25 g) y n-octano al 1% (10 mL) como única fuente de
carbono y energía, durante 20 días de incubación a temperatura ambiente. El n-octano se
utilizó debido a que los n-alcanos se han constituido como los hidrocarburos más
abundantes en ecosistemas marinos contaminados por petróleo y son sustratos
relacionados para la biosíntesis de PHA (Mobley, 1994). Las cepas bacterianas que
presentaron mejor crecimiento después de los 25 días de incubación, se seleccionaron
para fermentaciones y extracción de PHAs.

Para evaluar la producción de PHAs se realizaron ensayos de fermentación batch a
escala de laboratorio durante 44 días a temperatura ambiente sin agitación; la unidad
experimental fue un matraz de 500 mL con un volumen de trabajo de 250 mL y el
respectivo inóculo. Para la fermentación se partió de un cultivo bacteriano puro de 24
horas de crecimiento en agar Nutritivo, el preinóculo se preparó a partir de dos pases
sucesivos, los dos pases se ajustaron al 10% v/v, el medio utilizado para estos ensayos
fue Brito y colaboradores (2006) modificado con n-octano al 1%, los ensayos se
mantuvieron cerrados herméticamente debido a que el n-octano es considerado un
compuesto orgánico volátil (COV) (Hernández et al., 2003; Ni et al., 2010).

Los parámetros analíticos fueron (1) la biomasa, mediante determinación de peso seco,
brevemente, se tomaron 30 mL de muestra sometida a fermentación y se centrifugó a
7500 rpm por 10 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet se secó a temperatura
ambiente. (2) PHAs, mediante la extracción del polímero siguiendo el protocolo de
Fernández y colaboradores  (2006) brevemente, se tomaron 30 mL de muestra, se
centrifugaron a 7500 rpm durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet se
re-suspendió en 1 mL de hipoclorito de sodio al 5% y EDTA 10 mM, posteriormente se
llevó a baño maría por 1 hora y 15 minutos a 60ºC, y se centrifugó a 7500 rpm por 10
minutos, se descartó el sobrenadante y se realizaron lavados sucesivos con 1 mL de agua
destilada y estéril, 1 mL de acetona y 1 mL de metanol frio; después de cada lavado se
realizaron centrifugaciones a 7500 rpm por 10 minutos y finalmente el pellet obtenido se
llevo a secar hasta peso constante.
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Los anteriores parámetros analíticos fueron medidos en tres diferentes tiempos de la
fermentación: día 30(720 h), día 37 (888 h) y día 44 (1056), porque las cepas bacterianas
de este estudio cultivadas en el medio Brito y colaboradores (2006) modificado con n-
octano crecieron despues de los 25 días de incubación, además este rango de tiempo ha
sido evaluado para la degradación de hidrocarburos (Lizardi-Jiménez et al., 2009). A partir
de los datos obtenidos en los 3 tiempos de fermentación se seleccionaron las mejores
muestras para llevar a cabo su posterior derivatización, mediante el protocolo descrito por
Fernández y colaboradores (2006), las muestras escogidas fueron sometidas a un
proceso de derivatización, se les adicionó cloroformo grado HPLC con el fin de que se
solubilicen los gránulos de PHA, posteriormente se realizó una catálisis ácida con solución
derivatizante metanol: ácido sulfúrico (85:15 v/v) que permitió esterificar el PHA, las
muestras se calentaron para la completa degradación del exceso de reactivo y de sus
productos secundarios de reacción, posteriormente se sometieron a enfriamiento y se les
adicionó NaCl al 0,1% para evitar la formación de emulsiones y cloroformo hasta observar
una separación de fases, finalmente se eliminó la fase acuosa (fase superior) y se
adicionó sulfato de sodio anhídrido con el fin de deshidratarlas. Las muestras se
modificaron en su estructura química por medio de este método analítico y fueron
procesadas por medio del análisis de cromatografía de gases (GC)

Para verificar la presencia de PHAs 1,0 µL de cada muestra derivatizada se analizó en un
cromatógrafo de gases (CG) marca Shimadzu GC-17ª versión 3 con puerto de inyección
Split/Splitless según las condiciones establecidas por Fernández y colaboradores (2006),
por tanto, las condiciones de análisis por cromatografía fueron: detector FID a 280°C ,
Split: 10:1, columna DB5 (30m x 0.25 mm de diámetro; 0,25 µm de espesor); el gas de
arrastre Helio, 100 KPascales de Presión, velocidad lineal de 40 cm.seg-1; flujo interno de
1 mL.min-1; la temperatura del horno (rampa de temperatura) 60º (a 6ºC.min-1 hasta 90ºC
(5 minutos), el tiempo total del análisis por GC fue de 15 minutos. La muestra de
Alcanivorax sp. 337 se envió al laboratorio de cromatografía ASINAL LTDA, Bogotá –
Colombia, debido a que es una novedosa bacteria hidrocarburoclástica obligada que
utiliza frecuentemente alcanos como sustrato para su metabolismo del carbono (Sabirova
et al., 2006a), con el fin de analizar el extracto de PHAs, mediante un cromatógrafo de
gases acoplado a espectrometría de masas (GC-MS), siguiendo las mismas condiciones
previamente establecidas por Fernández y colaboradores (2006).

6.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO.

Se realizó un análisis de la riqueza y distribución de abundancia relativa de la comunidad
bacteriana de los BFAs, es importante destacar que para esto se emplearon los datos de
los 53 aislamientos diferenciables, obtenidos a partir del dendrograma realizado en el
programa PAST. La riqueza se determinó como el número de aislamientos diferenciables
en cada reactor y tiempo de fermentación, la abundancia se determinó como el número de
colonias por aislamiento, datos obtenidos a partir del recuento de unidades formadoras de
colonia por 1000 μL (UFC/mL). Para conocer la riqueza específica en los BFAs se registró
el número de aislamientos y se procesaron los datos en el software ESTIMATES Versión
8.2 (Colwell, 2009) usando los estimadores Coleman y Sobs.
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A los datos obtenidos a partir del sistema de cultivo continuo (BFAs), se les verificó la
normalidad mediante las pruebas (Shapiro - Wilk y Jarque - Bera) y posteriormente se
aplicó la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para analizar la variación de la riqueza a
través de los tiempos utilizando el paquete estadístico PAST (Hammer et al., 2001). Con
el fin de tener un análisis uniforme de la distribución de abundancias relativas de los
aislamientos bacterianos a través del tiempo de fermentación, los datos se representaron
gráficamente usando la hoja de cálculo Microsoft Office Excel versión 2007. Además los
datos obtenidos de los aislamientos bacterianos degradadores de hidrocarburos a partir
de los BFAs se representaron en porcentajes.

Se verificó la normalidad de los datos obtenidos del peso de PHA de los ensayos de
fermentación, posteriormente se aplicó la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para
determinar si hay diferencias entre los pesos de PHAs extraídos a los diferentes tiempos
de fermentación.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

7.1 BACTERIAS MARINAS HIDROCARBUROCLÁSTICAS PROVENIENTES DE LA
ENSENADA DE TUMACO-NARIÑO.

7.1.1 Características de las zonas de muestreo. Las zonas muestreadas presentaron a
simple vista grandes manchas de petróleo y aceites derivados de las estaciones de carga
y bombeo de hidrocarburos, confirmando la presencia de vertimientos indiscriminados y
derrames tal como se informa en la literatura (Garay-Tinoco et al., 2006). Las muestras
compuestas de agua se caracterizaron por presentar un olor particular a hidrocarburos
derivados del petróleo. Detalladamente, en los puntos de muestreo correspondientes a la
zona Estero el Pajal (puntos 1 - 4) (Figura 7 A) se pudo observar contaminación sobre la
superficie del agua y olor característico a hidrocarburos, en esta zona se han reportado
concentraciones consideradas muy altas en los sedimentos del Estero el Pajal, después
del derrame de crudo de marzo del 2004, entre el 2005 y 2006, el Centro Control
Contaminación del Pacífico (CCCP) evaluó los niveles de 16 hidrocarburos aromáticos
policíclicos en estaciones ubicadas en los esteros El Pajal y Candamo de la bahía de
Tumaco. Durante el periodo de estudio, los niveles de hidrocarburos aromáticos
policíclicos oscilaron entre no detectados y 232 ng/ g de sedimentos muestreados,
reflejando una variabilidad asociada con la cercanía a la fuente de residuos de petróleo
(Espinosa, 2010).

En el puente el Pindo, EDS Mobil el Litora y EDS La Bombita, zonas correspondientes a
los puntos de muestreo 5 a 7 (Figura 7B y C) se observo un aspecto aceitoso en las
aguas superficiales, que se asocia a contaminacion con hidrocarburos, situación que
probablemente se deba a la cercanía de las nueve estaciones de servicio de gasolina
catalogadas como fuerte de contaminación (Marrugo, 1995). El efecto contaminante por
residuos de hidrocarburos ha sido más apreciable en los sectores confinados de la bahía
interna, específicamente en el sector El Pindo (punto 5), el cual ha sido considerado uno
de los lugares más contaminados a lo largo de la costa Pacífica Colombiana (Casanova et
al., 1998), debido a que presenta la mayor concentración promedio histórica de
hidrocarburos aromáticos totales (HAT’s), con un valor de 3,12 μg/ g de sedimentos
muestreados, esto puede asociarse con la capacidad de absorción y adsorción originada
por el contenido de materia orgánica proveniente del aserrín depositado en los
alrededores del sector y la sedimentación de material orgánico proveniente de los vertidos
domésticos, que generan un medio excelente para la retención de estos contaminantes
(Tejada et al., 2003), además la concentración encontrada de hidrocarburos en
sedimentos superan los niveles de referencia establecidos por algunas normas
internacionales como las de la NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration)
(Garay-Tinoco et al., 2006; Espinosa, 2010).

Los puntos de muestreo correspondientes a Isla Dorada (punto 8) la bomba de Romero y
Burgos (punto 9) y el muelle del sector Gabarra ECOPETROL (punto 10) (Figura 7 D y E),
indicaron ser los más contaminados por hidrocarburos, se pudo observar la presencia de
peces muertos en el área y un fuerte olor a contaminantes xenobióticos de origen
petrolífero, esto puede explicarse debido a que el terminal de Ecopetrol recibe un
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promedio de 800 000 barriles de petróleo al mes, además años atrás el área fue
permanentemente receptora de la descarga de aguas de decantación que salían de las
piscinas de oxidación del Terminal del Oleoducto Transandino de ECOPETROL S.A., en
donde se vertían alrededor de 10.000 barriles/mes de aguas de desecho, por lo que este
fue catalogado como lugar crítico (Marrugo, 1995) debido a la presencia de contaminación
crónica por hidrocarburos (Casanova et al., 2006).

Figura 7. Puntos de muestreo sobre la bahía de Tumaco-Nariño. A) Estero el Pajal
(puntos de muestreo 1 - 4); B) Estación de servicio (EDS) Mobil del Litoral (punto 6); C)
EDS La Bombita (punto 7); D) EDS Isla Dorada (punto 8); E) Sector Gabarra
ECOPETROL (punto 9) (Fuente: esta investigación).

Algunas condiciones evaluadas en las zonas, tales como la profundidad de muestreo
indican la presencia de determinados grupos tróficos, las medidas de profundidad fueron
en cada punto; 187 cm (1), 246 cm (2), 125 cm (3), 133 cm (4) 158 cm (5), 177 cm (6),
189 cm (7), 211 cm (8), 423 cm (9) y 465 cm (10). Los estudios relacionados con la
determinación de la concentración y el aislamiento de bacterias heterótrofas a partir de
muestras de origen marino establecen una estrecha relación con las características

A B

C D

E



31

tróficas de las áreas de muestreo (Miravet, 2003; Morales et al., 2010). Así mismo una
cantidad más elevada de microorganismos suelen encontrarse en la zona más superficial,
disminuyendo al aumentar la profundidad, aunque en la interfase agua-sedimento se
observa un incremento por la acumulación de una mayor cantidad de materia orgánica
(Miravet, 2003).

Por otra parte, la temperatura medida a nivel superficial de los puntos de muestreo en el
mes de Abril, se encuentra en un rango de 29,7ºC – 31,4 ºC. estos datos concuerdan con
la descripción del comportamiento de la temperatura superficial en la bahía de Tumaco,
para el segundo trimestre (Abril-Junio), cuando la acción del chorro de viento de Panamá
desaparece y se presenta un calentamiento generalizado en toda la cuenca Pacífica
Colombiana, lo cual se manifiesta con aguas más cálidas en relación a los otros trimestres
del año (Garay-Tinoco et al., 2006). Es importante tener en cuenta que la temperatura en
las aguas fomenta la actividad metabólica y se refleja en una división celular más activa
en los microorganismos (García-Tello, 1985) como es el caso de las bacterias
hidrocarburoclásticas provenientes de la bahía de Tumaco. Algunos trabajos señalan que
la temperatura óptima para que los microorganismos degraden el petróleo se encuentra
en un intervalo entre 20 a 35°C (Van Hamme et al., 2003; Bracho et al., 2004). Esto es
importante porque la temperatura ejerce una marcada influencia en la biodegradación del
petróleo, por su efecto en la naturaleza física y composición química del mismo, en la
velocidad de degradación del hidrocarburo por los microorganismos y sobre la
composición de la comunidad microbiana (Atlas, 1981; Atlas y Bartha, 2002).

Las características descritas para ecosistemas marinos contaminados con petróleo,
influyen sobre las comunidades microbianas las cuales tienden a ser dominadas por
aquellos microorganismos capaces de utilizar o sobrevivir a estas condiciones (Pérez et
al., 2008; Pucci et al., 2009), por ejemplo, se han aislado bacterias con capacidad de
degradar petróleo, las cuales mostraron una alta eficiencia para la transformación del
contenido de hidrocarburos aromáticos totales presentes en algunos puntos de la bahía
de Tumaco (Guevara y Cardenas, 1999). En la presente investigación se comprobó que
las zonas muestreadas presentaron características propicias para el aislamiento de las
bacterias buscadas para este estudio, ya que son hábitats para bacterias degradadoras
de hidrocarburos que enfrentan condiciones nutricionales desbalanceadas bajo las cuales
pueden acumular compuestos lipídicos de almacenamiento de carbono y energía, tales
como los PHAs (Manilla-Pérez et al., 2010; Sabirova et al., 2006a).

7.1.2 Aislamientos bacterianos degradadores de hidrocarburos provenientes de la bahía
de Tumaco-Nariño. El diseño de microcosmos mediante tres reactores BFAs se utilizó
para estudiar la diversidad microbiana de bacterias marinas hidrocaburoclasticas
productoras de PHAs (Martínez-Alonso y Gaju, 2005). En los reactores BFAs se utilizo un
sistema de cultivo continuo y se suministraron algunas condiciones crear un microcosmos
marino: agua marina como medio base, recirculación, oxigenación, temperatura ambiente
y la adición de petróleo crudo (ECOPETROL-Putumayo) al 1% (Figura 8 y 9).
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Figura 8. Representación esquemática 3D BFA (Autocad) (Fuente: esta investigación).

Figura 9. Montaje final tres BFAs. (Fuente: esta investigación).

De acuerdo con el análisis de agrupamiento de características microscópicas y
macroscópicas de los aislamientos bacterianos en los tres BFAs realizado con el

B
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programa PAST (Hammer et al., 2001), se observaron 53 clusters (Anexo A), con base a
este análisis fueron seleccionadas 53 colonias fenotípicamente diferentes (Anexo B).

De los 53 aislamientos bacterianos obtenidos en estos sistemas 41 (77,35%) fueron
bacterias Gram negativas y 12 (22,64%) fueron bacterias Gram positivas. Los tres BFAs
compartieron 18 aislamientos bacterianos (32,96%) y de cada BFA se obtuvieron: BFA1,
17 aislamientos bacterianos (32,07%); BFA2, 11 aislamientos bacterianos (20,74%) y
BFA3, 7 aislamientos bacterianos (13,20%). Según Miravet. (2003) el número más
elevado de microorganismos suele encontrarse en la zona más superficial, disminuyendo
al aumentar la profundidad de agua, esto indica que se podría esperar mayor cantidad de
aislamientos bacterianos al procesar las muestras correspondientes a los puntos 1 a 8
(BFA1 y BFA2), situación que se demostró con los resultados obtenidos, además el
menor número de aislamientos bacterianos se encontró en el BFA3, reactor inoculado con
las muestras 8 a 10 que presentaron profundidades mayores.

Se debe tener en cuenta que aquellas poblaciones bacterianas que son capaces de
desarrollarse en medios de cultivo con diversos hidrocarburos como única fuente de
carbono y energía se denominan “Degradadoras de hidrocarburos” o
hidrocarburoclásticas (Chaillan et al., 2004), las bacterias marinas de este estudio son
catalogadas de la misma forma, principalmente por tres razones: (1) las bacterias fueron
obtenidas a partir de muestras de agua marina con frecuentes reportes de contaminación
por petróleo; (2) el microcosmo simuló condiciones como, temperatura ambiente, salinidad
(representada por agua marina como base del medio) y petróleo crudo como única fuente
de carbono en exceso, simulando un ecosistema impactado con petróleo; (3) las bacterias
fueron aisladas en medios de cultivo selectivo propuesto por Brito y colaboradores (2006)
modificado en su composición básica de sales y su fuente de carbono por diesel y
gasolina.

La mayoría de bacterias obtenidas a partir de los BFAs fueron Gram negativas, este
resultado es correspondiente con los primeros estudios de microorganismos de origen
marino (Zobell y Upham, 1944), además algunas investigaciones han determinado que un
alto porcentaje de las bacterias degradadoras de hidrocarburos se encuentran en este
grupo (Fenical y Jensen, 1996; Ruberto et al., 2003), debido a los lipopolisacáridos
presentes en sus membranas que ayudan a la formación y estabilización de emulsiones
de hidrocarburos en sistemas acuosos y contribuyen al incremento en la superficie de
ataque sobre el contaminante, para su posterior asimilación (Sikkema et al., 1995; Van
Hamme et al., 2003).

Por otra parte se ha reportado que las bacterias gram positivas corresponden a menos del
10% del total de la población microbiana en el ecosistema marino (Sieburth, 1979),
situación que puede dar respuesta al menor porcentaje de aislamientos bacterianos gram
positivos (30,3%) de las 53 bacterias obtenidas en los BFAs; específicamente como se
indica en el ítem de la caracterización parcial, de 18 bacterias hidrocarburoclásticas, 7 que
corresponden al 38.8%, fueron gram positivas y pertenecieron al genero Bacillus.

Este porcentaje podría estar relacionado con la posibilidad que tienen estas bacterias de
ser más fácilmente cultivables ya que poseen resistencia a los cambios ambientales,
quizás relacionado con la composición de la pared celular, en particular por la estructura
entrecruzada del peptidoglicano que le confiere resistencia mecánica, fortaleza, moldea la
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forma celular y brinda una barrera para mantener la presión osmótica interna, dentro de
estas bacterias se encuentran en un elevado porcentaje el grupo de las formadoras de
esporas (Ej. Género Bacillus), que es una estructura de supervivencia en ambientes
estresados (Morales, 2010).

A partir del sistema de cultivo continuo desarrollado en los BFAs se pudo obtener
aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos, ya que estos simularon a pequeña escala
algunas de las condiciones presentes en los ambientes marinos tras ocurrir un derrame
de petróleo o contaminación por sus derivados, este microcosmos permitió además
obtener datos para el análisis frente a la posible fluctuación de las poblaciones
bacterianas dentro del proceso de remoción de hidrocarburos que se describirá
posteriormente. Cabe resaltar que en investigaciones como la de Ammann y
colaboradores (1995) se demostró que el 96% de bacterias representantes de grupos
microbianos versátiles en la biodegradación de hidrocarburos han sido aisladas en medios
de cultivo líquidos, los cuales les proporcionan las condiciones necesarias para crecer y
emulsificar hidrocarburos derivados del petróleo con mayor facilidad.

Dejonghe y colaboradores (2003) argumentan que en los ambientes marinos la gran
mayoría de las bacterias (90-99%) son no cultivables, datos que se confirman con las
investigaciones de Lugioyo, (2003) y Miravet, (2003), quienes plantean que la abundancia
microbiana en ecosistemas marinos puede encontrarse en el orden de 109 y que el
porcentaje de microorganismos cultivables es alrededor de 0,25% (106), teniendo en
cuenta lo anterior se recomienda valorar aspectos tales como el método de aislamiento,
medio de cultivo, temperatura y tiempo de incubación, entre muchos otros factores que
podrían garantizar una mayor concentración de microorganismos en los microcosmos.

Teniendo en cuenta los datos de conteo directo y los UFCs/mL de agua marina en los
reactores BFAs (Anexos C y D), se realizaron análisis de la variación de la riqueza y
distribución de abundancias en los 5 tiempos de muestreo, durante una fermentación de
20 días. La riqueza se determinó como el número de aislamientos bacterianos obtenidos y
la abundancia con base a las UFC/mL de cada aislamiento bacteriano diferenciable.

Riqueza de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos en los tiempos de
fermentación de los tres BFAs. Teniendo en cuenta el número de aislamientos
diferenciables encontrados en cada uno de los 5 tiempos de fermentación
correspondientes a los días 1(24h), 5(120h), 10(240h), 15(360h) y 20 (480h), se obtuvo la
riqueza total de los tres BFAs (sumatoria de aislamientos bacterianos de los tres BFAs)
que se puede observar en la Figura 10.
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Figura 10. Riqueza de aislamientos bacterianos para los tres BFAs en los cinco tiempos
de muestreo correspondientes a 20 días de fermentación (480 h).

La riqueza específica obtenida mediante el estimador de Coleman se obtuvo un valor de
45,76 y con el de Sobs un valor de 53, valor que estimó la riqueza real de aislamientos
bacterianos obtenidos (Figura 11).

Figura 11. Riqueza específica evaluada con los estimadores Cole y Sobs para los tres
BFAs.

Partiendo de los datos obtenidos de riqueza de aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos diferenciables (Anexo C) se realizó el análisis de la variación de
riqueza de la comunidad bacteriana de los tres BFAs en los días 1, 5, 10, 15 y 20 de
muestreo, primero los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad mediante el
programa PAST (Hammer et al., 2001) donde la prueba de Shapiro-Wilk arrojo un p(valor)
de 0,2093 y Jarque–Bera un p(valor) 0,701, los valores obtenidos de las pruebas fueron
superiores a 0,05, lo cual indicó que los datos no se ajustaron a una normalidad, por tanto



36

se analizaron por medio de una prueba no-paramétrica denominada Kruskal-Wallis (Tabla
4).

Tabla 4. Diferencias en la riqueza de los aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos
mediante la prueba estadística Kruskal-Wallis. Datos obtenidos en los cinco tiempos (480
h de fermentación) muestreados en los tres BFAs.

Tiempo 0
(24 h)

Tiempo 1
(120 h)

Tiempo 2
(240 h)

Tiempo 3
(360 h)

Tiempo 4
(480 h)

T0 0 0,3827 1 0,08086 0,08086
T1 1 0 1 0,08086 0,08086
T2 1 1 0 0,08086 0,08086
T3 0,8086 0,8086 0,8086 0 0,5127
T4 0,8086 0,8086 0,8086 1 0

p(same) 0,032

A partir de los resultados de la Tabla 4, se pudo analizar la diferencia de riqueza a través
de los 5 tiempos muestreados en los tres BFAs, la prueba de Kruskal-Wallis arrojo un p
(valor) general de 0,032 inferior a 0,05, lo que demostró que existen diferencias
estadísticamente significativas entre los tiempos muestreados.

Detalladamente, entre los tiempos 0, 1 y 2 no hay diferencias estadísticamente
significativa (p valor: 0,8086 superior a 0,05), por lo que se puede decir que la riqueza es
similar y constante entre estos tiempos; mientras que los tiempos de muestreo 3 y 4
presentaron semejanza entre ellos (p valor: 0,08086) lo cual está determinando las
diferencias estadísticamente significativas con respecto a los tiempos anteriores, debido a
que la riqueza de los aislamientos bacterianos disminuye de manera notable.

Para argumentar estos resultados se debe tener en cuenta que los tres BFAs simularon
un ecosistema impactado con petróleo, por lo cual fue posible describir las relaciones de
las poblaciones bacterianas asociadas a este tipo de ambiente cuando ocurre un episodio
de contaminación, en este sentido se puede citar estudios como los realizados por
Macnaughton y colaboradores (1999), donde se describe que durante los procesos de
biorremediación los perfiles de biomasa bacteriana aumentan con el grado de
contaminación por hidrocarburos, disminuyendo a medida que los contaminantes son
degradados, las comunidades incapaces de metabolizar el contaminante como nutriente
durante estos procesos desaparecen a menos que reciban los estímulos metabólicos
apropiados.

Existen otras causantes de la disminución de la riqueza a través del tiempo, entre ellas la
posibilidad que tienen las bacterias de producir metabolitos tóxicos que en las condiciones
de recirculación de nutrientes y cultivo que les ofrecen los BFAs, sería un posible factor
para el descenso de la riqueza microbiana, algunos de estos metabolitos tóxicos son los
pigmentos con actividad antimicrobiana producidos por algunas especies de bacterias
marinas pertenecientes al género Pseudomonas (Pellón et al., 2001; Cetina et al., 2010;
León et al., 2010).
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Distribución de abundancias relativas de aislamientos bacterianos hidrocaburoclàsticos en
los tiempos de fermentación en los tres BFAs. La distribución de la abundancia (realizada
con datos de abundancia Anexo D) de los aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos
diferenciables en el tiempo 0 de fermentación evaluado, muestra un claro patrón donde la
mayoría de los aislamientos presentes se encuentran poco abundantes, siendo tres los
aislamientos con abundancia mayor de 500 colonias, en el caso de los tiempos 1 y 2 se
presenta una disminución de los aislamientos pero sigue existiendo mayor cantidad de
aislamientos bacterianos poco abundantes, por su parte los tiempos 3 y 4 a diferencia de
los tiempos anteriores presentaron una disminución en el número de aislamientos donde
la abundancia para estos aumento considerablemente (Figura 12).

Figura 12. Curvas de distribución de abundancias relativas de los cinco tiempos de
muestreo correspondientes a 20 días de fermentación (480 h).

Es importante destacar que en los últimos 2 tiempos de fermentación en los BFAs
aparece la dominancia de unos pocos aislamientos bacterianos. Esto podría deberse a
que los derrames de petróleo cambian la estructura de la comunidad de tal manera que
los microorganismos capaces de digerir hidrocarburos serán dominantes (Bordenave et
al., 2007). De la misma manera Nkwelan y colaboradores (2008) concluyen que en un
grupo de pocas bacterias fue observado un aumento de abundancias como respuesta a la
contaminación del petróleo.

Según Lozada y colaboradores (2004), este comportamiento de las comunidades está
relacionado con el desequilibrio de algún factor ambiental en particular, como
determinante de la estructura de la comunidad bacteriana que corresponde a una de las
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definiciones de estrés ambiental. Puede explicarse debido a que la comunidad bacteriana
se especializa para la degradación de compuestos difícilmente biodegradables como es el
caso del petróleo, a costa de un descenso en su diversidad que junto a la abundancia
responde al grado de especialización que se da como resultado de mecanismos de
sucesión ecológica en ambientes complejos, en estas condiciones se favorecen especies
bacterianas que por su alta afinidad con los sustratos adoptan estrategias de máximo
aprovechamiento de los recursos nutricionales (Lozada et al., 2004).

En diversas investigaciones de bacterias degradadoras de hidrocarburos (Mackey y
Hodgkinson, 1996; Bracho et al., 2004; Yanine, 2010) se ha reportado actividad
bacteriana específica para cada etapa del proceso de biodegradación. Kaplan y Kitts.
(2004) evaluaron la sucesión bacteriana en una unidad de tratamiento de petróleo,
observando que bacterias de filotipos específicos se asociaron con diferentes fases de la
degradación de petróleo, informando un fuerte aumento en el conteo de placas durante
las primeras tres semanas, que indicó un aumento de la biomasa asociada con esa
primera etapa de la degradación de petróleo.

En la presente investigación los cambios de riqueza y los perfiles de distribución de
abundancia de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables en los
tiempos evaluados indicaron que hay fases poco delimitadas pero que denotan la
presencia de sucesiones bacterianas que pueden presentar preferencia por sustratos
diferentes tal como lo demostraron Richard y Vogel, (1999) y que posiblemente están
encargadas de metabolizar los múltiples componentes del petróleo, como hidrocaburos
alifáticos, hidrocarburos aromaticos, parafinas, entre otros, aportando cambios en la
población bacteriana durante el proceso. Teniendo en cuenta que mediante los BFAs se
obtuvieron datos cuantitativos, como la riqueza y la abundancia, que aportaron al
conocimiento inicial de la estructura y composición de comunidades bacterianas
hidrocarburoclásticas marinas procedentes de la bahía de Tumaco-Nariño, es conveniente
que mediante el mismo sistema de microcosmos se evalúe la diversidad de bacterias
cultivables y no cultivables en un periodo de tiempo mayor, empleando técnicas
moleculares útiles para los análisis de ecología microbiana (Rajendhran y Gunasekara,
2011).

Los 53 aislamientos bacterianos obtenidos se repicaron para mantener su viabilidad y
pureza mediante cultivos en tubos y placas con agar nutritivo y con agar Brito (Brito et al.,
2006) modificado en su fuente de carbono con diesel y gasolina (1 mL por litro de agua).
Los cuales fueron conservados a temperatura ambiente y bajo condiciones de
refrigeracion. Sin embargo, 35 de los cultivos no fueron cultivables. Alguas las razones
por las que las células mueren pueden ser numerosas, pero en todos los casos se basan
en la química inherente de las células y su entorno (Ertola et al., 1994).

Es importante destacar que la conservación de aislamientos bacterianos autóctonos se
debe dirigir a mantener viables y estables fenotípica y genotípicamente los especímenes
representativos con aplicabilidades concretas (Sánchez y Corrales, 2005); por lo tanto
para los 18 aislamientos de este estudio que se lograron mantener  cultivables, se realizó
una prueba donde se remplazaron los medios básicos de preservación por el medio de
Brito y colaboradores (2006) modificado en su fuente de carbono con n-octano al 1%,
debido a que las bacterias son consideradas degradadoras de hidrocarburos y crecieron
satisfactoriamente, con base en esto fueron planteados 4 métodos de preservación
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(Figura 13), la viabilidad de los métodos se evaluó en el transcurso de la investigación,
donde los 18 aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos fueron con frecuencia
activados satisfactoriamente en caldo nutritivo y subcultivados en placa. Los aislamientos
bacterianos fueron entregados al Laboratorio de Biotecnología Microbiana de la
Universidad de Nariño usando los mismos métodos de preservación.

Figura 13. Muestras de dos tipos de preservación de aislamientos bacterianos. A)
Crioviales con 250 µL de glicerol al 30% y 750 µL de solución salina al 0.85% con inóculo
de la cepa bacteriana; B) Viales inclinados con Agar Brito modificado en su fuente de
carbono con n-octano al 1%. (Fuente: esta investigación).

7.1.3 Evaluación de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos acumuladores de
PHAs. Los 18 aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos fueron evaluados mediante
la aplicación de dos tinciones útiles para la detección de compuestos lipofílicos como los
gránulos intracelulares de PHAs. La primera tinción se hizo empleando rojo Nilo
incorporado en un medio de cultivo desbalanceado en la fuente de carbono y nitrógeno
según Spiekermann y colaboradores (1999) y Fernández y colaboradores (2006). Este
colorante se fija a gránulos lipofílicos tales como PHAs y produce una fluorescencia
naranja (Spiekermann et al., 1999; Ostle y Holt, 1982) (Figura 14 B y D). La segunda
tinción se realizó mediante preparaciones bacterianas con Sudán negro (Schlegel et al.,
1970). En los cultivos se observaron inclusiones celulares de color oscuro como respuesta
a la presencia de gránulos lipofîlicos (Figura 14 A y C). Estudios como los de Wei y
colaboradores (2011) proponen la técnica de Sudán Negro como método directo para la
detección de cepas potenciales para la acumulación de PHAs.

Figura 14. Reacción a los tintes lipofílicos. A) Tinción sudán negro en el aislamiento
333(1); B) Tinción de Nilo rojo, fluorescencia a 340 nm de luz UV aislamiento 333(1); C)
Tinción sudán negro en el aislamiento 329A; D) Tinción de Nilo rojo, fluorescencia a 340
nm de luz UV aislamiento 329A. (Fuente: esta investigación).

BA

A B

C D
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Las tinciones lipofílicas en los 18 aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos
presentaron falsos-positivos (Tabla 5), porque algunos aislamientos bacterianos no
coincidieron en las dos pruebas, lo cual demuestra las desventajas de estos métodos
fenotípicos (Sheu et al., 2000; Shamala et al., 2003). Este resultado requiere el uso de
métodos genotípicos basados en la detección del gen phaC que puede dar información
conscerniente al tipo de enzima final en la formación de monómeros de PHAs.

Tabla 5. Reacción a tinciones lipofílicas para los aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos.

Colorantes para lípidos neutros
rojo Nilo sudan negroAislamiento bacteriano

24h 48h 72h Color 24h 48h 72h
329A + - - Rojo + - -
329B + - - Rojo - + -

333(1) - - - Rojo + + -
333(2) - - + Rojo - - -

337 - + Rojo - - -
338B - + - Rojo - - -
353B + - - Rojo-lila - + -
371A + - - Rojo + - -
371B + + - Rojo + + -
377C - - + Rojo - - +
380 - - + Rojo - - +
387 - - + Amarillo - - -
393 - - + Rojo - - -
394 - + + Amarillo - + -
396 - + + Amarillo - + -
400 - + + Rojo - + -
405 - + + Rojo - - +

FER1 + Amarillo +

Las metodologías empleadas para la bioprospección de microorganismos acumuladores
de PHA han evolucionado desde los métodos de detección fenotípica hasta los métodos
genotípicos. En un principio los microorganismos se seleccionaron por la detección
presuntiva de los gránulos de PHA después de cultivar el microorganismo en medios
selectivos, condiciones que induzcan la acumulación de PHAs, evaluando esta
acumulación por medio de la tinción con Sudán Negro (De Lima et al., 1999) y empleando
la microscopía de fluorescencia mediante tinción con rojo Nilo (Wang y Bakken, 1998;
Spiekermann et al., 1999; Tajima et al., 2003).
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La detección de genes phaC en bacterias ha demostrado ser un instrumento para
selección directa de bacterias de diferentes géneros que tienen el potencial para acumular
PHAs, por esta razón se han planteado técnicas de detección genotípicas basadas en la
metodología de PCR para la detección del gen phaC que codifica para la enzima PHA
sintasa. Sheu y colaboradores (2000), seleccionaron bacterias con PHA sintasa de clase I
y II. Solaiman y colaboradores (2000) y Revelo y colaboradores (2007) seleccionaron
bacterias que albergan genes que codifican para PHA sintasas de clase I y II. Shamala y
colaboradores (2003) reportaron una metodología para seleccionar bacterias con PHA
sintasa de clase IV. Por lo tanto, en esta investigación se emplearon los métodos
genotípicos propuestos por Revelo y colaboradores (2007), con el propósito de detectar el
gen phaC en bacterias marinas hidrocarburoclásticas.

7.2 IDENTIFICACIÓN DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS SELECCIONADOS
MEDIANTE SECUENCIACIÓN PARCIAL DEL GEN 16S rRNA.

7.2.1 Detección de un fragmento del gen 16S rRNA de aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos. La identificación de los 18 aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos (Anexo E) se realizó mediante la amplificación y secuenciación
parcial del gen 16S rRNA. Para esta investigación se determinaron los puntos de
alineamiento empleando el programa BioEdit, con en fin de calcular el tamaño del
fragmento obtenido con los iniciadores A y J sobre la secuencia de gen 16S rRNA de
Escherichia coli descargada del GenBank (Número de acceso TW14359). En la Figura 15
muestra la ubicación de los primers A y J que indican el tamaño aproximado de los
fragmentos a amplificar.

Figura 15. Tamaño esperado del fragmento del gen 16S rRNA a amplificar con los
iniciadores A y J en Escherichia coli Número de acceso GenBank TW14359.

Inicialmente se llevaron a cabo ensayos preliminares con el fin de reproducir la
metodología de Revelo y colaboradores (2007) con Escherichia coli BUN001, esta cepa
se usó como control positivo para la amplificación de un fragmento del gen 16S rRNA, en
este ensayo se obtuvo un fragmento correspondiente al tamaño esperado (Figura16).
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Figura 16. Amplificación por PCR de un fragmento del gen 16S rRNA con los primers A y
J. A) Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ ADN HindIII; 1 a 6, E. coli BUN001; (-),
control de reactivos. B) Líneas: L: marcador de tamaño molecular HyperLadder™ IV; (-),
control de reactivos; 1 a 3, E. coli BUN001.

El DNA template para las reacciones de amplificación del gen 16S rRNA de los 18
aislamientos bacterianos, se obtuvo mediante lisado bacteriano con 7 colonias
resuspendidas en 100 μL de agua, aproximadamente su densidad óptica correspondió al
tubo 10 de la escala de MacFarland y por tanto fueron empleadas 3x109 UFC/mL, este
dato fue transformado a células viables/mL teniendo en cuenta que 1 colonia de
aproximadamente 1 mm de diámetro corresponde a 1x107 células viables, valor descrito
por Sheu et al. (2000), los datos se analizaron mediante las formulas de Doggett et al.
(1992) con las cuales se determinó un valor 58,5 ng DNA/ μL que correspondieron a 305,8
ng DNA en los 5 μL que fueron empleados en las reacciones de PCR para la amplificación
del gen. El desarrollo de las formulas se indica a continuación:

a. (744 pb1) (660 g/mol) / 6,02 x 1023 = 8,1 x10-19 g DNA / célula.
b. (8,1 x10-19 g DNA / célula) (3x1016 células /mL) = (0,024 g DNA / mL) (1 x 10 6 μg / mL)

= 24,47 μg DNA / mL.
c. (24,47 μg DNA / mL) (2,52) = 61,17 μg DNA / mL (61,17 ng DNA/ μL).

1 744 pb corresponden al tamaño aproximado del fragmento del gen 16S rRNA amplificado con los primers A
y J; calculado por el anillamiento de los primers sobre la secuencia de Escherichia coli Número de acceso
GenBank TW14359.
2para determinar el número de genomas por célula, Doggett y colaboradores (1992), asumen un genoma por
célula en fase estacionaria; y en fase exponencial, cuando las células están creciendo y hay más de un
genoma por célula, asume 2,5 equivalentes de genomas para bacterias (valor que fue asumido en esta
investigación).

Es importante destacar que el lisado bacteriano aportó DNA molde que permitió la
amplificación de fragmentos de los genes estudiados en esta investigación. Es importante
proponer futuros estudios que incluyan la estandarizacion de la concentración de DNA
exacta empleada para las PCR para lograr la reproducibilidad de la técnica.

A B
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En este estudio se realizaron pruebas para la conservación del lisado bacteriano con el fin
de obtener DNA para varios ensayos de PCR, se aplicaron cambios de temperatura de
ebullición a congelación cada 15 minutos; por medio de este ensayo se logró conservar
las muestras del lisado bacteriano, que permitieron la amplificación del gen de interés
hasta 20 días después de realizar este proceso. La estandarizacion de esta metodología
podria ser un importante aporte para el empleo de lisado bacteriano con mayor efetividad.

Con el mismo protocolo de Revelo y colaboradores (2007), se obtuvo amplificación del
fragmento del gen 16S rRNA del tamaño esperado en los 18 aislamientos bacterianos con
el par de primers A y J (Figura 17 A, B y C). Se utilizaron como controles las cepas E. coli
BUN001 y Pseudomonas aeruginosa BUN010.

Figura 17. Amplificación por PCR de un fragmento del gen 16S rRNA con los primers A y
J. A) Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII. (+), E. coli BUN001. (+), P.
aeruginosa BUN010. 1, 333(1). 2, 333(2). 3, 329A. 4, 329B. 5, 337. 6, 338B. 7, 353B. 8,
371A. L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII. (-), control de reactivos. B). L,
marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, 371B. 2, 377C. 3, 380.4, 387. 5, 393. 6,
394. 7, 396. 8,400. 9, 405. 10, FER1. (+), E. coli BUN001. (+), P. aeruginosa BUN010. (-),
control de reactivos. C).  Líneas: L, marcador de tamaño molecular HyperLadder™ IV. 1,
337. 2, 400. 3, 329A. 4, 329B. 5, 333(1). 6, 338B. 7, 371B. 8, 405. (-), control de reactivos.
(+), E. coli BUN001. (+), P. aeruginosa BUN010.

BA

C
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7.2.2 Análisis de secuencias de los fragmentos del gen 16S rRNA de aislamientos
bacterianos hidrocarburoclásticos. Los 18 productos de PCR de los aislamientos
bacterianos de esta investigación, fueron enviados a secuenciar por duplicado, es
importante destacar que los amplificados se obtuvieron a partir de DNA template
proveniente de lisado bacteriano en diferentes fechas (5 de mayo de 2011 y 19 de Julio
de 2011), esto con el fin de confirmar los resultados de las secuencias parciales del gen
16S rRNA. La PCR empleada en esta investigación fue sensible y específica para la
amplificación del gen 16S rRNA con DNA proveniente de lisado bacteriano, esta
metodología ha sido estandarizada previamente por Revelo y colaboradores (2007) y se
ha demostrado que la utilidad de colonias separadas obtenidas de muestras ambientales
pueden ser directamente validadas por PCR sin necesidad de otros procedimientos de
extracción de DNA cromosómicos (Sheu et al., 2000).

Obtenidas las secuencias de los fragmentos del gen 16S rRNA de los 18 aislamientos
bacterianos, se verificó su buena calidad mediante la visualización de los cromatogramas
(Figura 18). Posteriormente se realizaron procesos de depuración bioinformática de las
secuencias, estos procesos consistieron en la comprobación de cada uno de los picos de
las bases nitrogenadas en los cromatogramas y el corte de las bases nitrogenadas no
determinadas (N) presentes al inicio y final de la secuencia, por medio del programa
BioEdit versión 7.0.8 (Hall, 1999). Finalmente se seleccionaron las secuencias parciales
de mejor calidad correspondientes a las obtenidas con el primer J (5’-3’), con las que se
realizó la búsqueda de similitud por alineamientos con secuencias de las bases de datos:
GenBank/EMBL/DDBJ empleando el algoritmo BLASTn (Altschul et al., 1997) y RDP
(Ribosomal Data Project) empleando el algoritmo SeqMatch (Cole et al., 2009). Este
proceso se realizó dos veces con las secuencias de los 18 aislamientos bacterianos
provenientes de cada fecha.

Figura 18. Región de 50 pb a 60 pb sobre la secuencia parcial del gen 16S rRNA del
aislamiento bacteriano 400 con primer J (reverso). El cromatograma fue visualizado con el
programa Chromas Lite versión 2.01.
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Es importante destacar que las secuencias parciales del gen 16S rRNA de los
aislamientos bacterianos coincidieron en los dos envíos de secuenciación, ratificando la
pureza de los extractos brutos de ADN que fueron usados como template para PCR, la
cual fue reproducible. La Tabla 6 muestra la caracterización parcial de los aislamientos
bacterianos y sus respectivos porcentajes de similitud con secuencias de las dos bases
de datos empleadas, que en todos los casos fueron superiores a 80%. Asi mismo en la
tabla 6 se describen los datos obtenidos de las secuencias del gen 16S rRNA para cada
aislamiento bacteriano con mayor similitud en la base de datos.

Los primers empleados en esta investigación para amplificar fragmentos del gen 16S
rRNA han permitido caracterizar bacterias gram negativas como gram positivas,
incluyendo bacterias acumuladoras de PHAs en diversos estudios (Keis et al., 1995;
Montoya et al., 2001; Revelo et al., 2007). En esta investigacion los primers A y J
permitieron obtener fragmentos desde 603 a 777 pb aproximadamente, las secuencias de
estos fragmentos fueron útiles para la caracterización de los aislamientos bacterianos
hasta el nivel taxonómico de género.

Gran parte del éxito del gen 16S rRNA en los análisis filogenéticos se basa en la
existencia de secuencias altamente conservadas (universales) lo que no resulta tan fiable
para determinar la variabilidad en las secuencias y filiaciones a nivel de especie (Olmos,
1996), se ha informado que la identificación mediante este gen es parcial ya que implica
que la secuencia de 16S rDNA no aportará siempre una identificación definitiva a nivel de
especie (Patel, 2001); cabe resaltar que la presencia de regiones específicas o
hípervariables (Neefs et al., 1991) en el gen 16S rRNA permiten la identificación hasta
género, sin embargo estas regiones hípervariables deben ser flanqueadas con varios
pares de primers específicos y en taxonomía actualmente se recomienda emplear
metodologías como la identificación polifásica que incluyan pruebas bioquímicas y utilice
criterios fenotípicos junto con datos de secuenciación con el fin de obtener una
identificación precisa (Stackebrandt y Goebel,1994).
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Tabla 6. Similitud de las secuencias de un fragmento del gen 16S rRNA de los aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos acumuladores de compuestos
lipídicos. Se muestran los mejores porcentajes de similitud obtenidos con las secuencias de las bases de datos (GenBank y RDP).

Bases de datos analizadas
RDP GenBank

Aislamiento
bacteriano

Tamaño
fragmento
amplificado

(bp)
Especies estrechamente relacionadas

 (Número de acceso)
Identidad

(%)

unique
common
oligomer

Especies estrechamente
relacionadas

(Número de acceso)

Identidad
(%)

Max
Score E-

value

Caracterización

329A 687
Unidentified  low G+C Gram-positive bacterium

RS21a. S000529157 (U31482)
(Bacillus simplex S000941827) (AB363738)

100
99

0417
1394

Bacillus simplex
(JF496381.1) 100 1262 0.0 Bacillus sp.

329B 699
Unidentified low G+C Gram-positive bacterium

RS21a. S000529157 (U31482)
(Bacillus simplex S000323991) (AJ628743)

100
99

0417
1418

Bacillus simplex
(GU969132.1) 100 1277 0.0 Bacillus sp.

333(1) 677 Pseudomonas aeruginosa
S000481205 (AY880029) 100 1413 Pseudomonas aeruginosa

(JQ660238.1) 99 1225 0.0 Pseudomonas sp.

333(2) 681 Pseudomonas stutzeri S000892655 (EF633259) 99 0508 Pseudomonas stutzeri
(HQ848125.1) 99 1232 0.0 Pseudomonas sp.

337 675
Alcanivorax sp. S000383735

(AB055207)
99 1425 Alcanivorax sp.

(DQ270741.1) 100 1221 0.0 Alcanivorax sp.

338B 688 Haererehalobacter sp. KY-VR2-2;
S000870650 (AB305291) 91.4 1313 Haererehalobacter sp.

(AB305291.1) 99 1197 0.0 Haererehalobacter
sp.

353B 640 Bacillus subtilis S000995622
(EU368195) 100 0425 Bacillus subtilis

(JN998727.1) 99 1125 0.0 Bacillus sp.

371A 697
Unidentified low G+C Gram-positive bacterium

RS21a. S000529157 (U31482)
(Bacillus simplex S000323991) (AJ628743)

100
98

0417
1418

Bacillus simplex
(GU188926.1) 100 1258 0.0 Bacillus sp.

371B 603 Stenotrophomonas sp. KS-9.
S000902040 (DQ847356) 88 0440 Stenotrophomonas sp.

Enf29. (DQ339605.1) 96 1112 0.0 Stenotrophomonas
sp.

377C 693
Unidentified low G+C Gram-positive bacterium

RS21a. S000529157 (U31482)
(Bacillus simplex S000941827) (AB363738)

100
98

1418
1394

Bacillus simplex
(JF496381.1) 99 1256 0.0 Bacillus sp.

380 694 Pseudomonas putida
S000588224 (DQ149223) 100 0587 Pseudomonas putida

(HQ242743.1) 99 1256 0.0 Pseudomonas sp.

387 683 Bacillus sp. S000995646
(EU368219) 100 0424 Bacillus firmus

(GQ281100.1) 99 1255 0.0 Bacillus sp.

393 689
Uncultured bacterium

S001755232 (GQ921402)
Pseudomonas sp. (S000653886) (DQ454135)

100
98

1407
0480

Pseudomonas sp.
(HQ189532.1) 99 1255 0.0 Pseudomonas sp.

394 777 Halomonas sp. NIOB 793.
S000968473 (EU283328) 86.5 1369 Halomonas sp.

(JF979322.1) 97 1288 0.0 Halomonas sp.

396 674 Haererehalobacter sp. S000870650
(AB305291) 96 1313 Haererehalobacter sp.

(AB305291.1) 99 1216 0.0 Haererehalobacter
sp.

400 679 Alcanivorax dieselolei S000541017 (AY683531) 100 1403 Alcanivorax dieselolei
(GU370129.1) 100 1253 0.0 Alcanivorax sp.

405 722 Halomonas sp. NIOB 793.
S000968473 (EU283328) 82 1369

Halomonas sp. B-3044
(DQ270707.1)

89 1188 0.0 Halomonas sp.

FER1 667 Bacillus subtilis S000416009 (AB190126) 98 522 Bacillus subtilis
(JQ308589.1) 99 1221 0.0 Bacillus sp.
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Las secuencias parciales del gen 16S rRNA de los 18 aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos fueron depositadas en el GenBank/EMBL/DDBJ
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabla 7), secuencias que quedan en una base de datos
reconocida para posteriores análisis, por ejemplo con el siguiente link se accede a la
secuencia de Bacillus sp. 329A http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN383422.

Tabla 7. Número de acceso en el GenBank de secuencias parciales del gen 16S rRNA de
bacterias marinas hidrocarburoclásticas.

Bacteria Numero de acceso GenBank
Bacillus sp. 329A JN383422
Bacillus sp. 329B JN661566

Pseudomonas sp. 333(1) JN383421
Pseudomonas sp. 333(2) JN661567

Alcanivorax sp.337 JN661564
Haererehalobacter sp. 338B JN383424

Bacillus sp. 353B JN661559
Bacillus sp. 371A JN383425
Bacillus sp. 377C JN383423

Pseudomonas sp. 380 JN661560
Bacillus sp. 387 JN661563

Pseudomonas sp. 393 JN661561
Haererehalobacter sp. 396 JN661562

Alcanivorax sp. 400 JN661565
Halomonas sp. 405 JQ653248
Halomonas sp. 394 JQ653249
Bacillus sp. FER1 JQ653250

Stenotrophomonas sp. 371B JQ653247

Las cepas 333(1), 333(2), 380 y 393 presentaron similitud del 99% con especies del
género Pseudomonas: 333(1) con Pseudomonas aeruginosa, 333(2) con Pseudomonas
stutzeri, 380 con Pseudomonas putida y 393 con Pseudomonas sp. (Tabla 6). Las
especies de Pseudomonas han sido ampliamente estudiadas como degradadoras de
hidrocarburos, son conocidas por degradar petróleo crudo, diesel y una variedad de
hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs); entre ellas, P. aeruginosa, P. alcaligenes y
P. putida se destacan por su eficiencia en biorremediación (Zhang et al., 2005; Ting et al.,
2009; Ting et al., 2010). Las bacterias del género Pseudomonas también tienen la
capacidad de producir ramnolípidos biosurfactantes que están involucrados en la
descontaminación de petróleo (Nelson et al., 2002).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN383422
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P. aeruginosa es uno de los aislamientos más frecuentes de ambientes impactados con
hidrocarburos (Bartha, 1977), además es una de las bacterias más usadas en
investigaciones de biorremediación y presenta varias vías metabólicas para metabolizar
xenobióticos (Norman et al., 2002; Das y Mukherjee, 2007). P. putida ha sido
recientemente estudiada como la bacteria marina mejor capacitada para degradar
hidrocarburos poliaromáticos (PAHs) como el naftaleno (Abyar et al., 2011).

Por otra parte es importante mencionar la degradación del dibenzotiofeno (DBT) que
efectúan algunas cepas bacterianas tales como Pseudomonas stutzeri (Bracho et al.,
2007) debido a que en los últimos años este hidrocarburo se ha convertido en sustrato
modelo para los estudios de degradación, persistencia y bioacumulación de compuestos
heterocíclicos azufrados del petróleo en el ambiente.

Las cepas 329A, 329B, 353B, 371A, 377C, 387 y FER1 presentaron similitud entre 98 y
100% con especies del género Bacillus, principalmente 329A, 329B, 371A, 377C con B.
simplex, 353B y FER1 con B. subtilis y 387 con B. firmus; las bacterias de este género
son predominantes en zonas afectadas por hidrocarburos gracias a sus bajos
requerimientos nutricionales (Cybulski et al., 2003) probando ser uno de los géneros
dominantes asociados con la degradación de hidrocarburos después de las pseudomonas
(Queiroga et al., 2003; Zhao et al., 2007). Algunas bacterias del genero Bacillus han sido
estudiadas por su potencial para biorremediación en ambientes marinos (Chikere et al.,
2009). B. simplex y B. firmus son conocidos por la degradación de PAHs (Juhasz y Naidu,
2000; Nair et al., 2008) y B. subtilis por degradar hidrocarburos complejos y parafinas (El
Naggar et al., 2010) como también por producir ramnolipidos biosurfactantes (Nwaogu et
al., 2008).

La presencia de bacterias del género Bacillus y Pseudomonas en nuestra investigación
corresponde con los resultados obtenidos por Al-Saleh y colaboradores (2009), quienes
demostraron que las bacterias cultivables degradadoras de petróleo pertenecen a 6
géneros de bacterias: Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus, Acinetobacter, Kocuria y
Micrococcus.

Las cepas 338B y 396 fueron próximas a Haererehalobacter sp., 98% y 99%
respectivamente en el blast realizado. La revisión de literatura reporta que existen
escasos estudios sobre este género. Wang y colaboradores (2011), informan a
Haererehalobacter sp. como una bacteria halofílica encontrada en algunos ecosistemas
marinos con un óptimo crecimiento en un 15% de solución salina como fuente de
minerales, sin embargo, aun no se han encontrado reportes de este género como
bacterias marinas hidrocarburoclásticas, que pueden constituir para la costa Pacífica
Colombiana el primer informe de este género como representativo de este grupo
metabólico.

Las cepas 394 y 405 presentaron similitud del 97% y 89% con Halomonas sp.
respectivamente. Melcher y colaboradores (2002) demostraron que bacterias del género
Halomonas son capaces de degradar fluorantreno, pireno, criseno, benzo (a) pireno, y
hexadecano como un alcano representativo, Calvo y colaboradores (2002) y Uad y
colaboradores (2010) demostraron que estas bacterias producen exopolímeros que
pueden emulsionar diferentes hidrocarburos. Se ha demostrado que en un microcosmos
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cepas de Pseudomonas, Bacillus y Brevibacterium han sido las bacterias marinas
degradadoras de hidrocarburos más eficientes mientras que cepas de Halomonas
producen la más alta cantidad de biopolímeros con actividad emulsionante (Uad et al.,
2010).

Las cepas 400 y 337 presentaron similitud del 100% con Alcanivorax dieselolei y
Alcanivorax sp. respectivamente. Este género comprende diversas bacterias marinas
degradadoras de petróleo que son denominadas bacterias hidrocarburoclásticas
obligadas (OHCB), algunos autores han caracterizado hasta 250 bacterias de este género
con base en las secuencias del gen 16S rRNA (Yakimov et al. 1998; Syutsubo et al.,
2001; Kasai et al., 2002). Frecuentemente incluye especies como A. borkumensis, A.
jadensis, A. venustensis, A. dieselolei, A. balearicus y actualmente A. hongdengensis, de
las cuales todas han sido aisladas de ambientes marinos (Wu et al., 2009), excepto A.
balearicus la cual fue aislada de un lago salino subterráneo (Rivas et al., 2007). Lai y
colaboradores (2011) adelantaron un importante estudio taxonómico en el cual evalúan
una nueva cepa bacteriana aislada de un consorcio degradador de pireno enriquecido con
sedimentos del pacífico y la proponen como una nueva especie del genero Alcanivorax, A.
pacificus sp. nov.

Finalmente la cepa 371B presento una similitud de 96% con Stenotrophomonas sp.,
género conocido por su gran capacidad en la degradación de PAHs (Juhasz et al., 2000).
Se han aislado y caracterizado de la cepa Stenotrophomonas maltophila algunas
dioxigenasas para la degradación monocíclica de hidrocarburos, estas características las
convierten en bacterias potenciales para la biorremediación de aguas y suelos
contaminados con hidrocarburos (Guzik et al., 2009).También se ha investigado la
degradación de PAHs de alto peso molecular por la definición de un cocultivo de hongo-
bacteria donde participa Stenotrophomonas maltophila y Penicillium janthinellum
(Boonchan et al., 2000).

La secuenciación de los fragmentos del gen 16S rRNA permitió caracterizar 18
aislamientos bacterianos marinos como pertenecientes a los géneros reconocidos en el
campo de la degradación de hidrocarburos: Pseudomonas, Bacillus, Stenotrophomonas,
Halomonas y Alcanivorax y al género Haererehalobacter, para el cual no se había
reportado hasta ahora bacterias marinas hidrocaburoclásticas PHA positivas. Por lo tanto,
este resultado se constituye en un importante informe de bacterias marinas
hidrocarburoclásticas de la bahía de Tumaco - Nariño.

Con el propósito de mostrar las relaciones taxonómicas entre las 18 cepas bacterianas
marinas hidrocarburoclásticas obtenidas en esta investigación, se elaboró un árbol
filogenético con base en el análisis de las secuencias parciales del gen 16S rRNA y
secuencias de referencia descargadas del GenBank (Figura 19). Se utilzaron dos
outgroups que fueron utiles para la construcción del árbol filogenetico, el primero
representa un dominio diferente, Thermogladius shockii y el otro un Filum diferencial
Aquifex pyrophilus.

A partir del árbol filogenético obtenido se puede observar que las bacterias marinas
hidrocarburoclásticas de esta investigación, fueron agrupadas en 2 clusters con
bootstraps de 100% y 100% de confiabilidad, correspondientes a los Filum Proteobacteria
y Firmicutes respectivamente, se puede decir que la mayoría de aislamientos
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pertenecieron principalmente a las Gamma-Proteobacterias (61,11%), seguida por
Firmicutes (38,88%). En el Filum Firmicutes se agruparon todas las cepas bacterianas
pertenecientes al género Bacillus, para estas bacterias es necesario realizar futuros
estudios con el fin de concluir si las cepas corresponden a especies diferentes.

Todas las cepas bacterianas de los géneros Halomonas, Haererehalobacter,
Pseudomonas, Alcanivorax y Stenotrophomonas obtenidas en esta investigación se
agruparon en cuatro clusters pertenecientes al Filum Proteobacteria (clase gamma-
Proteobacterias), que actualmente constituye el más grande y más diverso linaje
filogenético. Se diferenciaron las cepas pertenecientes al género Pseudomonas, las
cuales se agruparon en un cluster con el 100% de confiabilidad. Las bacterias
pertenecientes a los géneros Halomonas y Haererehalobacter formaron un cluster con un
porcentaje de confiabilidad de 100% debido a que son géneros cercanos, dentro de este
cluster se puede observar que las cepas pertenecientes al género Haererehalobacter se
relacionan con un bootstrap de 62%, cabe resaltar que este es un género novedoso del
cual hay poca información.

Las cepas bacterianas representantes del género Alcanivorax obtenidas en esta
investigación se agruparon en un cluster con un 97% de confiabilidad con A. borkumensis
(número de acceso AF062642.1), una especie estudiada por su capacidad para degradar
hidrocarburos que además está relacionada con la producción de PHAs; en cuanto a
Stenotrophomonas sp. 371B, presentó un cluster con una confiabilidad de 100% con
Stenotrophomonas maltophilia (número de acceso HQ407233.1).

Los resultados de esta investigación se pueden comparar con los obtenidos en la
investigación de Velmurugan y colaboradores (2011), quienes estudiaron 136
aislamientos bacterianos marinos, de los cuales 5 fueron identificados como miembros
novedosos y los 131 aislamientos restantes fueron agrupados en Firmicutes, alpha-
Proteobacteria, gamma-Proteobacteria, Gram positivas con alto contenido de G + C y
Bacteroides. Es importante resaltar que en esta comunidad bacteriana obtenida a partir de
sedimentos marinos, las gamma-Proteobacterias fueron altamente divergentes y se vieron
representadas por los géneros: Vibrio, Marinobacterium, Photobacterium,
Pseudoalteromonas, Oceanisphaera, Halomonas, Alteromonas, Stenotrophomonas y
Pseudomonas, concluyendo que el 3.6% correspondió a aislamientos novedosos. En
nuestra investigación, de las 18 cepas bacterianas el 11.1% correspondió a bacterias
novedosas, pertenecientes al género Haererehalobacter y el 88,9% estuvo representado
por bacterias pertenecientes a géneros ampliamente reconocidos como
hidrocarburoclásticos.
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Figura 19. Arbol filogenético de bacterias hidrocarburoclásticas obtenidas en esta
investigación con base en el análisis de las secuencias parciales del gen 16S rRNA.
Grupos externos, Thermogladius shockii y Aquifex pyrophilus.

La Figura 20 presenta la procedencia de las cepas bacterianas obtenidas en este estudio,
las cuales pertenecen a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Alcanivorax,
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Haererehalobacter, Halomonas y Stenotrophomonas. Estos datos informan el momento
en el que fueron aisladas, aportando una información general respecto al papel que
desempeñan dentro del proceso de degradación de hidrocarburos en un microcosmos
desarrollado en los reactores.

Figura 20. Procedencia de las 18 cepas bacterianas hidrocarburoclásticas en los tres
BFAs.

Entre las bacterias identificadas obtenidas a partir de los BFAs (sistema de cultivo
discontinuo), se destaca la presencia de bacterias del género Alcanivorax las cuales
fueron abundantes a través de los 20 días (480 h) de fermentación y en los tres BFAs,
posiblemente porque han sido consideradas dominantes en ambientes marinos con
exceso de alcanos y resistentes a compuesto derivados del petróleo (Harayama et al.,
2004), Cappello y colaboradores (2007) reportó la dominancia de Alcanivorax en un
estudio de microcosmos con petróleo durante 15 días; Rölin y colaboradores (2004)
demostraron la importancia de la rápida proliferación de Alcanivorax en condiciones de
campo, lo que sugiere que Alcanivorax spp. son la clave para la disipación de
contaminación por hidrocarburos. Los anteriores estudios demuestran la alta capacidad
de cepas de Alcanivorax para usar alcanos ramificados que es una de las razones por las
cuales estas cepas predominan en ambientes marinos afectados por derrame de petróleo
crudo.
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Las especies del género Pseudomonas y Bacillus estuvieron presentes en los BFAs
durante todo el tiempo de fermentación debido a que son bacterias reportadas como
predominantes en ambientes contaminados, Nkwelan y colaboradores (2008) reportan los
microorganismos presentes en suelos contaminados durante todo un diseño experimental
en un estudio de diversidad, abundancia y sucesiones de microorganismos que utilizan
hidrocarburos durante 90 días donde sobresalen especies de los géneros Pseudomonas,
Bacillus, Penicillium, Aspergillus; Bordenave y colaboradores (2007) proponen que los
principales representantes grupo Gamma proteobacteria como Pseudomonas y
Acinetobacter fueron inicialmente dominantes en microcosmos contaminados durante 90
días, además Chikere y colaboradores (2009) reporta al género Bacillus como bacterias
capaces de degradar hidrocarburo predominantes en muestras de agua marina.

Se destaca la presencia en los BFAs de las bacterias de los géneros Halomonas y
Haererehalobacter en los días 1(24 h) y 5(120 h) de fermentacion, lo cual podría estar
relacionado a su carácter halofílico y la disponibilidad de sales y el agua marina en los
tiempos iniciales de la fermentación, la presencia de bacterias del género Halomonas en
los BFAs podría basarse en el hecho de que bacterias de este género han sido aisladas
de ambientes marinos por ejemplo el mar de Ross, Antártica (Pepi et al., 2005), han sido
identificadas en poblaciones de ambientes hipersalinos (Piubeli et al., 2012), y han sido
clasificadas en grupos de bacterias degradadoras de petróleo (Nakamura et al., 2007).
Por su parte el género Haererehalobacter ha sido evaluado por su carácter
moderadamente halofílico (Wang et al., 2011), sin embargo, no se han encontrado
reportes que propongan bacterias pertenecientes a este género como degradadoras de
hidrocarburos, lo cual podría ser el primer informe de este tipo de metabolismo en
bacterias pertenecientes a Haererehalobacter en la costa Pacifica Colombiana.

En los los días 1 (24 h) y 5(120 h) de los BFAs 1 y 2 se identificó la cepa
Stenotrophomonas sp. 371B, su presencia en los primeros tiempos puede deberse a que
en estas primeras etapas de fermentación los BFAs le aportaron condiciones nutricionales
semejantes a las de ambientes marinos  de los cuales ha sido aislada frecuentemente
(Romanenko et al., 2008; Luo et al., 2009). Además cabe resaltar que bacterias de este
género también han sido encontradas como degradadoras de hidrocarburos en especial
petróleo crudo (Verma et al., 2011), sustrato que estuvo presente en mayor concentración
dentro de los BFAs en las primeras etapas de muestreo.

Las bacterias hidrocarburoclásticas obtenidas de los BFAs fueron diversas a nivel de
género, lo cual indica que el microcosmos proporcionó condiciones similares a un
derrame de petróleo y permitió la obtención de bacterias en las cuales a futuro se podría
evaluar otras capacidades metabólicas. Cabe resaltar que estas bacterias estuvieron
presentes en diferentes momentos durante el proceso de fermentación continuo,
información importante a la hora de utilizar estas bacterias para la formación de
consorcios que podrían ser estudiados en procesos de biodegradación y biorremediación
en ambientes marinos contaminados con petróleo.
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7.3 DETECCIÓN DEL GEN phaC EN LAS CEPAS BACTERIANAS
HIDROCARBUROCLÁSTICAS.

La detección de los genes phaC en bacterias ha probado ser un instrumento importante
para la selección de bacterias pertenecientes a diferentes géneros que tengan potencial
para acumular PHAs (Revelo et al., 2007; Shamala et al., 2003; Sheu et al., 2000;
Solaiman et al., 2000), estas técnicas son importantes debido a que las técnicas
microscópicas como colorantes lipofílicos no son específicas (Kalscheuer et al., 2007;
Dalal et al., 2010). La detección del gen phaC en los aislamientos bacterianos permitió
determinar la presencia del gen phaC que junto con la identificaciôn de las cepas por 16S
rRNA ampliaria cierto conocimiento sobre las condiciones de cultivo apropiadas para la
producción de PHAs y el tipo de sustrato mas próximo a este metabolismo del carbono.

7.3.1 Detección del gen phaC empleando primers generales. La Figura 21 muestra la
amplificación por PCR (G-D/G-1R) de un fragmento del gen phaC aproximado de 551 pb y
por PCR semi-nested (G-D/G-2R) de un fragmento de aproximadamente 491 pb,
correspondiente a un ensayo inicial con la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa
BUN010.

Figura 21. Amplificación por PCR semi-nested de un fragmento del gen phaC con los
primers generales. Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1-4, P.
aeruginosa BUN010 (primers G-D/G-1R); (-), control de reactivos; 5-8, P. aeruginosa
BUN010 (primers G-D/G-2R); (-), control de reactivos; L, marcador de tamaño molecular λ
DNA HindIII.
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Para la cepa P. aeruginosa BUN010 se logró detectar el fragmento esperado del gen
phaC con la PCR convencional y con la PCR semi-nested, además se realizó un ensayo
con E. coli BUN001 como control negativo, en el cual como era esperado no se encontró
amplificación debido a que esta cepa no tiene integrado naturalmente en su genoma el
operón de biosíntesis para PHAs.

Una de las pruebas que valida una PCR, sobretodo en este caso que se trabaja con
primers degenerados, es la prueba de sensibilidad que consiste en evaluar el límite de
detección que se refiere a la cantidad mínima de células bacterianas requeridas para
obtener amplificado (Revelo, 2005). En esta investigacion se determinó que la mínima
cantidad de lisado bacteriano que contiene el DNA template para las reacciones de PCR
en la detección del gen phaC fue de aproximadamente 67,95 ng DNA calculados para 1,5
μL (Figura 22, línea 4). En la reacciones de PCR se trabajo con un volumen de 2,5 μL de
lisado bacteriano que contendrían aproximadamente 113,26 ng DNA.

Figura 22. Límite de detección por PCR con el par de primers G-D/G-1R y DNA template
preparado de P. aeruginosa BUN010. Líneas: 1, marcador de tamaño molecular λ DNA
HindIII; 2, 0.5 μL; 3, 1.0 μL; 4, 1.5 μL; 5, 2.0 μL; 6, 2.5 μL; 7, 3.0 μL; 8, 3.5 μL; 9, 4.0 μL;
10, 4.5 μL; 11, 5.0 μL; 12, control de reactivos; 13, marcador de tamaño molecular λ DNA
HindIII.

Se logró detectar el gen phaC por PCR (G-D/G-1R) para las cepas bacterianas:
Halomonas sp. 394 y Pseudomonas aeruginosa 333(1) y se confirmó con PCR semi-
nested (G-D/G-2R). Para el resto de cepas: Bacillus sp. 329A, Bacillus sp. 329B,
Pseudomonas sp. 333(2), Haererehalobacter sp. 338B, Bacillus sp. 371A,
Stenotrophomonas sp. 371B, Bacillus sp. 377C, Halomonas sp. 405, Pseudomonas sp.
393, Haererehalobacter sp. 396, Pseudomonas sp. 380, Pseudomonas sp. 387, Bacillus
sp. 353B, Alcanivorax sp. 400, Alcanivorax sp. 337, Bacillus sp. FER1, el gen phaC no
pudo ser detectado directamente usando los primers G-D y G-1R y la PCR semi-nested
confirmó su presencia y que los descartó como falsos negativos (Figura 23 A y B).
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Figura 23. Amplificación por PCR semi-nested de un fragmento del gen phaC con los
primers G-D y G-2R. A) Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1,
Halomonas sp. 405; 2, Halomonas sp. 394; 3, Bacillus sp. 377C; 4, Bacillus sp. 371A; 5,
Pseudomonas sp. 333(1); 6, Haererehalobacter sp. 338B; 7, Bacillus sp. 329A; (+), P.
aeruginosa BUN010 (phaC+); (-), E. coli BUN001 (Control negativo); (-), control de
reactivos. B) Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, Bacillus sp.
329B; 2, Pseudomonas sp. 393; 3, Stenotrophomonas sp. 371B; 4, Bacillus sp. 387; 5,
Haererehalobacter sp. 396; 6, Bacillus sp. 353B; 7, Alcanivorax sp. 337; 8, Alcanivorax sp.
400; 9, Pseudomonas sp. 333(2); 10, Pseudomonas sp. 380; 10, Bacillus sp. FER1; (+), P.
aeruginosa BUN010 (phaC+); (-), E. coli BUN001 (Control negativo); (-), control de
reactivos.

También se realizo un montaje con la escalera molecular HyperLadder™ IV de los
fragmentos amplificados (Figura 24 A y B).

Figura 24. Amplificación por PCR semi-nested de un fragmento del gen phaC con los
primers G-D y G-2R. A) Líneas: L, marcador de tamaño molecular HyperLadder™ IV; 1,
Bacillus sp. 329A; 2, Bacillus sp. 329B; 3, Pseudomonas sp. 333(1); 4, Pseudomonas sp.
333(2); 5, Alcanivorax sp. 337; 6, Haererehalobacter sp. 338B; 7, Bacillus sp. 353B; 8,
Bacillus sp. 371A; 9, Stenotrophomonas sp. 371B; (+), P. aeruginosa BUN010 (phaC+); (-
), E. coli BUN001 (Control negativo). B) Líneas: L, marcador de tamaño molecular
HyperLadder™ IV; 1, Bacillus sp. 377C; 2, Pseudomonas sp. 380; 3, Bacillus sp. 387; 4,
Pseudomonas sp. 393; 5, Halomonas sp. 394; 6, Haererehalobacter sp. 396; 7,
Alcanivorax sp. 400; 8, Halomonas sp. 405; 9, Bacillus sp. FER1; (+), P. aeruginosa
BUN010 (phaC+); (-), E. coli BUN001 (Control negativo).
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En este estudio se demostró la utilidad de los primers degenerados para la detección del
gen phaC, en terminos generales el protocolo de Revelo y colaboradores (2007) usado en
esta investigación permitió obtener fragmentos del tamaño esperado (Figuras 23 y 24) y
por lo tanto, permitió cumplir con el objetivo de detectar el gen phaC. Es pertinente para
futuras investigaciones que se lleven a cabo estudios de optimización donde se pueda
establecer la concentración de DNA template que al provenir de lisado bacteriano tiene
implícitas variaciones de concentración.

La PCR degenerada fue útil debido a que en lugar de usar primers específicos con una
secuencia dada en una PCR convencional, en la reacción se usa una mezcla, con el
objetivo de aumentar las posibilidades de anillamiento sobre diferentes secuencias
relacionadas, debido a uqe en una determinada posición del oligonucleótido puede estar
presente cualquiera de las cuatro bases nitrogenadas por lo tanto, los primers
degenerados tienen diferentes opciones a diferentes posiciones en la secuencia
permitiendo el anillamiento y la amplificación de una variedad de secuencias relacionadas
(Koelle, 1996)

Es claro que los primers degenerados G-D/G-2R permitieron detectar el gen phaC, debido
a que son empleados en la técnica de PCR conocida como semi-nested, donde se
realizaron dos PCR consecutivas, en la primera se utilizaron un par de primers llamados
externos, en la segunda se uso un primer externo y uno complementario (primer interno) a
secuencias de DNA contenidas en los fragmentos que se amplificaron en la primera PCR,
la idea de esta técnica es que los productos de la primera amplificación son un template
ideal para la segunda amplificación, mucho mejor que el DNA genómico original, es así
como los fragmentos obtenidos mediante los primers G-D/G-2R se anillan al interior del
primer fragmento amplificado con los primers G-D/G-1R mediante una reamplificación.

De esta manera se detecto el gen phaC en 18 cepas bacterianas marinas degradadoras
de hidrocarburos empleando PCR convencional y semi-nested con primers degenerados
propuestos por Revelo y colaboradores (2007), incluyendo géneros de bacterias Gram
negativas y Gram positivas no considerados por Revelo y colaboradores (2007) en el
diseño de los primers, tales como Bacillus, Halomonas, Haererehalobacter,
Stenotrophomonas y Alcanivorax. Estas bacterias phaC positivas se constituyen como
biofábricas para degradar hidrocarburos y acumular PHAs, ya que la presencia del gen
junto al conocimiento del género bacteriano permite evaluar las condiciones de cultivo
específicas para facilitar la expresión del gen y la producción de PHAs.

En esta investigación, Pseudomonas sp. 333(1), Pseudomonas sp. 380, Pseudomonas
sp. 333(2) y Pseudomonas sp. 393, estrechamente relacionadas con especies de P.
aeruginosa, P. putida, P. stutzeri y Pseudomonas sp. son bacterias phaC positivas. Tal
como se ha demostrado en diferentes investigaciones como las de Madison y Huisman,
(1999) las bacterias del género Pseudomonas acumulan PHAs principalmente mcl-PHAs;
además Jamil y Ahmed, (2008) evaluaron la síntesis de mcl-PHAs a partir de varias
fuentes de carbono en P. aeruginosa CMG607w aislada de sedimentos de la
desembocadura del mar Arábigo Lyary; Song y Yoon, (1996) informan que P. putida
BM01 sintetizo dos novedosos copolímeros aromáticos a partir de octanoato dependiendo
de la fuente de carbono, el tipo de gen phaC y la ruta metabólica involucrada; He y
colaboradores (1998) estudiaron la producción de PHAs en P. stutzeri aislada de
ambientes contaminados con aceites bajo diferentes condiciones de fuente de carbono, P.
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stutzeri también ha sido reportada para sintetizar mcl- PHAs relacionada con fuentes de
carbono como aceites y alcanos de C7 – C12 (Imamura et al., 2001).

Es así como diferentes especies de Pseudomonas, se han utilizado para la producción de
PHAs, hasta la fecha más de 150 unidades monoméricas de mcl-PHAs han sido
producidas a partir de diversas fuentes de carbono (Kim et al., 2007). Las fuentes de
carbono estructuralmente relacionadas como alcanos, alquenos y aldehídos han sido
evaluadas para producir sustratos precursores que presentan estructuras relacionadas
con los componentes de los mcl-PHAs (Rai et al., 2011) por ejemplo, cuando P.
oleovorans se cultivó en hexano, se produjo un copolímero que contiene 83% en moles de
Poli-3-hidroxihexanoato 3(HHX), 12% en moles de Poli-3-hidroxioctanoato P(3HO) y 4,9%
en moles de Poli-3-hidroxidecanoato P(3HD) (Preusting et al., 1990). Los mcl-PHAs y sus
copolímeros son estructuralmente más diversos que los scl-PHAs y por lo tanto son cada
vez más estudiados para aplicaciones biomédicas como los implantes biomédicos,
ingeniería de tejidos y de liberación de fármacos (Rai et al., 2011).

En esta investigación cepas bacterianas marinas degradadoras de petróleo
pertenecientes al género Bacillus fueron aisladas a partir de los sistemas de cultivo
continuo (BFAs), Bacillus sp. 329A, Bacillus sp. 371A, Bacillus sp. 377C, Bacillus sp.
353B, Bacillus sp. FER1, Bacillus sp. 387; estrechamente relacionadas con especies
como B. simplex, B. firmus, B. subtilis, las cuales son cepas bacterianas phaC positivas y
se constituyen como potenciales productoras de PHAs.

Las bacterias del género Bacillus parecen ser candidatas potenciales para la producción
de polihidroxibutirato (PHB) debido a sus mejores rendimientos y condiciones de
fermentación menos rigurosas (Thirumala et al., 2010). Se ha informado sobre bacterias
marinas pertenecientes al género Bacillus que acumulan PHB (López – Cortés et al.,
2008), B. cereus, B. mycoides (Arun et al., 2009) y B. megaterium (Pandian et al., 2010;
Prabhu et al., 2010). Pocos estudios han reportado acerca de la habilidad de acumulación
de PHAs en B. simplex (Thirumala et al., 2010) y existen pocos reportes de Bacillus
subtilis como productor natural de PHAs (Singh et al., 2009).

En este estudio se detectó la presencia del gen phaC, para las cepas Halomonas sp. 394
y Halomonas sp. 405, este resultado es un importante reporte acerca del gen phaC
involucrado en la biosíntesis de PHA en especies de Halomonas, lo cual las constituye
como candidatas potenciales para la producción de PHAs como ha sido reportado en la
literatura (Quillaguamán et al., 2010). Muchas cepas halofílicas acumulan PHAs y
osmolitos bajo ciertas condiciones de cultivo, especies de la familia Halomonadaceae, son
capaces de sintetizar PHAs en géneros tales como Halomonas, Cobetia,
Chromohalobacter y Kushneria, algunas cepas de Halomonas son capaces de co-producir
exopolisacáridos (EPS), H. boliviensis presenta la acumulación de PHAs con los más
altos reportes hasta el momento, otras especies de Halomonas son capaces de producir
PHA y osmolitos (Quillaguamán et al., 2010). Entre las bacterias marinas del genero
Halomonas que han sido estudiadas por su habilidad para acumular PHAs están: H.
profundus sp. nov. (Simon-Colin et al., 2008) y H. hydrothermalis (Shrivastav et al. 2010).
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Las cepas bacterianas Alcanivorax sp. 337 y Alcanivorax sp. 400 estrechamente
relacionadas con Alcanivorax sp. y A. dieselolei respectivamente, pertenecen a aquellas
bacterias marinas claves en la degradación de hidrocarburos, estas pueden incrementar
en número dramáticamente después de un derrame de petróleo, convirtiéndose en los
microorganismos más abundantes en aguas contaminadas (Harayama et al., 1999).
Según Steinbüchel (1991) la contaminación por hidrocarburos constituye una condición
temporal de exceso de carbono junto con la limitación de nitrógeno, es decir una alta
relación carbono/nitrógeno (C/N), lo cual según otros autores favorece la formación de
PHAs, algunas bacterias del genero Alcanivorax puedan sintetizar PHAs como estrategia
para sobrevivir a periodos de contaminación por hidrocarburos (Steinbüchel, 1991;
Sabirova et al., 2006a).

Es importante resaltar una representante del genero Alcanivorax, la cepa A. borkumensis
SK2, la cual tiene enzimas asociadas para la síntesis y almacenamiento de PHAs en
condiciones de exceso de carbono (Sabirova et al., 2006b). Por otra parte A. borkumensis
SK2 también ha sido evaluada para la producción de scl-PHAs y mcl-PHAs extracelulares
en un mutante del gen “tesB-Like” que codifica para una novedosa tioesterasa específica
de hidroxiacil-coenzima A (CoA) (Sabirova et al., 2006b). Con esta investigación se aporta
dos cepas de este género, Alcanivorax sp. 337 y Alcanivorax sp. 400 que a futuro pueden
ser sometidas a estudios donde se intente mutar el gen “tesB-Like” para obtener polímero
extracelular, lo que facilitaría la obtención de PHAs eliminando los costos de los
procedimientos de extracción y purificación del polímero, además son cepas disponibles
para evaluar la producción de PHAs a partir de diferentes hidrocarburos.

En este estudio se detecto el gen phaC en la cepa Stenotrophomonas sp. 371B lo cual la
hace una candidata potencial para la producción de PHAs usando como fuente de
carbono hidrocarburos derivados de petróleo. Con respecto al género son recientes los
estudios encontrados en la producción de PHAs, por ejemplo el estudio de Singh y
Parmar. (2011), donde hacen el primer reporte experimental de la síntesis de PHB de dos
nuevas especies Rahnella aquatilis y Stenotrophomonas maltophilia (aislada de la arena
de una playa). Sin embargo, ha sido previamente informada como una bacteria capaz de
degradar polihidroxibutirato (Mergaert y Swings, 1996) y son predominantes degradadoras
de mcl-PHA en el suelo (Kim et al., 2007). Además S. maltophilia es una bacteria Gram
negativa comúnmente encontrada en ambientes acuáticos (Ryan et al., 2009), cuyo
genoma fue secuenciado recientemente y ha revelado la presencia de todos los genes
que codifican enzimas que participan en la vía sintética de PHB, 3-cetoacil-CoA tiolasa
(PhaA, No de acceso. CAQ43773.1), acetoacil-CoA reductasa (PhaB, No de acceso.
YP_001973050.1), putativa sintasa polihidroxialcanohatos (PHA sintasa) (PhaC, No de
acceso. YP_001972712.1) y depolimerasa PHB (PhaZ, No de acceso. YP_001971328.1)
(Crossman et al., 2008).

En esta investigación exponemos la detección del gen phaC en las cepas bacterianas
Haererehalobacter sp. 338B y Haererehalobacter sp. 396, este resultado puede ser el
primer informe de genes phaC en bacterias de este género lo que permite deducir su
potencial enzimático para la acumulación de PHAs empleando fuentes de carbono
baratas como son las procedentes de ambientes contaminados con hidrocarburos
derivados del petróleo. Sin embargo se recomienda confirmar su identidad. Con respecto
al género Haererehalobacter existen pocos estudios reportados en la literatura (Wang et
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al., 2011). Además no ha sido discutido como un género de bacterias acumuladoras de
PHAs ni han sido estudiados los genes involucrados en la biosíntesis de PHAs.

Los amplificados de las cepas bacterianas Pseudomonas sp. 333(1) y Halomonas sp. 394
con los primers G-D/G-1R y los amplificados de las cepas bacterianas Pseudomonas sp.
393, Halomonas sp. 394 y Pseudomonas sp. 380. con primers de PCR semi-nested G-
D/G-2R fueron enviados para su secuenciación a la compañía MACROGEN (Corea), se
debe tener en cuenta que las secuencias del fragmento de gen phaC fueron verificadas
en su calidad mediante análisis visual de la secuencia en los cromatogramas además se
les realizó los procesos de depuración descritos anteriormente.

Empleando los primers generales se obtuvieron secuencias de buena calidad, las cuales
presentaron porcentajes de similitud mayores al 70% con respecto a secuencias de genes
de PHA sintasas depositadas en la base de datos del GenBank, este resultado fue
verificado mediante el alineamiento de las secuencias de esta investigación con regiones
especificas de genes phaC de la base de datos (Tabla 8), corroborando la presencia del
gen phaC en las bacterias hidrocarburoclásticas marinas de este estudio. Este resultado
demuestra el potencial que tienen estas bacterias para acumular PHAs ya que tienen el
gen phaC y por ende el operón de biosíntesis de PHAs.
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Tabla 8. Blast obtenido con las secuencias parciales de genes phaC de las cepas bacterianas hidrocarburoclásticas: los
fragmentos del gen fueron obtenidos por PCR con primers generales G-D/G-1R y PCR semi-nested con los primers generales
G-D/G-2R.

GenBank (NCBI)
Aislamiento
bacteriano

Tamaño
Fragmento
amplificado
(primers)

Secuencias estrechamente relacionadas
(Número de acceso)

Identidad
(%)

Max
Score

Total
Score

Gen con el cual
se alinea la
secuencia

Pseudomonas
sp. 333(1)

487 pb
(G-D /G-1R)

Pseudomonas aeruginosa genes phaC1, phaC2 y
phaD (X66592.1) 94% 737 960

gen="phaC1"
CDS: 1266-

2945

Halomonas sp.
394

503 pb
(G-D /G-1R)

Pseudomonas sp. gl06 genes polihidroxialcanoato
sintasa 1 (phaC1), polihidroxialcanoato depolimerasa
(phaZ), y  polihidroxialcanoato sintasa 2 (phaC2), cds

completos
(FJ214729.2)

83% 497 776
gen="phaC2"
CDS: 3314-

4996

Pseudomonas
sp. 393

472 pb
(G-D /G-2R)

Pseudomonas sp. gl06 genes polihidroxialcanoato
sintasa 1 (phaC1), polihidroxialcanoato depolimerasa
(phaZ), y polihidroxialcanoato sintasa 2 (phaC2), cds

completos
(FJ214729.2)

71% 77.0 77.0
gen="phaC2"
CDS: 3314-

4996

Halomonas sp.
405

480 pb
( G-D/ G-2R)

Pseudomonas sp. gl06 genes polihidroxialcanoato
sintasa 1 (phaC1), polihidroxialcanoato depolimerasa
(phaZ), y polihidroxialcanoato sintasa 2 (phaC2), cds

completos
(FJ214729.2)

82% 435 669
gen="phaC2"
CDS: 3314-

4996

Pseudomonas
sp.
380

478 pb
(G-D/ G-2R)

Pseudomonas putida genes poli (3-hidroxialcanoato)
sintasa 1 (phaC1), poli (3-hidroxialcanoato)

depolimerasa (phaZ), poli (3-hidroxialcanoato) sintasa
2 (phaC2), producción de PHA asosiada a proteinas

(phaD), granulos de PHA asociados a protenias
(phaF), y granulos de PHA asociados a protenias

(phaI), cds completos (AF150670.2)

86% 459 637 gen="phaC1"
CDS: 586- 2265
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Las secuencias parciales del gen phaC de los 5 aislamientos bacterianos (Tabla 8)
obtenidas con los primers G-D /G-1R y G-D /G-2R fueron depositadas en el GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los números de acceso son los siguientes: Pseudomonas
sp. 333(1) gen (phaC1):JQ653251; Halomonas sp. 394 gen (phaC2): JQ653252;
Pseudomonas sp. 393 gen (phaC2): JQ653253; Halomonas sp. 405 gen (phaC2):
JQ653254; Pseudomonas sp. 380 gen (phaC1): JQ653255.

Mediante la secuenciación de los fragmentos obtenidos con los primers degenerados
(Tabla 10) se puede concluir sobre el tipo de gen phaC presente en estas bacterias
debido a que presenta una similitud con genes phaC, sin embargo en esta investigación
se diferencio el tipo de gen para las 18 cepas bacterianas, empleando primers
específicamente diseñados para las PHA sintasas clase I, II y IV.

7.3.2 Diferenciación del tipo de gen phaC empleando primers específicos. A partir del
trabajo realizado con los primers específicos E1-D/E1-R (Revelo et al., 2007), se pudo
detectar un fragmento del gen phaC1 que codifica para la enzima PHA sintasa clase II en
las cepas bacteriana, Halomonas sp. 394, Halomonas sp. 405, Pseudomonas sp. 380,
Pseudomonas sp. 393, Haererehalobacter sp. 338B y Haererehalobacter sp. 396 (Figura
25); también se logró detectar un fragmento del gen phaC2 que codifica para la enzima
PHA sintasa clase II, empleando los primers específicos E2-D/E2-R (Revelo et al., 2007),
en las cepas bacterianas Alcanivorax sp. 337, Alcanivorax sp. 400, Pseudomonas sp.
333(1), Pseudomonas sp. 333(2), Pseudomonas sp. 380, Pseudomonas sp. 393,
Haererehalobacter sp. 338B y Haererehalobacter sp. 396 (Figura 26), la detección de
estos genes indica que las cepas bacterianas tienen un operón de biosíntesis de PHAs de
clase II.

Figura 25. Amplificación por PCR de un fragmento del gen phaC1 con los primers E1-D y
E1-R. Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, Haererehalobacter sp.
338B; 2, Pseudomonas sp. 393; 3, Alcanivorax sp. 337; 4, Alcanivorax sp. 400; 5,
Pseudomonas sp. 380; 6, Haererehalobacter sp. 396; 7, Halomonas sp. 405; 8,
Halomonas sp. 394; (-), control de reactivos.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Con los primers específicos E1-D y E1-R se detectó el fragmento del gen phaC1 del
tamaño esperado (1965 pb) en Pseudomonas sp. 380 (Figura 25, línea 5).mientras que
para las demás cepas se amplificaron fragmentos de tamaño inferior al esperado (Figura
25).Los productos de PCR de Halomonas sp. 405, Pseudomonas sp. 380 y Pseudomonas
sp. 393 (Figura 25, líneas 7, 5, 2 respectivamente) se secuenciaron en la compañía
MACROGEN (Corea). El análisis de las secuencias obtenidas de Halomonas sp. 405 y
Pseudomonas sp. 393 alinearon dentro del gen phaC del genoma de las bacterias
Xanthomonas axonopodis, y Pseudomonas fluorescens respectivamente y la secuencia
de Pseudomonas sp. 380 alineó con el gen phaC1 en la región comprendida entre phaC1
y phaZ de Pseudomonas putida (Tabla 10). Este resultado permite concluir que las cepas
Haererehalobacter sp. 338B, Pseudomonas sp. 393, Haererehalobacter sp. 396,
Halomonas sp. 405 y Halomonas sp. 394 tienen en gen phaC1 (Figura 25, líneas 1, 2, 6,
7, 8 respectivamente).

Para las cepas Alcanivorax sp. 337 y Alcanivorax sp. 400 (Figura 25, líneas 3 y 4) se
obtuvo un fragmento de tamaño inferior al esperado y al obtenido en las otras cepas
bacterianas por lo tanto es pertinente realizar mas estudios para determinar si este
fragmento obtenido permite la detección del gen phaC1. Cabe resaltar que para las cepas
Haererehalobacter sp. 338B, Pseudomonas sp. 393, Haererehalobacter sp. 396 (Figura
25, líneas 1, 2, 6 respectivamente) se obtuvo una amplificación de doble banda que puede
deberse a inespecificidades de la técnica de PCR touchdown empleada.

Figura 26. Amplificación por PCR de un fragmento del gen phaC2 con los primers E2-D y
E2-R. Líneas: L, marcador de tamaño molecular λ DNA HindIII; 1, Pseudomonas sp.
333(1): 2, Pseudomonas sp. 333(2); 3, Haererehalobacter sp. 338B; 4, Pseudomonas sp.
380; 5, Pseudomonas sp. 393; 6, Haererehalobacter sp. 396; 7, Alcanivorax sp. 337; 8,
Alcanivorax sp. 400; (-), control de reactivos.
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Cómo se observa en la Figura 26, los fragmentos obtenidos fueron de tamaño cercano al
esperado (2235 pb), lo cual nos permite concluir que el gen phaC2 fue detectado en todas
las cepas bacterianas evaluadas. Algunos productos de PCR se enviaron a secuenciación
(MACROGEN) y el análisis de similitud de las secuencias obtenidas mostró que las
secuencias parciales del gen phaC2 de Pseudomonas sp. 380 y Haererehalobacter sp.
338B se alinearon dentro del gen phaC2 del genoma de Pseudomonas putida, el
fragmento de la cepa Pseudomonas sp. 333(1) se alineó con el gen phaC2 de
Pseudomonas aeruginosa y el fragmento del gen phaC2 de Haererehalobacter sp. 396 se
alineó con el gen phaC de Halomonas elongata (Tabla 10).

Se obtuvieron bandas inespecíficas en las cepas Pseudomonas sp. 393,
Haererehalobacter sp. 396, Alcanivorax sp. 337 y Alcanivorax sp. 400 (Figura 26, líneas 5
– 8 respectivamente). Don y colaboradores (1991) dan a conocer que en la amplificación
de genes sobre genomas complejos, algunos de los principales problemas que se
presentan son las inespecificidades y la amplificación de productos de menor tamaño que
suelen deberse al anillamiento inespecífico de uno o ambos primers sobre el DNA
template. En esta investigacion a pesar de utilizar el protocolo de touchdown PCR se
presentaron bandas inespecíficas, las cuales no generaron interferencia en el proceso de
secuenciación, sin embargo, es recomendable mejorar este proceso en futuros estudios
con el fin de evitar al máximo las amplificación de productos inespecíficos. Además es
importante mencionar que el tamaño del fragmento obtenido diferente al esperado para
las cepas bacterianas de esta investigación se podría atribuir a que los genes phaC
presentan algunas variaciones inherentes a la especie bacteriana (Rehm, 2003).

Los resultados obtenidos (Figuras 25 y 26) indican que las 18 cepas bacterianas
presentan la organización del operón de PHA sintasa de clase II, debido a que los primers
específicos diseñados por Revelo y colaboradores (2007) anillan sobre regiones
específicas del operón de biosíntesis de PHAs de clase II que incluyen además de las
regiones de los genes phaC1 y phaC2, regiones de genes phaZ y phaD, por esta razón no
es relevante que para algunas cepas bacterianas como Halomonas sp. 405 y Halomonas
sp. 394 se haya detectado únicamente el gen phaC1 y para las cepas Pseudomonas sp.
333(1), Pseudomonas sp. 333(2), Alcanivorax sp. 337 y Alcanivorax sp. 400 el gen
phaC2. Estos resultados permiten concluir que estas cepas presentan la organización del
operón de biosíntesis de PHAs clase II. Para las cepas Pseudomonas sp. 380,
Pseudomonas sp. 393, Haererehalobacter sp. 396 y Haererehalobacter sp. 338B se logró
detectar los dos tipos de gen phaC1 y phaC2 demostrándose igualmente la presencia del
operón de biosíntesis de PHA sintasa clase II.

En el presente trabajo se logró detectar para las especies de Pseudomonas
caracterizadas, los genes del sistema de PHA sintasa de clase II; este sistema ha sido
clonado y caracterizado ampliamente en especies de dicho género (Zhang et al., 2001).
Por ejemplo; en la bacteria Pseudomonas aeruginosa PTCC1310 fueron identificados y
clonados los genes de phaC1 y phaC2, genes de PHA sintasa clase II (Abedi et al., 2007),
también se ha trabajado con la cepa Pseudomonas stutzeri 1317 aislada de suelos
contaminados con petróleo para la cual han sido detectados los genes de PHA sintasa
nombrados como phaC1Ps, phaC2Ps y el gen phaZPs que codifica para la enzima PHA
depolimerasa (Chen et al., 2004). Además han sido identificados y caracterizados los
genes phaC1 y phaC2 que se expresan para la producción mcl-3HA en Pseudomonas
spp. incluyendo Pseudomonas oleovorans (Huisman et al., 1991), Pseudomonas sp.
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(Matsusaki et al., 1998), Pseudomonas Mendocina (Hein et al., 2002) y Pseudomonas
putida (Ren et al., 2005).

El gen phaC2 conjuntamente con el phaC1 fueron también detectados en las cepas
Alcanivorax sp. 337 y Alcanivorax sp. 400, que coincide con investigaciones sobre una
especie de este género, Kalscheuer y colaboradores (2007) mencionan que el genoma de
la especie A. borkumensis se compone de dos genes expresados diferencialmente de una
PHA sintasa putativa (phaC1 y phaC2). Además Sabirova y colaboradores (2006a)
reportan que A. borkumensis SK2 tiene las enzimas para la síntesis de
polihidroxialcanoatos en condiciones de exceso de carbono, uno de los dos genes phaC
(ABO_1418) de la PHA sintasa de A. borkumensis SK2 se expresa solamente en las
células cultivadas en alcano, mientras que el otro gen phaC (ABO_2214), no se expresa
en niveles detectables en dichas células, además también es producido PHA en altas
tasas de C/N en células que crecen en sustratos sin alcanos.

En Halomonas sp. 394 y Halomonas sp. 405, se detectó la presencia del gen phaC1, lo
cual permite concluir que estas cepas bacterianas tienen la organización del operon de
biosíntesis de PHA sintasa clase II, esto proporciona información importante ya que se
han realizado diferentes estudios que demuestran la producción de scl-PHAs como el
poli(β-hidroxibutirato) (Quillaguamán et al., 2007; Guzmán et al., 2009) y la producción de
copolímeros biodegradables como el hidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHB-co-PHV)
(Kulkarni et al., 2010), Aún hay escasa información sobre la genómica y los genes
relacionados con la biosíntesis de PHAs a partir de las bacterias halofílicas (Cai et al.,
2011).

Cai y colaboradores (2011) revelan la presencia de los genes phaC1, phaZ y phaC2 y
otros genes relacionados con el metabolismo de PHAs en la bacteria Halomonas sp.
TD01, en su estudio demuestran que las enzimas PHA sintasas caracterizadas son
novedosas, especialmente la codificada por el gen phaC1, la secuencia de esta proteína
compartió una significante similitud con las enzimas de clase I, estos autores también
demuestran que las PHA sintasas de esta cepa especialmente la phaC1 fueron capaces
de sintetizar PHB y concluyen que esto concuerda con las características de las PHA
sintasas de clase I.

Como resultado relevante, también sobresale la detección de los genes phaC1 y phaC2
que codifican para la PHA sintasa clase II en las cepas bacterianas Haererehalobacter sp.
338B y Haererehalobacter sp. 396. Hasta la actualidad del género Haererehalobacter no
se conoce información en cuanto a los genes involucrados en la biosíntesis de PHAs. Con
base en la investigación desarrollada por Cai y colaboradores (2011) es recomendable
que las bacterias marinas halófilas como las obtenidas en esta investigación, Halomonas
sp. 394, Halomonas sp. 405, Haererehalobacter sp. 338B y Haererehalobacter sp. 396,
sean estudiadas con mayor detalle. Es importante destacar que se entregan al cepario de
la universidad de Nariño 10 cepas bacterianas marinas caracterizadas en su género y en
el tipo de operón de biosíntesis de PHAs clase II.

Las cepas de este estudio pertenecen a géneros como Pseudomonas, Alcanivorax,
Halomonas y Haererehalobacter, los últimos tres son novedosos en sus características
para la síntesis de PHAs ya que aún es reciente la investigación en cuanto a sus
operones de biosíntesis de PHAs, el comportamiento enzimático de la PHA sintasa II
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(genes phaC1 y phaC2) y el uso de fuentes de carbono tales como los hidrocarburos
derivados del petróleo.

Para 7 cepas bacterianas Bacillus sp. 329A, Bacillus sp. 329B, Bacillus sp. 353B, Bacillus
sp. 371A, Bacillus sp. 377C, Bacillus sp. 387 y Bacillus sp. FER1, se detectó previamente
el gen phaC con los primers generales propuestos por Revelo y colaboradores (2007), sin
embargo, para confirmar la clase IV de este gen mostrada en literatura para especies del
género Bacillus (McCool y Cannon, 2001; Satoh et al., 2002), se emplearon los primers y
condiciones propuestas por Revelo (2012) facilitados por sus autores para esta
investigación. A partir de esto se logró amplificar un fragmento del gen phaC de
aproximadamente 590 pb que codifica para la PHA sintasa clase IV para las siete cepas
bacterianas pertenecientes al género Bacillus. Se puede observar la amplificación de
bandas inespecíficas (Figura 27, líneas 5, 6 y 7). La aparición de dichas bandas pudo
verse influida por la calidad y concentración del DNA bacterial, por las secuencias
particulares de los genes que se amplificaron (que contienen bases G y C) y por las
combinaciones de oligonucleótidos usadas (Rychlik, 1995). Además es importante tener
en cuenta que al no estar estandarizada la concentración de DNA template para las PCR
puede influir en la concentración de MgCl2 y Taq-DNA Polimerasa, en especial la
concentración de MgCl, en el master mix, ejerce un profundo efecto en la especificidad y
el producto de la amplificación (Saiki, 1992; Williams et al., 1993). Los iones Mg2+ forman
un complejo soluble con los dNTPs que es esencial para su incorporación durante la
reacción de amplificación; además estimulan la actividad de la polimerasa, incrementando
la temperatura media (Tm) de la interacción entre la doble cadena de DNA y los
oligonucleótidos (Newton y Graham, 1994).

Figura 27. Amplificación por PCR de un fragmento del gen phaC que codifica para la PHA
sintasa clase IV con primers de Revelo (2012). Líneas: L, marcador de tamaño molecular
λ DNA HindIII; 1, Bacillus sp. 329A; 2, Bacillus sp. 329B; 3, Bacillus sp. 353B; 4, Bacillus
sp. 371A; 5, Bacillus sp. 377C; 6, Bacillus sp. 387; 7, Bacillus sp. FER1; (-), control de
reactivos.

Mccol y Cannon, (1999), informaron acerca de proteínas asociadas a cuerpos de inclusión
de PHA de Bacillus megaterium, la clonación y análisis de cada una de sus regiones
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codificantes; posteriormente McCool y Cannon, (2001) proporcionaron resultados
consistentes sobre la PHA sintasa de B. megaterium, la cual fue significativamente
diferente de todas las sintasas conocidas y fue la primera PHA sintasa del género Bacillus
que se estudió a nivel molecular, esta posee dos subunidades (PhaC y PhaR), que actúan
sobre tioésteres CoA de 3 hidroxialcanoatos de cadena corta como varios (R) 3-hidroxi
ácidos grasos que comprenden entre 3 a 5 átomos de carbono (Rehm, 2003).

Además, Satoh y colaboradores (2002) informaron de la clonación y el análisis de los
genes de biosíntesis de PHA en Bacillus sp. INT005, que fue aislado de un yacimiento de
gas y tuvo la capacidad de acumular PHA, esta bacteria puede sintetizar copolímeros y
terpolímeros que contenían diversas unidades de monómero, tales como 3-hidroxibutirato
(3HB), 4-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato, 3-hidroxihexanoato y 6-hidroxihexanoato a
partir de fuentes de carbono adecuadas (glucosa y alcanoato como única fuente de
carbono). Además demostraron que la PHA sintasa de Bacillus sp. INTO05 estaba
compuesta de dos subunidades PhaCBsp y PhaRBsp, presentando termoestabilidad
moderada y alta estabilidad. Hasta la actual revisión de literatura no existen informes
sobre la caracterización o detección de los genes phaC en B. subtilis y B. simplex,
especies de las bases de datos con las cuáles las bacterias Bacillus sp. 329A, Bacillus sp.
329B, Bacillus sp. 353B, Bacillus sp. 371A, Bacillus sp. 377C, Bacillus sp. 387 y Bacillus
sp. FER1, mostraron mayor similitud.

Es importante destacar que se entregan al cepario de la universidad de Nariño 7 cepas
bacterianas marinas hidrocarburoclásticas pertenecientes al género Bacillus que
presentan el tipo de gen que codifica para la PHA sintasa clase IV, las cuales pueden ser
objeto de futuras investigaciones en cuanto a la obtención de polímeros novedosos como
copolímeros de mejores propiedades industriales, sin necesidad de recibir fuentes de
carbono diferentes (Valappil et al., 2007).

En esta investigación los productos de PCR de las cepas bacterianas Bacillus sp. 329A,
Bacillus sp. 329B y Bacillus sp. 353B, obtenidos empleando los primers para la detección
del gen phaC que codifica para la PHA sintasa clase IV, fueron secuenciados en la
compañía MACROGEN (Corea). El análisis de las secuencias obtenidas y su
alineamiento con las secuencias con mayor identidad, indicaron que los fragmentos del
gen phaC que codifica para la PHA sintasa IV de Bacillus sp. 329A y Bacillus sp. 329B se
alinearon con secuencias especificas del gen phaC de Bacillus sp. E13 y el fragmento de
Bacillus sp. 353B se alineó con una región del genoma de Bacillus subtilis BSn5 (Tabla 9).
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Tabla 9. Blast obtenido con secuencias parciales del gen phaC de las 18 cepas bacterianas hidrocarburoclásticas. Los
fragmentos de los genes fueron obtenidos por PCR con los primers específicos de Revelo (2012) para el gen phaC que
codifica para la PHA sintasa IV; E2-D/E2-R y E1-D/E1-R (Revelo et al., 2007) para el gen phaC II.

GenBank (NCBI)
Aislamiento
bacteriano

Tamaño de
fragmento

amplificado
(primers)

Primer hit identificado
(Número de acceso)

Max
Score

Total
Score

identidad
(%)

Gen phaC con el cual
se alinea

Bacillus sp.
329A

503
(FDM /RDM2)

Bacillus sp. E13 PhaC
(J436020.1) 590 590 89% gen= phaC

CDS: 1- 603

Bacillus sp.
329B

588
(FDM /RDM2)

Bacillus sp. E13 PhaC
(J436020.1) 590 590 89% gen =phaC

CDS: 1- 603

Bacillus sp.
353B

673
(FDM /RDM2)

Bacillus subtilis BSn5
 genoma completo (CP002468.1) 439 489 97% Fragmento del

genoma
Pseudomonas

sp. 333(1)
692

(E2-D/E2-R)
Pseudomonas aeruginosa M18, genoma completo

(CP002496.1) 659 702 97% gen= phaC2
CDS: 5751821-5753503

Pseudomonas
sp.
380

1158
(E2-D/E2-R)

Pseudomonas putida poly(3-hydroxyalkanoate)
synthase 1 (phaC1), poly(3-hydroxyalkanoate)

depolymerase (phaZ), poly(3-hydroxyalkanoate)
synthase 2 (phaC2) (AF150670.2)

1370 1452 93% gen= phaC2
CDS: 3220-4902

Haererehalobac
ter sp. 338B

1222
(E2-D/E2-R)

Pseudomonas putida poly(3-hydroxyalkanoate)
synthase 1 (phaC1), poly(3-hydroxyalkanoate)

depolymerase (phaZ), poly(3-hydroxyalkanoate)
synthase 2 (AF150670.2)

1315 1411 92% gen= phaC2
CDS: 3220-4902

Haererehalobac
ter sp. 396

1104
(E2-D/E2-R)

Halomonas elongata DSM 2581, complete genome
(FN869568.1) 266 511 92% gen= phaC

CDS: 2827089-2828924

Pseudomonas
sp.
380

1248
(E1-D/E1-R)

Pseudomonas putida poly(3-hydroxyalkanoate)
synthase 1 (phaC1), poly(3-hydroxyalkanoate)

depolymerase (phaZ), poly(3-hydroxyalkanoate)
synthase 2 (phaC2) (AF150670.2)

1404 2153 100%
Gen= phaC1 (phaC1 -

phaZ)
CDS: 586-3177

Pseudomonas
sp.
393

1295
(E1-D/E1-R)

Pseudomonas fluorescens SBW25  genoma completo
(AM181176.4) 208 445 93% gen= phaC

CDS: 433537-435219
Halomonas sp.

405
1016

(E1-D/E1-R)
Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306, genoma

completo (AE008923.1) 500 500 73% gen= phaC
CDS: 549410-549784
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Las 10 secuencias parciales de los genes phaC obtenidas a partir de fragmentos
amplificados con los primers específicos (Tabla 9) fueron depositados en el GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), el cual proporcionó los siguientes números de acceso:
Bacillus sp. 329A gen (phaC): JQ653256; Bacillus sp. 329B gen (phaC): JQ653257;
Bacillus sp. 353B gen (phaC): JQ653258; Pseudomonas sp. 380 gen  (phaC2):
JQ653259; Halomonas sp. 405 gen (phaC): JQ653260; Pseudomonas sp. 333(1) gen
(phaC2): JQ653261: Haererehalobacter sp. 338B gen (phaC2): JQ653262;
Haererehalobacter sp. 396 gen (phaC): JQ653263; Pseudomonas sp. 380 gen (phaC1):
JQ653264; Pseudomonas sp. 393 gen (phaC): JQ653265.

En este estudio la cepa bacteriana Stenotrophomonas sp. 317B no amplificó los genes
phaC1, phaC2 del sistema de PHA sintasa clase II, ni el gen phaC del sistema de PHA
sintasa clase IV; sin embargo, se pudo detectar el gen phaC por medio de los primers
generales G-D/G-2R de Revelo y colaboradores (2007), por lo que se puede concluir que
esta bacteria presenta la PHA sintasa clase I, debido a que estos primers fueron
diseñados con un carácter degenerado para detectar genes phaC que codifican para las
PHA sintasas I y II.

Crossman y colaboradores (2008) estudiaron una sintasa putativa de
polihidroxialcanoatos (PHA sintasa) (PhaC, No de acceso. YP_001972712.1) en
Stenotrophomonas maltophilia K279 y Singh y Parmar, (2011) reportaron la secuencia
genómica de Stenotrophomonas maltophilia, demostrando la presencia de genes
PhaA/B/C/Z involucrados en el metabolismo de producción PHB, esta organización es
correspondiente con el operón de biosíntesis de clase I descrito por Rehm, (2003), estos
estudios respaldan los resultados obtenidos en esta investigación, donde la cepa
Stenotrophomonas sp. 371B corresponde a un interesante informe, por lo tanto sería
importante una caracterización más detallada de esta cepa bacteriana y del polímero que
produce.

En síntesis se obtuvieron cepas bacterianas marinas hidrocarburoclásticas con 3 de las 4
clases de PHA sintasas descritas hasta el momento (Rehm, 2003); 10 cepas bacterianas
presentaron la PHA sintasa clase II, 7 cepas bacterianas con la PHA sintasa clase IV y 1
cepa bacteriana PHA sintasa clase I (Tabla 10). Es importante aclarar que la PHA sintasa
clase III no fue objeto de este estudio debido a que ha sido evaluada ampliamente en
cianobacterias para las cuáles no empleamos métodos de aislamiento.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Tabla 10. Clase de PHA sintasa según el tipo de gen phaC determinado en las cepas bacterianas hidrocarburoclásticas y
reaccion a colorantes para lípidos neutros.

Colorantes para lípidos neutros PHA sintasa
clase II

rojo Nilo sudan negro
Bacterias

hidrocarburoclásticas
24h 48h 72h 24h 48h 72h

phaC Generales
(PHA sintasa

clase I y clase II *)
 gen

phaC1
gen

phaC2

PHA sintasa
Clase IV

(gen phaC)

Clase de
PHA sintasa

Bacillus sp. 329A + - - + - - + - - + Clase IV
Bacillus sp. 329B + - - - + - + - - + Clase IV

Pseudomonas sp. 333(1) - - - + + - + - + - Clase II
Pseudomonas sp. 333(2) - - + - - - + - + - Clase II

Alcanivorax sp. 337 - + - - - + + + - Clase II
Haererehalobacter sp. 338B - + - - - - + + + - Clase II

Bacillus sp. 353B + - - - + - + - - + Clase IV
Bacillus sp. 371A + - - + - - + - - + Clase IV

Stenotrophomonas sp. 371B + + - + + - + - - - Clase I
Bacillus sp. 377C - - + - - + + - - + Clase IV

Pseudomonas sp. 380 - - + - - + + + + - Clase II
Bacillus sp. 387 - - + - - - + - - + Clase IV

Pseudomonas sp. 393 - - + - - - + + + - Clase II
Halomonas sp. 394 - + + - + - + + - - Clase II

Haererehalobacter sp. 396 - + + - + - + + + - Clase II
Alcanivorax sp. 400 - + + - + - + + + - Clase II
Halomonas sp. 405 - + + - - + + + - - Clase II
Bacillus sp. FER1 - - + - - + + - - + Clase IV

*Primers generales propuestos por Revelo y colaboradores (2007) para amplificar ambos tipos de genes phaC, sin embargo, debido a su
carácter degenerado también se logró detectar en bacterias con PHA sintasa de clase IV (Bacillus).
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Las 10 secuencias de los fragmentos de genes que codifican para las PHA sintasas
obtenidos con los primers específicos (Revelo et al., 2007; Revelo, 2012) fueron alineadas
con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) posteriormente se generó una matriz
de distancia genética con la aplicación DNADist del programa BioEdit  para ser procesada
en el programa Past en la aplicación de clúster análisis y se construyó un dendrograma de
similitud (Figura 28) usando el algoritmo single linkaje y como medida de similaridad el
índice de Bray Curtis, esto permitió ver la alta similaridad genética entre las secuencias de
los genes phaC obtenidas con los primers específicos, debido a que el agrupamiento
arrojo un coeficiente de correlacion de 0,75.
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Figura 28. Dendrograma de similitud de bacterias hidrocarburoclásticas con base en el
análisis de las secuencias de fragmentos del gen phaC obtenidos con primers específicos
(Revelo et al., 2007; Revelo, 2012). Construido bajo el algoritmo de single linkaje y como
medida de similaridad el índice de Bray Curtis.

En el dendrograma realizado con las secuencias de genes phaC amplificados usando
primers específicos, se puede observar que las secuencias de los genes que codifican
para la PHA sintasa tipo II y tipo IV fueron agrupadas en este dendrograma, esto se
puede deber a que los genes que codifican para las PHA sintasas presentan regiones
altamente conservadas.
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Con el fin de representar con mayor claridad los resultados del tipo de gen phaC presente
en las 18 cepas marinas hidrocaburoclásticas se construyo otro dendrograma de similitud
empleando una matriz de presencia ausencia con ayuda del programa NTSYS 2.1 (Figura
29).

Figura 29. Dendrograma de similitud de las bacterias marinas hidrocarburoclásticas con
relacion al tipo de gen phaC. Se empleó la estratégia de agrupamiento UPGMA y el índice
de similitud DICE.

En la Figura 29 se puede observar el agrupamiento de las bacterias marinas
hidrocarburoclásticas de esta investigacion en tres clusters diferenciados, en este se
puede ver que los aislamientos se agrupan dependiendo del tipo de gen phaC. En el
primer cluster (color azul) se observa las bacterias pertenecientes la género Bacillus en
las cuales se amplifico con iniciadores específicos (Revelo, 2012) el gen phaC que
codifica para la PHA sintasa clase IV; se puede observar un segundo cluster (color café)
el cual agrupo los géneros bacterianos a los cuales se les logro detectar con iniciadores
específicos (E1-D/E1-R y E2-D/E2-R de Revelo y colaboradores 2007) los genes que
codifican para la PHA sintasa clase II (phaC1 y phaC2).
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Se puede observar un cluster (color verde) el cual diferencia a la bacteria
Stenotrophomonas sp. 371B de los anteriores clusters debido a que a esta cepa se le
detecto el gen phaC con iniciadores generales (G-D/G-1R/G-2R) y no amplifico con los
iniciadores específicos. De esta manera se pudo inferir que esta bacteria podría presentar
el gen phaC que codifica para la PHA sintasa I debido a que los primeres generales
fueron diseñados en base a secuencias de genes que codifican para la PHA sintasa I y II,
además algunas investigaciones reportan que bacterias pertenecientes a este género
presentan el operón de biosintesis PHA sintasa I (Crossman et al., 2008; Singh y
Pharmar, 2011). Es recomendable el diseño y aplicación de primers específicos para la
confirmación del tipo de gen phaC en Stenotrophomonas sp. 371B.

Los resultados obtenidos de la detección y la diferenciación de las clases de PHA sintasas
se pueden argumentar debido que se empleo primers específicos diseñados
particularmente para este fin, lo que aseguro que los fragmentos obtenidos correspondían
a secuencias de genes phaC, también cabe resaltar que se proporcionó condiciones
semejantes para los cultivos bacterianos, se verifico las características microscópicas y
macroscópicas de las cepas utilizadas y se manejaron las mismas condiciones de lisado
bacteriano con el fin de obtener ADN template que permita la reproducibilidad de la
técnica de PCR, las cuales fueron realizadas por triplicado obteniéndose resultados
semejantes para cada ensayo, además algunos de los fragmentos obtenidos fueron
enviados a secuenciar, obteniendo resultados no contemplados dentro de los objetivos
que permitieron verificar las secuencias de genes phaC (ó la presencia del gen phaC en)
de las bacterias de estudio.

7.4 CARACTERIZACIÓN DEL POLÍMERO PRODUCIDO POR BACTERIAS MARINAS
HIDROCARBUROCLÁSTICAS MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE GASES

Con el propósito de cumplir con el último objetivo de esta investigación se escogió una
cepa bacteriana representante de cada género que presentó colonias visibles después de
25 días de incubación en agar Brito (Brito et al., 2006) modificado con n-octano. Se
escogió cepas que presentaran las 3 clases de PHA sintasa detectadas en esta
investigacion. Las cepas corresponden a Bacillus sp. 329B, Pseudomonas sp. 333(1),
Haererehalobacter sp. 338B, Stenotrophomonas sp. 371B, Halomonas sp. 405 y
Alcanivorax sp. 337, con las que se llevaron a cabo los ensayos de fermentación batch
con el fin de extraer PHAs y obtener un perfil cromatográfico que verifique la detección del
polímero acumulado.

La Figura 30 muestra el montaje de una fermentación batch para las 6 cepas bacterianas,
empleada porque es el sistema de cultivo más común por su funcionalidad a escala de
laboratorio y se considera un sistema cerrado donde los nutrientes se agotan porque son
consumidos por los microorganismos.
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Figura 30. Ensayos de fermentación batch para la extracción de PHAs a partir de n-
octano. (Fuente: esta investigación).

Se realizaron ensayos de extracción de PHAs en las 6 cepas bacterianas a los 20 días de
cultivo, sin embargo, se obtuvieron resultados negativos, por esta razón la producción de
PHAs se evaluó a los 30 días (720 h), 37 días (888 h) y 44 días (1056 h) de fermentación
obteniéndose un precipitado blanco correspondiente al PHA (Figura 31).

Figura 31. Productos ensayo de extracción de PHAs a partir de n-octano. De derecha a
izquierda: Bacillus sp. 329B, Pseudomonas sp. 333(1), Haererehalobacter sp. 338B,
Stenotrophomonas sp. 371B, Halomonas sp. 405, Alcanivorax sp. 337. (Fuente: esta
investigación).

A las 720, 888 y 1056 horas de fermentación se registraron  los datos de peso de biomasa
celular y peso de PHAs (Tabla 11) que permitieron obtener información inicial de los
ensayos de extracción.
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Tabla 11. Formación de biomasa y producción de PHAs bajo fermentación batch para las cepas bacterianas.

30 días (720 h) de
fermentación

37 días (888 h) de
fermentación

44 días (1056 h) de
fermentación

Cepa bacteriana Gen phaC
amplificado

Clase de PHA
sintasa Peso de

Biomasa
(g/L)

Peso de
PHAs
(g/L)

Peso de
Biomasa

(g/L)

Peso de
PHAs
(g/L)

Peso de
Biomasa

(g/L)

Peso de
PHAs
(g/L)

Pseudomonas sp. 333(1) phaC II
(E2-D/E2-R)

Clase II 1,16 0,06 2,80 0,16 1,16 0,10

Bacillus sp. 329B phaC IV
(Revelo, 2012)

Clase IV 1,2 0,06 1,80 0,13 0,86 0,03

Halomonas sp. 405 phaC I
(E1-D/ E1-R)

Clase II 1,06 0,26 2,70 0,53 0,9 0,13

Haererehalobacter sp.
338B

phaC I y II
(E1-D/ E1-R;
E2-D/E2-R)

Clase II
0,93 0,03 0,90 0,06 1,3 0,06

Stenotrophomonas sp.
371B

phaC
(G-D/G-2R)

Clase I 0,9 0,1 1,76 0,16 0,76 0,06

Alcanivorax sp. 337
phaC I y II

(E1-D/ E1-R;
E2-D/E2-R)

Clase II
1,06 0,13 0,73 0,20 1,76 0,03

En esta investigación se determinó la biomasa entendida como peso seco celular de las 6 cepas bacterianas en los 3
muestreos durante el proceso de fermentación (Tabla 11), debido a que el polímero acumulado está relacionado con la
biomasa (Khiyami et al., 2011) y esta se utiliza para conocer el contenido de PHAs en las células.

Debido a que las muestras de PHAs obtenidas a partir de los 3 ensayos de extracción no presentaron diferencias
estadísticamente significativas según la prueba de Kruskal-Wallis, con un p (valor) superior a 0,05, se procedió a derivatizar las
muestras obtenidas a las 888 horas de fermentación, donde se encontraron los pesos de PHA superiores, con el fin de obtener
resultados parciales a cerca del polímero obtenido de cada uno de los 6 géneros bacterianos de este estudio. Después de 37
días (888 h) de fermentación se determinó que el peso de PHAs acumulado en las cepas bacterianas evaluadas estuvo entre
los 0,06 y 0,53 g/L (Tabla 11). El porcentaje de PHAs contenidos en la biomasa obtenida en la fermentación estuvo entre 27,39
y 5,71% (Tabla 12).
Tabla 12. Porcentaje de PHAs acumulado en las cepas bacterianas hidrocarburiclásticas en relacion al tipo de gen phaC y a la
afinidad por colorantes de lípidos neutros.
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Colorantes para lípidos neutros
rojo Nilo sudan negroCepa bacteriana Gen phaC amplificado

Clase de
PHA

sintasa 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Porcentaje de
PHA contenido

(%)
Pseudomonas sp. 333(1) phaC II (E2-D/E2-R) Clase II - - - + + - 5,71

Bacillus sp. 329B phaC (Revelo, 2012) Clase IV + - - - + - 7,22
Halomonas sp. 405 phaC I (E1-D/ E1-R) Clase II - + + - - + 19,6

Haererehalobacter sp.
338B

phaC Iy II (E1-D/ E1-R;
E2-D/E2-R)

Clase II - + - - - - 6,66

Stenotrophomonas sp.
371B

phaC (G-D/G-2R) Clase I + + - + + - 9,9

Alcanivorax sp. 337 phaC I y II (E1-D/ E1-R;
E2-D/E2-R)

Clase II - + - - - 27,39

En general los pesos de biomasa y PHAs obtenidos son relativamente bajos respecto a los reportados por estudios donde se
emplean fuentes de carbono diferentes a hidrocarburos, como es el caso de los estudios realizados en la Universidad de
Nariño, los cuales informaron la acumulación promedio de 0,31 g/L de PHAs (Fernández et al., 2005) y 2 g/L de PHAs (Otero y
Fernández, 2011) y otras investigaciones en Cuba, Brasil y la India, donde se reporta el PHA contenido en biomasa hasta un
27,48% (Franco et al., 2009) un 68% (Dantas, 2005) y un 32,07% (TajAl-Deen et al., 2010). Se presenta una situación similar
cuando se comparan los resultados obtenidos de PHAs con algunos estudios donde se demuestra que la cantidad de PHAs
acumulados a partir de fuentes de carbono como hidrocarburos son de 0,018 g/L en una cepa silvestre de Alcanivorax
borkumensis SK2 cultivada en octadecano (Sabirova et al., 2006b), porcentajes de 28,3% en Pseudomonas oleovorans
cuando crece en alcanos de 6 a 12 carbonos (Lageveen et al., 1988) y 58,9% en Pseudomonas fulva TY16 cultivada con
tolueno (Ni et al., 2010).

A pesar de que no se ha evaluado la acumulación de PHAs en bacterias pertenecientes a los géneros Stenotrophomonas,
Halomonas y Haererehalobacter, a partir de n-octano en investigaciones previas, los resultados obtenidos en este estudio
demuestran la produccion de polimero por las bacterias de estos generos el cual podría ser caracterizado y relacionarlo con el
tipo de gen phaC presente en bacterias hidrocarburoclásticas marinas.
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La obtención de PHAs en los 6 géneros bacterianos estuvo determinada por algunas
condiciones de fermentación como el desbalance de nutrientes y el tiempo de cultivo, en
cuanto a los nutrientes el medio de cultivo estuvo limitado por la por la concentracion de
compuestos nitrogenados en la composición básica de sales [HN4Cl2 (0,27 g/L), K2HPO4
(0,25 g/L)] del medio Brito modificado (Brito et al., 2006) y el exceso en la fuente de
carbono determinada por el hidrocarburo alifático n-octano suministrado al 1%,
proporcionando un desbalance con 8,42 g L-1 de carbono y 0,0042 g L-1 de nitrógeno. El
sustrato utilizado como única fuente de carbono en el medio de cultivo fue el alcano
alifático n-octano, constituido como uno de los más abundantes en ecosistemas marinos
contaminados por petróleo y está relacionado con la biosíntesis de PHA (Mobley, 1994).

A las 720 horas de fermentacion se logró extraer PHAs en las cepas bacterianas
analizadas, se mantuvo la fermentacion durante este tiempo debido a que se realizaron
ensayos de extracción previos sin obtener polímero. Es importante tener en cuenta que se
logró la extracción satisfactoria de PHAs a partir de las muestras bacterianas empleando
en el protocolo descrito por Fernández y colaboradores (2006), el cual se considera un
método sensible y está fundamentando en varios procesos conocidos para recuperar
PHAs a partir de los sistemas biológicos o biomasa bacteriana, además su utilidad ha sido
comprobada en varios estudios realizados en la Universidad de Nariño como los de
Fernández y colaboradores (2005), Fernández y colaboradores (2006), Bravo y
Fernández (2005) y Otero y Fernández, (2011), y sus bases teóricas son semejantes a
otros protocolos donde se han extraído satisfactoriamente PHAs a partir de bacterias
como los de Franco y colaboradores (2009) y Cholula, (2005).

Mediante la metodología de cromatografía de gases se pudo obtener los perfiles
cromatográficos del polímero extraído de 6 cepas bacterianas (Anexo F). En el perfil
cromatográfico del extracto de la cepa bacteriana Alcanivorax sp. 337, fue posible
identificar un pico que corresponde al mismo tiempo de retención dela muestra analizada
posteriormente mediante GC-MS bajo las mismas condiciones.

Teniendo en cuenta la clase de PHA sintasa que presentaron las bacterias
Stenotrophomonas sp. 371B y Bacillus sp. 329B (PHA sintasa clase I y IV
respectivamente) y el sustrato suministrado en el proceso de fermentación se esperaba la
acumulación de polímeros de cadena corta, especialmente para Stenotrophomonas sp.
371B por que para bacterias de este género ha sido reportada recientemente su
acumulación (Singh y Parmar, 2011), sin embargo para Bacillus sp. 329B podría
esperarse además la acumulación de copolímeros como se ha informado para algunas
representantes este género (Tajima et al., 2003; Valappil et al., 2007).

Para las cepas que presentaron la PHA sintasa clase II, (Pseudomonas sp. 333(1),
Haererehalobacter sp. 338B, y Halomonas sp. 405 no se logró caracterizar el compuesto
acumulado. Sin embargo en Alcanivorax sp. 337, se obtuvo un heterodimero de 6
carbonos en cada bloque monomerico.
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Caracterización de PHA producido por Alcanivorax sp. 337 mediante cromatografía de
gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS). Se escogió la cepa bacteriana
Alcanivorax sp. 337 caracterizada en esta investigación, debido a que es una novedosa
bacteria hidrocarburoclástica obligada que utiliza frecuentemente alcanos como sustrato
para su metabolismo de carbono, reportado como productora mcl-PHAs a partir de
octadecano (Saviroba et al., 2006b). Mediante el análisis de la muestra de PHAs obtenido
de la cepa Alcanivorax sp. 337 por GC-MS, se identificó en el tiempo de retención (Tr)=
14,23 min (Figura 32) el compuesto 1,6- Dimetilhexanodioato de cantidad relativa
(13,94%) (Figura 33).

Figura 32. Perfil cromatográfico de la cepa Alcanivorax sp. 337. Columna RTX-5(30 m)
Split 1:30. MSD (El, 70 eV)

Figura 33. Espectro de masas correspondiente al compuesto 1,6- Dimetilhexanodioato
detectado en el extracto de Alcanivorax sp. 337.
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El compuesto caracterizado de la cepa Alcanivorax sp. 337 (Figura 33), correspondiente a
1,6- Dimetilhexanodioato también llamado dimetil adipato, ácido hexanodioico o
comúnmente ácido adípico, es un éster de ácido dicarboxílico de cadena lineal de 6
carbonos, cristalino, blanco, ligeramente soluble en agua y soluble en alcohol y acetona
(Davis y Kemp, 1991). Casi todo el ácido adípico comercial se produce a partir de
ciclohexano en procesos químicos secuenciales de oxidación, que se utiliza en una
variedad de aplicaciones directas e indirectas; el consumo de ácido adípico lo vincula
como un monómero en casi el 90% de la producción de nylon por la policondensación con
hexametilendiamina, esto se procesa posteriormente en fibras para aplicaciones en
alfombras, cuerdas de neumáticos de automóvil y ropa. El ácido adípico se utiliza en la
fabricación de plastificantes y componentes lubricantes, además el monómero es utilizado
en la producción de poliuretano y sus ésteres son plastificadores, especialmente en los
PVC (Castellan et al., 1991).

La síntesis de ácido adípico ha sido reportada generalmente por vía química a partir de
benceno, sin embargo se conocen rutas biotecnológicas capaces de generarlo tales
como: i) biosíntesis de ácido cis, cis-mucónico a partir de glucosa por fermentación,
seguido de su hidrogenación catalítica a ácido adípico, ii) conversión enzimática del
ciclohexanol a ácido adípico y iii) conversión enzimática de adiponitrilo a adipato amónico.

El compuesto 1,6- Dimetilhexanodioato (ácido adípico) ha sido reportado como un
precursor de PHAs y está integrado a la ruta metabólica VIII de producción de PHAs
descrita por Chen. (2010), ver Figura 4, donde a partir de un ciclohexanol se produce el
ácido hexanodioico (ácido adípico) para finalmente obtener el 6-hidroxihexanoato por
medio de 6 enzimas descritas (Figura 4, Tabla 2). Además Kunz y Weimer, (1983)
reportan que el ácido adípico esta integrado a la formación y metabolismo bacteriano de
6-hidroxihexanoato. El 6-hidroxihexanoato es un mcl-PHA reportado en varias
investigaciones (Kunz y Weimer, 1983; Abe et al., 1994; Abe et al., 1995; Łabuzek y
Radecka, 2001; Tajima et al., 2003), también ha sido reportado el 3-hidroxihexanoato en
estudios como los de Preusting y colaboradores (1990) y Durner y colaboradores (2000) y
en investigaciones donde hace parte de copolímeros ampliamente evaluados con
propiedades novedosas (Rai et al., 2011).

En esta investigación se diseño una posible ruta metabólica (Figura 34) bajo el supuesto
de que el n-octano fue degradado por las bacterias mediante enzimas como las
monooxigenasas obteniéndose el hexanol. El soporte teorico de esta propuesta es la ruta
metabólica de degradación de alcanos disenada por Widdel y Rabus, (2001).
Hipotetizando que esta ruta se presente en Alcanivorax sp. 337 aislado en este estudio,
podría haber una transformación del hexanol a ciclohexanol (parte no definida) el cual
ingresa a la ruta anteriormente descrita por Chen, (2010).
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Figura 34. Ruta metabólica hipotética de degradación n-octano para producir mcl-PHAs
por Alcanivorax sp. 337.
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La cepa Alcanivorax sp 337 en nuestra investigación degradó el n-octano. La degradación
de n-octano se ha estudiado en otras especies del género Alcanivorax, por ejemplo, Baik,
(2010) obtuvó el gen P450 de monooxigenasa de A. borkumensis SK2 expresado con
éxito en E. coli para hidroxilar el átomo de carbono terminal de n-octano y producir n-
octanol; Sabirova, (2006) reportó los genes ABO_2707 (AlkB1 alcano monooxigenasa),
ABO_2708 (AlkG rubredoxina), ABO_2709 (AlkH aldehído deshidrogenasa y ABO_2710
(alcohol deshidrogenasa AlkJ) implicados en la degradación de alcanos lineales y reveló
un operón putativo de genes que codifican proteínas presumiblemente envueltas en el
metabolismo de cicloalcanos (ciclohexanol) tales como, la caprolactona hidrolasa
(ABO_0191), ciclohexanona monooxigenasa (ABO_0190), deshidrogenasa ciclohexanol
(ABO_0189); estas últimas median el metabolismo del ciclohexano partiendo de
ciclohexanol para finalmente obtener ácido 6-hidroxihexanoico (6-hidroxihexanoato). Los
anteriores genes podrían estar involucrados en la ruta descrita por Chen, (2010). Con
base a esto estos argumentos se podria confirmar en posteriores investigaciones que
alguno de estos genes pueden codificar las enzimas que hacen parte de la ruta
metabólica hipotética esquematizada en esta investigación (Figura 34).

En esta investigación se demostró la obtención del compuesto 1,6- Dimetilhexanodioato
(ácido adípico) este compuesto fue detectado en su forma natural como un ácido
dicarboxílico, a partir de esto se pueden manejar varias hipótesis para explicar la
obtención del compuesto: la bacteria produjo 6-hidroxihexanoato y se transformó en ácido
adípico el cual nuevamente se convierte en un precursor para formar monómeros de mcl-
PHAs como se describe en la ruta metabólica de Chen, (2010), además se podría pensar
que tanto el ácido adípico como el 6-hidroxihexanoato pudieron estar presentes en la
muestra, sin embargo, el 6-hidroxihexanoato no pudo ser detectado debido a su baja
concentración, situación que podría ser confirmada en posteriores investigaciones. Se
recomiendan estudios como espectrofotometría infrarroja (FTIR) para la determinación de
posibles enlaces ésteres que en este caso permitirían verificar la presencia de PHAs.

En esta investigación en Alcanivorax sp. 337 se logró detectar ácido adípico, este
compuesto ha sido propuesto como un componente de copolímeros novedosos como lo
reportaron Hirt y colaboradores (1996) quienes analizaron la síntesis y caracterización de
un novedoso copolímero en bloque de copoliesteruretanos el cual contiene hidroxi poli
[(R)-3-hidroxibutirateco-(R)-3-hidroxivalerato)] como el segmento duro (fragmento de
cadena cristalizable) y poli (e-caprolactona) o poli [(ácido adípico)-alt-(1,4-butanodiol,
dietilenglicol; etilenglicol)] como el segmento blando (fracción biodegradable).

Se comprobó que Alcanivorax sp. 337 tiene los genes implicados en la biosintesis de PHA
sintasa clase II y que produce ácido ádipico a partir de la degradación de n-octano, según
la literatura el ácido adípico es un precursor del 6-hidroxihexanoato, un tipo de mcl-PHA.
Esto nos permitió evaluar el potencial para la producción de PHAs en relación al tipo de
gen phaC en bacterias marinas hidrocarburoclásticas. Este resultado es relevante
principalmente porque existen pocos estudios de la síntesis de PHAs en especies del
género Alcanivorax.
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Con base en los anteriores argumentos se puede inferir que el polímero acumulado por
Alcanivorax sp. 337 es del tipo mcl-PHA. Es importante destacar que los mcl–PHAs y sus
copolímeros son estructuralmente más diversos que los scl-PHAs y pueden ser
clasificados en, saturados, insaturados, con grupos reactivos halogenados, con cadenas
laterales aromáticas y con monómeros ramificados. La presencia de grupos funcionales
tales como halógenos, carboxilo, epoxi, hidroxilo, fenoxi, cianofenoxi y nitrofenoxi, son
particularmente importantes en los mcl-PHAs ya que permiten modificaciones químicas
que conducen a la producción de nuevos biomateriales con propiedades variables y
flexibles para aplicaciones biomédicas (Rai et al., 2011).

Con base en el compuesto obtenido y relacionando este resultado con la PHA sintasa
clase II presente en Alcanivorax sp. 337 se puede concluir que las cepas Halomonas sp.
405, Haererehalobacter sp. 338B y Pseudomonas sp. 333(1), las cuales presentaron la
misma clase de PHA sintasa tienen el potencial para la acumulación de mcl-PHAs en
presencia de n-octano.
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CONCLUSIONES

El microcosmos desarrollado en BFAs proporcionó las condiciones necesarias para el
aislamiento de bacterias marinas hidrocarburoclásticas.

A partir de 53 aislamientos bacterianos iniciales, 18 fueron identificados mediante
secuenciación del gen  16S rRNA en cepas pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Bacillus, Stenotrophomonas, Halomonas, Alcanivorax y Haererehalobacter.

Se determinó que las 18 cepas bacterianas fueron phaC positivas, las bacterias
pertenecientes a  los géneros Alcanivorax, Halomonas, Pseudomonas,
Haererehalobacter, presentan PHA sintasas clase II; las bacterais pertenecientes al
género Bacillus  presentan PHA sintasa clase IV y Stenotrophomonas sp. 371B. presenta
la PHA sintasa clase I.

Se identifico la cepas Haererehalobacter sp. 338B y Haererehalobacter sp. 396 como
PHA +, se reportan por primera vez como bacterias hidrocarburoclásticas productoras de
PHA, las cuales también fueron positivas para las pruebas colorimétricas sudan negro y
rojo Nilo.

Alcanivorax sp. 337, Halomonas sp. 405, Pseudomonas sp. 333(1), Bacillus sp. 329B,
Stenotrophomonas sp. 371B y Haererehalobacter sp. 338B, representantes de cada
género y clases de PHA sintasas, acumularon PHAs a partir de n-octano.

Alcanivorax sp. 337 con PHA sintasa clase II, sintetizó el compuesto 1,6-
Dimetilhexanodiato como precursor de 6-hidroxihexanoato, el cual es un mcl-PHA.

Se logró evaluar la relacion entre el tipo de gen phaC y el potencial para la producción de
PHAs en la cepa identificada como Alcanivorax sp. 337 la cual posee la PHA sintasa clase
II y produjo un novedoso precursor (ácido adipico) de PHAs de cadena media a partir de
n-octano.

La producción de ácido adípico como un compuesto precursor para la síntesis de un mcl-
PHA posiblemente 6-hidroxihexanoato a partir de n-octano, es un resultado novedoso
pues la capacidad para la producción de PHAs de cepas bacterianas pertenecientes a
este género no ha sido evaluada a partir de este hidrocarburo específico.

Esta investigación es el primer estudio en Colombia que brinda nuevos conocimientos
sobre genes phaC en bacterias marinas hidrocarburoclásticas.
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APORTES

En esta investigación se diseñaron BFAs que fueron usados para simular un
microcosmos que permitió el desarrollo y crecimiento de una comunidad bacteriana
degradadora de petróleo.

Se logró aislar y preservar 18 cepas bacterianas marinas viables catalogadas con el
ecotipo hidrocarburoclásticas y productoras de polihidroxialcanoatos a partir de n-
octano, provenientes de la bahía de Tumaco – Nariño.

Se aportó en el conocimiento de la diversidad de bacterias marinas
hidrocarburoclásticas provenientes de microcosmos usando agua marina de la bahía
de Tumaco-Nariño como inóculo. Se identificaron cepas pertenecientes a los géneros,
Alcanivorax, Bacillus, Haererehalobacter, Halomonas, Pseudomonas y
Stenotrophomonas.

Se reporta por primera vez cepas del género Haererehalobacter en la costa Pacífica
Colombiana que tienen la capacidad para degradar hidrocarburos derivados del
petróleo y producir PHAs. Esto podría constituir un reporte importante a nivel mundial
debido a los escasos estudios informados en la literatura sobre este género y estas
propiedades metabólicas.

Se logró detectar el polímero producido por 6 cepas bacterianas de diferentes géneros
lo cual aportó información acerca de la capacidad de estas bacterias para producir
polímero a partir de n-octano.

Se remitieron al GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 18 secuencias
correspondientes al gen 16S rRNA, 5 secuencias del gen phaC detectado con primers
generales y 10 secuencias del gen phaC diferenciado con primers específicos.

Se aportó al grupo de investigación en Biotecnología Microbiana, los elementos
teórico prácticos que permiten la aplicación de PCR con diferentes juegos de primers
al estudio de los genes phaC y la caracterización parcial hasta el nivel de género de
bacterias procedentes de muestras ambientales.

El ácido adípico detectado en la muestra de Alcanivorax sp. 337 indica un aporte
importante debido a que ha sido producido por un sistema biológico que junto con la
profundización de su ruta metabólica y la evaluación de su síntesis a partir de
sustratos económicos podría proponer una ruta biotecnológica costo-efectiva para la
producción a gran escala de este compuesto de importancia industrial.

Se determinó el potencial de Alcanivorax sp. 337 como bacteria marina
hidrcarburoclastica que acumula PHAs en relación al tipo de gen phaC. Este aporte
fue significativo teniendo en cuenta los escasos estudios llevados a cabo en Colombia
respecto al tema.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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PERSPECTIVAS

Realizar cinéticas de crecimiento con los cultivos obtenidos en los microcosmos BFAs, asi
como estudiar la diversidad total de bacterias marinas hidrocarburoclásticas cultivables y
no cultivables procedentes de la bahía de Tumaco-Nariño, en relación a los procesos de
biodegradación de hidrocarburos, mediante DGGE y qPCR vs CFUs de las comunidades
presentes en el sistema.

Es recomendable evaluar la extracción de PHAs en una cinética de crecimiento de la
bacteria Alcanivorax sp. 337, con el fin de que estas muestras sean caracterizadas para
verificar el tiempo exacto de producción de 6-hidroxihexanoato como el posible mcl-PHA
acumulado por la cepa.

Evaluar los rendimientos de producción de PHAs y la eficiencia de inóculos mixtos para la
biorremediación de aguas contaminadas de la costa Pacífica Colombiana, teniendo en
cuenta que se determinó la presencia de bacterias hidrocarburoclásticas y posibles
productoras de biosurfactantes.

Realizar un análisis que permita determinar las sinergías confirmando la importancia de
cultivos mixtos para la degradación y uso de hidrocarburos en el ciclaje del carbono. Con
este fin llevar a cabo una re-identificación taxonómica de las cepas bacterianas más
representativas en esta investigación que podrían ser tenidas en cuenta para futuros
estudios en este topico.

Proponer estudios metabólicos para las cepas Haererehalobacter sp. 338B y
Haererehalobacter sp. 396 con el fin de determinar su implicación en los procesos de
bioremediacion petróleo y producción de PHAs

Adelantar estudios de mutagénesis sobre el gen “TesB-Like” para la producción
extracelular de PHAs en las bacterias del género Alcanivorax,  tal como  fue demostrado
en los estudios de Saviroba y colaboradores (2006b), quienes trabajaron con una bacteria
perteneciente a este género.

Estandarizar técnicas para la preservación de bacterias marinas con capacidad de
degradar hidrocarburos y producir PHAs previendo la reducción de efectos adversos en el
proceso y que conlleven a la pérdida de aislamientos bacterianos potenciales, teniendo en
cuenta que corresponden a aislamientos ambientales y que además poseen
características metabólicas específicas.

Proponer estudios de biorremediación ex - situ dentro del grupo de investigacion en
Biotecnología Microbiana con el fin de continuar con el análisis de viabilidad de las 18
cepas bacterianas entregadas teniendo en cuenta que representan un recurso genético y
biotecnológico.

Complementar la caracterización molecular y metabólica del polímero producido por
aquellos aislamientos bacterianos sobre los cuales se diferenciaron los tipos de gen phaC,
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esto podría proporcionar información precisa para concluir sobre la versatilidad de la
enzima PHA sintasa.

Realizar estudios complementarios de la cepa bacteriana Alcanivorax sp. 337 para
confirmar la ruta metabólica hipotetizada.

Proponer estudios de marcaje enzimático para la determinación de la ruta metabólica
específica en la cual el n-octano es degradado y utilizado como fuente de carbono para la
producción de ácido adípico detectado en Alcanivorax sp. 337 y su transformación a mcl-
PHAs.

Dirigir la producción de PHAs con base en el tipo de gen PHA sintasa y la identificación
por 16S rRNA e incluir la utilización de sustratos alternativos de fuentes de carbono como
agua marina y aguas contaminadas con hidrocarburos derivados del petróleo de la costa
Pacífica Colombiana con el fin de disminuir costos de producción.

Las bacterias marinas caracterizadas parcialmente hasta género y en su tipo de operón
de biosintesis de PHAs clase II pueden ser objeto de futuras investigaciones en cuanto a
la obtención PHAs, teniendo en cuenta que la PHA sintasa clase II, es una enzima de
interés, debido a su preferencia por sustratos de cadena media que permiten la
polimerización de mcl-PHAs los cuales contienen una variedad de monómeros y tienen
características versátiles; además adicionalmente son bacterias marinas para las cuáles
es importante establecer a futuro otras características tales como la halofília, la pareja
donor/aceptor de electrones, saturación de O2, saturación de metales y formación de otros
carbosomas.

Realizar estudios sobre optimización de la producción de PHAs a partir de hidrocarburos
en las cepas bacterianas obtenidas en este estudio, con el fin de determinar sus
rendimientos de producción de PHAs y degradación de hidrocarburos y para establecer su
potencial y aplicaciones a escala industrial.
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ANEXOS

Anexo A. Dendrograma generado por el programa PAST. Indica el agrupamiento de los
aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos según sus características macroscópicas y
microscópicas
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Anexo B. Características microscópicas y macroscópicas de los 53 aislamientos
bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables obtenidos en sistemas de cultivo continuo
realizados en BFAs.

Características macroscópicas Características
microscópicasAislamiento

bacteriano Forma Elevación Borde Superficie Color Tinción Gram

1 Irregular Elevada Entero Concéntrica Rosado Bacilos Gram-negativo

2 Circular Difusa Entero Concéntrica Blanco Bacilos Gram-negativo

3 Irregular Difusa Ondulado Ondulada Blanco Bacilos Gram-negativo

4 Irregular Difusa Filamentoso Radiada Blanco Bacilos Gram-negativo

5 Irregular Elevada Ondulado Concéntrica Blanco Bacilos Gram-negativo

6 Circular umbilicada Ondulado Ondulada Blanco Bacilos Gram-negativo

7 Circular Elevada Ondulado Ondulada Blanco Bacilos Gram-negativo

8 Rizoide Elevada Ondulado Ondulada Blanco Bacilos Gram-negativo

9 Circular Aplanada Ondulado Ondulada Blanco Cocos Gram-positivo

10 Circular Elevada Ondulado Ondulada Amarillo Bacilos Gram-negativo

11 Puntiforme Aplanada Entero Lisa Blanco Bacilos Gram-negativo

12 Puntiforme Elevada Entero Lisa Blanco Bacilos Gram-negativo

13 Irregular Aplanada Ondulado Ondulada Crema Bacilos Gram-positivo

14 Circular Difusa Ondulado concéntrica Blanco Bacilos Gram-negativo

15 Circular Aplanada Filamentoso Radiada Blanco Bacilos Gram-positivo

16 Rizoide Umbilicada Filamentoso Radiada Blanco Bacilos Gram-positivo

17 Rizoide Elevada Radiado Irregular Blanco Bacilos Gram-negativo

18 Circular Elevado Ondulado Lisa Azul Bacilos Gram-negativo

19 Puntiforme Aplanada Entero Lisa Rojo Bacilos Gram-negativo

20 Irregular Aplanada Ondulado Ondulada Blanco Bacilos Gram-negativo

21 Irregular Elevada Ondulado Ondulada Amarillo Bacilos Gram-negativo

22 Irregular Aplanada Ondulado Ondulada Amarillo Bacilos Gram-negativo

23 Irregular Difusa Ondulado Ondulada Rosado Bacilos Gram-negativo

24 Rizoide Rizoide Filamentoso Concéntrica Blanco Bacilos Gram-negativo

25 Circular Aplanada Filamentoso Concéntrica Blanco Bacilos Gram-negativo

26 Irregular Difusa Ondulado Lisa Amarillo Bacilos Gram-negativo

27 Irregular Difusa Ondulado Lisa Blanco Bacilos Gram-negativo

28 Irregular Aplanada Ondulado Concéntrica Amarillo Bacilos Gram-negativo

29 Circular Elevada Entero Lisa Blanco Bacilos gram-negativo

30 Circular Aplanada Ondulado Ondulada Crema Bacilos Gram-negativo

31 Puntiforme Aplanada Entero Lisa Amarillo Bacilos Gram-negativo

32 Circular Aplanada Ondulado Lisa Amarillo Bacilos Gram-negativo

33 Circular Umbilicada Ondulado Ondulada Crema Bacilos Gram-negativo

34 Circular Aplanada Entero Lisa Blanco Bacilos gram-positivo
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35 Puntiforme Elevada Entero Ondulada Blanco Bacilos Gram-negativo

36 Circular Aplanada Ondulado Ondulada Amarillo Bacilos Gram-negativo

37 Circular Umbilicada Ondulado Concéntrica Blanco Bacilos Gram-positivo

38 Rizoide Aplanada Filamentoso Lisa Blanco Bacilos Gram-negativo

39 Irregular Difusa Ondulado Ondulada Amarillo Bacilos Gram-positivo

40 Irregular Aplanada Ondulado Lisa Blanco Bacilos Gram-negativo

41 Circular Elevada Ondulado Lisa Blanco Bacilos Gram-positivo

42 Puntiforme Elevada Entero Lisa Amarillo Bacilos Gram-negativo

43 Circular Elevada Entero Lisa Amarillo Bacilos Gram-negativo

44 Circular Elevada Ondulado Lisa Amarillo Bacilos Gram-negativo

45 Circular Elevada Entero Lisa Crema Bacilos Gram-positivo

46 Circular Aplanada Ondulado Lisa Blanco Bacilos Gram–negativo

47 Irregular Aplanada Ondulado Lisa Amarillo Bacilos Gram–negativo

48 Irregular Aplanada Ondulado Lisa Crema Bacilos Gram–negativo

49 Irregular Elevada Ondulado Lisa Blanco Bacilos Gram-positivo

50 Irregular Aplanada Ondulado Irregular Blanco Bacilos Gram-negativo

51 Irregular Aplanada Ondulado Concéntrica Crema Bacilos Gram-positivo

52 Circular Aplanado Ondulado Concéntrica Blanco Bacilos Gram–positivo

53 Circular Elevada Ondulado Ondulada Crema Bacilos Gram–negativo
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Anexo C. Riqueza de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables
provenientes de los BFAs.

Riqueza en cada uno de los BFA Riqueza por nivel de muestreo
de los BFAsTiempo de

fermentación
Riqueza de los tres

BFAs BFA # de aislamientos Nivel # de aislamientos

Uno 5 aislamientos
Dos 5 aislamientos

BFA1 12 Aislamientos

Tres 6 aislamientos.
Uno 5 aislamientos
Dos 2 aislamientosBFA2 8 aislamientos
Tres 4 aislamientos
Uno 7 aislamientos
Dos 3 aislamientos

0 25 aislamientos

BFA3 12 aislamientos
Tres 6 aislamientos
Uno 8 aislamientos
Dos 5 aislamientosBFA1 13 aislamientos
Tres 5 aislamientos
Uno 6 aislamientos
Dos 10 aislamientosBFA2 14 aislamientos
Tres 6 aislamientos
Uno 6 aislamientos
Dos 6 aislamientos

1 28 aislamientos

BFA3 10 aislamientos
Tres 7 aislamientos
Uno 9 aislamientos
Dos 10 aislamientosBFA1 17 aislamientos
Tres 9 aislamientos
Uno 9 aislamientos
Dos 4 aislamientosBFA2 10 aislamientos
Tres 3 aislamientos
Uno 5 aislamientos
Dos 6 aislamientos

2 23 aislamientos

BFA3 10 aislamientos
Tres 3 aislamientos
Uno 2 aislamientos
Dos 1 aislamientosBFA1 2 aislamientos
Tres 2 aislamientos
Uno 1 aislamientos
Dos 1 aislamientosBFA2 1 aislamientos
Tres 1 aislamientos
Uno 1 aislamientos
Dos 2 aislamientos

3 4 aislamientos

BFA3 3 aislamientos
Tres 1 aislamientos
Uno 1 aislamientos
Dos 1 aislamientosBFA1 1 aislamientos
Tres 2 aislamientos
Uno 2 aislamientos
Dos 1 aislamientosBFA2 2 aislamientos
Tres 1 aislamientos
Uno 1 aislamientos
Dos 2 aislamientos

4 5 aislamientos

BFA3 1 aislamientos
Tres 1 aislamientos
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Anexo D. Abundancias de aislamientos bacterianos hidrocarburoclásticos diferenciables
provenientes de los BFAs (medida como UFC/mL de dilución serial).

Tiempo de
fermentación BFA Abundancia = # de colonias por aislamientos (UFCs/mL )

M1=5 M2=2 M3=8 M4=3
M5=3 M6=8 M7=8 M8=52BFA1
M9=6 M10=4 M11=1563 M12=13
M11=1421 M10=8 M7=4 M13=21
M14=2 M15=1 M16=40 M17=85BFA2

M18=1 M19=1 M20=1 M10=1
M21=1 M22=1 M23=2 M11=1246

0

BFA3
M9=10 M7=2 M24=6 M25=2
M26=3 M27=10 M28=5 M21=4
M29=18 M12=9 M11=938 M9=205
M7=92 M30=7 M31=652 M32=41BFA1

M33=1
M7=181 M5=8 M34=5 M9=131
M29=6 M35=214 M11=1331 M10=15
M36=20 M31=15 M37=12 M38=1BFA2

M39=7 M22=13
M40=17 M11=1390 M29=4 M41=272
M7=216 M9=83 M31=110 M42=135

1

BFA3
M36=26 M10=13
M43=2 M44=24 M11=1182 M34=4
M29=495 M41=71 M45=15 M9=61
M46=122 M47=30 M48=16 M22=6
M49=22 M40=172 M20=68 M50=14

BFA1

M6=18
M50=16 M51=30 M29=246 M41=120
M45=27 M11=2779 M31=300 M40=139BFA2
M20=6 M49=275
M52=1 M49=48 M40=86 M20=51
M7=11 M41=62 M29=111 M11=2443

2

BFA3
M30=9 M53=40
M12=120 M29=225

BFA1

M29=180
BFA2

M40=212 M11=2190 M29=150

3

BFA3

M29=230BFA1

M9=350 M42=392BFA2

M40=219 M11=1245

4

BFA3
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Anexo E. Características microscópicas y macroscópicas de aislamientos bacterianos
hidrocarburoclásticos acumuladores de PHAs.

Aislamiento
bacteriano

Fotografía
macroscópica
morfología de

colonias
bacterianas

Tinción Gram Aislamiento
bacteriano

Fotografía
macroscópica
morfología de

colonias
bacterianas

Tinción Gram

329A Bacilos Gram
positivo 371A Bacilos Gram

positivo

329B Bacilos Gram
positivo 371B Bacilos Gram

negativo

333(1) Bacilos Gram
negativo 377C Bacilos Gram

positivo

333(2) Bacilos Gram
negativo 380 Bacilos Gram

negativo

337 Bacilos Gram
negativo 387 Bacilos Gram

positivo

338B Bacilos Gram
negativo 393 Bacilos Gram

negativo

353B Bacilos Gram
positivo 394 Bacilos Gram

negativo
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396 Bacilos Gram
negativo 405 Bacilos Gram

negativo

400 Bacilos Gram
negativo FER1 Bacilos Gram

positivos
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Anexo F. Cromatogramas obtenidos al aplicar la técnica de cromatografía de gases (GC). A) Perfil cormatográfico de Pseudomonas sp.
333(1); B) Perfil cormatográfico de Bacillus sp. 329B. C). Perfil cormatográfico de Haererehalobacter sp. 338B; D) Perfil cormatográfico
de Stenotrophomonas sp. 371B; E) Perfil cormatográfico de Halomonas sp. 405; F) Perfil cormatográfico de Alcanivorax sp. 337.

A B

D E
C

D
E F

A B
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