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Resumen 
 

Identificación y análisis de los genes asociados al metabolismo de polihidroxialcanoatos 
en Pseudomonas extremaustralis 

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polímeros de reserva bacterianos que poseen 

propiedades termoplásticas y son biodegradables. P. extremaustralis acumula 

polihidroxibutirato (PHB), formado por monómeros de longitud de cadena corta. Esta es 

una característica poco común en bacterias del género Pseudomonas, que normalmente 

acumulan PHA de longitud de cadena media (PHAmcl). Trabajos previos demostraron que 

los genes PHB se encuentran en una isla genómica. El objetivo de este trabajo consistió en 

la búsqueda y análisis de genes relacionados con la producción de distintos tipos de PHA 

en P. extremaustralis. También se realizaron análisis bioinformáticos del genoma de esta 

bacteria para identificar los genes involucrados en vías metabólicas centrales y los 

relacionados con la producción de alginato, de interés para comprender el metabolismo 

de compuestos carbonados que podrían estar relacionados con la producción de PHA. Se 

identificaron los genes de producción de PHAmcl, phaC1ZC2D y phaFI, además de los 

genes, phbFPX, asociados a la síntesis de PHB. Los análisis filogenéticos realizados 

permitieron inferir que estos genes poseen diverso origen. En base a estudios de 

complementación, de expresión génica y de proteómica de los gránulos del polímero se 

determinó la funcionalidad de las polimerasas de PHAmcl (PhaC1 y PhaC2) y se comprobó 

que la diferencia en la expresión de las 3 polimerasas, encontradas en el genoma de esta 

bacteria, podía explicar la alta producción de PHB en comparación con otros PHA. Los 

resultados en conjunto ponen de manifiesto la importante capacidad de adaptación al 

metabolismo de esta bacteria de genes probablemente adquiridos por transferencia 

horizontal, como los genes PHB. La capacidad de producción de PHA con distintas 

propiedades en P. extremaustralis resulta de interés biotecnológico dado que a través de 

manipulaciones genéticas sería posible lograr la producción de diferentes bioplásticos, 

utilizando la misma bacteria.  

Palabras clave: polihidroxialcanoatos, genoma, proteómica de gránulos, PHA polimerasas 

y P. extremaustralis.  
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Abstract 

Identification and analysis of genes associated with polyhydroxyalkanoates metabolism 

in Pseudomonas extremaustralis 

 

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are reserve bacterial polymers that possess thermoplastic 

properties and are biodegradable. P. extremaustralis accumulates polyhydroxybutyrate 

(PHB), a PHA composed by short chain length monomers. This is an unusual feature in 

bacteria of the genus Pseudomonas, which normally accumulate medium chain length 

PHAs (PHAmcl). Previous works demostrated that PHB genes are located in a genomic 

island. The aim of this work was the identification and analysis of genes involved in the 

production of different types of PHAs in P. extremaustralis. Bioinformatic analysis of the 

genome of P. extremaustralis were performed in order to identify genes involved in the 

central metabolic pathways and other associated with alginate production, interesting to 

understand the metabolism of carbon compounds that could be associated with PHA 

production. Genes coding PHAmcl production (phaC1ZC2D and phaFI) were identified, and 

other group of genes (phbFPX) associated with the synthesis of PHB. Phylogenetic analysis 

allowed to infer that these genes have different origins. Complementation studies, gene 

expression analysis and proteomics assays of polymer granules showed the functionality 

of PHAmcl polymerases (PhaC1 and PhaC2), the key enzymes for the PHAmcl production, 

and allowed to determine that the difference in the expression of the 3 polymerases 

found in the genome of this bacterium could explain the high production of PHB in 

comparison with other PHAs. The overall results show the high adaptability of genes 

probably acquired by horizontal transfer to the metabolism of this bacterium, as PHB 

genes. The capability of PHA production with different properties in P. extremaustralis has 

biotechnological interest due to genetic manipulation could allow the production of 

different bioplastics such as PHB and other PHAmcl, using the same bacterium. 

 

Keywords: polyhydroxyalkanoates, genomics, proteomic of granules, PHA polymerases 

and P. extremaustralis. 
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1. Los Polihidroxialcanoatos  

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres producidos por una gran variedad de 

especies de bacterias como compuestos intracelulares de reserva de carbono y energía. 

Estos compuestos se acumulan bajo condiciones limitantes de nutrientes en presencia de 

exceso de fuente de carbono, a niveles que pueden alcanzar hasta el 90% del peso seco de 

la célula. Los PHA juegan un papel importante en el balance redox celular y en la sobrevida 

y resistencia a estrés de aquellas bacterias capaces de producirlos (Madison y Huisman, 

1999). Además, son interesantes desde el punto de vista biotecnológico porque poseen 

propiedades similares a las de los plásticos derivados del petróleo y tienen la gran ventaja 

de ser biodegradables y poder ser producidos a partir de recursos renovables.  

Desde el descubrimiento del polihidroxibutirato (PHB) en Bacillus megaterium en 1926 

por Legmoine, se han encontrado más de 90 géneros bacterianos capaces de producir una 

gran variedad de PHA, compuestos por diferentes monómeros que le otorgan distintas 

propiedades físicas y químicas. Los PHA están constituidos por cadenas lineales de 

unidades de 3-hidroxialcanoato donde el grupo carboxilo forma una unión éster con el 

grupo hidroxilo vecino (Figura I-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-1: Estructura química de los PHA. Todos los monómeros tienen un centro quiral (*) en la 

posición R. En el polihidroxibutirato el R= CH3; polihidroxivalerato R= C2H5 y en los PHA 

compuestos por monómeros de longitud de cadena media (PHAmcl) R= C3H7 – C11H25; con un N 

que va desde 100-30000 monómeros (Zinn y col., 2001). 
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1.1.  Características de los distintos PHA e importancia biotecnológica 

Los distintos tipos de PHA se suelen clasificar en base al largo de la cadena de carbonos 

que componen los monómeros como PHA de cadena corta (PHAscl) y PHA de cadena 

media (PHAmcl). Los PHAscl están formados por monómeros (R)-hidroxialcanoato de 3 a 5 

carbonos, mientras que los PHAmcl están formados por (R)-hidroxialcanoato alifáticos de 

6 a 14 carbonos. En todos los PHA caracterizados hasta el momento el átomo de carbono 

hidroxil sustituido es de la configuración quiral (R) (Verlinden y col., 2007).  

Si bien la mayoría de las bacterias acumulan uno u otra clase de polímero, existen ciertas 

cepas bacterianas capaces de producir copolímeros, es decir, un gránulo compuesto por 

monómeros de PHAscl y PHAmcl. Pseudomonas sp. 61-3 es capaz de producir polímeros 

con distinta composición pudiendo sintetizar una mezcla de poli (3-hidroxibutirato), como 

homopolímero, y un copolímero que consiste en unidades de poli (3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxialcanoato) de 4 a 12 átomos de carbono (Matsumoto y col., 2001).  

Los PHA pueden tener distinto peso molecular, siendo el valor promedio de 4x106 Da. Las 

diferentes propiedades encontradas en los distintos tipos de polímeros se asocian a su 

composición monomérica. Los PHAscl son termoplásticos con alto grado de cristalinidad, 

siendo el PHB el más estudiado de estos polímeros, que en forma de homopolímero es 

rígido y frágil. Mientras que los PHAmcl son elásticos y pegajosos, con bajo grado de 

cristalinidad y bajas temperaturas de fusión (Tm < 50°C) (Qian Liu y col., 2011). Las 

propiedades de los copolímeros pueden variar entre las que presentan los PHAscl y 

PHAmcl, según la proporción de monómeros de cadena media y corta que los constituyan. 

Estas características hacen de los PHA polímeros interesantes desde el punto de vista 

biotecnológico debido a la similitud de sus propiedades con las de los plásticos derivados 

del petróleo. En especial las cualidades físicas de los PHAmcl hacen que resulten 

adecuados para aplicaciones biomédicas (Zinn y col., 2001).  

En la naturaleza los microorganismos son capaces de degradar los PHA hasta CO2 y agua 

en condiciones aeróbicas. La tasa de degradación de un fragmento depende de la 

composición del polímero, su forma física, sus dimensiones, y, de manera importante, de 

las condiciones ambientales (Figura I-2). En aguas residuales, la tasa de degradación de un 
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fragmento de PHB, puede variar en el orden de unos meses y hasta años en agua de mar 

(Madison y Huisman, 1999) siendo la luz UV un factor que puede acelerar el proceso de 

degradación de los distintos PHA (Verlinden y col., 2007). Esto constituye una gran ventaja 

frente a los plásticos derivados de hidrocarburos, los cuales se acumulan como desechos, 

dado que no son biodegradables. Por otra parte, utilizan las escasas reservas 

petroquímicas del planeta. En contraste, los PHA pueden producirse en base a la 

utilización de recursos naturales renovables (de Almeida y col., 2004).  

 

 

Figura I-2: Degradación en un Compost de botellas realizadas con PHA. (foto tomada de 

http://www.unil.ch/webdav/site/dbmv/shared/Poiriers/Fig2.jpg. 

 

Los millones de toneladas de desechos generados cada año por plásticos derivados del 

polietileno y el polipropileno ha despertado un interés creciente en generar posibles 

polímeros termoplásticos biodegradables a partir de recursos renovables, como es el caso 

de los PHA. Sin embargo, el elevado costo de producción de estos bioplásticos, frente al 

bajo costo de los polímeros derivados del petróleo, hacen de este un producto poco 

competitivo (desde un aspecto económico y comercial) y su uso resulta limitado. Esto ha 

motivado diversas líneas de investigación orientadas a la búsqueda de nuevos organismos 

productores y al estudio de las distintas vías metabólicas que permitan aumentar los 

niveles de producción a menor costo. Estas investigaciones involucran la utilización de 

distintos organismos nativos o recombinantes para lograr un uso más eficiente del 

sustrato por parte del microorganismo, mejores técnicas de recuperación y purificación y 

Control 

3 meses  

9 meses  
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la utilización de sustratos más económicos. Al mismo tiempo se busca mejorar las 

propiedades físicas de los PHA.  

La investigación en torno a los PHA también se ha centrado en las diferentes aplicaciones. 

Al ser biocompatibles pueden ser utilizados en el área biomédica. La ventaja principal en 

este campo es que pueden ser introducidos en el cuerpo humano y no requerir su 

eliminación por vías quirúrgicas por tratarse de un plástico biodegradable. En su forma 

pura o en combinación con otros materiales, los PHA son usados como hilos de suturas, 

guías nerviosas para médula ósea, clavos ortopédicos, etc. Los PHA utilizados en 

aplicaciones médicas requirieren un alto grado de pureza durante el proceso de extracción 

(Verlinden y col., 2007). 

 

1.2  Influencia de los PHA en la supervivencia frente al estrés  

Las bacterias en ambientes naturales están sometidas a diversos factores de estrés, tales 

como el estrés oxidativo, la alta o baja concentración de iones, la alta radiación 

ultravioleta (UV) y cambios de temperatura que afectan su estado fisiológico. Por lo tanto 

su supervivencia está determinada por la capacidad de adaptación que involucra la 

búsqueda de fuentes de energía y nutrientes, así como el desarrollo de mecanismos que 

permitan enfrentar condiciones desfavorables. Una estrategia utilizada por las bacterias 

para resistir las diferentes situaciones de estrés es la utilización de polímeros de reserva 

tales como los PHA, que se almacenan en el interior celular en forma de gránulos (Figura I-

3). Cuando la fuente de carbono externa se agota, el PHA es depolimerizado como fuente 

de carbono y energía durante periodos de ayuno (Tal y Okon, 1985) confiriendo una 

ventaja adaptativa a aquellas bacterias capaces de acumularlo.  
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Figura I-3: Microscopia electrónica de gránulos de PHA en una célula de P. aeruginosa (Rehm, 

2007).  

 

La influencia del PHA en la supervivencia bacteriana en ambientes naturales se estudió en 

nuestro laboratorio (FCEyN-UBA) utilizando mutantes. Comparando cepas salvajes y 

mutantes incapaces de producir el polímero en microcosmos diseñados en el laboratorio, 

se demostró que la presencia de genes pha favorece la supervivencia bacteriana en agua 

de río, de pozo y en suelo (López y col., 1995, 1998). Los trabajos se continuaron 

utilizando mutantes deficientes en la degradación de PHA de Pseudomonas putida GPo1 

(anteriormente Pseudomonas oleovorans GPo1). Estas mutantes constituyen un modelo 

adecuado para este tipo de estudios dado que permiten controlar la acumulación del 

polímero. En estos trabajos se demostró que la capacidad para degradar el PHA 

acumulado constituía una ventaja para la supervivencia en fase estacionaria y para el 

desarrollo de mecanismos de resistencia a distintos agentes de estrés (Ruiz y col., 1999, 

2004). En bacterias fijadoras de nitrógeno, el PHA actúa como regulador de contenidos de 

oxígeno y también como dador de electrones (Anderson y Dawes, 1990). Estudios 

realizados en Azospirillum brasilense, capaz de acumular PHB a partir de diversas fuentes 

de carbono, y sus mutantes para la producción o la depolimerización de PHB (phbC
-, o 

phbZ
-
 respectivamente) mostraron una mayor resistencia de la cepa salvaje, en 

comparación con las mutantes, frente a diferentes tipos de estrés: térmico, por radiación 

UV, osmótico, hambreado y oxidativo (Kadouri y col., 2002, 2003, 2005).  

 
 

P. aeruginosa 

 

Gránulo de PHA 
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2. Síntesis de PHA 

2.1  Genes involucrados en el metabolismo de los PHA 

Los genes relacionados con la biosíntesis de PHA suelen estar agrupados en el genoma 

bacteriano. En Ralstonia eutropha (ahora denominada Cupriavidus necator) los genes 

involucrados en la producción de PHB han sido estudiados en detalle (Figura I-4). Dichos 

genes están organizados en el operon phaCABR, (People y Sniskey, 1989). El gen phaC 

codifica la PHA polimerasa (o sintasa), phaA codifica la β-ceto-tiolasa, phaB codifica una 

acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADP y phaR que codifica un regulador.  

 

���� ���� ���� ����

 
Figura I-4: Esquema de genes asociados a la síntesis de PHB en R. eutropha. 

 

Otros genes relacionados con el metabolismo del PHA en esta especie codifican las 

proteínas de la familia de fasinas, proteínas asociadas a los gránulos. Las fasinas 

representan una clase de proteínas no catalíticas que están formadas por un dominio 

hidrofóbico que se asocia con la superficie de gránulos de PHA, y un dominio hidrofílico 

expuesto al citoplasma de la célula, resultando en una proteína anfipática. En el caso 

particular de R. eutropha se han identificado 4 tipos de fasinas distintos (PhaP1, PhaP2, 

PhaP3 y PhaP4) aunque se le otorga una mayor importancia dentro del metabolismo de 

los PHA a la fasina PhaP1 (Potter y Steinbuchel, 2005).  

La mayoría de las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas se caracterizan por 

acumular PHAmcl. Los genes involucrados en la biosíntesis de este tipo de polímeros 

incluyen 2 genes que codifican polimerasas de clase II (phaC1 y phaC2), que están 

separados por un gen que codifica una depolimerasa (phaZ). El gen phaD está ubicado 

inmediatamente río abajo de phaC2 y río arriba de los genes phaF y phaI, los cuales se 

transcriben en dirección opuesta. PhaI y PhaF son consideradas proteínas estructurales y 

regulatorias del tipo fasina (Hoffman y Rehm, 2004), ver Figura I-5.   



Introducción 

 

16 
 

 

 
Figura I-5: Esquema del típico grupo de genes asociados a la síntesis de PHAmcl en Pseudomonas. 

Los genes phaC1 y phaC2 codifican dos polimerasas que se encuentran separadas por el gen phaZ 

que codifica una depolimerasa intracelular. El gen phaD codifica un regulador transcripcional. Los 

genes phaF y phaI codifican genes tipo fasinas (de Eugenio y col., 2010).  

 
En Pseudomonas los genes phaG y phaJ que codifican las enzimas (R)-3-hidroxiacil 

ACP:CoA y (R)-enoil-CoA hidratasa, respectivamente, están normalmente ubicados en otro 

sitio del genoma con respecto al grupo de genes que contiene polimerasas y 

depolimerasas (Rehm, 1998). En Pseudomonas las enzimas PhaG y PhaJ son las encargadas 

de proveer de sustrato a la PHA polimerasa a partir de metabolitos intermediarios de la 

síntesis de novo y β-oxidación de ácidos grasos, respectivamente.  

 

2.1.1  PHA polimerasas: Clasificación y características relevantes 

La PHA polimerasa o sintasa es la enzima clave en la reacción de polimerización de los 

monómeros (R)-3-hidroxialcanoato-CoAs, proporcionados por precursores procedentes de 

distintas vías metabólicas. 

Los miembros de esta familia de proteínas se clasifican dentro de 4 grupos (Tabla I-1) en 

función de la estructura primaria deducida a partir de la secuencia de nucleótidos de DNA 

y por la especificidad de sustrato de la enzima. Las PHA polimerasas clase I y II son 

enzimas constituidas por un único tipo de subunidad que poseen pesos moleculares que 

oscilan entre 61 y 73 kDa (Qi y Rehm, 2001). De acuerdo a su especificidad de sustrato in 

vivo, la PHA polimerasa clase I, como la de R. eutropha, utiliza preferencialmente 

monómeros de 3 a 5 átomos de carbono. Las PHA polimerasas clase II, como las 

encontradas en la mayoría de las Pseudomonas, utilizan preferencialmente monómeros 

de cadena media (de 6 a 14 átomos de carbono; Rehm, 2003). Las PHA polimerasas de 
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clase II pertenecientes a Pseudomonas sp. 61-3 exhiben una especificidad de sustrato más 

amplia que la encontrada en las polimerasas de su especie. Estas polimerasas catalizan la 

polimerización de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxi ácidos grasos de cadena media (Matsusaki 

y col., 1998).  

Las polimerasas clase III, como la encontrada en Allochromatium vinosum, están 

compuestas por dos subunidades distintas. La subunidad PhaC con un peso molecular que 

oscila alrededor de los 40 kDa y que exhibe una similitud en su secuencia de aminoácidos 

de 21 a 28 % con las polimerasas de clase I y II. La otra subunidad que participa en la 

actividad polimerasa es la PhaE con un peso molecular de 40 kDa y no posee similitud con 

otras polimerasas. Este complejo proteico con actividad PHA polimerasa exhibe la misma 

preferencia de sustrato que la PHA polimerasa clase I (Taguchi y Doi, 2004).  

La PHA polimerasa encontrada en Bacillus megaterium se considera de clase IV y es similar 

a la clase III, por estar formada también por dos subunidades distintas, pero en este caso 

las subunidades que la componen se denominan PhaC y PhaR de alrededor de 40 y 20 

kDa, respectivamente (McCool y Cannon, 2000). 

 

Tabla I-1: Las cuatro clases de PHA polimerasas (Rehm, 2007) 

Clase Subunidad Especie Sustrato 

 
I 

 
 

~60~73 kDa 

 

Ralstonia eutropha 

3HAscl-CoA (~C3-C5) 
4HAscl -CoA,  

5HAscl –CoA, 3MAscl –CoA 

 
II 

 
 

~60~65 kDa 

 

Pseudomonas aeruginosa 

3HAmcl-CoA 
(≥C5) 

 
III 

 
 

~ 40 kDa~ 40 kDa 

 

Allochromatium vinosum 

3HAscl -CoA 
(3HAscl -CoA (-C6-C8) 
4HA -CoA, 5HA –CoA 

 
IV 

 
 

~ 40 kDa ~ 22kDa 

 

Bacillus megaterium 

 
3HAscl –CoA 

 

 

PhaC 

PhaC 

PhaC 

PhaC PhaR 

PhaE 
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El rendimiento de las PHA polimerasas está estrechamente relacionado con las 

propiedades del polímero generado, la cantidad de PHA producido, el peso molecular 

alcanzado, y la composición monomérica del mismo, y todo esto puede ser correlacionado 

con la actividad específica de la enzima y su especificidad de sustrato (Taguchi y Doi, 

2004).  

Los análisis realizados sobre la base de datos de dominios proteicos (Pfam), arrojan que 

todas las PHA polimerasas poseen una región con plegamiento α/β hidrolasa. Este 

plegamiento es encontrado en distintos tipos de enzimas hidrolíticas con orígenes 

filogenéticos y funciones catalíticas diversas (Taguchi y Doi, 2004). 

Análisis realizados sobre múltiples alineamientos de la secuencia de aminoácidos de 88 

PHA polimerasas distintas, han permitido predecir la estructura secundaria de esta 

proteína clave para la síntesis de PHA (Rehm, 2003). La estructura secundaria de las PHA 

polimerasas está compuesta por loops variables (49,7 %) y α-hélices (39,9 %), donde 

solamente el 10,4 % son hoja plegada β (Cuff y col., 1998). En contraste, evidencia 

experimental obtenida de espectrofotometría de dicroismo circular a partir de las PHA 

polimerasas de P. aeruginosa muestran en su composición un 10 % α-hélice, 50 % hoja 

plegada β y 40 % enrollamiento al azar (Rehm, y col., 2001). In vitro las PHA polimerasas 

están en equilibrio entre la forma monomérica y dimérica, y la dimerización es 

significativamente inducida por la presencia de sustrato o análogos de Coenzima A (CoA) 

triméricos como (3- hidroxibutiril) 3-CoA (Wodzinska y col., 1996).  

El alineamiento de múltiples secuencias primarias de PHA polimerasas muestra la 

presencia de 6 bloques conservados y 8 residuos de aminoácidos. Asimismo, todas las PHA 

polimerasas parecen contener un motivo conservado denominado lipasa box (GX[S/C]XG) 

en el cual el sitio activo serina es ocupado por una cisteína, (Rehm, 2003), ver Figura I-6. 
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Figura I-6: Estructura primaria de una PHA polimerasa. La posición de de las 6 regiones 

conservadas están esquematizadas con los rectángulos grises. Las posiciones de los 8 amino ácidos 

conservados están señalados con flechas. La posición de los dominios α/β hidrolasas están 

representados en el rectángulo superior (Rehm, 2007).  

 
Estudios realizados sobre un modelo de la PHA polimerasa de R. eutropha sugieren que 

esta proteína es miembro de la familia de proteínas que poseen un plegamiento α/β- 

hidrolasa comparable al observado en lipasas. En este modelo se muestra un sitio activo 

en la cisteína 319, una histidina conservada en la posición 508 y un ácido aspártico en 480, 

formando la triada catalítica (Qi y Rehm, 2001). Mientras que el análisis realizado sobre el 

modelo de la proteína PhaC1 muestra que el sitio activo cisteína 296, histidina 480 y el 

ácido aspártico 452, forman una triada catalítica. Estos residuos están conservados en 

todas las PHA polimerasas y se consideran esenciales para la actividad catalítica de las 

proteínas que poseen un plegamiento α/β hidrolasa. En el caso particular de la His 480, 

existe otro residuo capaz de cumplir la misma función dentro de la enzima pero con una 

marcada disminución de la actividad, la histidina 453, que se ubica vecina al núcleo de la 

proteína. Esta característica es única en PHA polimerasas de clase II (Rehm, 2007). 

Otro residuo que parece jugar un rol importante en la interacción proteína-proteína es el 

triptófano ubicado en la posición 425 en las PHA polimerasas clase I. Este residuo parece 

ser necesario para la dimerización de las subunidades, dado que su reemplazo lleva a una 

disminución marcada en la actividad enzimática. Esta misma función se ha observado para 

el residuo triptófano 398 en PHA polimerasas clase II. 
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Resultados obtenidos por distintos grupos, a partir de ensayos de mutagénesis sitio 

dirigida, han permitido determinar que en las PHA polimerasas clase I el extremo N-

terminal es muy variable (los primeros 100 residuos de aminoácidos), pueden ser 

modificados sin perder la actividad de la enzima. En cambio la deleción de aminoácidos en 

el extremo C-terminal (5 y 12 residuos de aminoácidos) lleva a la pérdida de la actividad 

de la PHA polimerasas clase I, demostrando ser esenciales para la enzima. Estos 

aminoácidos están conservados entre las PHA polimerasas clase I y clase II. Este extremo 

de las polimerasas parece ser hidrofóbico sugiriendo que esta región interactúa con el 

núcleo de los gránulos de PHA. 

Para determinar la especificidad de sustrato de las diferentes PhaC se pueden seguir 

distintas aproximaciones, realizando ensayos in vitro con las PhaC purificadas, o in vivo (Qi 

y col., 2000; Ren y col., 2009). La afinidad y cinética de las enzimas se determina de 

manera colorimétrica por la liberación moléculas de -CoA durante la reacción de 

polimerización de los distintos (R)-hidroxiacil-CoA, que se proveen en la mezcla de 

reacción (Figura I-7). El análisis in vivo en productores nativos, tiene un valor límitado 

porque ciertas bacterias, como las Pseudomonas, tienen más de un tipo de PHA 

polimerasas. Una alternativa en estos casos, son los ensayos in vitro con la proteína 

purificada, pero se ha observado una disminución de la eficiencia de las distintas PhaC 

probablemente debido a los distintos tratamientos requeridos para la purificación de la 

enzima (Ren y col., 2009). Otra posibilidad, es expresar las distintas polimerasas de 

manera heteróloga en organismos no productores como E. coli recombinante (Rehm y 

Steinbüchel, 1997; Chen y col, 2006). En el caso de PHA polimerasas que requieran 

precursores de longitud de cadena media (C6-C16), como la mayoría de las Pseudomonas, 

los distintos (R)-hidroxiacil-CoA no se encuentran disponibles comercialmente, lo que 

requiere su purificación mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography), 

dificultando la factibilidad de este tipo de ensayos (Ren y col., 2009).  
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Figura I-7: Reacción catalizada por la PHA polimerasa (Rehm, 2007).  

 

2.1.2  Reguladores involucrados en la biosíntesis de PHA 

2.1.2.1  phaR  

La síntesis de PHA está fuertemente regulada por phaR que codifica el regulador 

transcripcional PhaR. Este regulador ha sido ampliamente estudiado en R. eutropha pero 

se han encontrado genes homólogos en varias especies productoras de PHB. Ensayos 

llevados a cabo sobre el regulador PhaR de R. eutropha han demostrado que actúa como 

un represor transcripcional que se une a la región río arriba del gen phaP1, que codifica 

una fasina, reprimiendo su expresión. La biosíntesis y acumulación de PHB evita la 

represión por PhaR por mecanismos relacionados con el secuestro de este regulador en 

los gránulos (Potter y Steinbuchel, 2005). 

PhaR tiene la capacidad de unirse por lo menos a 3 blancos diferentes en las células de R. 

eutropha: 

� La región promotora de phaP1; 

� La región promotora de phaR; 

� La superficie del gránulo de PHB. 

Basados en estas observaciones se ha propuesto un modelo para explicar el mecanismo 

de regulación de PhaR sobre PhaP1. Se propone que en ausencia de gránulos de PHB la 

concentración de la proteína PhaR libre es lo suficientemente alta para unirse a la región 

reguladora río arriba de phaP1 y reprime su transcripción. Al cambiar las condiciones de 

crecimiento y verse favorecida la síntesis de PHB, PhaR es capaz de unirse al gránulo en 

formación, y al bajar su concentración citoplasmática ya no logra reprimir la expresión de 
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phaP1. De esta manera comienza a aumentar la concentración de PhaP1 en la célula que 

es capaz de unirse al gránulo en crecimiento. Cuando el gránulo alcanza su máximo 

tamaño según las condiciones fisiológicas, casi toda la superficie del gránulo se encuentra 

cubierta por PhaP1 que desplaza a PhaR. En consecuencia la concentración citoplasmática 

de PhaR aumenta y permite su unión a secuencias de DNA regulatorias reprimiendo la 

transcripción de phaP1 y la misma secuencia correspondiente a phaR. Con este modelo se 

estaría evitando la síntesis de mas proteínas PhaR que es requerida para la represión de la 

expresión de PhaP1 (Potter y Steinbuchel, 2005).  

En A. vinelandii se ha descripto la presencia de un regulador phbR con 53% de identidad 

con el phaR de R. eutropha. Ensayos realizados por Peralta-Gil y col. (2002) sobre una cepa 

mutante en el gen phbR de A. vinelandi mostraron una disminución en los niveles de 

expresión de los genes asociados a la síntesis del polímero frente a la salvaje y, 

concluyendo que su regulación es positiva a diferencia de lo observado en R. eutropha. 

 

2.1.2.2  phaD  

El grupo de genes asociados a la síntesis de PHA está muy bien conservado entre las cepas 

productoras de PHAmcl (de Eugenio y col., 2007). Además de los genes que codifican las 

dos PHA sintasas y la depolimerasa, el cluster está compuesto por el gen phaD que 

codifica un regulador transcripcional del tipo TetR (Ramos y col., 2005) y los genes que 

codifican las proteínas tipo fasinas, phaI y phaF, que son transcriptas en orientación 

opuesta al resto de los genes del cluster (Sandoval y col., 2007). Se ha observado que 

PhaD juega un rol importante en la biosíntesis de PHAmcl de algunas Pseudomonas, ya 

que su mutación se traduce en una reducción del polímero acumulado. Estudios llevados 

adelante por de Eugenio y col. (2010) en cepas mutantes derivadas de P. putida KT2442 

han permitido determinar que esta proteína actúa como un regulador positivo sobre los 

promotores de los genes phaI y phaC1 de manera dependiente de la fuente de carbono 

suministrada. 

La mayoría de los miembros de la familia TetR son reguladores negativos, es de destacar 

que PhaD posee un rol activador de la transcripción, siendo uno de los pocos con esta 
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función dentro de esta familia. Estudios realizados en base al análisis de la estructura 3D 

de la proteína demostraron que un metabolito intermediario de la β oxidación de ácidos 

grasos actuaría como ligando activando la función de este regulador (de Eugenio y col., 

2010).  

 

2.1.3  Fasinas  

Las fasinas son proteínas de bajo peso molecular, comprendido generalmente entre 11 y 

25 kDa, y que han sido identificadas y aisladas de distintas cepas productoras de polímero 

debido a su interacción con los gránulos de PHA. Filogenéticamente, las fasinas no están 

relacionadas ni mantienen homología de secuencia con otras proteínas (Grage y col., 

2009). 

Estas proteínas son expresadas en grandes cantidades en condiciones de producción de 

PHA y pueden representar hasta el 5% de proteínas totales de la célula. Existen evidencias 

de que esta capa de fasinas anfipática estabiliza el gránulo y evita la coalescencia de los 

diferentes gránulos formados (Wieczoreck y col., 1995). 

En las fasinas encontradas en Rhodococcus ruber el dominio de anclaje al gránulo se 

encuentra localizado en la región C-terminal, y se ha demostrado que fasinas truncadas en 

esta región pierden la capacidad de unirse al gránulo de PHA (Pieper-Fürst y col., 1994). En 

contraste, no se ha podido detectar una región similar PhaP1 de R. eutropha. Se ha 

sugerido que la capacidad de unión al gránulo podría estar asociada a la estructura 

secundaria, terciaria o cuaternaria de la proteína (Neumann y col., 2008). 

Las fasinas sólo son producidas bajo condiciones de acumulación de PHA y los niveles de 

proteína producidos están relacionados a la cantidad de PHA sintetizado por la célula. Se 

considera que las fasinas tienen una influencia positiva sobre la actividad de la PHA 

polimerasa, aunque no se tienen evidencias de una interacción directa entre ambas 

proteínas. Por otro lado, la presencia de fasinas en la superficie del gránulo evita la unión 

de otras proteínas no relacionadas con el metabolismo de PHA que puedan unirse de 

manera inespecífica y que podría constituir una desventaja para el metabolismo general. 

También se ha señalado que las fasinas pueden prevenir el mal plegamiento de las 
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proteínas que se encuentran asociadas al gránulo hidrofóbico o servir como fuente de 

almacenamiento de nitrógeno (Galán y col., 2011). Mediante ensayos de síntesis de 

gránulos in vitro se ha observado que la adición de fasinas logra acelerar el proceso de su 

formación y regular el tamaño de estas inclusiones (Potter y Steinbuchel, 2005). 

 

2.1.3.1  phaP  

La fasina mejor estudiada corresponde a PhaP1 de R. eutropha. Se ha visto que en las 

cepas mutantes en PhaP1 disminuye la cantidad de polímero acumulado y está agrupado 

en un único gránulo de gran tamaño. En cambio la sobreexpresión de PhaP1 lleva a la 

formación de numerosos gránulos de pequeño tamaño (Potter y Steinbüchel, 2005). 

 

2.1.3.2  phaI y phaF 

Estas proteínas reciben la denominación de proteínas asociadas al gránulo (GAP de 

granule associated proteins) con funciones regulatorias en Pseudomonas oleovorans Gpo1 

y con un modelo similar al propuesto para las proteínas PhaR/PhaP de R. eutropha para la 

regulación de la transcripción entre PhaF/PhaI (Prieto y col., 1999). 

La secuencia de PhaR no tiene homología de secuencia con estas dos proteínas. PhaF está 

también involucrada en la regulación de la síntesis de PHA polimerasa en P. oleovorans 

(Prieto y col., 1999). 

Estudios llevados adelante por el grupo de trabajo de Prieto sobre PhaF de P. putida GPo1 

han demostrado un rol bifuncional a esta proteína dentro de la regulación del 

metabolismo de los PHA. En la región N-terminal se encuentra gran similitud con las 

secuencias de proteínas tipo fasinas. En particular esta región tiene un 57 % de identidad 

con la secuencia completa de aminoácidos de PhaI, siendo esta región responsable de la 

capacidad de unión con el gránulo de PHA (Figura I-8). Por otro lado, el análisis de la 

secuencia primaria de PhaF ha mostrado que esta proteína tiene en su región C-terminal 
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un motivo hélice AAKP asociado a la actividad tipo histona. Este motivo se encuentra en 8 

repeticiones en tándem generando una cargada positiva, que suele asociarse a la 

capacidad de unirse a moléculas de DNA cargadas negativamente (Galán y col., 2011).  

 

 

 
 
Figura I-8: Esquema del dominio tipo fasina de PhaF y PhaI. El dominio N-terminal de PhaF es 

similar a la proteína PhaI. Los rectángulos rayados y blancos lisos indican los posibles sitios de 

unión al gránulo y los motivos repetidos AAKP, respectivamente. 

 

 

Las proteínas tipo histonas tienen la capacidad de unirse al DNA en una variedad de 

secuencias, cuyo reconocimiento depende de características generales de la molécula de 

DNA. Estudios realizados sobre este tipo de proteínas han permitido determinar ciertos 

motivos con carga positiva en la secuencia de aminoácidos (entre 4 y 5 residuos 

especialmente representados por los aminoácidos lisina, alanina y prolina), este tipo de 

organización recibe el nombre de hélice AKP. En bacterias la proteína tipo histona mejor 

caracterizada es AlgP. Esta proteína está asociada a la síntesis de alginatos, un polímero 

cuya vía metabólica compite con la biosíntesis de PHA (Galán y col., 2011). En la proteína 

PhaF de distintas Pseudomonas se han encontrado este tipo de motivos. Recientemente 

se ha demostrado que PhaF tiene la capacidad de unirse al DNA en regiones no específicas 

y juega un rol en la distribución equitativa de los gránulos de PHA entre células hijas 

durante la división celular. Este tipo de interacción inespecífica entre PhaF y el DNA valida 

su clasificación como proteína asociada a nucleoide (Galán y col., 2011).  

La mutación de PhaF en P. putida afecta la transcripción de los genes pha. PhaF es 

considerado un regulador negativo de la biosíntesis de PHA. En P. oleovorans en 

condiciones de acumulación PhaF se une al gránulo de PHA, esto conlleva a una 

disminución de la concentración de PhaF libre impidiendo que actúe como represor, que 
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resulta en el aumento de la transcripción de phaC1 y phaI (Hoffman y Rehm, 2004). 

Además PhaF podría contribuir con la supercondensación del DNA necesaria cuando la 

célula contiene más de un 50% de su peso seco como PHA en su citoplasma (Galán y col., 

2011). 

 

3. Metabolismo y precursores asociados a la síntesis de PHA 

La síntesis del polímero está relacionada con vías metabólicas esenciales para la célula 

(Figura I-9) debido a que los precursores necesarios pueden derivar de distintas rutas 

metabólicas como el ciclo de ácidos tricarboxílicos (TCA), la β oxidación de ácidos grasos y 

la síntesis de novo de ácidos grasos, e involucra metabolitos centrales como el acetil-CoA y 

cofactores como el NADPH, (Aldor y Keasling, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-9: Esquema general de las distintas vías metabólicas involucradas en la síntesis de PHA.  

 

En el género Pseudomonas la biosíntesis de PHAmcl está estrechamente relacionada con 

rutas metabólicas centrales para la célula que pueden proveer precursores para la síntesis 

del polímero, como la síntesis de novo de ácidos grados y la β oxidación de ácidos grasos. 

Las enzimas PhaJ y PhaG actúan como nexo entre estas rutas metabólicas y las 

polimerasas al proveer el monómero requerido para la biosíntesis (Figura I-9). 
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3.1  β Oxidación de ácidos grasos 

Los ácidos grasos en el metabolismo bacteriano son degradados por β oxidación mediante 

la pérdida de 2 carbonos en la forma de acetil-CoA. En cada ciclo la molécula de acil-CoA 

generada es oxidada a 3-ceto-acil-CoA utilizando como intermediarios (S)-3-hidroxiacil-

CoA. El resultado de este ciclo es una molécula de ácido graso de n-2 átomos de carbono, 

que puede reingresar en el ciclo de degradación o ser derivado hacia otras rutas 

metabólicas.   

Los intermediarios (S)-3-hidroxiacil-CoA no pueden ser usados directamente para la 

biosíntesis de PHA, requieren la acción de la enzima (R)-enoil-CoA hidratasa (PhaJ), que 

proporciona el (R)-3-hidroxiacil-CoA tioester que sirve como sustrato para la PHA 

polimerasa (Fiedler y col., 2002). Existen distintas R-enoyl-CoA hidratasas que han sido 

clonadas y caracterizadas de diferentes bacterias productoras de PHA (Tsuge y col., 2003).  

 

3.2  Síntesis de novo de ácidos grasos 

La síntesis de ácidos grasos es llevada a cabo por una serie de pasos enzimáticos que 

puede involucrar la actividad de complejos enzimáticos (FASI) o enzimas con un único 

dominio catalítico (FASII). En bacterias esta vía involucra un sistema de tipo FASII, es decir 

cada reacción es llevada a cabo por un sistema disociado de enzimas. Para su estudio se 

divide en dos ciclos: de iniciación y de elongación. En la primera etapa una molécula de 

acetil-CoA es carboxilada para formar malonil-CoA y luego este grupo es transferido a una 

pequeña molécula transportadora de grupos acilo (ACP, acyl carrier protein) para formar 

malonil-ACP. A este complejo se van añadiendo, sucesivamente, restos carbonados hasta 

que se consigue el ácido graso de la longitud requerida (Madigan y col., 2001).  

La enzima (R)-3-hidroxiacil-ACP-Coa transferasa (PhaG) juega un papel importante al 

conectar la síntesis de novo de ácidos grasos con la síntesis de PHAmcl. La PhaG cataliza la 

conversión de (R)-3-hidroxiacil-ACP a (R)-3-hidroxiacil-CoA y contribuye a la biosíntesis de 

PHAmcl a partir de gluconato u otras fuentes de carbono no relacionadas (Qian Liu y col., 

2011).  
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4. Degradación de PHA 

El PHA puede ser catabolizado por diversos microorganismos a través de un proceso intra 

o extracelular dependiendo de la localización del PHA. Si el PHA se encuentra dentro del 

organismo se dice que está en su forma nativa o amorfa (nPHA), mientras que si se 

encuentra fuera de la célula se dice que está en forma cristalina o desnaturalizado (dPHA). 

El nPHA se encuentra organizado en un capa de fosfolípidos con proteínas embebidas, 

mientras que el dPHA no está cubierto por esta capa superficial (Knoll y col., 2009).  

 

4.1  Clases de PHA depolimerasas 

En condiciones de limitación de carbono, el PHA intracelular puede ser hidrolizado por una 

PHA depolimerasa intracelular, anclada a la superficie del gránulo de PHA. Por otra parte, 

las cepas capaces de producir PHA al morir liberan el polímero al ambiente quedando 

disponible como PHA extracelular. En estas condiciones el PHA puede ser atacado por PHA 

depolimerasas extracelulares secretadas por ciertos microorganismos. El PHA extracelular 

es degradado a oligómeros y monómeros solubles en agua quedando disponible como 

fuente de carbono y energía (de Eugenio y col., 2007).  

Las PHA depolimerasas, dependiendo de la longitud de la cadena carbonada del sustrato y 

el estado físico del polímero se clasifican en 4 familias: PHA depolimerasas que degradan 

gránulos intracelulares nativos (nPHAmcl depolimerasas y nPHAscl depolimerasas) y PHA 

depolimerasas que degradan PHA extracelulares desnaturalizados (dPHAmcl 

depolimerasas y dPHAscl depolimerasas). En algunos casos, las bacterias poseen PHA 

depolimerasas periplasmáticas, como la encontrada en Rhodospirillum rubrum (Knoll y 

col., 2009). 

 

4.2  Características de las distintas PHA depolimerasas 

Las PHA depolimerasas tienen una triada catalítica (serina-histidina-ácido aspártico) como 

sitio activo, con excepción de unas pocas PHAscl depolimerasas intracelulares. La serina 
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catalítica esta embebida en un motivo de secuencia (G-X1-S-X2-G), conocido como lipasa 

box (Knoll y col., 2009). Las enzimas serin-hidrolasas, como las lipasas, estearasas y PHA 

depolimerasas comparten esta secuencia pentapéptido lipasa box (Kim y col., 2007).  

Las PHA depolimerasas mejor estudiadas son las dPHA depolimerasas. Estas comparten 

una arquitectura de dominios común, que consiste en:  

� 1 péptidos señal corto; 

� 1 dominio catalítico, que incluye la lipasa box y un oxoanión; 

� 1 dominio de unión pequeño; 

� 1 dominio de unión al sustrato. 

Las dPHAmcl depolimerasas, no tienen dominio de unión al sustrato encontrado en las 

dPHAscl depolimerasas. En estas enzimas la región N-terminal del dominio catalítico se 

cree que asume la función de sitio de unión al sustrato. Para las nPHA depolimerasas 

intracelulares no se ha descripto un sitio de unión. 

Dependiendo de la ubicación del motivo “lipasa box” en la secuencia relativa al oxoanión 

se clasifican en dos tipos de dominios catalíticos. En el tipo 1 el oxoanión se encuentra en 

el N-terminal del “lipasa box”, mientras que en el tipo 2 el oxoanión está en el C-terminal 

de la triada catalítica. 

Algunas nPHAscl depolimerasas no tienen lipasa box, pero tienen una triada catalítica que 

consiste en una cisteína, una histidina y un ácido aspártico como es el caso de la nPHAscl 

depolimerasa de R. eutropha (Knoll y col., 2009). 

Un análisis de la secuencia de nucleótidos realizado sobre las PHA depolimerasas, 

disponibles en la base de datos del Genbank, muestran que el marco abierto de lectura 

que consiste en 834-849 pb que codifican 277-282 aminoácidos. La identidad de secuencia 

nucleotídica dentro de los genes de las PHAmcl depolimerasas es muy alta, alrededor de 

70-87 %, lo que resulta en un 87 a 98 % de similitud encontrada entre la secuencias de 

aminoácidos (Kim y col., 2007). El alto contenido de aminoácidos aromáticos o alifáticos 

no cargados en la secuencia de la PHA depolimerasa sugiere que estas enzimas son 

altamente hidrofóbicas.  
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Las PHAmcl depolimerasas extracelulares muestran propiedades comunes, un peso 

molecular entre 25-30 kDa, que suele ser menor al encontrado en la mayoría de las 

depolimerasas de PHAscl (40-50 kDa), un punto isoeléctrico que se encuentra en el rango 

ácido siendo más activas a pH alcalino (pH 8,5-10; Kim y col., 2007). 

Recientemente, se ha generado una base de datos con las secuencias de todas las PHA 

depolimerasas conocidas hasta el momento (http://www.ded.uni-stuttgart.de/). Las 

distintas PHA depolimerasas se han organizado por similitud de secuencias entre las 

depolimerasas caracterizadas y secuenciadas en 8 superfamilias (Knoll y col., 2009): 

� nPHAscl depolimerasa intracelular sin lipasa box;   

� nPHAscl depolimerasa intracelular con lipasa box;   

� nPHAmcl depolimerasa intracelular; 

� PHA depolimerasa periplasmática; 

� dPHAscl depolimerasa extracelular con dominio catalítico tipo 1;   

� dPHAscl depolimerasa extracelular con dominio catalítico tipo 2;   

� dPHAscl depolimerasa extracelular;  

� dPHAmcl depolimerasa extracelular.    

 

La habilidad de degradar algún tipo de PHA depende de la presencia del gen que codifique 

la enzima con la capacidad de degradar un determinado tipo de polímero. Las 

depolimerasas de PHAscl y depolimerasas de PHAmcl difieren en la especificidad de 

sustrato. Aquellas cepas bacterianas que son capaces de degradar ambos tipos de 

polímeros están provistas de ambos tipos de PHA depolimerasas (Kim y Rhee, 2003), 

aunque la mayoría de los organismos producen solamente un tipo de PHA depolimerasa. 

Distintos estudios realizados para rastrear cepas capaces de degradar distintos tipos de 

PHA en ambientes tales como suelo, barros activados, compost y aguas marinas, han 

puesto de manifiesto que la mayoría de los microorganismos son capaces de degradar 

solo PHAscl (Mergaert y Swings, 1996; Jendrossek 2001; Kim y Rhee, 2003). Estudios 

realizados sobre muestras de suelo y agua de mar mostraron que la mayoría de los 

microorganismos capaces de degradar PHAmcl corresponden a los géneros Pseudomonas 
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y Stenotrophomonas (Kim, y col., 2007). Mientras los PHAscl son sintetizados por un gran 

grupo de bacterias, los PHAmcl son sintetizados principalmente por algunas cepas de 

Pseudomonas que pertenecen al grupo I de homología de RNA. La menor diversidad de 

microorganismos capaces de degradar PHAmcl puede estar asociada a la menor 

proporción de microorganismos capaces de producirlo en comparación con los PHAscl. 

 

5. Formación y Estructura de los gránulos de PHA 

La biosíntesis de PHA in vivo comienza ni bien el sustrato, (R)-3-hidroxacil-CoA está 

disponible. La enzima PhaC polimerasa es producida a bajos niveles de manera 

constitutiva (Rehm, 2007), aunque a niveles muy bajos, y dependiendo de la 

disponibilidad de sustrato la enzima es capaz de comenzar la síntesis del polímero. 

La cadena de polímero en crecimiento mantiene la PhaC polimerasa unida de manera 

covalente, que inicialmente se encuentra soluble, pasa a ser una molécula anfipática unida 

al gránulo en formación. Así, pequeñas inclusiones insolubles en agua forman un núcleo 

de poliéster amorfo con la PhaC polimerasa unida en la superficie. Mientras que la PhaC 

polimerasa continúa incorporando monómeros desde el citosol a la cadena creciente de 

poliéster, el gránulo aumenta de tamaño (Rehm, 2003). 

Los gránulos de PHA están rodeados de una membrana de fosfolípidos con proteínas 

embebidas o unidas. Dentro de las proteínas unidas al gránulo se reconocen: PhaC 

polimerasa, la PHA depolimerasa, proteínas del tipo fasina o GAP (granule associated 

proteins), proteínas regulatorias, (como PhaR, PhaD, PhaF) y proteínas adicionales con 

funciones desconocidas (Figura I-10). 
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Figura I-10: Representación esquemática del gránulo de PHA (Amaro y Rehm, 2003) 

 

Actualmente se mantienen dos modelos posibles para explicar el mecanismo de 

formación de gránulos de PHA (ver Figura I-11):  

� Modelo de micelas; 

� Modelo de gemación; 

Ambos modelos consideran una ubicación definida de la PHA polimerasa y proteínas tipo 

fasinas en superficie. El modelo de micelas está apoyado sobre la observación de 

formación de gránulos in vitro que ocurre en ausencia de membrana. Sin embargo 

estudios realizados mediante microscopio electrónico muestran la presencia de material 

tipo membrana rodeando el gránulo. El aislamiento de gránulos ha provisto evidencias 

que apoyan el modelo de gemación (Rehm, 2007). 
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Figura I-11: Modelos de la formación de gránulos de PHA. (A) Modelo de Micelas (también 

representa la formación de gránulos in vitro en ausencia de fosfolípidos) y (B) Modelo de 

gemación mostrando la formación de gránulos en la membrana citoplasmática (Rehm, 2007).  

 

Ensayos de fusión de la PHA polimerasa a la proteína verde fluorescente (green 

fluorescent protein-GFP) muestran que el gránulo en etapas tempranas comienza a 

formarse en los polos de la célula de acuerdo al modelo de gemación. La localización de 

los gránulos de PHA en crecimiento en los polos celulares también fue confirmado por 

tinción con rojo Nilo y fusiones del C terminal de fasinas a la proteína amarilla 

fluorescente (yellow fluorescent protein, Rehm, 2007).  

 

6. Síntesis de otro compuesto carbonado: Alginato  

Algunas especies del género Pseudomonas, además de la acumulación intracelular de 

PHA, son capaces de producir distintos exoproductos, tales como exoenzimas, piocianina 

ramnolípidos y exopolisacáridos como el alginato.  

El alginato es un copolímero lineal compuesto por cantidades variables de β-1,4 ácido D-

manurónico y su epímero C5 ácido α-L-gulurónico, unidos por uniones β-1,4-glicosídicas 
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(Segura y col., 2003). Su producción posee interés biotecnológico como aditivo para 

alimentos y usos medicinales (Remminghorst y Rehm, 2006) y se asocia a dos géneros 

bacterianos, Pseudomonas y Azotobacter pero su función biológica varía entre ambos. En 

Azotobacter vinelandii la producción de alginatos está relacionada con el proceso de 

diferenciación y formación de cistos durante condiciones ambientales desfavorables. En 

Pseudomonas aeruginosa la producción de alginatos está asociada a los procesos de 

infección como importante factor de virulencia favoreciendo la formación de biofilms 

(Remminghorst y Rehm, 2006). En Pseudomonas aeruginosa la producción de alginato ha 

sido estudiada por varios autores (Gacesa, 1998; Gimmestad y col., 2003; Rehm, 2002; 

Ramsey y Wozniak, 2005) y ha sido señalado que la producción de PHA está relacionada 

con la biosíntesis de alginato y ramnolípidos (Pham y col., 2004). 

 

6.1  Biosíntesis de Alginato 

La biosíntesis de alginato se puede dividir en 4 etapas distintas: i) síntesis de precursores; 

ii) polimerización y transferencia a la membrana citoplasmática; iii) transferencia 

periplasmática y modificación; y iv) exportación a través de la membrana externa.  

En la primera etapa ocurre la síntesis del ácido GDP-manurónico, donde la fuente de 

carbono es oxidada a acetil-CoA, que entra al ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), 

siguiendo por esta vía hasta la formación de oxalacetato y de este por gluconeogénesis a 

la formación de fructosa 6-fosfato. La conversión de este metabolito central a manosa 6-

fosfato está catalizado por la enzima bifuncional fosfomanosa isomerasa (PMI)/guanosina 

di-fosfomanosa pirofosforilasa (GMP), designada AlgA, que cataliza los tres primeros pasos 

en la biosíntesis de alginato. La reacción de PMI impulsa a la fructosa 6-fosfato a la síntesis 

de alginato en la célula (Remminghorst y Rehm, 2006; Figura I-12). 

 

 



Introducción 

 

35 
 

 

 

Figura I-12: Esquema propuesto para el camino de biosíntesis de alginato en P. aeruginosa 

(Remminghorst y Rehm, 2006). 

 

6.2  Grupo de genes implicados en la biosíntesis de alginato 

Todos los genes estructurales involucrados en la biosíntesis de alginato, con excepción de 

algC (fosfomanomutasa) están agrupados. En P. aeruginosa la síntesis de alginato 

comprende un grupo de 12 genes bajo control del promotor encontrado río arriba de algD 

(Shankar y col., 1995; Figura I-13). Este grupo de genes incluye los genes algA y algD que 

codifican enzimas involucradas en la síntesis de precursores, otros genes que codifican 

enzimas que modifican la cadena naciente de alginato mientras atraviesa el periplasma 

(algI, algJ, algF para acetilación, algG y algL para epimerización y degradación 

respectivamente) y la proteína de membrana externa codificada por el gen algE. Otros 

genes agrupados en el operón son algK, algX, alg8 y alg44 (Remminghorst y Rehm, 2006). 
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Existen genes involucrados en la síntesis de alginato con función regulatoria, como es el 

caso de los genes algP, algQ y algR, que forman un segundo grupo en P. aeruginosa 

(Remminghorst y Rehm, 2006; Figura I-13). En P. aeruginosa, el pasaje (switch) de un 

fenotipo no productor a un fenotipo productor de alginato está mediado por la función de 

5 genes, algT (también llamado algU), mucA (también llamado algS), mucB (también 

llamdo algN), mucC (también llamado algM) y mucD (también llamado algY/algW) que 

están agrupados formando parte de una misma unidad transcripcional (Muhammadi y 

Nuzhat Ahmed, 2007). 

 

 

Figura I-13: Esquema simplificado de la red regulatoria de la biosíntesis de alginato (Remminghorst 

y Rehm, 2006). 

 

Debido a que ha sido señalado que la producción de alginato compite con la producción 

de PHA en P. aeruginosa (Pham y col., 2004), el análisis de las vías metabólicas de 

producción de este compuesto, que también puede tener interés biotecnológico, resulta 

de interés para entender el destino de los distintos compuestos carbonados en el 

metabolismo de Pseudomonas y en base a este conocimiento tratar de mejorar la 

producción. 
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7. Pseudomonas extremaustralis 

En la presente tesis se trabajó con Pseudomonas extremaustralis una nueva especie de 

Pseudomonas que fue aislada por el laboratorio de Biotecnología ambiental y Ecología 

microbiana (FCEyN-UBA), de una charca temporaria en la Antártida (López y col., 2009). 

Como ya ha sido mencionado previamente, las bacterias del género Pseudomonas 

acumulan PHA formado por monómeros de cadena media. La acumulación de PHB es 

entonces, una característica poco común en el género Pseudomonas y ha sido propuesta 

como de valor taxonómico (Kessler y Palleroni, 2000). Esta especie tiene la particularidad 

de acumular grandes cantidades de PHB (hasta un 70 % del peso seco) a partir de 

octanoato de sodio (Ayub y col., 2004). Otras características de interés en P. 

extremaustralis son su alta supervivencia y resistencia a estrés térmico (tanto a bajas y 

altas temperaturas) y oxidativo (Ayub y col., 2004; Ayub y col., 2009).  

 

7.1  Genes asociados a la síntesis de PHB en Pseudomonas extremaustralis 

Los genes de biosíntesis de PHB han sido caracterizados (Ayub y col., 2006). Se 

identificaron los genes phaBAC que codifican una reductasa (phaB), una tiolasa (phaA) y 

una polimerasa (phaC). La organización de dichos genes es similar a la observada en 

Pseudomonas sp. 61-3 (Matsusaki y col., 1998), Azotobacter sp. FA8 (Pettinari y col., 2001, 

2003) y Azotobacter vinelandii (Peralta-Gil y col., 2002; Figura I-14). 

 

phaR phaB phaA phaC

 

Figura I-14: Esquema de genes asociados a la síntesis de PHB en P. extremaustralis. 

 

El análisis genético de la región que contiene el grupo de genes PHB de P. extremaustralis 

mostró un contenido G+C variable, y numerosos elementos genéticos móviles, lo que 
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sumado a estudios filogenéticos permitió inferir que se encuentran formando una isla 

genómica, adquirida por transferencia horizontal (Ayub y col., 2007).  

 

7.2  Resistencia al estrés en Pseudomonas extremaustralis 

Dado que los PHA constituyen una reserva de carbono y energía para las bacterias que los 

producen, tienen un papel en la fisiología bacteriana, aumentando la supervivencia y la 

resistencia a estrés. P. extremaustralis es capaz de acumular altas cantidades de PHB y 

asociado a ello posee una alta resistencia a estrés. Esta característica resulta interesante 

no solo desde el punto de vista básico sino también por su relevancia en el proceso de 

producción de este polímero y otros compuestos que pueden dar lugar a condiciones de 

estrés. Los estudios de resistencia a estrés térmico y oxidativo mostraron una mayor 

resistencia de P. extremaustralis con respecto a otras Pseudomonas como P. putida, P. 

veronii y P. fluorescens (Ayub y col., 2004).  

Además, teniendo en cuenta que el PHB favorece la supervivencia, se estudió el 

crecimiento y la tolerancia al frío de P. extremaustralis. El PHB resultó esencial para la 

supervivencia a baja temperatura. A través de mediciones de indicadores redox (relación 

NADH/NAD, contenido de NADPH y peroxidación lipídica) se pudo demostrar que la 

ausencia de PHB generaba un desbalance en el estado redox celular lo que la hacía más 

sensible al estrés oxidativo derivado de la exposición a baja temperatura. Estos resultados 

aportaron una explicación molecular para este mecanismo de resistencia y en base a ellos 

se propone que el metabolismo del PHB modula la disponibilidad de equivalentes de 

reducción resultando en una mayor adaptabilidad (Ayub y col., 2009). Asimismo, hemos 

analizado la influencia del PHB cuando las bacterias se desarrollan formando biofilms a 

baja temperatura. Los resultados obtenidos demostraron que el polímero permite el 

estado de vida planctónico posibilitando la colonización de nuevos ambientes (Tribelli y 

López, 2011). Estos trabajos indican la relevancia del PHB en la formación de biofilms en 

condiciones de estrés por baja temperatura. 
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La limitación de oxígeno es un componente clave en la fisiología bacteriana y de gran 

importancia para encarar estudios ambientales e industriales tales como la producción de 

compuestos. En respuesta a la limitación de oxígeno se activan reguladores que poseen 

dominios conservados en distintas especies bacterianas, entre ellos, Anr en Pseudomonas. 

Dado que el metabolismo del PHB tiene relación con el estado redox celular y en base a 

resultados previos del laboratorio realizados en E.coli recombinantes para la producción 

de PHB y mutantes en el regulador arcA que demostraban que estas mutantes 

sintetizaban mayor cantidad de PHB (Nikel y col., 2008), nos interesamos en el papel de 

Anr en el metabolismo del PHB en condiciones de baja tensión de oxígeno. Estos estudios 

demostraron que Anr tiene influencia positiva en la síntesis de PHB en P. extremaustralis 

(Tribelli y col., 2010).  

Recientemente, hemos obtenido la secuencia del genoma de P. extremaustralis (Tribelli y 

col., 2012a) lo cual constituye una herramienta sumamente valiosa para abordar nuevos 

estudios relacionados con la producción de distintos compuestos.  
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8. Objetivos Generales 

Pseudomonas extremaustralis se destaca por su alta resistencia al estrés en asociación con 

una alta acumulación de PHB, un polímero poco común en especies de Pseudomonas. 

Debido a que la supervivencia y resistencia a estrés son características deseables en los 

microorganismos utilizados para aplicaciones industriales y ambientales, P. 

extremaustralis constituye un buen modelo en estos procesos. Si bien esta bacteria posee 

algunas características particulares, su estudio permite obtener resultados que pueden ser 

extendidos a otras especies no patógenas del género Pseudomonas. Teniendo en cuenta 

estas características el objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar los genes 

involucrados en la producción de PHAmcl en P. extremaustralis. El interés en estos genes 

se basa en poder lograr en el futuro la producción de polímeros o mezclas de polímeros 

con distintas propiedades en la misma especie, lo que sería relevante con fines 

biotecnológicos. El estudio y análisis en profundidad de las PHA polimerasas, enzimas 

clave para la síntesis de estos polímeros, resulta de importancia para mejorar las 

condiciones de producción de PHA, asociadas al conocimiento de las distintas propiedades 

de estas enzimas. Dado que se cuenta con el genoma completo de P. extremaustralis y 

que la síntesis de estos polímeros involucra distintas vías metabólicas centrales así como 

otras relacionadas con el flujo de carbono hacia distintos compuestos, el conocimiento de 

estas vías a través de análisis bioinformáticos resulta de gran interés.  

La hipótesis de este trabajo propone que dado que P. extremaustralis pertenece al género 

Pseudomonas sensu stricto, los genes de producción de PHAmcl deberían estar presentes 

en su genoma.  
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En base a esto se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1. Búsqueda de los genes involucrados en la producción de PHAmcl en el genoma de 

P. extremaustralis.  

2. Análisis filogenético de los genes encontrados. 

3. Análisis bioinformático de las vías metabólicas centrales relacionadas con el 

metabolismo de los PHA. 

4. Determinación de la producción de alginato y búsqueda de los genes involucrados. 

5. Estudio de la funcionalidad de las polimerasas de clase II, enzimas claves en la 

biosíntesis de PHAmcl. 

6. Análisis de la expresión de las polimerasas de clase I y de clase II. 

7. Análisis de las proteínas unidas a los gránulos de PHB. 
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1. Bacterias y plásmidos utilizados en este trabajo 

Pseudomonas extremaustralis 14-3T DSM 17835T = CIP 109839T (López y col., 2009) es una 

nueva especie descripta en nuestro laboratorio. Para este trabajo en particular se utilizó 

una cepa derivada P. extremaustralis DSM 25547 cuyo genoma fue recientemente 

secuenciado (Tribelli y col., 2012). Las otras cepas y plásmidos utilizados en los diferentes 

experimentos se detallan en la Tabla MM-1. 

 

Tabla MM-1. Cepas y plásmidos utilizados en la presente tesis.  

Cepas y Plásmidos  
Características Relevantes Fuentes y 

Referencias 

Cepas  

P. putida KT2440 WT productora de PHA Holloway y col., 1986 

P. putida GPp104 Mutante de P. putida KT2440 incapaz de 

producir PHA 

Huisman y col., 1991 

P. putida GPo500 Mutante phaZ de P. putida GPo1 incapaz 

de degradar PHA 

Huisman y col., 1991 

Escherichia coli DH5α fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 

Φ80 Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 

endA1 thi-1 hsdR17 

Meselson y Yuan, 

1968 

Escherichia coli S17-1 Conjugativa. Rec- derivado de 294 con 

RP4-2Tc::Mu Kmn::Tn7 en el cromosoma 

Simon y col., 1982 

   

Plásmidos 

pGEM-T Easy Vector de clonado de fragmentos de 

PCR 

Promega 

pBBR1MCS-5 Amplio rango de huésped; resistente a 

Gentamicina, vehículo de clonado, 

mediano número de copias 

Kovach y col., 1994 
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pSJ33 KmR, vector de expresión y conjugativo, 

bajo número de copias  

Jaenecke y Diaz, 1999 

pHU281 Conjugativo y suicida en Pseudomonas, 

TetR 

Hübner y col., 1993  

   

pMHipo Derivado de pBBR1MCS-5, phaC1P.e.  Este trabajo 

pMHZ59 Derivado de pBBR1MCS-5  phaC1P.e  Este trabajo 

pMMic2 Derivado pBBR1MCS-5 phaC2P.e  Este trabajo 

pPSJ-Mic2 Derivado del pSJ33, phaC2P.e.  Este trabajo 

pPSJ-X Derivado del pSJ33, phbXP.e. Este trabajo 

 

 

2. Condiciones de crecimiento 

Los cultivos de P. extremaustralis fueron realizados en caldo nutritivo, incubados a 30°C y 

con 200 rpm de agitación. Para favorecer la acumulación del polímero se empleó el medio 

0.5NE2 (Huisman y col., 1991) suplementado con 0,25 % de octanoato de sodio o 3 % de 

glucosa. También se trabajó en condiciones de baja acumulación de polímero adicionando 

glucosa 0,27 % al medio 0.5NE2, en este caso los niveles de acumulación de PHA son muy 

bajos o indetectables por cromatografía gaseosa.  

Para E. coli se utilizó medio Luria Broth (LB). En caso de ser necesario, los medios de 

cultivo se suplementaron con las siguientes concentraciones de antibióticos: 25 µg/ml 

Kanamicina, 10 µg/ml  Gentamicina, 10 µg/ml Tetraciclina; 100 µg/ml Ampicilina.  

La composición completa de los medios de cultivo empleados a lo largo de este trabajo se 

detalla al final de esta sección en un anexo. 

El crecimiento fue determinado por medición de la densidad óptica (DO600nm) en un 

espectrofotómetro (Jenway, Génova). 
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3. Determinaciones analíticas de PHA 

3.1  Determinación cualitativa de PHA Tinción con azul de Nilo 

La presencia de gránulos de PHA fue determinada cualitativamente mediante tinción y 

observación al microscopio con el colorante Azul de Nilo. Dicho colorante es una oxazina 

básica soluble en agua y en alcohol etílico. La forma oxazona (Nile pink) se forma por la 

oxidación espontánea del Azul de Nilo en solución acuosa, y es soluble en lípidos neutros 

que se encuentran en estado líquido a la temperatura de la coloración (Ostle y Holt, 

1982). 

La tinción de los extendidos de células se realizó en un jarrito “coplin”. El colorante se 

precalentó a 55°C para luego sumergir los extendidos de los cultivos en el colorante 

durante 10 min. Se lavó con agua y se eliminó el exceso de colorante mediante el lavado 

con ácido acético 8 % durante un minuto. Se dejó secar y se observó al microscopio bajo 

una longitud de onda de 460 nm. Los gránulos del polímero fluorescen de color naranja. 

 

3.2  Cuantificación de PHA por Cromatografía Gaseosa 

Para cuantificar el contenido de PHA, los pellets de los cultivos a analizar fueron 

liofilizados y sometidos a metanólisis para formar los correspondientes monómeros 

esterificados, que luego fueron analizados mediante cromatografía gaseosa (Braunegg y 

col., 1978). Se utilizaron aproximadamente 4 mg de cada pellet celular liofilizado, a los 

cuales se les agregó 1 ml de una solución de metanol-ácido sulfúrico (15 % H2SO4 v/v) y 

luego 1 ml de cloroformo. Esta mezcla se incubó durante 140 minutos a 100°C, luego de lo 

cual se agregaron 0,5 ml de agua destilada y se mezcló agitando vigorosamente durante 

20 segundos. Se dejó en reposo hasta que se separaron las fases y se transfirió la fase 

orgánica a otro tubo, que se guardó a -20°C hasta el momento de la corrida 

cromatográfica. 

Los productos de la metanólisis fueron analizados utilizando un servicio de la Comisión 

Nacional de Energía Atómica (CNEA). La cuantificación se realizó por comparación de las 
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áreas de los picos obtenidos en las muestras y en soluciones patrón de concentraciones 

conocidas. 

 

4. Técnicas de Biología Moleculares 

4.1  Extracción de Plásmidos 

La extracción se realizó a partir de 1-5 ml de cultivo, en función del número de copias del 

vector, crecidos overnight en LB (con el antibiótico correspondiente adicionado) se 

centrifugaron durante 1 min. a 13000 rpm para obtener el pellet de células. Este se 

resuspendió en 150 µl de buffer 1, luego se agregaron 150µl de buffer 2, se mezcló por 

inversión, se incubó 5 min a temperatura ambiente y luego se adicionaron 300 µl de 

buffer 3. Se centrifugó 10 min a 13000 rpm y se tomó cuidadosamente el sobrenadante. A 

dicho sobrenadante se adicionaron 900 µl de Etanol absoluto, se centrifugó 20 min a 

13000 rpm, se descartó el sobrenadante y se lavó con 500 µl de Etanol 70 % y se 

centrifugó 5 min. Luego se descartó el etanol y se dejó secar 30 min a 37°C para que se 

evapore el etanol remanente. Una vez eliminado todo resto de etanol se resuspendió en 

50 µl de H2Odd. La composición de los buffers utilizados se especifica en el anexo. 

En casos donde fue necesaria la obtención de plásmidos con mayor grado de pureza 

(secuenciación o cortes con enzimas de restricción y posterior ligado) se utilizó un kit 

comercial, Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), y se procedió 

siguiendo las especificaciones del fabricante.   

 

4.2  Digestión con enzimas de restricción 

La digestión con enzimas de restricción (marca New England Biolabs o Promega) se realizó 

siguiendo protocolos estándares (Sambrook y col., 1988) y las instrucciones de los 

fabricantes.  
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4.3  Purificación de DNA 

Se utilizaron los kits comerciales de Qiagen (Qiaex II gel extraction kit) para la purificación 

de fragmentos de DNA obtenidos por reacciones de PCR o tratados con enzimas de 

restricción en mezcla de reacciones, siguiendo las especificaciones del fabricante.  

 

4.4  Reacciones de ligado 

Se utilizó la enzima T4 DNA ligasa de Promega, siguiendo las especificaciones del 

fabricante. La relación DNA inserto/DNA vector fue de 3:1 o 1:1 según las concentraciones 

obtenidas. La reacción se llevó a cabo por un periodo de 16 a 18 h a 16°C. 

 

4.5  Electroforesis en geles de agarosa 

Para la visualización y la posterior purificación de fragmentos de DNA obtenidos de 

reacciones de PCR o de cortes con enzimas de restricción con rangos de tamaño de 3000 a 

500 pb se utilizó una concentración de agarosa de 0,8 a 1 %. Para la separación de 

fragmentos menores de 500 pb se aumentó el porcentaje de agarosa utilizado para 

facilitar su visualización. Las electroforesis se realizaron utilizando buffer TAE a 100 volts 

en cubas de Sigma (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA). Como marcadores de peso 

molecular se utilizaron el DNA del fago λ digerido con HindIII (NEB), y la escalera de 1 kb 

de Promega. 

Los geles se tiñeron con solución de bromuro de etidio (0,5 µg ml-1) durante 15 min. El 

DNA se visualizó con un transiluminador de luz UV y los geles se fotografiaron con una 

cámara digital Kodak Digital Science CD120. 

4.6  Cuantificación de DNA en geles de agarosa 

El DNA presente en los geles de agarosa se cuantificó utilizando el analizador digital 1D 

Image Analysis Software (Kodak Digital Science), utilizando como patrón 100 ng de 

λHindIII. 
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5. Técnicas genéticas 

5.1  Preparación de células competentes 

Para la obtención de células competentes de las diferentes cepas de E. coli requeridas se 

inocularon 10 ml de LB con dos o tres colonias aisladas de un cultivo de 24 h realizado en 

medio sólido y se incubaron overnight a 37°C y 200 rpm. Este cultivo se utilizó para 

inocular 50 ml de LB en un erlenmeyer de 500 ml, partiendo de una DO600nm inicial de 

0,05. Se incubó a 37°C y 200 rpm alrededor de 3 horas o hasta alcanzar una DO de 0,5. 

Luego se procedió a incubar durante 10 min a 4°C y se obtuvo el pellet celular mediante 

centrifugación, 10 min a 5000 rpm a 4°C. El pellet se resuspendió en 8 ml de medio TB, se 

incubó nuevamente 10 min a 4°C y se centrifugó por 10 min a 4°C a 5000 rpm. Se 

resuspendió suavemente en 2 ml de TB frío y 140 µl de DMSO. Luego se separaron 

alícuotas de 50 µl de células y se conservaron a -70°C hasta su utilización. La composición 

de los medios de cultivo mencionados figura en el anexo. 

5.2  Transformación de células competentes 

Para realizar ensayos de transformación en células competentes de distintas cepas de E. 

coli se agregaron 5 µl de mezcla de ligado (10-50 ng) o vector a 50 µl de células 

competentes conservadas a -70°C, se incubaron 30 min a 4°C, luego se aplicó un shock 

térmico a 42°C durante 90 segundos y nuevamente se incubó a 4°C durante 10 minutos. 

Se agregaron 500 µl de SOB y se incubó 1 h a 37°C con agitación constante de 150 rpm. Al 

terminar el periodo de recuperación se centrifugó 1 min a 13000 rpm y se sembró el pellet 

celular en placas con medio de selección según correspondiese. 

5.3  Conjugación 

Partiendo de cultivos de 24 h realizados en placas de medio LB de las cepas receptora y 

dadora se realizaron cultivos de 10 ml en medio líquido LB, (adicionando el antibiótico 

correspondiente) a 30°C y 200 rpm. Estos pre-cultivos fueron utilizados como inóculo para 

cultivos en las mismas condiciones desde una DO600nm inicial de 0,05 hasta fase 
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exponencial. Una vez que los cultivos alcanzaron una DO600nm de 0,5 se tomó un volumen 

total de 1ml en una relación 1:2 dadora receptora, se centrifugaron 1 min a 13.000 rpm y 

se resuspendió el pellet en 100 µl de MgSO4 10 mM. Los 100µl de la mezcla de cepas 

fueron colocados cuidadosamente sobre filtros de 0,22 µm estériles en placas de LB. Se 

incubó la placa 18 h a 30°C luego de lo cual se levantaron los filtros y se resuspendieron en 

1 ml de MgSO4 10 mM. Se centrifugó 1 min a 13000 rpm y se sembraron en medio de 

selección. El crecimiento de las transconjugantes se observó luego de 48 h de incubación a 

30°C.  

 

6. Rastreo de genes asociados a la síntesis de PHA en Pseudomonas 

extremaustralis por técnicas de PCR  

Para el rastreo de genes asociados a la síntesis de PHA se realizó una búsqueda en base de 

datos de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de los genes que codifican distintas 

polimerasas (phaC1 y phaC2), depolimerasas (phaZ), fasinas (phaI y phaF) y proteínas 

regulatorias (phaD) de distintas Pseudomonas. El alineamiento de secuencias permitió el 

diseño de primers degenerados que se muestran en la Tabla MM-2. Con los distintos 

juegos de primers se realizó la amplificación por PCR de los genes buscados. Los productos 

obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa (1 %) teñidos 

con bromuro de etidio. Las bandas del tamaño esperado se purificaron utilizando un kit 

comercial y se enviaron a secuenciar a Macrogen, Corea. Sobre la base de la secuencia 

obtenida se diseñaron primers específicos en combinación con primers degenerados de 

manera tal de continuar la amplificación hasta obtener la secuencia completa.  
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Tabla MM-2: Oligonucleótidos utilizados y diseñados en este trabajo. 

 

Oligonucleótidos  Secuencia de 5´a 3´ Amplificación del gen: 

Hipo 248 up  TGTTCACYTGGGAVTACC phaC1 

C1-1536-low CACCAGGAATCGGTGTGCTTG phaC1 

C1-1188-up  CTGTACTGGAACAACGACA phaC1  

1536-C1-up CAAGCACACCGATTCCTGGTG phaC1 y phaZ 

Z-59-low  CGGGTAATCAGGAACAGA phaZ 

720-Z-up  TGATCAACATGCGCMTGCT phaZ y phaC2 

Mic2-low-419 TTGAGVAGGGTGTTGGAA phaC2 

C2-up-151 CGCTTCGTGCTGTCCAAC phaC2 y phaD 

D-low-5714  GGATCCTGAACAAATACAGGGCACAT phaC2 y phaD 

D-low-526 GCYACCAGCATCATSAYCTGRTA phaD 

pAup GACRGCGGTSTGTTCACYTGGA phbF 

upA CCRCARATCAACAAGTVCTA phbF 

lowB AATGTRCCTGATAYGCCTSGT phbP 

phbXup GCGTGGAGATGAGCCAGGAAAGTTTTTTTGCGA phbX 

phbXlow CGCTCGAGTCATTCGGCGTTGCCTCCCTT phbX 

259upC1 AGAACCCGCTCTACAAGC CODC1ZC2 

756lowC1rec16D CAAGGATACGGAGCTCTAAAGGTCTGCTGGCTGT CODC1ZC2 

16upDrec756C1 CAGACCTTTAGAGCTCCGTATCCTTGAATGTGCC CODC1ZC2 

494lowD AGAATCCGCTGGTAGTCC CODC1ZC2 y CODC2 

C2A3 AAACCGTGCATGAACCCA CODC2 

C2B3rec16D CAAGGATACGGAGCTCGGCTTGGCGTACTGTTTT CODC2 

16upDrecC2B3 ACGCCAAGCCGAGCTCCGTATCCTTGAATGTGCC CODC2 

Gta-up GAGCTCGATCGACGCACACCGTGGAAA Casete gentamicina de 

vector pBBRMSC5 

Gta-low GAGCTCGATCGCGGCGTTGTGACAATTT Casete gentamicina de 

vector pBBRMSC5 

rt-phaC1up CGATGACTTGAAACGCCA RT-qPCR phaC1 
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rt-phaC1low ACGGTTGCTTGATGGCTT RT-qPCR phaC1 

rt-phaC2up GAGAAAGACCCGTGACGAAC RT-qPCR phaC2 

rt-phaC2low GCGTCCCATCTGACCGCCCAGG RT-qPCR phaC2 

rt-phbCup CTTCGTCCTCGGATGTTCTG RT-qPCR phbC 

rt-phbClow ATCGACCCACCAACTCCTG RT-qPCR phbC 

rt-16S-up  CAGCTCGTGTCGTGAGATGT RT-qPCR ssuRNA 

rt-16S-low  AAGGGCCATGATGACTTGAC RT-qPCR ssuRNA 

(*) LETRAS R, S e Y: distinta base en esa posición R= A ó G; S= G ó C; Y= C ó T 

COD= Cross Over Deletion o PCR deletion, técnica utilizada para generar mutaciones por deleción 

de un fragmento del gen.  

 

Se comenzó con la búsqueda de los genes relacionados con la síntesis de PHA con el gen 

phaC2, ya que este se encuentra flanqueado por genes conservados, como phaZ y phaD, 

en todas las Pseudomonas productoras de PHA (ver Figura I-5). Se amplificó por PCR 

probando distintas condiciones con los primers Z720up D5714low hasta obtener una 

banda del tamaño esperado (entre 1,5 y 2 kb, Figura MM-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Utilizando la secuencia de phaC2 obtenida se diseñó un primer forward para la 

amplificación del gen phaD (C2-up-151) y utilizando una región conservada río abajo de 

Figura MM-1: Gel de agarosa 1 % mostrando el resultado de 

amplificación por PCR de los primers diseñados para amplificar el gen 

phaC2 del genoma de P. extremaustralis. Calle 1 y 2 colony PCR de P. 

extremaustralis con distinta cantidad de templado, y calle 3 

marcador de peso molecular λ Hind III. En rojo se señala la banda 

enviada a secuenciar.  
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phaD se diseñó el primer reverse, para la obtención completa del gen. De la misma 

manera, para la amplificación de la secuencia del gen phaZ, se diseñó un primer específico 

reverse (Z-59-low) y un primer degenerado de una región conservada de phaC1 (C1-1188-

up; Figura MM-2). Para completar la secuencia de phaZ se utilizaron primers específicos 

diseñados a partir de las secuencias ya obtenidas (C1-1536-up y Mic2-low-419). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Para la obtención de la secuencia completa de phaC1 se comenzó con la utilización de 

primers diseñados sobre una región conocida de phaC1 (primer C1-1536 low) y una región 

conservada río arriba del gen (Hipo-248-up; Figura MM-3). La secuencia final de phaC1 se 

obtuvo en el paso anterior junto con la secuencia de phaZ. 
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Figura MM-2: Gel de agarosa 1% mostrando el resultado de 

amplificación de PCR de los primers C1-up-1188 y Z-59-low, 

diseñados para amplificar el gen phaZ del genoma de P. 

extremaustralis. Calles: 1) control negativo sin templado, 2 y 3) a 

partir de genómico de P. extremaustralis, 5 y 6) a partir de colony 

PCR y calle 6 marcador de peso molecular λ Hind III. En rojo se señala 

la banda enviada a secuenciar. 

Figura MM-3: Gel de agarosa 1% mostrando el resultado de 

amplificación de PCR con los primers Hipo-248-up y primer C1-1536 

low diseñados para amplificar el gen phaC1 del genoma de P. 

extremaustralis. Calle 1, colony PCR  para amplificar una banda de 2.3 kb 

conteniendo gran parte de phaC1, calle 2, control negativo de 

amplificación sin templado y calle 3,  marcador de peso molecular λ 

Hind III. En rojo se señala la banda enviada a secuenciar. 
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Para completar la búsqueda se diseñaron primers a partir de la secuencia de distintas 

fasinas. Con los primers obtenidos (pAup, upA y lowB) se logró secuenciar un fragmento. A 

partir del resultado de la secuenciación de este fragmento se diseñaron nuevos primers 

(phbXup y phbXlow), que permitieron a través de amplificación y secuenciación completar 

una región que contiene varios genes relacionados con el metabolismo del PHB (Figura 

MM-4).  

 

   

 

Cada combinación de primers utilizado requirió distintas temperaturas de annealing para 

su ciclado. No obstante se pueden describir las condiciones generales utilizadas para 

todos los ensayos de PCR en donde se varió la temperatura de anneling dependiendo de 

los primers utilizados y el tiempo de extensión según el tamaño de banda esperado. 

Programa de ciclado: 

1) Desnaturalización inicial                5 minutos   95°C 

2) Desnaturalización               60 segundos    95°C 

3) Unión primer- DNA molde             30 segundos    entre 50 y 62°C  

según la combinación de primers utilizados 

4) Extensión    60-90 segundos    72°C 

     Según el tamaño de banda esperado 

5) Paso 2) a 4) se repite 35 veces   

6) Extensión final    5 minutos   72°C  

Figura MM-4: Gel de agarosa 1% mostrando el resultado de 

amplificación de PCR de los primers diseñados para la búsqueda de 

genes río abajo de las fasinas en el genoma de P. extremaustralis. 

Calle 1 y 4 marcadores de peso molecular λ Hind III y 1kb Promega, 

respectivamente. Calles 2 y 3 colony PCR con distinta cantidad de 

templado P. extremaustralis. 
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En todos los casos, para el rastreo de genes, se utilizó como templado una suspensión de 

células realizada a partir de colonias aisladas de P. extremaustralis (colony PCR) 

provenientes de un cultivo en placa de Petri de no más de 24 h, según el protocolo rápido 

de calentamiento (López y col., 1996). Las cantidades de los reactivos utilizados para la 

elaboración de la mezcla se muestran en la Tabla MM-3. 

 

Tabla MM-3: Mezcla de reacción de PCR:  

 

Reactivos  por tubo 

Buffer de reacción  verde de Promega 5X 10 µl 

dNTPs 2mM  5 µl 

Taq polimerasa (Go Taq Promega) 0,5 µl 

Primer forward 3µM 10 µl 

Primer reverse 3µM 10 µl 

DMSO 1 µl 

Templado  2 µl 

Agua deionizada 11,5 µl 

Volumen total de mezcla 50 µl 

 

   

6.1  Análisis de las Secuencias obtenidas 

Las secuencias complementarias obtenidas se ensamblaron utilizando el programa cap3 

(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php/) y Bioedit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit). Las 

secuencias se compararon con las disponibles en bases de datos utilizando los programas 

BLASTN y BLASTP ( www.ncbi.nlm.nih.gov) y se analizaron mediante el programa ORF 

finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Para predecir el peso de la proteína 

a partir de la secuencia aminoacídica resultante se utilizaron las herramientas disponibles 

en línea de la página de EXPASY (http://web.expasy.org/compute_pi/). La búsqueda de 
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secuencias promotoras se realizó con el programa SOFTBERRY 

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml) y se realizó la búsqueda de estructuras de 

terminación descriptas en otras PHA polimerasas en la bibliografía para secuencias 

similares (Timm y Steinbuchel, 1992; Solaiman y col., 2008). Se realizaron alineamientos 

entre secuencias para analizar la ubicación de aminoácidos esenciales mediante CLUSTAW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

Para el análisis de probables secuencias de depolimerasas también se utilizó la base de 

datos "The PHA Depolymerase Engineering Database” (http://www.ded.uni-stuttgart.de/). 

Las relaciones filogenéticas se analizaron a partir de la construcción de árboles con el 

programa MEGA 4. Se utilizó el método del vecino más cercano (Neighbor Joining-NJ). La 

validez de las relaciones filogenéticas representadas en los árboles obtenidos fue 

analizada estadísticamente utilizando el método del Bootstrap con 1000 repeticiones.  

 

7. Secuenciación del genoma completo de Pseudomonas extremaustralis 

Durante el último año de esta tesis doctoral se obtuvo la secuencia completa del genoma 

de P. extremaustralis a través del servicio de pirosecuenciación del Instituto de 

Agrobiotecnología de Rosario (INDEAR). El genoma fue anotado siguiendo los 

procedimientos para anotación de genomas procariotas incluidos en el servidor RAST 

(Rapid Annotation using Subsystem Technology). Las secuencias se analizaron utilizando el 

servidor SeedViewer (http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi), incluido en el RAST, que 

cuenta con herramientas, como BLAST, para realizar búsquedas dentro del genoma. Con 

estas herramientas se pudieron identificar otros genes relacionados con el metabolismo 

de PHA y los genes de las vías metabólicas centrales que estarían involucrados en la 

provisión de los intermediarios necesarios para la biosíntesis. Para la búsqueda manual de 

secuencias relacionadas con vías metabólicas alternativas al PHA como alginato se 

utilizaron las secuencias disponibles en base de datos 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) para organismos que poseen, ya caracterizadas, 

las rutas metabólicas involucradas en la producción de este compuesto como P. 

aeruginosa PAO1 y Azotobacter vinelandii DJ. 

 

8. Extracción y medición cuantitativa de la producción de alginato 

Se realizaron cultivos de P. extremaustralis en 0.5NE2 adicionado con 0,25 % octanoato de 

sodio, 0,27 % glucosa y 3 % glucosa, crecidos a 30°C y 200 rpm durante 24 horas. Se 

tomaron 10 ml de cultivo y se centrifugaron durante 10 min a 6.000 rpm a 4°C. Se 

procedió a la precipitación de alginato a partir del sobrenadante obtenido mediante el 

agregado de 2 volúmenes de isopropanol. El pellet residual se lavó con 5 ml de una 

solución de 0,85 % NaCl, para recuperar restos de alginato que pudo haber quedado en el 

pellet durante el proceso de centrifugación. Nuevamente se centrifugó la suspensión para 

separar las células y se agregaron al sobrenadante 2 volúmenes de isopropanol. El 

volumen obtenido del sobrenadante del cultivo y el isopropanol (45ml en total) se 

centrifugó a 4°C por 10 min a 6.000 rpm. Se descartó el sobrenadante y secó 4 horas en 

estufa a 50°C para evaporar los restos de isopropanol. 

El paso siguiente consistió en hidratar el pellet de alginato obtenido, para lo cual se agregó 

un volumen de 3 ml de 0,85 % NaCl. Este proceso se llevó a cabo overnight con agitación 

de 150 rpm a temperatura ambiente.  

Para su cuantificación espectofotométrica se siguió el siguiente tratamiento: 

� 3 ml de una solución de Ácido Sulfúrico (97 %) y solución de boratos (3 %), 

� 350 μl de la solución de alginato a cuantificar, 

� 100 μl de carbazol, 

La mezcla obtenida se incubó a 55°C durante 20 min, luego de lo cual se dejó enfriar a 

temperatura ambiente durante 10 min y se midió la absorbancia a 530 nm en cubeta de 

cuarzo en un espectrofotómetro (Jenway). 

Para la cuantificación del alginato obtenido se realizó una curva de calibración utilizando 

diferentes concentraciones desde 12 a 25 μg/ml a partir de un stock de 1 mg/ml de 
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alginato comercial (Sigma) según el protocolo de May y Chakrabarty (1994). Los valores 

obtenidos fueron normalizados por peso seco celular.  

 

9. Clonado de los genes PHA y estudios de funcionalidad 

9.1  Complementación de actividad PHA polimerasas  

Para estudiar la funcionalidad de las PHA polimerasas PhaC2 y PhaC1 y el producto de la 

secuencia phbX, se realizaron ensayos de complementación utilizando una cepa mutante 

incapaz de producir el polímero, Pseudomonas putida GPp104, disponible en el 

laboratorio. Para tal fin, se amplificaron por PCR los genes phaC1, phaC2 y phbX, con sus 

posibles secuencias promotoras utilizando los primers Hipo-248-up/Z-59-low, Z-720-up/D-

5714-low y phbXup/phbXlow respectivamente (Tabla MM-2). Los fragmentos resultantes 

se clonaron en el vector de clonado pGEM-T Easy (Promega). La secuencia 

correspondiente al phaC1 y una región de 360 pb río arriba del ATG del gen conteniendo 

su región promotora fue clonado en el plásmido pBBR1MSC5 utilizando la enzima de 

restricción Sac I (Promega). El vector pGEM-T Easy conteniendo el gen phaC2 y su región 

promotora, se digirió con la enzima Kpn I (New England Biolab) dando como resultado un 

fragmento de 2 kb que se clonó en el vector pSJ33. El plásmido resultante fue cortado con 

las enzimas XhoI y KpnI liberando el fragmento de 2 kb para ser clonado en el vector 

pBBR1MCS-5. El fragmento de 2,8 kb conteniendo el gen phbX y su posible región 

promotora fue liberado del vector pGEM-T Easy por digestión con la enzima XhoI 

(Promega) y clonado en el plásmido pBBR1MCS-2. Para subclonarlo en el vector de 

expresión pSJ33 el mismo fragmento fue liberado con las enzimas KpnI y BamHI (New 

England Biolab y Promega). Las características de los plásmidos utilizados se muestran en 

la Tabla MM-1. Las construcciones obtenidas se introdujeron por conjugación entre una 

cepa dadora, E. coli S17-1 portando el plásmido con el inserto, y la cepa receptora P. 

putida GPp104. Las cepas resultantes se crecieron en condiciones de acumulación de 

polímero (medio 0.5NE2 suplementado con octanoato de sodio). La determinación de la 
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capacidad de producción de PHA de la cepa recombinante de P. putida GPp104 se realizó 

cualitativamente por tinción con Azul de Nilo y cuantitativamente por medición de PHA 

por cromatografía gaseosa. 

 

9.2  Ensayos de complementación de actividad PHA depolimerasa  

Para los ensayos de complementación de la actividad depolimerasa se utilizó la cepa 

mutante P. putida GPo500, (capaz de producir PHAmcl pero no degradarlo) y se introdujo 

por complementación la construcción pSJphbX. Se comprobó la presencia de la 

construcción en la bacteria por extracción y restricción del plásmido para verificar la 

presencia del inserto. La presencia de la construcción se verificó también mediante PCR 

tomando como blanco la secuencia phbX, con los primers phbXup-phbXlow. 

Para determinar la posible capacidad depolimerasa los cultivos fueron sometidos a  

condiciones de ayuno de carbono. Se realizaron cultivos de 50 ml en el medio 0.5NE2 

suplementados con 0,25 % octanoato de sodio en Erlenmeyers de 250 ml a 200 rpm 

partiendo de una DO600nm inicial de 0,05 y hasta alcanzar un valor de 1, a partir del cual se 

llevó adelante el ayuno. Se centrifugó el cultivo 10 min a 200 rpm a 4°C, el pellet celular se 

lavó con 0.5NE2 sin extracto de levadura y sin fuente de carbono adicionada, y se 

resuspendió en 50 ml del mismo medio. Las bacterias se incubaron en Erlenmeyers de 250 

ml a 30°C con agitación constante a 200 rpm por 24 h. Se tomaron muestras a 5 y 24 h de 

tratamiento para determinar si las células habían restituido su capacidad de degradar el 

polímero realizando una determinación cualitativa del contenido de PHA mediante tinción 

con Azul de Nilo.   

 

10. Construcción de mutantes para los genes phaC1, phaZ y phaC2 

Para la construcción de mutantes en phaC2 y la región phaC1ZC2, se utilizó la técnica de 

deleción por PCR según la metodología descripta por Link y col. (1997; Figura MM-5). 
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La técnica de deleción por PCR implica dos pasos de PCR. Para la obtención de la mutante 

de phaC1ZC2, en un primer paso se amplificó un fragmento de alrededor de 500 nt de 

phaC1 (denominado fragmento F1) y otro fragmento de 500 nt de la región amino 

terminal de phaC2 y carboxi terminal de phaD (denominado fragmento F2) con los primers 

259upC1 y 756lowC1rec16D, 16upDrec756C1c y 494Dlow, respectivamente (Tabla MM-2). 

En el segundo paso de PCR se utilizan ambos fragmentos como templado y se realiza una 

amplificación utilizando los primers forward de F1 y el reverse de F2. Esto es posible ya 

que los primers reverse de F1 y forward de F2 poseen 20 nt complementarios entre sí (ver 

Figura MM-5). Para lograr la mutación de phaC2 utilizando la misma técnica se clonaron 

dos fragmentos de 500 nt. Un fragmento F1 de la región carboxi terminal de phaC2 con 

secuencias complementarias al fragmento F2 localizadas en el primer reverse, utilizando 

los primers C2A3 y C2B3rec16D, y un segundo fragmento F2 de la región amino terminal 

de phaC2 y carboxi terminal de phaD, utilizando los primers 16upDrec2B3 y 494Dlow que 

contiene secuencias complementarias al fragmento F1 adicionadas mediante el primer 

forward. Nuevamente en el segundo paso de PCR se utilizaron ambos fragmentos como 

templado para generar un fragmento único.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura MM-5: Esquema explicativo del procedimiento de deleción por PCR para los genes 

phaC1ZC2 y phaC2  

Fragmentos obtenidos en el primer paso de PCR (F1 
y F2) 

Fragmento obtenido luego del 
 segundo paso de PCR  

Fragmentos obtenidos en el primer paso de PCR 

Fragmento obtenido en el segundo paso de PCR 
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Para facilitar la posterior selección de la cepa mutante, se insertó en la construcción 

obtenida un casete de gentamicina proveniente del vector pBBR1MSC-5 obtenido por 

amplificación con primers que llevan la secuencia de reconocimiento para la enzima de 

restricción Sac I (Tabla MM-2).  

Las construcciones obtenidas se clonaron en el vector conjugativo pHU281 y suicida en 

Pseudomonas. Se transformó en la cepa E. coli S17-1 para luego transferir la construcción 

a P. extremaustralis por conjugación. Se seleccionaron las cepas de P. extremaustralis que 

resultaron resistentes a gentamicina (10 µM) y se cultivaron en el medio 0.5NE2 

suplementado con octanoato de sodio.  

Para verificar el doble evento de recombinación homóloga que permitió la mutación del 

grupo de genes phaC1ZC2 ó phaC2 se realizó una amplificación por PCR con primers que 
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Figura MM-6: Geles de agarosa con los productos de amplificación requeridos para la 

construcción de mutantes. A) Fragmentos F1 y F2 del primer paso de PCR para obtener 

mutantes por deleción de phaC1ZC2 y phaC2. Calles: 1) Marcadores de peso molecular λ Hind III, 

2-4-6 y 8 control negativo de amplificación sin templado, calle 3) amplificación de F1 para mutar 

phaC2, calle 5) amplificación de F2 para mutar phaC2, 7) amplificación de F1 para mutar 

phaC1ZC2 y calle 9 amplificación de F2 para mutar phaC1ZC2.B) Producto de amplificación del 

segundo paso de PCR. Calles: 1) amplificación obtenida utilizando como templado F1 y F2 de 

phaC2, 2) amplificación obtenida utilizando como templado F1 y F2 de phaC1ZC2 y calle 3 

marcador de peso molecular 1 kb Sharp DNA Marker, Real Biotech Corporation.  
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reconocieran el casete de gentamicina y la región inmediata externa a la delecionada (ver 

primers en la Tabla MM-2). Las cepas mutantes obtenidas fueron verificadas por 

amplificación y posterior secuenciación utilizando primers que permitieron amplificar una 

región del genoma y otra región incluida en el proceso de recombinación esperado 

(primers Hipo 248 up con Gta-low y Gta-up con D low 526 para la mutante de phaC1ZC2 y 

720Zup con Gta-low y Gta-up con D low 526 para la muntante de phaC2; Figura MM-7 y 

MM-8). 

 

>110920-34_G09_CODC1-Hipo-Hipo_up.ab1  1258 
AGGGCACGTATGACGCGCTGTGGGCCGATTATCTCGCCGAGCTCAAAGCGGCCGGTAAAACCCGCGACCCGAACGAATCGGTCGTGCGGCTGATGCT
CTAGCCCAGGCTTCTTGCTCTTTAGAGGGCATTTTCTAATTTCATCTGCTTGAATGCCCTGTCTCGTGGCCAATGATTGGCCTGCTTGCGAAAAAAAATA
AACTCGGGTAACCAATGGAACTGGCAAGTTCCCTGCATTTGATGATGCGGGATCAACGGTCACCCGAGTCGCAGTACCTGGCTTGTGCTGTGTATCGA
AACCTGGTGCGCAGCGGTACCCGGTACTCGTCTTCCGGACAATGGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAATAACGATGACTTGAAACGCCAGGCCTCG
GAAAACACCCTGGGACTCAACCCGATCATCGCGTTACGTAAAAAGGATTTACTGGCCTCGGCGAAGATGGTGTTGACCCAAGCCATCAAGCAACCGTT
GCACAGCGTCAAGCACGTCGCCCACTTCGGGGTCGAATTGAAGAACGTGATGTTCGGCAAATCGCAGCTGCAACCCGAAAACGATGACCGTCGCTTCC
ATGACCCGGCCTGGAGCCAGAACCCGCTCTACAAGCGCTACCTGCAAACCTACCTGGCGTGGCGCAAGGAACTGCACGAGTGGATCGGCGACAGCAA
CCTGTCGGAACAGGACATCAGCCGCGCCCACTTCGTGATCAACCTGATGACCGAAGCCATGGCCCCCACCAACAGCGCGGCCAACCCGGCGGCGGTC
AAGCGCTTCTTTGAAACCGGCGGCAAAAGCCTGCTCGATGGCCTGTCCCACCTGGCCAAGGACATGGTGCATAACGGCGGCATGCCGAGCCAGTCAA
TATGAAAGCGTTCGAGGTGGGCAAGACCCTGGGCACCACCGAAAGGCGCGGTGGTGTTTCGCAACGATGTGCTGGAGCTGATCCAGTACATGCCGAT
CACCGAGCAGTGCACGAACGCCCGCTGCTGGTGGTCCCGCGCAGATCACAAATTCTATGTCTTCGACTGAGCCCGGATAAGAAGCCTGGCGGTGCTTC
TGCCTGCGCACAGCAGCAGACTTAAAGCTCGATCGACGCACACGGTGAAACGGATGAGCACGACCAGTGACTAAGCCTGTTCGTCGTAACTGTATAG
GCAGTACGCGATGGCCTCACGCCACTAGTCCGAACTGACGAGCACGTGTAACGCCCAATGCGGTCTAGCGTGTTGATAAGCGATGTC 
 
 
>110920-34_A10_CODC1-Hipo-Gtaup.ab1 1221 
CCGGGAATGAGGAGACCAGTTGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCG
AACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTT
ACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAG
GTGGCTCAAGTATGGGCATCATTCGCACATGTAGGCTCGGCCCTGACCAAGTCAAATCCATGCGGGCTGCTCTTGATCTTTTCGGTCGTGAGTTCGGAG
ACGTAGCCACCTACTCCCAACATCAGCCGGACTCCGATTACCTCGGGAACTTGCTCCGTAGTAAGACATTCATCGCGCTTGCTGCCTTCGACCAAGAAG
CGGTTGTTGGCGCTCTCGCGGCTTACGTTCTGCCCAAGTTTGAGCAGCCGCGTAGTGAGATCTATATCTATGATCTCGCAGTCTCCGGAGAGCACCGGA
GGCAGGGCATCGCCACCGCGCTCATCAATCTCCTCAAGCATGAGGCCAACGCGCTTGGTGCTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTGACGAT
CCCGCAGTGGCTCTCTATACAAAGTTGGGCATACGGGAAGAAGTGATGCACTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTAACAATTCGTTCAAGCCGA
GATCGGCTTCCCGGCCGCGGAGTTGTTCGGTAATGCACACGCGCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGATTTGGGGGTTTGCACAAAAAAAAACACCC
AGGGGTCTTTTTTGGGGGGGAGAGGAGAAAAAAATAATATTTTGTTGTGGGGGACGCACACAACAGCGGGGGGGTATGCACTCCCTCTCGTGGATG
GATGTATGGAGAACACTCACTGATGTGTGTGGTACACAACACCGCCACTGCGTGGGTGGCGGGCGCCAGTGCCCACCCAAACAAATCATTTATATGGG
CTGGCGTGACGGCTTATCATATGCCTGTGGCCAGGGGCAGGGACATGAACAGTGCCTCCGTCGTACACCTAGACTGCCCGGTTCGGCGATGGGTGTG
GCTGCTGTCTAGTGACATGACGGAGCATCAGATGATGTCCGATACT 
 
>110920-34_F09_CODC1-D-Gtalow.ab1 859 
ACTTCCTTAATTTATTTCCCGCGTCCGGGAGCCGATCTCGGCTTGAACGAATTGTTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATCAAAGTGCATCACTTCTTCC
CGTATGCCCAACTTTGTATAGAGAGCCACTGCGGGATCGTCACCGTAATCTGCTTGCACGTAGATCACATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTTG
AGGAGATTGATGAGCGCGGTGGCGATGCCCTGCCTCCGGTGCTCTCCGGAGACTGCGAGATCATAGATATAGATCTCACTACGCGGCTGCTCAAACTT
GGGCAGAACGTAAGCCGCGAGAGCGCCAACAACCGCTTCTTGGTCGAAGGCAGCAAGCGCGATGAATGTCTTACTACGGAGCAAGTTCCCGAGGTAA
TCGGAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCTACGTCTCCAAACTCACGACCGAAAAGATCAAGAGCAGCCCGCATGGATTTGACTTGGTCAGGGC
CGAGCCTACATGTGCGAATGATGCCCATACTTGAGCCACCTAACTTTGTTTTAGGGCGACTGCCCTGCTGCGTAACATCCTTGCTGCTGCATAACATCGT
TGCTGCTCCATAACATCAAACATCGACCCACGGCGTAACGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGTACAAAAAAACAGTCATAACAAGCC
ATGAAAACCGCCACTGCCCCCGTTACCACCGCTGCGTTCGGTCAAGGTTCTGGACCATTTGCGTGAGCGCATACGCTACTTGCATTACAGTTTACTAATC
GAACAGCTAATGTCAACTGGGTTCTGGCCTTCATCCGTCTCCAAAGTGTGCGTAAATCCTAGCTCAATAA 
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>110920-34_E09_CODC1-D-Dlow526.ab1 1243 
GCGGCCTTTCCTCGTCTCCGTTCGCGGTCGAGATGCGCTGGTAGTCCAGGGAGAACAGCAGTGGTCAGGGTGATCTGCTCGACCAATTGCCCCGGCGC
CTGGGTATCGCTGACCAGTTGCCCTGCCGCCTGCAAGCGCGCCAGTAGTGACGCCAGGGTGCGCTTGAGGGCCGTCAGCAAATGACGCATGCCCTTG
GCCAGCTTCGGCAGGCGCCCCGCCAGGTTCGACAGGTCCTGGAACAGAAAGCGGTAATGGGCCATGCGCTCGACGATCAGGTGCAGGAACAGCCAG
TAGTCGTGGGCTTCCAACTGCGCTTCGGCCGGTGGGTCGAGCAATGGCGCCAGTTCGCTTTGAAAGCGCTCGAACAAGCCGAGCACCAGGGGTTCCTT
GCCGTGGAAGTGGTAGTAGAGGTTGCCAGGGCTGATCCCCATTTCATTGGCCACCTCCATGGTCGATACGTTCGGTTCGCCCTTCTGGTTGAACAACTG
CAGGGCACATTCAAGGATACGGAGCTCGATCGCTTCGTTGTGACAATTTACCGAACAACTCCGCGGCCGGGAAGCCGATCTCGGCTTGAACTAATTGT
CAGGTGGCGGTACCTGGGTGGATCTCAAACCGCATCTATTCTTCCCCCCTGCCCAACTTTGTATAGTGGAGCCACTGCCTGATCGACTCCATAATCTGCT
TGCACCTGTATGAACTAGACACCAAGCGCGTCGGTTTCATGCTTGACGAAATAGCTGAGCCATGGGCCCCACCCCTGCCTCGGCAGCTCGCCGGAGAT
TGAGAGATTCTTTAAATCCATCTCACTAGCCTGCTGCATGGCCTTTCCCACCTGGCCAGGACATAGAGCATCACGGCGGCATGCCGAGCCAGGTCGATA
TGAAAGCGTTCGATGTGGGCAAACCCTGGGCACCACCAAGGCGCTGTGGTGTTTCGCAGCGATGTGCTGGAGCTGATCACTACATGCCATCACCGAGC
AGTGCACGAACGCCCGCTCCTGGTGGTCCCGCCGCAGATCAACAGATTCTATGTCTTCGACCTGAGCCGGATAAAACCTGGGCGTGCTTCTTGCTTGCT
CAAAATGCACTAGACCCTTAAACTTCATTGATGTCAACTCGTGGGACACGATTAGATGACCGCATCCCCGTGATCAAAAACTATGTTAGATTTGTTAAA
CTGAAGTTCTAGTATGCTATGATGAGCCCTCACCCATCCGTGCTCAGAAACTTTGACAGACTAC 
 

 
Figura MM-7: Secuenciación de los fragmentos amplificados de las mutantes de los genes phaC1, 

phaZ y phaC2 interrumpidos con un casete de gentamicina. En rojo se señala la secuencia 

correspondiente al gen y en azul al casete de gentamicina. 

 

>111102-16_H08_14-3_CODC2_low-D526_low.ab1 1303 
GAACACGCCGGAATTCGCCTTCGCGGTCGAGATCCGCTGGTAGTCCAGGGAGAACAGCAGGGTCAGGGTGATCTGCTCGACCAATTGCCCCAGCGCC
TGGGTATCGCTGACCAGTTGCCCTGCCGCCTGCAAGCGCGCCAGTAGTGACGCCAGGGTGCGCTTGAGGGCCGTCAGCAAATGACGCATGCCCTTGG
CCAGCTTCGGCAGGCGCCCCGCCAGGTTCGACAGGTCCTGGAACAGAAAGCGGTAATGGGCCATGCGCTCGACGATCAGGTGCAGGAACAGCCAGT
AGTCGTGGGCTTCCAACTGCGCTTCGGCCGGTGGGTCGAGCAATGGCGCCAGTTCGCTTTGAAAGCGCTCGAACAAGCCGAGCACCAGGGGTTCCTT
GCCGTGGAAGTGGTAGTAGAGGTTGCCAGGGCTGATCCCCATTTCATTGGCCACCTCCATGGTCGATACGTTCGGTTCGCCCTTCTGGTTGAACAACTG
CAGGGCACATTCAAGGATACGGAGCTCGATCGCGGCGTTGTGACAATTTACCGAACAACTCCGCGGCCGGGAAGCCGATCTCGGCTTGAACGAATTG
TTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATCAAAGTGCATCACTTCTTCCCGTATGCCCAACTTTGTATAGAGAGCCACTGCGGGATCGTCACCGTAATCTGC
TTGCACGTAGATCACATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTTGAGGAGATTGATGAGCGCGGTGGCAATGCCCTGCCTCCGGTGCTCTCCGGAGA
CTGCGAGATCATAGATATAGATCTCACTACGCGGCTGCTCAAACTTGGGCAGAACGTAAGCCGCGAGAGCGCCAACAACCGCTTCTTGGTCGAAGGCA
GCAAGCGCGATGAATGTCTTACTACGGAGCAAGTTCCCGAGGTAATCGGAGTCCGGCTGATGTTGGGGAGTAGGTGGCTACGTCTTCGGACTCACGA
CCGAAAAGATCAGAGCAGCCGCATGGATTTGACTTGGTCAGGGCCGAGCCTACATGTGCGAATGATGCCCATAACTTGAGCCACCTTACTTTGTTTAG
GCGACTGCCCTGCTTGCGTAACATCGTTGCTGCTGGCTAACATCGTGCTGCTCCATACATCACATCGACCACGCGTACCGGCTTGCTGCTGATGCCTGA
GCATGACTGTACAAAAAACAGTCCTACCAGCCATGAACCGCCATGGCGCGTTAACCGTGGCTTCGGTCAAGTCGACCGTTGCGTGAGTGCCAATGCCC
ATACTGTCATTACAGTTTACGAACCGTACTACG 
 
>111102-16_A09_14-3_CODC2_low-Gta_up.ab1 1298 
CGCGGGGGGGAGGAGAACCAGTTGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGA
CCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCG
CGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAG
TTAGGTGGCTCAAGTATGGGCATCATTCGCACATGTAGGCTCGGCCCTGACCAAGTCAAATCCATGCGGGCTGCTCTTGATCTTTTCGGTCGTGAGTTC
GGAGACGTAGCCACCTACTCCCAACATCAGCCGGACTCCGATTACCTCGGGAACTTGCTCCGTAGTAAGACATTCATCGCGCTTGCTGCCTTCGACCAA
GAAGCGGTTGTTGGCGCTCTCGCGGCTTACGTTCTGCCCAAGTTTGAGCAGCCGCGTAGTGAGATCTATATCTATGATCTCGCAGTCTCCGGAGAGCA
CCGGAGGCAGGGCATTGCCACCGCGCTCATCAATCTCCTCAAGCATGAGGCCAACGCGCTTGGTGCTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTG
ACGATCCCGCAGTGGCTCTCTATACAAAGTTGGGCATACGGGAAGAAGTGATGCACTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTAACAATTCGTTCAA
GCCGAGATCGGCTTCCCGGCCGCGGAGTTGTTCGGTAAATTGTCACAACGCCGCGATCGAGCTCCGTATCCTTGAATGTGCCCTGCAGTTGTTCAACCA
GAAGGGCGAACCGAACGTATCGACCATGGAGGTGGCCAATGAAATGGGGATCAGCCCTGGCAACCTCTACTACCACTTCCACGGCAAGGAACCCTGG
TGCCTCGGCTTGTTCGAGCGCTTTCAAGCGAACTGGCGCCATTGCTCGACCACGGCCGAAGCGCAGTGGAGGCCACGACTACTGGCTGTTCTGCACCT
GATCGTCGAGCGCATGGCCATTACGCTTCGTTCAGACTGTCGACTGGCGGGGCGCTGCGAGCTGGCAGCATGCTCAATTGCTGACGCCTCAGGCCACC
TGGCTTCACATCTGGGCGGCTGCAGGCGCAAGGCACTGTCACGATTCGAGGCTTGGCATGGTCGAGCAATCCCTGACTGGATATCCTGAATCACCACG
GAATTCTCTACCGCAAAGGCCAGA 
 

Figura MM-8: Secuenciación de los fragmentos amplificados de las mutantes de phaC2 

interrumpido con un casete de gentamicina. En rojo se señala la secuencia correspondiente al gen 

y en azul al casete de gentamicina. 
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11. Análisis de la expresión de las distintas polimerasas presentes en 

Pseudomonas extremaustralis 

11.1  Condiciones del cultivo y toma de muestras 

A partir de colonias de P. extremaustralis crecidas en placas de agar nutritivo se realizaron 

pre-cultivos de 25 ml en medio 0.5NE2 suplementado con 0,25 % de octanoato de sodio 

en Erlenmeyers de 125 ml. Luego de incubación a 30°C overnight, los pre-cultivos fueron 

utilizados para inocular Erlenmeyers de 500 ml conteniendo 100 ml del mismo medio de 

cultivo. Estos cultivos se incubaron a 30°C y con agitación constante (200 rpm) hasta 

DO600nm=2. Para  la cuantificación de PHA se tomaron 10 ml de cultivo y se centrifugaron 

para obtener los pellets de células que se guardaron a -70°C hasta su liofilización. Para la 

extracción de RNA se tomaron muestras que correspondieran a aproximadamente 1 x 109 

cel/ ml. La acumulación de PHA fue monitoreada cualitativamente durante todo el 

experimento mediante tinciones de extendidos celulares con Azul de Nilo  y observación al 

microscopio. Las muestras en todos los casos fueron inmediatamente guardadas a -70°C 

para su posterior procesamiento. 

 

11.2  Experimentos de RT-PCR en tiempo real 

El RNA total se extrajo a partir de pellets de 1 ml de cultivo de 8 horas de crecimiento 

(DO600nm= 2). Se utilizó el kit de extracción de RNA (Real Biotech Corporation) y se trataron 

los extractos obtenidos con DNAsaI (Fermentas), siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Para verificar que las muestras de RNA obtenido se encontraban libres de DNA 

se realizó una amplificación por PCR, utilizando como control positivo DNA genómico y los 

pares de primers diseñados para RT-PCR para cada PHA polimerasa. Para la síntesis del 

cDNA se utilizaron hexámeros random Hexamers (Promega) y AMV retrotranscriptasa de 

acuerdo con las especificaciones del fabricante. El RNA total extraído y el cDNA obtenido 

se cuantificó usando un Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).  
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La reacción de RT-qPCR se realizó en un ciclador BIORAD, en placas de 96 wells. Para tal fin 

se utilizó la mezcla comercial Hot Firepol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis Biodyne), más 

0,25 μM de los correspondientes primers forward y reverse. Para la amplificación de las 

secuencias deseadas se utilizó la siguiente combinación de primers: phaC1= rt-phaC1 

up/rt-phaC1low, phaC2= rtphaC2 up/rt-phaC2 low, phbC= rt-phbC up/rt-phbClow y 

RNA16S (ssuRNA)= rt-16S-up/ rt-16S-low para la normalización de los datos obtenidos 

(Tabla MM-3).  

 

Para determinar las condiciones de ciclado se realizó, en primer lugar, un gradiente de 

temperaturas de annealing entre 50 y 60 °C, obteniéndose las mejores condiciones para 

los 4 genes estudiados en 56,4 °C. En la Tabla MM-4 se muestra el programa de ciclado 

utilizado. 

 

Tabla MM-4: Condiciones de ciclado de ensayos de qRT-PCR 

 Número de Ciclos Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 1 95 5 min 

Desnaturalización 40 95 15 seg 

Annealing 40 56,4 15 seg 

Extensión 40 72 15 seg 

Extensión final 1 72 5 min 

Curva de melting 81 De 55 - 95 0,06 seg 

 

 

Los resultados se expresaron como el log2 de los niveles de expresión para los genes de las 

PHA polimerasa de clase I (phaCscl) y clase II (phaC1 and phaC2) en condiciones de 

acumulación (0.5NE2 0,25% octanoato) y baja acumulación (0.5NE2 0,27% glucosa) 

normalizados en relación a la expresión del gen ssuRNA del 16S rRNA.  

Los cambios relativos en la expresión de los genes individuales fueron analizados 

siguiendo el método de curva de calibración modificado por de Eugenio y col. (2010) 
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utilizando como templado DNA genómico de P. extremaustralis (diluciones seriadas al 

medio desde 5.10-7ng a 5ng de DNA total) y el gen rRNA 16S como normalizador. 

La extracción del DNA genómico de P. extremaustralis se realizó con el kit DNeasy Tissue 

Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

12. Proteoma de gránulos de PHA en Pseudomonas extremaustralis 

Los resultados correspondientes a esta parte del trabajo fueron obtenidos durante una 

pasantía realizada en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Autónoma de México 

(Cuernavaca, México).  

12.1  Gradiente discontinuo de Glicerol 

Para la extracción de los gránulos, se realizaron cultivos de 100 ml en medio 0.5NE2 0,25 

% octanoato de sodio o 3 % glucosa (condiciones de acumulación de polímero) a 30°C y 

200 rpm. Se colectaron, por centrifugación (10 min 4500 rpm a 4°C) células en 3 

condiciones de crecimiento distintas, fase exponencial (5 h de crecimiento), fase 

estacionaria (24 h de crecimiento) y 5h de ayuno de carbono luego de 24h de crecimiento 

(en medio 0.5NE2 sin la adición de octanoato de sodio). Los pellets obtenidos se lavaron 

con 50 ml 50mM Tris HCl pH 7,5 y se resuspendieron en 3 ml del mismo buffer. 

Para romper las células se realizaron 3 pasajes por una French Press (Thermo Spectronic) a 

900 psi, manteniendo los extractos obtenidos a 4°C. 

Para purificar los gránulos de PHA del extracto de células se realizó un primer gradiente de 

5 ml de glicerol 87 % y 10 ml de glicerol 50 % en 50 mM Tris HCl. El extracto de células se 

colocó en la superficie del gradiente y se centrifugó a 20.000 g a 4°C en una 

ultracentrífuga (Beckman Coulter Optima L-90k rotor SW28) por 45 minutos. Los gránulos 

de PHA fueron colectados de la interfase formada entre el gradiente de 87 y 50 % de 

glicerol. La preparación obtenida conteniendo los gránulos se sometió a un segundo 

gradiente de glicerol. En este caso el gradiente se formó con 5 ml de soluciones 
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conteniendo distinto porcentaje de glicerol 87, 80, 60 y 40 % en 50 mM de Tris HCl. 

Nuevamente se colocó el extracto sobre la superficie del gradiente y se centrifugó 45 

minutos a 20.000 g a 4°C. En este caso los gránulos obtenidos se colectaron de la interfase 

formada por la solución de 80 y 60 % de glicerol. 

Los gránulos obtenidos fueron dializados 12 horas en buffer Tris HCl pH 7,5 a 4°C con 

agitación constante. 

 

12.2  Cuantificación de Proteínas Mediante el Método de Lowry 

Para la determinación de las proteínas totales se tomó 1 ml de la muestra obtenida luego 

de la diálisis y se centrifugó un minuto a 13.000 rpm. El pellet se resuspendió en 1 ml de 

10 mM de MgSO4, se tomaron 200 µl y se completaron a 1 ml con agua. Luego se añadió a 

cada muestra 1 ml de Solución Reactiva* y se dejó reposar durante 10 min para luego 

agregar 100 µl de reactivo de Folin diluido en agua. Se dejó reposar 30 min y se midió la 

absorbancia a 625 nm. Se realizó una curva de calibración con albúmina bovina (BSA). 

*Solución Reactiva: 

1 ml Solución C (CuSO4 1%) + 1 ml Solución B (Tartrato de Na4K 2%) + 98 ml Solución A 

(NaOH 0,1M) 

 

12.3  Electroforesis en Geles de Poliacrilamida  

Para separar las proteínas presentes en los gránulos de PHA se sembraron 200 µg de 

extracto de gránulos por calle en geles de poliacrilamida. Las muestras fueron calentadas 

un minuto a 100°C con 6 µl de craking buffer por cada 30 µg de muestra. En cada ensayo 

realizado, se sembraron 5 µl de marcador Pageruler prestained (Fermentas) como 

indicador de peso molecular.  
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La electroforesis se realizó a temperatura ambiente en una unidad de electroforesis 

vertical (10 x 10 cm x 1 mm) a 500 volts durante 4 horas, utilizando la siguiente 

composición de buffers y gel de acrilamida (����������	
�����

�������: 

 

Concentrador (4% acrilamida 3% bis acrilamida) 

Para un gel 

49,5% acrilamida 3 % bisacrilamida    250 µl 

Buffer        755 µl 

Temed       2,5 µl 

Persulfato de Amonio     25 µl 

H2Odd csp      2,1 µl 

 

Separador (10% acrilamida 3% bisacrilamida) 

Para un gel 

49,5% acrilamida 3% bisacrilamida   1,525 ml 

Buffer       2,5 ml 

Glicerol (100%)     1 g 

Temed       4 ul 

Persulfato de Amonio     40 ul 

H2O dd csp      2,475 ml 

 

Buffer Ánodo  

12,11 g Tris Base pH 8,9  

 

Buffer Cátodo 

6,057 g Tris Base 

8,95 g Tricina pH 8,25 

0,5 g SDS 
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Buffer Gel 

18,17 g Tris Base pH 8,45 

0,15 g SDS 

 

12.3  Tinción de geles de poliacrilamida con Coomasie Blue R-250 

Luego de la separación, los geles se tiñeron en una solución de 0,2 % de Coomasie Brilliant 

Blue R-250 en 45 % de metanol y 10 % de ácido acético, durante una hora, para verificar la 

efectividad de la corrida. 

Para decolorar los geles, se dejaron durante toda la noche en una solución de  metanol 

(45 %) y  de ácido acético (10 %). 

 

12.4  Identificación de proteínas unidas a los gránulos de Pseudomonas extremaustralis 

Para la identificación de las proteínas se seleccionaron distintas bandas que fueron 

cortadas del gel y se enviaron al Servicio de Espectrometría de Masas de alta resolución 

del Laboratorio Universitario de Proteómica IBT/UNAM (México) utilizando la siguiente 

metodología: 

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas con 

iodoacetamida y digerida “in gel” con tripsina. Los péptidos resultantes fueron aplicados 

en un sistema LC-MS constituido de un cromatógrafo líquido de micro-flujo Accela 

(Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) con “spliter” (1/20) y un espectrómetro de masas LTQ-

Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San Jose, CA) con sistema de ionización tipo nano-

electrospray (ESI). La calibración del espectrómetro fue realizada con una solución 

(Calmix) de 10 moléculas calibrantes, que permite determinaciones con exactitudes 

mejores que 5 ppm (partes/millón). En el sistema de cromatografía de líquidos se utilizó 

un sistema gradiente de 10-100% de solvente B (acetonitrilo/ácido acético 0.1%) en 120 

minutos sobre una columna capilar PicoFrit Proteopep 2 C18 75 μm ID × 50 mm (New 
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Objective Inc., Woburn, MA). El flujo del sistema LC fue de 400 nanolitros/minuto. Para la 

fragmentación de los péptidos se utilizó los métodos de CID (Collision-Induced 

Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation) donde solamente los iones con 

carga 2+ y 3+ fueron seleccionados para los eventos de fragmentación. Fueron 

desconsiderados los iones con cargas 1+, superiores a 4+ y de cargas indefinidas. Todos los 

espectros fueron adquiridos en modo de detección positivo. La ejecución y captura de los 

datos de fragmentación fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de 

iones segundo las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), 

energía de colisión normalizada de 35 unidades arbitrarias, activación Q de 0.250, tiempo 

de activación de 40 milisegundos y tiempo máximo de inyección de 10 milisegundos por 

micro-escaneo. Durante la captura automática de los datos fue utilizado la exclusión 

dinámica de iones: (i) lista de exclusión de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusión de 15 

segundos y (iii) tiempo de exclusión de 60 segundos. Los datos espectrométricos fueron 

sometidos a la búsqueda utilizando la base de datos del NBCInr a través del programa 

Matrix science (Mascot Search Result) y ProteinProspector. 

 

13. Anexo: Medios de cultivo 

13.1  Para el crecimiento de los microorganismos se utilizaron los siguientes medios de 

cultivo: 

Caldo Nutritivo (CN) con la siguiente composición:  

Extracto de carne   3 g 

Peptona de carne   5 g 

Agua destilada c.s.p.   1 l 

 

Para el crecimiento en un medio de cultivo que favoreciera la producción de polímero se 

utilizó el siguiente medio semi-sintético: 
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Medio 0.5NE2 por litro, (Huisman y col., 1991): 

NaHNH4PO4 x 4 H2O   1,75 g 

KHPO4 x 3 H2O   7,5 g 

KH2PO4    3,7 g 

Extracto de levadura     1 g 

Luego de autoclavar se agrega 

MgSO4 x 7 H2O   2 mM 

MT microelementos   1 ml 

 

MT microelementos (por litro, Lageveen y col., 1998) 

FeSO4 x 7 H2O   2,78 g 

Mncl2 x 4 H2O    1,98 g 

CoSO4 x 7 H2O   2,81 g 

CaCl2 x 2 H2O   1,47 g 

CuCl2 x 2 H2O   0,17 g 

ZnSO4 x 7 H2O   0,29 g en 1N HCl 

 

Estos medios de cultivo con el agregado de octanoato de sodio 0,25 % y glucosa 3%, 

conducen a la acumulación de PHA en P. extremaustralis. El agregado de glucosa 0,27% 

puede llevar a la acumulación del polímero a niveles bajos o no detectables. Para ensayos 

de ayuno de carbono se utilizó el medio 0.5NE2 sin el agregado de extracto de levadura y 

sin suplementarlo con otra fuente de carbono. 

 

Medio SOB (por litro) 

Triptona 20 g/l  

Extracto de levadura 5 g /l 

NaCl 56 g/l 

MgCl2 10 mM 

MgSO4 10 mM 
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13.2  Medios y Buffers utilizados para ensayos de Biología Molecular 

 

Medio TB para competentes 

MOPS 10 mM 

CaCl2  15 mM 

KCl      250 mM 

Disolver en agua y ajustar a pH 6,7 con KOH o HCl según corresponda y luego agregar 

MnCl2 55 mM. Ajustar con H2O dd a volumen final. 

Esterilizar por filtración. 

 

Buffers utilizados en el protocolo de extracción de plásmidos 

Buffer 1 

Tris HCl pH=8  1 M 

EDTA       10 mM 

RNAsa 10 mg/ml 

 

Buffer 2 

NaOH  200 mM 

SDS   1 % 

 

Buffer 3 

AcOK pH 5,5 3M  

 

Buffer utilizado para electroforesis de geles de agarosa 

TAE 50X (por litro)  

Tris base                                                  242 g 

Acido acético glacial                              57,1 ml 

EDTA 0,5 M pH 8,0                                100 ml  
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Buffer de siembra 6X (por 100 ml) 

Azul de bromofenol                               0,25 g 

Sacarosa                                                   40 g 
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Parte 1: 

1.  Identificación de genes involucrados en el metabolismo de los PHA 

1.1  Búsqueda de genes asociados a la síntesis de polihidroxialcanoatos de cadena media 

Para la búsqueda de genes asociados a la síntesis de PHA de cadena media, como primera 

aproximación, se utilizaron regiones conservadas de secuencias de distintas Pseudomonas 

disponibles en bases de datos para el diseño de primers degenerados para el rastreo 

mediante PCR. Con esta estrategia se logró identificar un grupo de genes característico  

del género Pseudomonas responsable de la síntesis de PHAmcl. La región obtenida en P. 

extremaustralis, de 5092 pb, está compuesta por la secuencia completa de 2 polimerasas 

de clase II, phaC1 (1680 pb) y phaC2 (1683 pb) separadas por el gen phaZ que codifica una 

depolimerasa (846 pb), y por último phaD (621 pb) que codifica un probable regulador, 

conformando el cluster phaC1ZC2D (Figura R-1). Se localizaron probables secuencias 

promotoras río arriba de los genes phaC1, phaZ y phaC2 (PC1, PZ y PC2 Figura R-1) pero no 

así de phaD, en coincidencia con lo encontrado en bibliografía (Timm y Steinbüchel, 1992). 

También se identificó una fuerte señal terminadora en la secuencia intergénica (Figura R-

1), hallada a 33 nt del final de phaC1 y 40 nt antes del inicio de phaZ, que forma un loop 

con un ∆G= -37 conformado por una diada que posee una secuencia simétrica 

(tgtgggagggggcttgct-51nt-agcaagccccctcccaca). La presencia de esta señal terminadora 

podría explicar la gran dificultad de amplificación y secuenciación de esta región. Señales 

similares han sido descriptas entre los genes phaC1 y phaZ de P. aeruginosa y P. 

oleovorans GPo1 (Timm y Steinbüchel, 1992; Solaiman y col., 2008). 

phaC1 (1680) phaZ (846) phaC2 (1683) phaD(621)

Pc1 (265)
Pc2 (3151)Pz (2216)

 (288)  (2238)  (3171)
 

 

Figura R-1: Esquema del grupo de genes responsable de la síntesis de PHA de cadena media en 

 P. extremaustralis. Se indica la ubicación de las secuencias promotoras halladas. Las barras 

amarillas en la secuencia intergénica entre phaC1 y phaZ indican la ubicación de la diada. 
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1.2  Análisis de las secuencias de aminoácidos  

La comparación de la secuencia de aminoácidos, deducida a partir de la secuencia de 

nucleótidos, con proteínas obtenidas en base de datos mostró en todos los casos mayor 

porcentaje de identidad aminoacídica con P. fluorescens SBW25, resultando un 97% para 

phaC1, 98% para phaZ , 96% para phaC2 y 93% para phaD (Tabla R-1). El cálculo del peso 

molecular (Mr) de las proteínas a partir de su secuencia de aminoácidos resultó de 62,59; 

31,29; 62,61 y 23,53 kDa, respectivamente. Estos valores son coincidentes con los 

descriptos en bibliografía para estas proteínas caracterizadas en otras bacterias (Klinke, y 

col., 2000; Rehm, 2006; Stuart, y col., 1996).  
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producto 
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PhaC1 
(559)  

P. fluorescens SBW25 CAY46673.1 phaC1 559 97 99 

Comamonas testosteroni AAV67954.1 phaC1 559 96 98 

Pseudomonas sp. KBOS 04 AAV67960.1 phaC1 559 96 98 

Pseudomonas sp. USM7-7 ACM90522.1 phaC1 559 95 98 

P. fluorescens Pf-5 AAY95843.1 phaC1 559 92 96 

  

PhaZ 
(281) 

P. fluorescens SBW25 YP0028700751 phaZ 281 98 99 

Comamonas testosteroni AAV67955.1 phaZ 281 98 99 

Pseudomonas sp. KBOS 04 AAV67961.1 phaZ 281 97 98 

P. fluorescens Pf-5 YP_346126.1 phaZ 286 92 96 

Pseudomonas sp. 61-3 BAA36201.1 phaZ 285 91 95 

 

PhaC2 
(560) 

P. fluorescens SBW25 YP0028700741 phaC2 560 96 98 

Pseudomonas sp. KBOS 04 ACM90523.1 phaC2 560 94 96 

Pseudomonas sp. USM7-7 ACM90523.1 phaC2 560 94 96 

Pseudomonas sp. 61-3 BAA36202.1 phaC2 560 88 94 

P. fluorescens Pf-5 YP_257576.1 phaC2 560 87 94 

 

PhaD 
(206) 

P. fluorescens SBW25 YP0028700731 phaD 207 93 98 

P. fluorescens Pf-5 YP_257575.1 phaD 206 92 96 

P. chlororaphis subsp. 

aurofaciens  

BAB78722.1 phaD 206 90 96 

Pseudomonas sp. 61-3 BAA36203.1 phaD 206 89 96 

P. corrugata AAX92631.1 phaD 206 85 92 

Tabla R-1: Similitud de los productos de los genes asociados a la biosíntesis de PHA en P. 

extremaustralis. 
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Sobre la base de estudios previos realizados a partir de la secuencia aminoacídica (Rehm, 

2003), se buscaron los aminoácidos esenciales para la actividad de estas enzimas. El 

alineamiento de secuencias de polimerasas permitió identificar 6 bloques de 8 residuos de 

aminoácidos conservados. La región carboxi-terminal, señalada como esencial para su 

actividad, se encuentra altamente conservada. No así la región N-terminal cuyos primeros 

100 aminoácidos son variables. El sitio activo de la enzima posee 3 aminoácidos ubicados 

en una región conservada, Cisteína 296 (Cys) , Histidina 480 (His) y el Ácido Aspártico 452 

(Asp; Rehm, 2003), que se han podido identificar en las secuencias correspondientes a 

phaC1 y phaC2 de P. extremaustralis (Figura R-2), así como Triptofano 398 (Trp) señalado 

como el sitio de dimerización de la proteína, y Cys 431 que se encuentra conservada entre 

las polimerasas y está involucrada en la reacción de transesterificación (Timm y 

Steinbuchel, 1992). Se ha descripto que la His 453 ubicada en la cercanía del núcleo 

catalítico de la proteína puede reemplazar a la His 480 y permitir la actividad de las PHA 

polimerasas de clase II pero de manera menos eficiente (Rehm, 2003). Este residuo (His 

453) también se encontró en las polimerasas de clase II de P. extremaustralis (Figura R-2). 

Este análisis en principio indicaría que ambas secuencias de PHA polimerasas clase II 

tienen las regiones esenciales para su funcionalidad. 

Como se describió en la introducción, la mayoría de las bacterias pertenecientes al género 

Pseudomonas son capaces de producir PHA, a partir del grupo de genes phaC1ZC2FI 

(Prieto y col., 1999). En el caso de P. extremaustralis, mediante las estrategias de PCR 

mencionadas, no se pudieron encontrar secuencias que codifiquen las dos fasinas, (phaF y 

phaI) río abajo del gen phaD. 
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1.3  Búsqueda de genes asociados con el metabolismo de PHA de cadena corta 

Los distintos intentos realizados tendientes a localizar las fasinas relacionas con la 

producción de PHAmcl puso en evidencia la presencia de un segundo grupo de genes 

asociado al metabolismo de estos polímeros. Se encontró una región de 4078 pb (Figura 

R-3) que, en base al análisis in silico, mostró estar relacionada con el metabolismo de PHB. 

El análisis de secuencia permitió identificar 2 genes con alta similitud con proteínas 

regulatorias y fasinas que denominaremos phbF y phbP, de 522 y 564 pb, 

respectivamente. Río abajo de las estas secuencias se ha encontrado un marco abierto de 

lectura (ORF) de 2550 pb, que denominaremos phbX (Tabla R-2). A partir del análisis de la 

secuencia nucleotídica se han podido predecir secuencias promotoras río arriba de los 

genes phbP y phbX, no así de la secuencia correspondiente a phbF (Figura R-3). El análisis 

de similitud de las secuencias aminoacídicas encontradas para PhbF y PhbP mostró un 100 

% de identidad con las proteínas PhaR y PhaP de Pseudomonas stutzeri A1501. Mientras 

Figura R-2: Análisis de las polimerasas. Aminoácidos esenciales para la funcionalidad de las 

distintas PHAmcl polimerasas: Cys 431 (C), Trp 398 (W), Cys 296 (C), His 480 (H), Asp 452 (D).  

PextremphaC1              RFCLRNSQQTFIVSWRNPTKEQREWGLSTYIEALKEAVDVVTAITGSKDVNMLGACSGGI 300 

P.SBW25phaC1              RFCLRNGQQTFIVSWRNPTKAQREWGLSTYIEALKEAVDVVTAITGSKDVNMLGACSGGI 300 

PfPf0-1phaC1              RFCLRNNVQTFIVSWRNPTKEQREWGLSTYIEALKEAVDVVTAITGSKDVNMLGACSGGI 300 

P.KT2440phaC1             RFCLRSQQQTFIISWRNPTKAQREWGLSTYIDALKEAVDAVLSITGSKDLNMLGACSGGI 300 

PextremphaC2              QYALKNGLQTFIVSWRNPDVRHREWGLSTYVAALEEALNVCRAITGAREVNLMGACAGGL 300 

PSBW25phaC2               QYALKNRLQTFMVSWRNPDVRHREWGLSTYVAALEEALNVCRAITGAREVNLMGACAGGL 300 

P.Pf0-1phaC2              QFALKNGLQTFMISWRNPDVRHREWGLSTYVEAVEEAMNICRAITGAREVNLMGACAGGL 300 

PKT2440phaC2              QYMLKSGLQVFMVSWRNPDPRHREWGLSSYVQALEEALNACRSISGNRDPNLMGACAGGL 300 

                          :: * .  *.*::*****   :*****::*: *::**::   :*:* :: *::***:**: 

PextremphaC1              RDMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVFDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIELFKNN 419 

P.SBW25phaC1              RDMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVFDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIELFKNN 419 

PfPf0-1phaC1              KDMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVFDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIEMFKNN 419 

P.KT2440phaC1             SEMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVFDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIEMFKSN 419 

PextremphaC2              RDMAKVFAWMRPNDLIWNYWINNYLLGKEPPAFDILYWNNDNTRLPAALHGDLLDFFKHN 420 

PSBW25phaC2               RDMAKVFAWMRPNDLIWNYWINNYLLGKEPPAFDILYWNNDNTRLPAALHGDLLDFFKHN 420 

P.Pf0-1phaC2              RDMAKVFAWMRPNDLIWSYFVNNYLLGKEPPAFDILYWNNDSTRLPAAFHGDILDFFKHN 420 

PKT2440phaC2              GEVARIFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGKTPPAFDILYWNADSTRLPAALHGDLLEFFKLN 420 

                           ::*::***********.*::******: **.****:** *.******:**:::::*: * 

PextremphaC1              PLVRANALEVCGTPIDLKQITADIYSLAGTNDHITPWQSCYKSAQLFGGKVEFVLSSSGH 479 

P.SBW25phaC1              PLVRANALEVCGTPIDLKQVTADIYSLAGTNDHITPWQSCYKSAQLFGGKVEFVLSSSGH 479 

PfPf0-1phaC1              PLIRPNALEVCGTPIDLKQVTADIFSLAGTNDHITPWKSCYKSAQLFGGKVEFVLSSSGH 479 

P.KT2440phaC1             PLTRPDALEVCGTAIDLKQVKCDIYSLAGTNDHITPWPSCYRSAHLFGGKIEFVLSNSGH 479 

PextremphaC2              PLSHPGGLEVCGTPIDLQKVTVDSFSVAGINDHITPWDAVYRSTQLLGGERRFVLSNSGH 480 

PSBW25phaC2               PLSHPGGLEVCGTPIDLQKVTVDSFSVAGINDHITPWDAVYRSTQLLGGERRFVLSNSGH 480 

P.Pf0-1phaC2              PLTHPGGLEVCGTPIDLQKVTVDSFSVAGMNDHITPWDAVYRSTLLLGGERRFVLSNSGH 480 

PKT2440phaC2              PLTYASGLEVCGTPIDLQQVNIDSFTVAGSNDHITPWDAVYRSALLLGGERRFVLANSGH 480 

                          **  ...***.**.***:::. * : :** .****** : *:*: *:**:  *:*:.*** 

Trp 398 

Cys 431 
His 480 
Asp 452 

Cys 296 
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que la similitud se redujo a valores menores al 80 % con otras especies bacterianas como 

Azotobacter sp. FA8 (Tabla R-2).  

 

phbF (522) phbP (564) phbX polimerasa/depolimerasa (2550 pb)

PphbX (1475)PphbP (1400)
 

 

 

 

La búsqueda de dominios conservados por medio de BLAST en phbX, mostró la presencia 

de un domino PHB depolimerasa en primer lugar y dominios asociados con PHA 

polimerasas de distinto tipo (Figura R-4). Su análisis mostró que el producto de este gen 

pertenece a la familia de las proteínas con dominio α/β hidrolasas de las cuales tanto las 

PHA polimerasas como las depolimerasas forman parte. 

La secuencia de aminoácidos deducida para PhbX mostró 100 % de identidad con una 

probable polimerasa de P. stutzeri A1501. En el caso particular de P. stutzeri A1501 se 

encuentra disponible su genoma completo, y ha mostrado tener una isla genómica con 

alta identidad a la previamente descripta en P. extremaustralis (Ayub y col., 2007). Sin 

embargo, en P. stutzeri A1501 no existen estudios sobre el metabolismo de los PHA, por lo 

que no se ha comprobado la funcionalidad de este gen. Por otro lado, PhbX también 

mostró alta identidad (79 %) con una secuencia anotada como probable depolimerasa de 

Azotobacter vinelandii DJ (Tabla R-2). Al comparar la secuencia aminoacídica de PhbX con 

la base de datos específica para depolimerasas (http://www.ded.uni-stuttgart.de/), no se 

observó similitud con ninguna de las secuencias contenidas en dicha base de datos. Es 

importante señalar, que esta es una base de datos nueva que no contiene las secuencias 

correspondientes a A. vinelandii DJ y a P. stutzeri A1501 con las que se observó alta 

similitud al realizar la comparación con las secuencias disponibles en el Genbank.  

Figura R-3: Nuevo grupo de genes encontrado en P.  extremaustralis probablemente asociado a la 

síntesis de PHAscl. 
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Los aminoácidos específicos reconocidos como parte de sitios catalíticos tanto para 

función polimerasa o depolimerasa, no pudieron ser encontrados mediante búsqueda 

manual.  

 

 

 

 

 

El cálculo del peso molecular de las proteínas a partir de su secuencia de aminoácidos 

resultó para PhbF de 19,81 kDa y de 19,88 kDa para PhbP, valores que están dentro del 

rango esperado para proteínas del tipo fasina. En cambio, para PhbX se predice un peso 

molecular de 93,49 kDa que resulta superior a la mayoría de las depolimerasas o de los 4 

tipos de PHA polimerasas conocidas y cuya funcionalidad se encuentra comprobada 

mediante estudios previos en la bibliografía.  

Figura R-4: Dominios conservados identificados por BLAST sobre la secuencia nucleotídica del gen 

phbX.  
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PhbF (174) 
 

P. stutzeri A1501 YP_001171241.1 phaR 226 100 100 

Azotobacter vinelandii DJ YP_002799531.1 phbF 174 76 89 

Azotobacter sp. FA8 CAD42756.1 phaF 174 73 84 

Cupriavidus sp. S-6 CCE46064.1 phaR 189 53 67 

Burkholderia cenocepacia 

H111 

CCE50715.1 phaR 188 51 64      

 

PhbP (188) 
 

P. stutzeri A1501 YP_001171240.1 phaP 188 100 100 

Azotobacter sp FA8 CAD42757.1 phaP 187 64 83 

Azotobacter vinelandii DJ YP_002799530.1 phaP 186 61 83 

Burkholderia cenocepacia 

J2315 

YP_002231333.1 phaP 188 49 70 

Ralstonia eutropha H16 YP_725885.1 phaP 192 44 65 

PHA 
polimerasa/ 

depolimerasa  

(849) 
 

P. stutzeri A1501 YP_001171239.1 phaC 849 100 100 

Azotobacter vinelandii DJ YP_002797624 
 

Probable 

depolimerasa 

914 63 75 

Cupriavidus necator N-1 YP_004688538.1 Proteína 

hipotética 

791 47 62 

Ralstonia metallidurans 

CH34 

YP_582719.1 Proteína 

hipotética 

754 48 62 

Ralstonia eutropha H16 YP_725187.1 Proteína 

hipotética 

761 47 62 

Tabla R-2: Similitud de los productos de los genes phbFPX de P. extremaustralis  
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Parte 2: 

2.  Secuenciación del genoma completo de Pseudomonas extremaustralis 

A través del servicio de pirosecuenciación del INDEAR se obtuvo la secuencia completa del 

genoma de P. extremaustralis. Se pudo determinar que el genoma posee 6,58 Mb. Esta 

información se obtuvo en 140 contigs. La comparación del genoma completo con otros 

genomas mostró mayor similitud determinada en base al valor del score con P. fluorescens 

PfO-1 (score 535), que posee un genoma de 6,43 Mb, seguida por P. fluorescens SBW25 

(score 533), con un genoma de 6,7 Mb. Mientras que P. stutzeri A1501, que mostró una 

gran similitud al comparar los genes PHB y las regiones adyacentes, no presentó una alta 

similitud a nivel genoma completo, dado que se ubicó en el lugar 16 según el score 

otorgado por el Seed Viewer dentro del programa RAST al comparar los genomas 

completos. Otro genoma con el cual se esperaba encontrar similitud era el de Azotobacter 

vinelandii, debido a los resultados obtenidos al realizar comparaciones parciales utilizando 

el grupo de genes identificados por PCR, como es el caso de phbF, phbP y phbX, sin 

embargo esta especie se ubicó en la posición 19 (Score 356), indicando que la alta 

similitud ocurre a nivel de genes individuales o regiones particulares y no a nivel genoma 

completo. En P. stutzeri A1501 y A. vinelandii el tamaño del genoma es de 4.56 Mb y 5.4 

Mb, respectivamente. Los genomas de estas especies poseen un menor tamaño en 

comparación con P. extremaustralis, que resultó tener un tamaño similar al encontrado en 

la mayoría de las Pseudomonas que está en el orden de las 6 a 7 Mb. 

2.1.1  Genes asociados al metabolismo de PHA en el genoma de P. extremaustralis 

La secuenciación completa del genoma de P. extremaustralis nos ha permitido corroborar 

los resultados obtenidos mediante la utilización de estrategias de PCR, como también 

ampliar la búsqueda a otros genes involucrados en la biosíntesis de PHA, que no habían 

sido encontrados por PCR.  
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2.1.2  Localización de los genes PHB en el genoma de Pseduomonas extremaustralis 

Los genes relacionados con el metabolismo del PHB (phaRBAC), ubicados en una isla 

genómica y caracterizados previamente (Ayub y col., 2006 y 2007), han sido buscados 

mediante la herramienta BLAST del programa RAST. Estos genes se localizados dentro del 

contig 4 del genoma. En este mismo contig se ha encontrado el segundo grupo de genes, 

phbF, phbP y phbX, identificados mediante estrategias de PCR en este estudio.  

Dado que en este trabajo se identificaron distintos grupos de genes relacionados con el 

metabolismo del PHB y de PHAmcl en P. extremaustralis, que se suman a los ya 

encontrados y caracterizados, con el fin de evitar confusiones en la denominación de los 

genes proponemos cambiar el nombre de aquellos relacionados con el metabolismo del 

PHB previamente denominados phaRBAC (Ayub y col., 2006 y trabajos siguientes) a 

phbRBAC. 

El análisis de la composición del contig 4 nos ha permitido determinar que el segundo 

grupo de genes (phbFPX) se encuentra a tan solo 4 ORF (open reading frame) de distancia 

de los genes phbRBAC y aparentemente dentro de la misma isla genómica (Figura R-5). En 

las figuras se representan mediante flechas los genes identificados en determinadas 

regiones del genoma y su comparación con otros microorganismos utilizando las 

herramientas del programa RAST, a partir del gen señalado en rojo y con el número 1. Los 

genes con secuencia similar también están identificados con el mismo color y número. Los 

genes cuya posición relativa está conservada en por lo menos otras 4 especies están 

marcados en recuadros grises. Las flechas grises representan genes que se encuentran 

solo en uno de los organismos que aparecen en la comparación. 
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2.1.3  Ubicación de los genes relacionados con la producción de PHAmcl 

Se realizó un análisis del genoma para localizar otros genes relacionados con la producción 

de PHAmcl. Este análisis permitió determinar que los 4 ORF que habían sido localizados 

por PCR se encontraban en el contig 3 (Figura R-6). Se pudieron localizar, con una 

disposición fuera de lo convencional, los genes de tipo ¨fasina¨ involucrados en la 

regulación de la síntesis del polímero, phaI y phaF. Estos genes suelen encontrarse 

inmediatamente río abajo del gen phaD en la mayoría de las Pseudomonas. Sin embargo, 

en el caso de P. extremaustralis, río abajo del cluster phaC1ZC2D, se han encontrado 7 

ORF asociados a la síntesis de Pili o fimbrias que son similares a los encontrados en 

Burkholderia cenocepacia J2315, Cupriavidus metallidurans CH34 y Ralstonia eutropha 

JMP, organismos pertenecientes a β-Proteobacterias. Esto pone de manifiesto la 

existencia de un probable evento de transferencia horizontal. Esta disposición anómala 

explica los resultados no exitosos obtenidos previamente mediante ensayos de PCR en los 

que no se había podido lograr su amplificación a pesar de reiterados intentos.  

Figura R-5: Esquema de flechas del contig 4 del genoma de P. extremaustralis y los genomas con 

mayor similitud. Los números sobre las flechas corresponden a: 21) Proteína de membrana, 16) 

Proteína hipotética, 10) PhbF, 9) PhbP, 4) PhbX, proteína de función desconocida, 1) Fosfato 

acetil transferasa, 2) Acetato quinasa, 3) FabI, 8) Simporter Sodio/Glutamato, 22) PhbR 14) 

Acetil CoA reductasa, 19) Acetil CoA acetiltransferasa y 6) PhbC.   

Genes phbRBAC Genes phbFPX 
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Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado la existencia de posibles eventos 

de transferencia horizontal en P. extremaustralis (Ayub y col., 2007) como es el caso de la 

isla genómica ubicada en el contig 4 que contiene los genes asociados a la síntesis de PHB. 

Los genes PHB constituyen un mosaico en donde phbB y phbC probablemente derivan de 

β-Proteobacterias (Burkholderiales) y phbA tiene un origen en Pseudomonadales (Ayub y 

col., 2007). Esto no ocurre con los genes phaC1ZC2D y phaFI encontrados en el contig 3 

que son similares a otras especies de Pseudomonas (Figura R-6). El análisis de toda la 

región puso en evidencia que el grupo de genes relacionados con la producción de 

PHAmcl están muy conservados dentro del género, destacándose la inserción de los 7 ORF 

mencionados en P. extremaustralis (Figura R-6 y 7).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura R-6: Esquema de genes asociados a la síntesis de PHA en P. extremaustralis y su 

comparación con los genomas completos de los organismos con mayor similitud. Los números 

sobre las flechas indican los genes que codifican las siguientes proteínas: 9) Arginina tRNA sintasa, 

8) FtsN proteína de unión celular, 7) HsIV proteasa ATP dependiente, 6) Proteasa hsl dependiente 

de ATP, 5) Proteína no caracterizada, 1) Pha polimerasas de clase II, 4) PhaZ, 3) PhaD,  2) fasina, 

PhaF y PhaI (en el caso de P. extremaustralis una inserción de 7 ORF entre phaD y los genes de tipo 

fasina no permiten su visualización en este esquema), 18) Proteína chaperona de ensamble de pili. 

Las flechas grises representan genes que se encuentran solo en uno de los organismos que 

aparecen en la comparación.  

Inserción de genes pertenecientes 
a β- Proteobacterias Genes phaC1ZC2D 



Resultados 

 

85 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las secuencias de aminoácidos deducidas de phaF y phaI se analizaron para localizar 

dominios y motivos conservados en estas proteínas. Como ya ha sido mencionado en la 

introducción, estudios realizados en P. putida KT2442 (Galán y col., 2011) indican que 

PhaF muestra dos tipos de dominios, uno de unión al gránulo y el otro tipo histona 

formado por 8 repeticiones en tandem del motivo AAKP, mientras que PhaI sólo presenta 

el dominio de unión al gránulo (ver Figura I-8). Las proteínas PhaF y PhaI de P. 

extremaustralis mostraron un dominio de unión al gránulo, mientras que PhaF presentó 

también un dominio tipo histona que contiene 16 repeticiones del motivo AAKP, un 

número mayor al descripto para P. putida KT2442. Para determinar si en otras 

Pseudomonas existe también una variación en el número de repeticiones que presenta 

este motivo, se realizó la búsqueda de AAKP en otras PhaF, observándose que el número 

Figura R-7: Esquema de genes asociados a la síntesis de PHA en P. extremaustralis y su 

comparación con los genomas completos de los organismos con mayor similitud. Los números 

sobre las flechas indican los genes que codifican las siguientes proteínas: 14) Proteína I de 

quimiotaxis, 13) Pequeña subunidad ribosomal metiltransferasa, 12) Proteína TatC asociada a la 

traslocacion de arginina, 11) Proteína TatB asociada a la traslocacion de arginina, 10) Proteína TatA 

asociada a la traslocacion de arginina, 9) Fosforibosil ATP pirofosfatasa, 8) Fosforibosil AMP 

ciclohidrolasa, 7) Ubi B monooxigenasa asociada a la biosíntesis de ubiquinonas, 5) Proteína YigP 

asociada a la biosíntesis de ubiquinonas, 4) UbiE, 3) Proteína hipotética, 1) Fasinas PhaF y PhaI, 

19) Subunidad mayor Pi de fimbrias, 18) FIMD proteína de membrana externa, 20) Chaperona de 

ensamble de pili, 21) subunidad de fimbria pilin FimA* y 22) Regulador de respuesta con un 

dominio tipo receptor CheY y dominio HTH de unión a DNA*. 

Grupo de genes phaC1ZC2DFI 

Genes phaFI 
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de veces que se repite esta secuencia es variable, llegando a encontrar hasta 20 

repeticiones para el caso de  P. fluorescens SBW25. Cabe señalar que este mayor número 

de motivos AAKP fue observado en proteínas que poseen mayor número de aminoácidos 

totales (P. putida KT2442 posee 261 aa, P. extremaustralis 308 y P. fluorescens SBW25 320 

aa). El tamaño de PhaI presenta menor variación entre especies de Pseudomonas 

(alrededor de 140 aa) y no se reconocen dominios tipo histona. La comparación de PhaF y 

PhaI de P. extremaustralis mostró la existencia de una región de 64 aminoácidos con un 

100 % de similitud que corresponde a la región de unión al gránulo. 

 

2.1.4  Análisis filogenético de las polimerasas y las fasinas 

El estudio de los genes relacionados con el metabolismo de PHA en el genoma de P. 

extremaustralis sugirió que los genes asociados a la producción de los distintos tipos de 

polímero podrían tener diverso origen filogenético, sugiriendo la existencia de eventos de 

transferencia horizontal. Para profundizar estos estudios, se construyeron árboles 

filogenéticos utilizando secuencias disponibles en bases datos obtenidas mediante las 

herramientas del BLASTP y el programa MEGA 4.0. Se analizaron las polimerasas y las 

diferentes proteínas de tipo fasinas de P. extremaustralis. El árbol filogenético obtenido 

mostró para las polimerasas PhaC1 y PhaC2 una alta asociación con bacterias 

pertenecientes a distintas especies de Pseudomonas (Figura R-8). Por otra parte, PhbX 

resultó emparentada con proteínas, ya sea anotadas como polimerasas, depolimerasas o 

proteínas hipotéticas, pertenecientes a P. stutzeri, A. vinelandii y otras especies 

pertenecientes al grupo de las β-Proteobacterias. Este resultado, que coincide con lo 

observado previamente para PhbC (Ayub y col., 2007), refuerza la idea de la adquisición 

de estos genes a través de eventos de transferencia horizontal.   

El árbol construido con proteínas de tipo fasina permitió determinar un origen filogenético 

asociado al grupo de las Pseudomonas para PhaF y PhaI, proteínas relacionadas con la 

producción de PHAmcl (Figura R-9). En el caso de las fasinas PhbF y PhbP, asociadas con la 

producción de PHB, se observó nuevamente una alta relación con P. stutzeri, A. vinelandii 
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y varias especies de Burkholderia (β-Proteobacterias). En esta parte del árbol es de 

destacar los altos valores de bootstrap obtenidos en esta agrupación (Figura R-9). 

El análisis en conjunto de los árboles filogenéticos construidos a partir de enzimas 

relevantes para la producción de estos polímeros muestra la misma tendencia, poniendo 

en evidencia un origen en Pseudomonadales para secuencias relacionadas con la síntesis 

de PHAmcl y en β-Proteobacterias para las relacionadas con la síntesis de PHB. 
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 P.fluorescens SBW25 PhaC2 YP 00287007

 Psp. USM7-7 PhaC2 ACM90523.1

 P.extremaustralis. PhaC2 ZP 10435647.1

 Psp. 61-3 PhaC2 BAA36202.1

 P.fluorescens Pf0-1 PhaC2 YP 346125.1 

 P. sp. KBOS 3 PhaC2 AAV67959.1

 P.protegens Pf-5 PhaC2 YP 257576.1

 P.chlororaphis PhaC2 BAB78721.1

 P.stutzeri PhaC2 AO59384.1

 P.mendocina PhaC2 AAM10546.1 

 P.pseudoalcaligenes PhaC2 AAK95384.1

 P.nitroreducens PhaC2 AAK19608.1

 P.putida KT2440 PhaC2 AAN70571.1 

 P.aeruginosa PAO1 PhaC clase II AAG0843.1.

 P.nitroreducens PhaC1 AAL92579.1

 P.pseudoalcaligenes PhaC1 AAK95382.1

 P.aeruginosa PAO1 PhaC1 AAG08441.1 

 P.corrugata PhaC1 AAK01172.3 

 Pseudomonas sp. KBOS 03 PhaC1 AAV67957.1 

 P.protegens Pf-5 PhaC1 YP 257578.1

 P.chlororaphis PhaC1 BAB78719.1

 Psp. USM7-7 PhaC1 ACM90522.1

 P.extremaustralis PhaC1 ZP 10435649

 P.fluorescens SBW25 PhaC1 YP 0028700774.1 

 Comamonas testosteroni PhaC1 AAV67954

 Psp. KBOS 04 PhaC1 AAV67960.1

 Rhodospirillum rubrum PhaC AAD53179.1 

 Chromobacterium violaceum PhaC AAC6965.1

 Burkholderia sp. USM PhaC AEJ83999.1

 A.vinelandi PhbC AAK72597.1 

 P.extremaustralis PhbC CAK18904.2

 P.stutzeri A1501 PhaC|YP 001171231.1

 P.extrem.Pha pol/depol ZP 10435892.1 

 P.stutzeri A1501 PhaC YP 001171239.1

 A.vinelandii DJ Pha depo YP 002797624.1

 C.metallidurans CH34 ProtH YP 582719.1

 C. necator N-1 Prot H YP 004684504.1

 R.eutropha H16 ProtH YP 725187.1
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Figura R-8: Árbol filogenético realizado por el método del vecino más cercano (Neighbour-Joining-NJ) 

mostrando las relaciones entre las proteínas PhbC, PhaC1, PhaC2 y PhbX de P. extremaustralis con 

representantes de ϒ y β-Proteobacterias. En el árbol se muestran los números de acceso del GenBank. 

Los números en las ramas indican los valores de bootstrap (en porcentaje) en base a 1.000 

repeticiones. Barra de escala, 0,2 sustituciones por sitio.  

*ϒ-Proteobacterias 

β-Proteobacterias 
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 P.protegens Pf-5 PhaI-YP 257573.1 

 P.chlororaphis aureof.PhaI-EJL00780.1 

 Pseudomonas sp. 61-3 PhaI-BAB91366.1 

 P.fluorescens Pf0-1 PhaI-YP 346122.1

 P.extremaustralis PhaI-fig|359110.3.peg.851 

 P.fluorescens SBW25 PhaI-YP 002870071.1

 P.entomophila L48 PhaI-YP 610487.1

 P. mendocina ympgi PhaI-YP 001186027.1 

 P.aeruginosa PAO1 PhaI-NP 253748.1

 P.extremaustralis PhaF-ZP 10435638 

 P.fluorescens SBW25 PhaF-YP 002870072.1

 P.entomophila L48 PhaF-YP 610486.1

 P.putida KT2440 GAP-NP 747109.1 

 P.fluorescens Pf0-1 PhaF-YP 346123.1

 P protegens Pf-5 PhaF-YP 257574.1

 Pseudomonas sp. 61-3 PhaF-BAB91367.1 

 P.chlororaphis aureof.PhaF-EJL00712.1

 Burkholderia ambifaria AMMD-YP 774061.1

 Burkholderia cenocepacia AU 1054-YP 625781.1

 P.extremaustralis PhbP-ZP 10435893.1

 P.stutzeri A1501 PhaP-YP 001171240.1

 Azotobacter sp. FA8 PhaP-CAD42757.1 

 A.vinelandii DJ PhbP-YP 002799530.1

 Burkholderia sp. TJI49 PhaR-EGD05937.1 

 Burkholderia cenocepacia J2315-YP 0023087.1

 P.extremaustralis PhbF-ZP 10435894.1

 P.stutzeri A1501 PhaR-YP 001171241.1

 A.vinelandii DJ PhbF-YP 002799531.1

 Azotobacter sp.FA8 PhaF-CAD42756.1
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100

100

99
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35
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99

99
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35

100
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Figura R-9: Árbol filogenético construido por el método del vecino más cercano (NJ) a partir 

de secuencias de distintas fasinas asociadas a la producción de distintos tipos de PHA 

(PHAmcl y PHAscl) en el grupo de las Proteobacterias. El árbol fue construido en base a la 

secuencia de aminoácidos deducida de cada proteína utilizando MEGA versión 4,0. En el 

árbol se muestran los números de acceso al GenBank. Los números en las ramas indican los 

valores de bootstrap (en porcentaje) en base a 1.000 repeticiones. Barra de escala, 0,2 

sustituciones por sitio. 

β-Proteobacterias 

*ϒ-Proteobacterias 
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2.1.5  Otros genes asociados al metabolismo de PHA 

A través de un análisis bioinformático del genoma de P. extremaustralis también se 

pudieron detectar otros genes involucrados en el metabolismo de PHA. La producción de 

PHA puede utilizar metabolitos intermediarios provenientes de la síntesis de novo de 

ácidos grasos por medio de la actividad de la enzima (R)-hidroxiacil-ACP:CoA transacilasa 

codificada por phaG, y enzimas que transfieren intermediarios de la β-oxidación de ácidos 

grasos como la enoil-CoA-hidratasa, producto del gen phaJ, que proveen el monómero R-

hidroxiacil a las polimerasas. 

En base de datos se pueden encontrar un gran número de secuencias correspondientes a 

PhaG de distintas Pseudomonas, todas ellas con un número de aminoácidos que varía 

entre 294 y 295. Se seleccionó la secuencia correspondiente a PhaG de P. putida KT2440 

por ser esta una de las cepas de Pseudomonas más estudiada. Al realizar la búsqueda en el 

genoma de P. extremaustralis se logró la localización de una secuencia de 295 

aminoácidos en el contig 4 con alta identidad (93 %) con la enzima (R)-3-hidroxiacil-

ACP:CoA transacilasa de P. fluorescens SBW25. Como se observa en la Figura R-10 este 

gen no se encuentra agrupado con otras secuencias asociadas a la síntesis de PHA, que se 

encuentran en el mismo contig, y no hay conservación del orden génico adyacente 

comparando con otras Pseudomonas.  

 

 

 

Figura R-10: Esquema de flechas de la región del contig 4 donde se identificó una secuencia con alta 

identidad con el gen phaG. Los números sobre las flechas indican los genes que codifican las 

siguientes proteínas: 7) Urea carboxilasa aminometiltransferasa (descomposición de la urea), 8) Urea 

carboxilasa (descomposición de la urea), 3) DNA o RNA helicasa de familia II, 2) Pequeña subunidad 

ribosomal de pseudouridina sintasa A, 1) R-3-hidroxiacildecanoil ACP-CoA transacilasa (PhaG). 
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Dado que en P. aeruginosa se conocen 4 tipos distintos de phaJ (phaJ1, phaJ2, phaJ3 y 

phaJ4; Tsuge y col., 2003) se buscaron diferentes secuencias con esta función en el 

genoma de P. extremaustralis. En este caso en particular, según la metodología de 

búsqueda utilizada se obtuvieron resultados diversos. La división de subsistemas realizada 

por el RAST predice como asociadas con la síntesis de PHA 4 probables enoil-CoA-

hidratasas, dos en el contig 4, una en los contig 11 y otra en el contig 12. Para poder 

determinar si las secuencias encontradas corresponden a función R-enoil-CoA hidratasa se 

realizó una búsqueda, mediante el BLAST, del dominio característico hot dog descripto por 

Kawashima y col. (2012) en estas proteínas. En ninguna de las secuencias señaladas por el 

subsistema de RAST se encontró este dominio, por lo tanto no se puede afirmar que estas 

secuencias puedan cumplir la función de R-enoil-CoA-ehidratasa. A partir de este 

resultado, se realizó una nueva búsqueda utilizando las secuencias de las 4 phaJ de P. 

aeruginosa disponibles en base de datos (AB040025, AB040026, AB075926 y AB075927) 

para usarlas con la herramienta BLAST sobre el genoma de P. extremaustralis. Esto 

permitió identificar distintas secuencias como posibles phaJ, que no coincidieron con las 

señaladas por el programa RAST. De las 29 secuencias obtenidas por BLAST, se 

descartaron 25 por la ausencia del dominio hot dog, quedando como posibles PhaJ 4 

secuencias localizadas en los contig 1, 9, 36 y 48 con tamaños de 152, 297, 157 y 283 

aminoácidos, respectivamente. Estos tamaños resultan coincidentes con el número de 

aminoácidos de las distintas PhaJ de P. aeruginosa (Figuras R-11, R-12, R-13 y R-14).   

En el contig 1 la secuencia encontrada no se encuentra agrupada con otros genes 

relacionados con el metabolismo de los PHA (Figura R-11). Las secuencias localizadas en 

los contig 9 y 48 se encuentran agrupadas con otras secuencias asociadas a la síntesis y 

degradación de ácidos grasos (FabG, FadD y FadA; Figuras R-12 y 14). En cambio la 

secuencia ubicada en el contig 36 se agrupa con genes asociados a la vía de Entner 

Doudoroff (ED) y una secuencia correspondiente a FabG, relacionada con la síntesis de 

ácidos grasos (Figura R-13). Como se ve en las figuras las regiones donde se encuentran 
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localizadas las probables phaJ se encuentran conservadas dentro de las especies que 

muestran mayor similitud. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-11: Esquema de flechas de la región del contig 1 donde se identificó una secuencia con 

posible función enoil-CoA-hidratasa. Los números sobre las flechas indican los genes que codifican 

las siguientes proteínas: 14) Nicotinato adeniltransferasa, 13) Gama glutamil fosfato reductasa, 

12) DNA-metil glucosamina glucosilasa II, 9) Proteína no caracterizada,  4) Proteína de membrana 

LgrB asociada a LgrA, 2) Proteína anti-holina LgrA, 1) Enoil CoA hidratasa (dominio tipo MaoC de 

E. coli), 4) Proteína de la familia MORN, 6) Oxidoreductasa, 7) Proteína DUF 1375 de función 

desconocida y 8) 3-poliprenil4-hidroxibenzoato carboxilasa UbiX. 

 

Figura R-12: Esquema de flechas correspondiente al contig 9 donde se identificó una segunda

secuencia con posible función enoil-CoA-hidratasa. Los números sobre las flechas corresponden al 

producto de los siguientes genes: 9) Alcano 1 monooxigenasa, 8) Proteína activadora, 6) Proteína 

de transporte de ácidos grasos de cadena larga, 5) Butiril CoA deshidrogenasa, 2) 3-oxoacil ACP 

reductasa (FabG), 1) Enoil-CoA (acil-CoA-deshidrogenasa), 3) 3-cetoacil-CoA-tiolasa (FadA) y 4) 

Ligasa de ácidos grasos de cadena larga (FadD). 
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Figura R-14: Esquema de flechas correspondiente al contig 48, donde se identificó una cuarta 

secuencia con posible función enoil-CoA-hidratasa. Los números sobre las flechas corresponden 

al producto de los siguientes genes: 10) Transportador ATPasa de Cd, Zn y Hg, 5) Regulador 

transcripcional de respuesta a Cu, 4) Proteína Hipotética, 3) 3-ceto-acil-CoA- tiolasa (FadA), 2) 3-

oxo-acil-ACP redictasa (FabG), 1) PhaJ, 14) Proteína Hipotética, 15) Proteína Hipotética, 13) 3-

dimetil-ubiquinona 9-3 metil transferasa y 12) Proteína Hipotética. 

Figura R-13: Esquema de flechas correspondiente al contig 36 donde se identificó una tercera 

secuencia con posible función enoil-CoA-hidratasa. Los números sobre las flechas indican los 

genes que codifican las siguientes proteínas: 11) Peptido deformilasa, 10) Ribonucleasa BN, 3) 

Proteína Hipotética, 2) Ligasa de ácidos grasos de cadena larga (FabD), 4) Lisofosfolipasa, 1) 

Enoil-CoA-hidratasa (PhaJ), 5) Proteína hipotética, 6) Proteína hipotética, 7) 4-hidroxi-2-

oxoglutarato aldolasa (ED), 8) 6-fofoglolactonasa (ED) y 9) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(ED).  
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2.2  Rastreo de genes de vías metabólicas centrales en Pseudomonas extremaustralis 

La síntesis de PHA involucra caminos metabólicos centrales que proveen los precursores 

necesarios para la síntesis de estos polímeros, muchas de estas vías son compartidas por 

una gran diversidad de organismos. El conocimiento de la estas vías metabólicas es de 

interés para el desarrollo de estrategias tendientes a mejorar la producción de estos 

polímeros. Esto incentivó la búsqueda de las enzimas asociadas con distintas vías 

metabólicas centrales en el genoma de P. extremaustralis utilizando las distintas 

herramientas disponibles en el programa RAST como punto de partida para el 

conocimiento in silico de los flujos de carbono que puede llevar a cabo esta bacteria.  

2.2.1  Glucólisis y gluconeogénesis 

La degradación de la glucosa o glucólisis, vía Embden-Meyerhof-Parnas, (EMP), consiste en 

es una secuencia de reacciones que permite la conversión de glucosa en piruvato, 

encontrada en todos los dominios de la vida, en forma completa o parcial. Por esta vía la 

célula obtiene ATP, equivalentes de reducción, y metabolitos para múltiples procesos 

celulares esenciales. De los 13 precursores metabólicos que funcionan como sustrato para 

la biosíntesis de macromoléculas y pequeñas moléculas, la glucólisis provee 6 (D- glucosa 

6-fosfato, D-fructosa 6-fosfato, dihidroxiacetona fosfato, gliceraldehído 3-fosfato, 

fosfoenolpiruvato y piruvato; Biocyc). 

Durante el crecimiento con otra fuente de carbono distinta a un azúcar, los intermediarios 

glucolíticos esenciales son sintetizados vía gluconeogénesis. De los 10 pasos enzimáticos 

que constituyen la vía clásica de EMP, 7 son reversibles e intervienen en la 

gluconeogénesis. Las reacciones enzimáticas catalizadas por las enzimas i) 6-

fosfofructoquinasa, ii) Piruvato quinasa, iii) y gliceraldehído 3- fosfato deshidrogenasa, son 

irreversibles.   

Durante la gluconeogénesis las reacciones inversas a las de estas enzimas son llevadas a 

cabo por i) Fructosa-1,6-bifosfatasa, ii) Fosfoenolpiruvato sintasa o Piruvato fosfoquinasa, 

y iii) Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD(P), respectivamente.
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Existen 13 enzimas involucradas en estas vías metabólicas. La búsqueda en el genoma de 

P. extremaustralis ha permitido encontrar 12 secuencias con alta identidad con estas 

enzimas, 3 de las cuales están presentes en 2 isoformas (Tabla R-3). La enzima faltante, 6-

fosfofructoquinasa, cataliza la reacción de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6 difosfato con 

gasto de ATP. La falta de esta enzima impediría la glucólisis vía EMP, aunque sí están 

presentes las enzimas necesarias para completar la vía de la gluconeogénesis. La ausencia 

de esta enzima ha sido señalada en otras Pseudomonas (Vicente y Canovas; 1973) y 

explica la utilización del camino de Entner-Doudoroff (ED) en este grupo de 

microorganismos. 

Las enzimas glucoquinasa (Glk) y una gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), se 

encontraron agrupadas en el contig 14, junto con un tercer gen que no participa en la vía 

de EMP, la fosfogluconato deshidratasa (PglD), que interviene en la ruta de ED. Mientras 

que la Fructosa-1-fosfato aldolasa (Fba) junto con la Fosfoglicerato quinasa (Pgk) se 

ubicaron en el contig 21. El resto de las secuencias correspondientes a estas enzimas se 

encontraron en regiones distantes del genoma. Seis de las enzimas que conforman la vía 

de EMP forman parte de la vía metabólica central de ED (Tabla R-3). La comparación de las 

enzimas presentes en P. extremaustralis con otras Pseudomonas, de las cuales se dispone 

el genoma completo, mostró que comparten el mismo set de enzimas para llevar a cabo la 

vía de EMP. 

 

Tabla R-3: Genes que codifican enzimas de la vía de Embden-Meyerhof-Parnas y gluconeogénesis 

encontrados en el genoma P. extremaustralis.* Enzimas involucradas en ED y EMP. **Enzimas 

involucradas en ED, EMP y vía de las pentosas fosfato. 1 Una de las secuencias asociadas a GAPDH 

esta asociada a la glucolísis, dependiente de NADH, mientras que otra se asocia a la 

gluconeogénesis, dependiente de NADPH. Los siguientes genes codifican las proteínas: GlK=1-

glucoquinasa, Pgi=Glucosa-6-fosfato isomerasa, Pfk=6-fosfofructoquinasa, Fbp=Fructosa 1,6-

bifosfatasa (gluconeogénesis), Fba=Fructosa-bifosfato aldolasa, TpI=Triosa fosfato isomerasa, 

GAPDH=Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, PgK=Fosfoglicerato quinasa,  

Pgm=Fosfoglicerato mutasa, EnO=Enolasa, PyK=Piruvato quinasa, Pps=Fosfoenolpiruvato sintasa, 

GDPH=Glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa. 
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Enzimas de 
la ruta de 

EMP 

Nro. de 
secuencias con 

la posible 
función 

Ubicación en el 
genoma de P. 

extremaustralis 

% de Id. con  
P. 

fluorescens 

SBW25 

Nro. de 
aminoácidos 

Glk* 1 Contig 14 93 320 

Pgi 1 Contig 1 97 345 

Pfk No está 
presente 

- - - 

Fbp 1 Contig 3 97 809 

Fba 1 Contig 21 100 355 

TpI 1 Contig 1 96 248 

GAPDH*1 2 Contig 4 y 14 96 y 98 483 y 334 

PgK* 1 Contig 21 98 388 

Pgm* 1 Contig 3 93 509 

EnO* 1 Contig 4 99 430 

PyK* 1 Contig 23 97 484 

Pps 2 Contig 2 y 5 99 y 99 813 y 792 

GPDH** 2 Contig 10 y 36 95 y 98 508 y 489 

 

 

 2.2.2  Entner Doudoroff 

La vía de Entner-Doudoroff (ED) fue descubierta por primera vez en 1952 en Pseudomonas 

saccharophila, y más tarde se la encontró en diversos organismos hasta ser reconocida en 

los tres dominios filogenéticos, incluyendo Archaea. Un ensayo sobre la evolución de la vía 

glucolítica ha sugerido que la vía de ED es anterior a la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas 

(Peekhaus y Conway, 1998). La ruta de Entner-Doudoroff (ED) es una vía alternativa que 

cataboliza glucosa a piruvato usando una serie de enzimas distintas a las de la glucólisis y a 

la ruta de las pentosas fosfato (Figura R-15). 

Las enzimas de la vía de ED intervienen además durante el crecimiento en gluconato, 

glucuronato, o metil-β-D-glucurónido. Se ha comprobado experimentalmente que P. 

extremaustralis es capaz de crecer utilizando gluconato como única fuente de carbono, 

sugiriendo que los genes que codifican las enzimas requeridas para metabolizar este 

compuesto estarían presentes en el genoma. Para analizar la presencia de enzimas 

relacionadas con el camino de ED se realizó una búsqueda utilizando las herramientas de 
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RAST para hallar las secuencias correspondientes. El programa RAST predice 26 secuencias 

asociadas al camino de ED, muchas de las cuales representan distintas isoformas de la 

misma enzima y se encuentran compartidas con otras vía metabólicas como la vía de EMP 

y de las pentosas fosfato (Tabla R-4). Algunas de las enzimas de esta vía se localizan en 

regiones cercanas dentro del genoma, tal es el caso de uno de los genes que codifica una 

probable glucosa 6-fosfato 1 deshidrogenasa (GPDH) localizada en el contig 10 que está 

agrupada con otra enzima que participa de la vía, una probable 6-fosfo-glucono 

deshidrogenasa-decarboxilasa (PglDH). En el contig 36 se localiza otra secuencia que 

codifica una probable GPDH que se encuentra agrupada con posibles genes que codifican 

otras dos enzimas que participan en la vía, 2-deshidro 3-deoxigluconato aldolasa (KDPGA) 

y 6-fosfoglucono lactonasa (PGL). Las secuencias que codifican para posibles 

gluconoquinasa (GlnK) y un repreresor transcripcional del sistema de utilización de 

gluconato (Gnt-R), se ubican en el contig 36 pero en regiones distantes. El resto de las 

secuencias localizadas se ubican en contig diferentes (Tabla R-4). 

Por otra parte, existen enzimas asociadas a estas vías metabólicas que están presentes 

solo en algunas especies de Pseudomonas y no en otras. Entre estas enzimas, las que no 

pudieron ser localizadas en el genoma de P. extremaustralis son: gluconolactonasa (GL) 

que se encuentra presente otras especies de Pseudomonas como P. fluorescens y P. putida 

pero no en P. aeruginosa, altronato hidrolasa (ALTH) sólo presente en cepas de P. putida, 

glicerato 2 quinasa (G2K) presente en la mayoría de las Pseudomonas secuenciadas, 

aldolasa 1 epimerasa (AEPi) presente en P. fluorescens PfO1, glucosa-1-fosfatasa (G1P) 

presente P. syringae. 

El gen que codifica una gluconato deshidratasa (GLD), actúa deshidratando una molécula 

de gluconato para obtener 2-deshidro-3-desoxi-D-gluconato que se asocia con el 

metabolismo de aminoazucares, pero no se encuentra presente en ninguno de los 

genomas de Pseudomonas contenidos en la base de datos del RAST (Figura R-15).  

Es interesante señalar, que algunas de las enzimas encontradas en P. extremaustralis no 

están presentes en algunas de las especies de Pseudomonas. Estas son: 2-deshidro-3-

desoxigluconato quinasa (KDGK) y L-arabinolactonasa (Arase) que se encuentran 
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presentes también en las cepas de P. fluorescens pero no así en P. aeruginosa ni en P. 

putida. Estos resultados muestran diferencias en la presencia de distintas enzimas por lo 

que sería interesante realizar estudios experimentales para analizar el metabolismo en 

función de la potencialidad para utilizar distintos compuestos. 
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Figura R-15: Esquema de la ruta de ED. En flecha llena se muestran las enzimas presentes en P. 

extremaustralis y con flecha punteada se representan enzimas ausentes. En azul se menciona la 

enzima que interviene en cada paso metabólico y en rojo se señala la abreviatura para dicha 

enzima y los sustratos y productos. 
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Enzimas de la 
ruta de ED 

Nro. de 
secuencias con 

la posible 
función 

Ubicación en el 
genoma de P. 

extremaustralis 

% de Id. con  
P. fluorescens 

SBW25 

Nro. de 
aminoácidos 

Glk* 1 Contig 14 93 320 

GPDH** 2 Contig 10 y 36 95 y 98 508 y 489 

PGL** 2 Contig 16 y 36 93 y 93 391 y 238 

PglD 1 Contig 14 98 609 

KDPGA 1 Contig 36 97 222 

KDGK 1 Contig 9 87 303 

GAPDH* 1 Contig 14 98 334 

PgK* 1 Contig 21 98 388 

Pgm* 1 Contig 3 93 509 

EnO* 1 Contig 4 99 430 

PyK** 1 Contig 23 97 484 

Gdh 2 Contig 2 y 6 89 y 97 235 y 804 

GlnK 1 Contig 36 92 178 

ADH 8 Contig 11, 4, 7, 
8, 11, 38 y 41 

971, 83, 94, 89,  
98 y 99 

5001, 498,476, 
507, 498 y 494 

PglDH** 1 Contig 10 95 328 

Gnt-R 1 Contig 36 97 343 

Arase 1 Contig 41 90 288 

Tabla R-4: Genes encontrados en el genoma P. extremaustralis que codifican enzimas relacionadas a 

la vía de E D. 1El % de identidad es referido a P. putida KT2440. * Enzimas involucradas en ED y EMP. 

**Enzimas involucradas en ED, EMP y vía de las pentosas fosfato. GlK=1-glucoquinasa, 

GDPH=glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa, PGL=6-fosfogluconolactonasa, PglD=fosfogluconato 

deshidratasa, KDPGA=2-deshidro-3-deoxi-fosfogluconato aldolasa, KDGK=2-deshidro-3- 

deoxigluconato quinasa, GAPDH=gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, PgK= fosfoglicerato 

quinasa, Pgm=fosfoglicerato mutasa, EnO= enolasa, PyK=piruvato quinasa, Gdh=glucosa 

deshidrogenasa, GlnK=gluconoquinasa, ADH=aldehído deshidrogenasa, PglDH=6-fosfatogluconato 

deshidratasa descarboxilasa, Gnt-R=represor transcripcional del sistema de utilización de gluconato, 

Arase=L-arabinolactonasa. 



Resultados 

 

101 
 

2.2.3  Vía de las pentosas fosfato 

La vía de las pentosas fosfato es una de las tres vías esenciales del metabolismo central y 

un camino alternativo presente en microorganismos para oxidar la glucosa. Representa 

una fuente importante de equivalentes de reducción para las reacciones de biosíntesis y 

una vía para la conversión de hexosas en pentosas. 

La vía se inicia con un compuesto intermediario de la glucólisis, la D-glucosa-6-fosfato, y 

termina con la formación de D-fructosa-6-fosfato y D-gliceraldehído-3-fosfato, otros dos 

metabolitos intermediarios. 

Por conveniencia, la vía de las pentosas fosfato se divide habitualmente en su parte 

preliminar oxidativa, en el que D-glucosa-6-fosfato se oxida a D-ribosa-5-fosfato, y su 

porción posterior no oxidativa, en la que a través de una serie de transaldolasas y de 

reacciones que involucran transcetolasas, la D-ribosa-5-fosfato se convierte en D-fructosa-

6-fosfato y D-gliceraldehído 3-fosfato (BioCyc).   

Dada su importancia en el metabolismo general de la célula se buscaron los genes 

necesarios para construir esta vía. En el esquema de la Figura R-16 se representa esta ruta 

y el número de genes encontrados en el genoma de P. extremaustralis como posibles 

candidatos para cumplir la función señalada. En algunos casos se ha encontrado más de 

una posible isoenzima como probable catalizador de la reacción. En la Tabla R-5 se 

muestra el producto de los genes requeridos para completar esta vía y la ubicación de los 

mismos en el genoma. De las secuencias localizadas, se encuentran en el contig 9 una 

posible transaldolasa (TA) y una transcetolasa (TK), pero a 27 genes de distancia. Por otra 

parte se localizan de manera agrupada aquellas secuencias que corresponden a posibles 

PGL, PglDH y GPDH que fueron mencionados en párrafos anteriores por participar en las 

vías de ED y/o EMP. El resto de las secuencias halladas relacionadas con la vía de las 

pentosas fosfato se ubican en distintos contigs (Tabla R-5).  

Las enzimas que conforman la ruta de las pentosas fosfato están ampliamente 

representadas en Pseudomonadales, con algunas pocas excepciones, como por ejemplo la 

enzima PglDH que no se encuentra en la mayoría de las cepas de P. aeruginosa. 



Resultados 

 

102 
 

  

 
 

 
 
 

Figura R-16: Esquema de la vía de las pentosas fosfato. Se indica el número de posibles genes 

que podrían cumplir dicha función en P. extremaustralis. 
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2.2.4  Ciclo de Ácidos Tricarboxílicos (TCA) 

La vía de TCA es una vía catabólica central en los organismos aeróbicos para la generación 

de energía y precursores para la biosíntesis. El compuesto de entrada al ciclo es la acetil-

CoA, metabolito que puede ser derivado hacia otras rutas biosintéticas como la biosíntesis 

de ácidos grasos, la producción de PHA, alginato, cuerpos cetónicos, etc. Una fuente 

común de acetil-CoA es el piruvato, que se genera por la glucólisis y se convierte en acetil-

CoA por el complejo multienzimático piruvato deshidrogenasa (PDH; BioCyc). La búsqueda 

de este complejo en P. extremaustralis permitió localizar 3 genes con posible función en 

este paso metabólico. Se han identificado dos genes con similitud con el componente E1 

Enzimas 
de la ruta 

de las 
Pentosas 
Fosfato 

Nro. de 
secuencias 

con la 
posible 
función 

Ubicación en el 
genoma de P. 

extremaustralis 

% de Id. con  
P. 

fluorescens 

SBW25 

Nro. de 
aminoácidos 

GPDH** 2 Contig 10 y 36 95 y 98 508 y 489 

PGL* 2 Contig 16 y 36 93 y 93 391 y 238 

PglDH* 1 Contig 10 95 328 

Ris 1 Contig 8 97 224 

Repi 1 Contig 25 97 225 

TK 2 Contig 9 y 21 89 y 98 689 y 666 

TA 3 Contig 92, 22 y 
27 

 83 y 98 1242, 408 y 
309 

Tabla R-5: Producto de los genes que participan en la vía de las pentosas fosfato. Se muestra 

la comparación con P. fluorescens SBW25 por ser el organismo cuyo genoma completo 

presenta mayor similitud con el genoma completo de P. extremaustralis. 2Secuencia 

truncada que no posee similitud con P. fluorescens SBW25.* Enzimas involucradas en la vía 

de las pentosas fosfato y ED. **Enzimas involucradas en ED, EMP y Vía de las Pentosas 

Fosfato. Las abreviaturas presentes en la tabla corresponden a las siguientes enzimas: GPDH: 

glucosa 6-fosfato 1-deshidrogenasa; PGL= 6-fosfogluconolactonasa; PglDH= 6-fosfo glucono 

deshidrogenasa descarboxilasa; Ris= ribulosa 5-fosfato isomerasa A/B; Repi= ribulosa fosfato 

3-epimerasa; TK= transcetolasa n TA= transaldolasa. 
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del complejo PDH localizados en el contig 3 y 60. En cuanto a la comparación con otros 

integrantes del género Pseudomonas, se observó una identidad (Id) del 98 % con P. 

fluorescens SBW25 en el caso del ORF localizado en el contig 3, mientras no se encontró 

similitud con otras especies integrantes del género para el ORF ubicado en el contig 60. 

Otro componente del complejo está representado por el gen que codifica una 

dihidrolipoamida acetiltransferasa (DATP), en este caso se encontró un posible ORF que 

codifica esta función en el contig 3, ubicado río abajo del posible componente E1 y con un 

90 % de Id con P. fluorescens SBW25.  

La búsqueda de genes relacionados con las 8 reacciones que componen el TCA en el 

genoma de P. extremaustralis ha permitido identificar 16 secuencias como posibles 

candidatos a participar en esta vía. Ocho de las secuencias identificadas se localizaron en 

el contig 12 como se puede ver en la Tabla R-6. En los casos de las enzimas aconitasa, 

isocitrato deshidrogenasa, fumarato hidratasa (fumarasa) y malato deshidrogenasa se 

encontraron secuencias duplicadas. Los dos ORFs que codifican las probables isocitrato 

deshidrogenas mostraron diferencias en tamaño, (Tabla R-6), mientras que para las 

restantes enzimas los tamaños de las secuencias encontradas resultaron similares. El 

análisis realizado indicó que ambas isocitrato deshidrogenasas son dependientes de NADP 

y se localizaron en el mismo contig (Tabla R-6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Tabla R-6: Posibles enzimas relacionadas con TCA en el genoma de P. extremaustralis. Las 

abreviaturas corresponden a las siguientes proteínas: Glta=citrato sintasa, AcooH=aconitasa, 

SucA=componente E1 de oxogluconato deshidratasa, SucB= componente E2 de oxogluconato 

deshidratasa, LpdA=dihidrolipoamida deshidrogenasa, SucD=succinil CoA ligasa α, SucS= succinil 

CoA ligasa β, SdhB=hierro-sulfo proteína succinato deshidrogenasa, SdhA=flavoproteína succinato 

deshidrogenasa, Fum= fumarasa, MD= malato deshidrogenasa, Icd= isocitrato deshidrogenasa. 
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2.2.5  Síntesis de novo de ácidos grasos 

La síntesis de novo de ácidos grasos en bacterias puede estar separada en dos etapas: i) 

iniciación y ii) elongación. A su vez, cada ciclo de elongación requiere 4 pasos (Hoang y 

Schweizer, 1997). Para determinar la presencia de los genes que codifican las enzimas que 

participan en esta vía se realizó su búsqueda en el genoma de P. extremaustralis utilizando 

las diferentes herramientas disponibles en RAST (BLAST, comparación de genomas, 

análisis metabólico de KEGG, etc). El análisis permitió determinar la presencia de 25 genes 

relacionados con la síntesis de novo de ácidos grasos.  

Un paso fundamental en esta vía, es la carboxilación dependiente de ATP de una molécula 

de acetil-coenzima A (CoA) en malonil-CoA por la enzima acetil-CoA-carboxilasa (ACC). 

Esta enzima pertenece al grupo de carboxilasas que utilizan biotina como cofactor y 

bicarbonato como fuente del grupo carboxilo. Esta reacción de carboxilación ha sido 

ampliamente estudiada en E. coli y procede a través de dos reacciones distintas catalizada 

por una proteína que puede ser disociada en cuatro subunidades, la proteína portadora 

de carboxilo biotina (BccP), biotina carboxilasa (BC), y carboxiltransferasa, un tetrámero 

compuesto por dos subunidades β y dos α (Best y Knauf, 1993). En P. extremaustralis se 

Enzimas de la 
ruta de TCA 

Nro. de 
secuencias con 

la posible 
función 

Ubicación en el 
genoma de P. 

extremaustralis 

% de Id. con  
P. fluorescens 

SBW25 

Nro. de 
aminoácidos 

Glta 1 Contig 12 98 430 

AcooH 2 Contig 4 y 16 97 y 94 914 y 867 

SucA 1 Contig 12 99 944 

SucB 1 Contig 12 92 429 

LpdA 1 Contig 12 97 479 

SucD 1 Contig 12 99 294 

SucS 1 Contig 12 99 405 

SdhB 1 Contig 12 99 235 

SdhA 1 Contig 12 98 591 

Fum 2 Contig 23 y 43 98 y 96 508 y 459 

MD 2 Contig 18 y 27 95 y 96 503 y 545 

Lcd 2 Contig 33 98 y 95 419 y 742 
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han encontrado los posibles genes que codifican la cadena α y la cadena β que integrarían 

este complejo (AccA /AccD), localizados en el contig 4 y 35, respectivamente. La secuencia 

que codifica una posible AccA se encuentra a 3 genes de la secuencia descripta para la 

enolasa de las vías de EMP y ED. Asociada a la función proteína transportadora de grupos 

acil (acyl-carrier-protein, ACP) se han encontrado dos posibles secuencias, ubicadas en el 

contig 3 y en el 28, esta última secuencia localizada junto con otros 3 genes relacionados 

con la síntesis de ácidos grasos (Tabla R-7). La función sintasa transportadora de grupo 

holo-acil (holo-acyl-carrier synthase, ACPS) se vio relacionada con una única secuencia en 

el contig 28, pero distante del grupo anterior. Las secuencias que codifican para posibles 

BccP y BC se encuentran localizadas en el contig 3, pero distante a la secuencia 

encontrada que codifica una posible ACP. 

En el paso siguiente, el malonil-CoA es transformado a malonil-ACP por la enzima malonil-

CoA-ACP transacilasa producto del gen fabD, su búsqueda en el genoma de P. 

extremaustralis permitió encontrar una posible secuencia de este gen en el contig 28, a 

tan solo un gen de la secuencia de una posible ACP, mencionada en el párrafo anterior y 

vecino a otros dos genes relacionados con la vía. 

En el primer ciclo de elongación la enzima FabH, ó ceto-acil-sintasa III (KASIII), condensa 

malonil-ACP con acetil-ACP para generar acetoacetil-ACP (Figura R-17).  

 

 Figura R-17: Reacciones involucradas en la iniciación y el primer ciclo de elongación de la síntesis 

de novo de ácidos grasos. 
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En los ciclos subsiguientes de elongación de ácidos grasos esta función puede ser llevada 

adelante por otras dos ceto-acil-sintasas, KASI (FabB) y KASII (FabF), generando la 

condensación de malonil-ACP a una molécula de oxoacil-ACP, en lugar de acetil-ACP como 

ocurre en la primera vuelta del ciclo (Hoang y Schweizer, 1997). En el genoma de P. 

extremaustralis se pudieron localizar 5 genes que codifican estas funciones, dos posibles 

FabH o KASIII (en el contig 5), otras dos enzimas correspondientes a FabB o KASI (en el 

contig 12 y 13), sólo una a FabF o KASII en el contig 28, agrupada con la secuencia de las 

posibles ACP y FabD (Figura R-18). 

 

 

 

 

 

En el segundo paso de elongación participa la enzima ceto-acil-ACP reductasa (FabG), una 

enzima dependiente de NADPH capaz de reducir el cetoéster a hidroxiacil-ACP (Figura R-

18). En este caso se han podido encontrar 6 genes (contig 2, 9, 28, 40, 42 y 48) que 

Figura R-18: Esquema del ciclo de elongación de ácidos grasos con los genes encontrados en P. 

extremaustralis. Modificado de BioCyc. 
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codifican probables enzimas con especificidad para la síntesis ácidos grasos de diferente 

número de carbonos (desde acetoacetil a octanodecanoil-ACP). La secuencia que codifica 

la posible FabG ubicada en el contig 28 es el cuarto gen asociado a la biosíntesis de ácidos 

grasos agrupado en este contig. 

Durante los ciclos de elongación de ácidos grasos se genera (R)-3-hidroxiacil-ACP, 

metabolito que también puede ser usado como sustrato por la (R)-3-hidroxiacil-ACP-Coa 

transferasa (PhaG), para producir (R)-3-hidroxiacil-CoA, que es utilizado por las distintas 

PHA polimerasas para sintetizar PHA. Como ya se mencionó con anterioridad, tanto PhaG 

como las polimerasas que utilizan este sustrato, están presentes en el genoma de P. 

extremaustralis. 

El tercer paso del ciclo está catalizado por FabA o FabZ que codifican una hidroxi-acil-ACP 

deshidratasa que da lugar a una molécula de trans-2-enoil-ACP (Figura R-17). Al realizar la 

búsqueda de secuencias similares a FabA se encontró una localizada en el contig 12 junto 

con la secuencia que codifica una posible FabB, mencionada más arriba. La posible FabA 

encontrada está asociada a enzimas con especificidad para decanoil-ACP de acuerdo al 

análisis in silico. En el caso de FabZ se encontró otra secuencia asociada a esta función en 

el contig 4.  

El cuarto y último paso del ciclo de elongación de ácidos grasos es llevado a cabo por la 

enzima enoil-ACP reductasa, producto del gen fabI, dependiente de NADH. En el genoma 

de P. extremaustralis se han localizado 3 posibles genes que codifican esta función, en el 

contig 1, 2 y 4 (Figura R-18). Las secuencias ubicadas en el contig 4 se localizaron en la 

región del genoma asociada a la síntesis de PHB en P. extremaustralis, ubicándose a dos 

genes de distancia del grupo de genes phbFPX y a tan solo un gen del grupo phbRBAC (ver 

Figura R-5). 
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Enzimas de 
la Síntesis 
de novo 

Nro. de 
secuencias con 

la posible 
función 

Ubicación en el 
genoma de P. 

extremaustralis 

Nro. de 
aminoácidos 

% de Id. con  
P. fluorescens 

SBW25 

BccP 1 Contig 3 154 96 

BC 1 Contig 3 454 98 

ACP 2 Contig 3 y 28 79 y 85 81 y 97*1 

ACPS 1 Contig 28 216 83 

AccA 1 Contig 4 316 99 

AccD 1 Contig  35 318 99 

FabD 1 Contig 28 295 99 

FabH 2 Contig 5 374 y 310 96 y 97 

FabB 2 Contig 12 y 13 407 y 398 98 y 63 

FabF 1 Contig 28 403 98 

FabG 6 Contig 2, 9, 28, 

40, 42 y 48 

239, 448, 248, 

252, 203 y 448 

96, 89, 99, 89*2, 

90*3 y 94 

FabZ 1 Contig 4 147 100 

FabA 1 Contig 12 172 99 

FabI 3 Contig 1, 2 y 4 326, 353 y 260 <70*4, 88 y 99*5 

Tabla R-7: Posibles genes que codifican enzimas relacionadas con la síntesis de novo de ácidos 

grasos en el genoma de P. extremaustralis. *1 valor de Id. con Pseudomonas fluorescens Pf-5; *2 

valor de Id. con Azoarcus sp. BH7; *3 valor de Id. con Pseudomonas putida F1; *4 valor de Id. con 

Rhodopseudomonas palustris TIE-1; *5 valor de Id. con Pseudomonas stutzeri A1501. Las 

abreviaturas corresponden a las siguientes proteínas: BccP=proteína carrier carboxil biotina de 

acetil CoA carboxilasa, BC= carboxilasa de biotina de acetil CoA carboxilasa, ACP=acil carrier 

protein, ACPS=Holo-acil carrier protein sintasa, AccA=cadena α de acetil CoA carboxil transferasa, 

AccD=cadena β de acetil CoA carboxil transferasa, FabD=malonil CoA-ACP transacilasa, FabH=ceto 

acil sintasa III (KASIII), FabB= ceto acil sintasa I (KASI), FabF= ceto acil sintasa II (KASII),  FabG=ceto 

acil ACP reductasa, FabZ=hidroxiacil ACP deshidratasa, FabA=hidroxi acil ACP deshidratasa y 

FabI=enoil ACP reductasa. 
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2.2.6  β-oxidación de ácidos grasos 

La β-oxidación de ácidos grasos ha sido ampliamente estudiada en bacterias no 

productoras de PHA como E. coli, pero al ser esta una vía metabólica general los estudios 

realizados en esta bacteria podrían ser extrapolados para Pseudomonas (Rehm, 2007). Al 

iniciar el proceso la molécula de ácido graso es transportada a través de la membrana 

citoplasmática activada en forma de Acil-CoA triéster, mediante una reacción catalizada 

por una acil-CoA ligasa/sintasa (FadD) con gasto de ATP. El siguiente paso es la reducción 

de acil-CoA a trans 2,3-enoil-CoA catalizado por la acil-CoA deshidrogenasa (FadE). Este 

paso requiere la presencia de una flavoproteína transportadora de electrones para la 

activación de la reacción (Figura R-19). 

 

 

 

Figura R-19: Esquema de β oxidación de ácidos grasos modificado de Park y Lee, 2003. 

 



Resultados 

 

111 
 

En los siguientes pasos participan complejos multienzimáticos que catalizan distintas 

reacciones debido a la presencia de múltiples dominios. El (S)-3-hidroxiacil-CoA formado 

en el paso anterior actúa de sustrato para el complejo FadB con función enoil-CoA-

hidratasa y genera 3-ceto-acil-CoA. Por último, el complejo FadA cataliza la formación de 

acetil-CoA a partir de ceto-acil-CoA por acción de su dominio 3-ceto-acil-CoA tiolasa 

(Rehm, 2007).  

Los ensayos fisiológicos de crecimiento con P. extremaustralis realizados utilizando 

distintas fuentes de carbono, y en especial usando ácidos grasos como única fuente de 

carbono, demuestran la capacidad de esta bacteria de metabolizar este tipo de sustratos. 

Para analizar la información genética involucrada en el catabolismo de estos compuestos, 

se realizó la búsqueda de los genes implicados en la β-oxidación de ácidos grasos. 

Utilizando las herramientas disponibles en RAST se identificaron genes relacionados con el 

metabolismo de ácidos grasos, de los cuales 14 corresponden a secuencias con función 

CoA ligasa/sintasa de ácidos grasos de cadena larga (FadD). Ubicada en el contig 9, se 

localiza la secuencia de un posible fadD junto con otras secuencias relacionadas con la β-

oxidación de ácidos grasos. En el contig 36 se localizan las secuencias de 2 posibles fadD 

de manera agrupada. El resto de las secuencias no parecen estar ubicadas próximas a 

otros genes relacionados con esta vía metabólica (Tabla R-8). El análisis de las secuencias 

encontradas permitió determinar que 3 de éstas muestran distinta preferencia de 

sustrato, es decir aceptan aceto-acetil CoA ó aceto-acil CoA en lugar de un ácido graso de 

cadena larga.  

La búsqueda mediante las herramientas de RAST de una secuencia que codifique la 

enzima que cataliza el segundo paso de esta vía, la acil-CoA deshidrogenasa (FadE), ha 

permitido localizar 4 secuencias con posible función 3-hidroxi-acil-CoA deshidrogenasa, 2 

de las cuales forman parte de un complejo enzimático con múltiples funciones. El análisis 

in silico de la secuencia encontrada en el contig 4 predice 4 posibles dominios con 

distintas funciones: 3-hidroxi-acil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa, enoil-CoA 

isomerasa y 3-hidroxiburitil-CoA epimerasa, con 716 aminoácidos en total. Mientras que 
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para la secuencia encontrada en el contig 5 el programa señala 3 funciones posibles, enoil-

CoA hidratasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa e hidroxibutiril-CoA epimerasa que 

conforman una proteína de 715 aminoácidos. Cabe señalar que P. aeruginosa PAO1 

presenta 20 isoenzimas capaces de cumplir esta función con un número de aminoácidos 

variable (desde alrededor de 380 a 816), relacionado con el número de dominios 

presentes en cada enzima (Biocyc). 

Para la función enoil-CoA-hidrogenasa (FadB), se detectaron 4 secuencias posibles 

ubicadas en los contigs 4, 11 y 12, todas con tamaños diversos. Una de las secuencias 

encontrada en el contig 4 corresponde a la mencionada en el párrafo anterior junto con la 

función 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. La secuencia localizada en el contig 11 se 

encuentra ubicada a un gen de distancia de un posible fadD. La secuencia ubicada en el 

contig 12 no parece tener próximos genes relacionados con la β-oxidación de ácidos 

grasos.   

En el último paso del ciclo de β-oxidación participa una enzima con función 3-cetoacil-CoA 

tiolasa (FadA). En el genoma de P. extremaustralis se encontraron 6 posibles genes en los 

contigs 4, 5, 9, 43, 46 y 48. Las secuencias encontradas en los contigs 4, 5, 9 y 48 también 

poseen dominios compatibles con la función acetil-CoA transferasa. Además, las 

secuencias ubicadas en los contigs 4, 5 y 9 están agrupados con otros genes relacionados 

con la degradación de ácidos grasos.  

Los ácidos grasos intermediarios de la β oxidación, E-2,3-enoil-CoA, (S)-3 hidroxiacil-CoA y 

3-Ceto-acil-CoA pueden ser precursores de la biosíntesis de PHA. Dado que la PHA 

polimerasa usa como sustrato (R)-3-hidroxiacil-CoA para producir PHA, requiere de la 

reacción catalizada por la (R)-Enoil-CoA hidratasa (PhaJ) que es capaz de adicionar una 

molécula de agua a través del doble enlace (R)-estéreo especifico a la molécula de enoil-

CoA (Fiedler y col., 2002). De esta manera la bacteria conecta la β oxidación de ácidos 

grasos con la síntesis de PHA. 
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2.3  Vías de síntesis de otros compuestos carbonados: alginato  

La disponibilidad del genoma de P. extremaustralis constituye una herramienta valiosa 

para iniciar el estudio de otros compuestos de interés producidos por esta bacteria. Entre 

ellos, el alginato ha despertado gran interés como compuesto de importancia 

biotecnológica. La vía de producción de alginato ha sido estudiada en bacterias del género 

Azotobacter y en Pseudomonas.  

Enzimas de 
la β-

oxidación de 
ác. grasos 

Nro. de 
secuencias 

Ubicación en el 
genoma de P. 

extremaustralis 

% de Id. con  
P. fluorescens 

SBW25 

Nro. de aminoácidos 

FadD 14 Contig 1, 2, 7, 9, 

112, 12, 16, 33, 

362, 43,45 y 46 

<70*, 88, 57, 92, 

<70*, 88, 94, 81, 

86, 93, 97, 88, 

92** y 75***  

593, 493, 1373, 567, 

482, 545, 550, 360, 301, 

564, 563, 609, 541 y 620  

FadE 4 Contig 1, 4, 5 y 

21 

98, 92, 96 y 92* 510, 716, 715 y 322 

FadB 4 Contig 42, 11 y 

12 

95, 98, 85* y 93 371, 716, 255 y 264 

FadA 6 Contig 4, 5, 9, 

43, 46 y 48 

99, 95, 93, 97, 91 

y 98 

392, 402, 433, 395, 414 

y 426 

Tabla R-8: Posibles enzimas relacionadas la β-oxidación de ácidos grasos en el genoma de P. 

extremaustralis. Los asteriscos señalan valor de Identidad con otros organismos diferente a P. 

fluorescens SBW25. * Id. con Pseudomonas poco estudiadas, **Id. con P. fluorescens Pf-5, ***Id. 

con A. vinelandii DJ. 2 Indica la presencia de dos posibles ORF con esa función en el mismo contig. 

Las abreviaturas corresponden las siguientes proteínas: FadD=Ligasa de ácidos grasos de cadena 

larga, FadE=3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa, FadB=Enoil CoA hidratasa y FadA=3-ceto-acil-CoA 

tiolasa.  
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La síntesis de alginato utiliza precursores derivados de caminos metabólicos centrales de 

la célula, relacionados también con la síntesis de PHA, lo que puede resultar en caminos 

alternativos para direccionar el flujo de compuestos carbonados según las condiciones 

fisiológicas de la célula (Figura R-20). En base al análisis de los distintos grupos de genes 

involucrados en el metabolismo de alginato, caracterizados en A. vinelandii y P. 

aeruginosa, se realizó una búsqueda en el genoma de P. extremaustralis para determinar 

la presencia de los genes requeridos para la producción de este polímero. 

 

 

 Figura R-20: Catabolismo de la glucosa asociado a la síntesis de PHB y alginato. Las abreviaturas 

que aparecen en el esquema corresponden a: EDP= vía de Entner-Doudoroff; PMI= fosfomanosa 

isomerasa; PMM= fosfomanomutasa; GMP= guanosin-difosfo-D-manosa pirofosforilasa; GMD= 

GDP-manosa dihidrogenasa; TCA= ciclo de ácidos tricarboxilicos (Segura y col, 2003). 
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Figura R-21: Esquema de flechas correspondiente al contig 18 del genoma de P. extremaustralis, 

mostrando el grupo de genes estructurales asociados a la síntesis de alginato y su comparación 

con las secuencias de genomas completos con mayor similitud.  

2.3.1  Búsqueda de genes estructurales asociados a la síntesis de alginato 

En P. aeruginosa existe un operón formado por 12 genes alg relacionados con la 

producción de alginato. Para realizar la búsqueda en el genoma completo de P. 

extremaustralis se utilizaron las secuencias de aminoácidos deducida a partir de los genes 

estructurales involucrados en la producción de alginato, ya caracterizados en esta 

bacteria. Utilizando la herramienta BLAST disponible en el programa RAST se hallaron los 

12 genes responsables de la síntesis de alginato agrupados en el contig 18 de manera 

similar a la descripta en otros organismos productores. En el esquema de flechas de la 

Figura R-21 se pueden observar los genes encontrados en P. extremaustralis y su 

comparación con el genoma de los microorganismos más similares.  

 

 

 

 

 

Se realizó la comparación de las secuencias de aminoácidos derivada de los genes que 

conforman el operón completo de microorganismos productores de alginato como P. 

aeruginosa y A. vinelandii, y se seleccionó P. fluorescens SBW25 como la especie que 

presenta mayor similitud al comparar genomas completos (Tabla R-9).  
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Existen otros genes asociados a la síntesis de alginato, como ya se ha mencionado en la 

introducción, que no se encuentran dentro del operón principal. Algunos de estos genes 

están asociados a funciones regulatorias y se encuentran ubicados en distintas regiones 

del genoma como genes individuales. 

Entre los genes que no cumplen función regulatoria y no se ubican en un operón se 

encuentra algC que codifica una fosfomanomutasa que cataliza la conversión de manosa 

6-fosfato en manosa 1-fosfato en la síntesis de alginato. AlgC también participa en otras 

vías metabólicas como la biosíntesis de ramnolípidos y lipopolisacaridos (Olvera y col., 

1999).  

Se realizó la búsqueda de algC en el genoma de P. extremaustralis y la comparación de la 

secuencia obtenida con otros microorganismos. Se encontraron dos posibles ORF que 

codifican esta función. Una de las secuencias encontradas se ubica en el contig 34. Esta 

secuencia resulta más pequeña (155 aa mientras que en otras Pseudomonas tiene 

Organismo P. fluorescens 

SBW25 

P. aeruginosa 

PAO1 

A. vinelandii DJ 

Proteína Id% Si% Id% Si% Id% Si% 

AlgD 95 97 77 86 77 86 

Alg8 99 99 83 90 76 85 

Alg44 96 98 57 76 62 76 

AlgK 96 98 60 76 56 75 

AlgE 94 97 59 74 47 64 

AlgG 96 98 68 81 62 80 

AlgX 96 99 52 68 57 74 

AlgL 96 98 63 77 59 78 

AlgI 98 99 77 85 74 85 

AlgJ 93 95 54 70 57 70 

AlgF 94 98 63 74 61 75 

AlgA 97 99 80 89 73 84 

Tabla R-9: Porcentajes de Identidad (Id.) y Similitud (Si.) de las proteínas estructurales asociadas 

a la síntesis de alginato encontradas en el contig 18 del genoma de P. extremaustralis. 
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Figura R-22: Esquema de los genes presentes en el contig 34 a partir de la búsqueda del gen algC 

con los genomas secuenciados de los organismos con mayor similitud. Los números sobre las 

flechas corresponden a los genes que codifican las siguientes proteínas: 1) Fosfomanomutasa 

(AlgC), 2) Acetil glutamato quinasa, asociado a la biosíntesis de arginina, 6) Orotato 

fosforribosiltransferasa, 7) Oxodeoxiribonucleasa III, asociada a la reparación de DNA, 8) Proteína 

hipotética, 9) Ribonucleasa PH 11) Proteína YreC y 12) Guanilato quinasa, asociado a la 

conversión de purinas. En el esquema río arriba de algC en otras Pseudomonas se encuentran 3) 

Dioxiuridina 5´trifosfato nucleótidohidrolasa, 4) Fosfopantenoilcistein decarboxilasa y 5) Proteína 

RadC de reparación de DNA. 

alrededor de 466 aa) que las encontradas en otros genomas y los valores de identidad y 

similitud obtenidos por la comparación de la secuencia de aminoácidos con la 

correspondiente de P. fluorescens SBW25 fueron de 97 y 99%, 78 y 87% con la secuencia 

de P. aeruginosa PAO1 y 76 y 97% con la secuencia de A. vinelandii DJ. La Figura R-22 

muestra que la secuencia que codifica un probable algC, se localiza al final del contig, por 

lo tanto no se puede determinar con certeza si el ORF asociado a algC en este contig se 

encuentra truncado en el genoma o está incompleto como resultado del proceso de 

secuenciación. Como ya se había mencionado, la secuencia del genoma completo de P. 

extremaustralis está organizada en 140 contig y no se cuenta con un genoma totalmente 

cerrado. Dado que la región donde se encuentra ubicado algC en otras Pseudomonas está 

conservada, se realizó la búsqueda del gen localizado inmediatamente antes de algC de P. 

fluoresces SBW25 (que codifica una probable Dioxiuridina 5´trifosfato 

nucleótidohidrolasa), en el genoma de P. extremaustralis, para intentar determinar la 

posible unión de dos contig. De esta manera se encontró en el contig 38 una región que 

contiene los genes ubicados río arriba de algC en otras Pseudomonas en P. 

extremaustralis (Figura R-23).  
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Figura R-23: Esquema de los genes presentes en el contig 38 a partir de la búsqueda de 

Dioxiuridina 5´trifosfato nucleótidohidrolasa para determinar la unión de dos contig. Los 

números sobre las flechas corresponden a los genes que codifican las siguientes proteínas: 1) 

Dioxiuridina 5´trifosfato nucleótidohidrolasa, 2) Fosfopantenoilcistein decarboxilasa, 3) Proteína 

RadC de reparación de DNA, 4) Dipeptido de unión de transportador ABC, 5) LSU proteína 

ribosomal LS33p, 6) LSU proteína ribosomal LS28p. Río debajo de Dioxiuridina 5´trifosfato 

nucleótidohidrolasa en otras Pseudomonas se ubican: 10) Fosfomanomutasa (AlgC), 11) Acetil 

glutamato quinasa, asociado a la biosíntesis de arginina, 12) Orotato fosforribosiltransferasa. La 

flecha gris corresponde a un ORF correspondiente a una proteína hipotética con baja similitud 

con Burkholderiales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La segunda secuencia obtenida de la posible proteína AlgC se ubicó en el contig 1 (Figura 

R-24), mostrando tamaño conservado (445 aa) con respecto a proteínas AlgC de otros 

microorganismos. La comparación de dichas secuencias mostró valores de identidad y 

similitud de 98% con P. fluorescens SBW25, de 80 y 90% con P. aeruginosa PAO1, y de 82 y 

91% para A. vinelandii DJ. Dado de que uno de los genes algC parece estar incompleto, 

probablemente la función fosfomutasa debería estar siendo cumplida por esta segunda 

algC para hacer posible la síntesis de alginato en P. extremaustralis. 
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Figura R-24: Diagrama de flechas del contig 1 que representa los genes ubicados en la cercanía 

de algC, comparado con los genomas de mayor identidad. Las flechas numeradas 

corresponden a los genes que codifican las siguientes proteínas: 7) Factor de elongación de la 

transcripción GerA, 15) Permeasa, 12) Proteína de unión a DNA, 6) Proteína de división celular 

FtsJ, 4) Proteína de división celular FtsH, 2) Dihidropterato sintasa, asociada a la biosíntesis de 

folato, 1) Fosfoglucosamina mutasa, AlgC, 11) Triosafosfato isomerasa, 3) Proteína asociada al 

terminador transcripcional NusA 5) Proteína de terminación de la transcripción NusA, 8) Factor 

de iniciación de la transcripción 2, 9) Factor de unión a ribosomas A y 10) tRNA pseudouridina 

sintasa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2  Búsqueda de genes regulatorios asociados a la síntesis de alginato 

La expresión de los genes asociados a la síntesis de alginato está transcripcionalmente 

regulada por un grupo de genes controlados por algU (también denominado factor σ22, σE
 

o algT, que corresponde a una RNA polimerasa), que a su vez está regulado por mucA (un 

factor anti σE también denominado algS), mucB (un segundo factor anti σE denominado 

algN) que interacciona con la región periplasmática de mucA formando un complejo que 

posibilita la degradación de σ22. Otros genes de función regulatoria incluyen mucC (algM) 

que puede funcionar alternativamente como regulador positivo o negativo pero no 

interacciona directamente con σ22, y una serin-proteasa periplasmática de tipo chaperona 

denominada mucD o algY, que parece actuar como regulador negativo de σ22 

(Muhammadi y Nuzhat Ahmed, 2007). 
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La búsqueda de este grupo de genes regulatorios a partir de las secuencias de 

aminoácidos correspondientes a P. aeruginosa PAO1 permitieron su ubicación en el 

genoma de P. extremaustralis en el contig 4. En este mismo contig se han encontrado 

genes asociados a la síntesis de PHB como es el caso de phaG, y los grupos de genes 

phbFPX y phbRBAC dentro de una isla genómica, pero en una ubicación distante dentro 

del contig. 

Para el factor σ22 (algU) la secuencia encontrada presentó valores de identidad y similitud 

del 100 % con P. fluorescens SBW25, de 91 y 97 % con P. aeruginosa PAO1 y 93 y 97 % con 

A. vinelandii.  

El factor anti σ22 
mucA, ubicado río abajo de algU, mostró valores de identidad y similitud 

de 98 y 99 % con la secuencia correspondiente a P. fluorescens SBW25, 68 y 79 % con P. 

aeruginosa PAO1 y 64 y 76 % con A. vinelandii DJ. 

El factor anti σ22 
mucB, ubicado río abajo de mucA, dio un 89 y 92 % con P. fluorescens 

SBW25 correspondiente a los valores de identidad y similitud, y los valores se redujeron a 

59 y 73 % en la comparación con P. aeruginosa PAO1, 56 y 70 % con A. vinelandii DJ.  

En las secuencias de P. aeruginosa PAO1 y A. vinelandii DJ el gen mucC se encuentra 

inmediatamente río abajo de mucB y río arriba de mucD, pero en el caso de P. 

extremaustralis existe una pequeña secuencia intergénica de 235 pb entre dichos genes 

que no parece corresponder a la secuencia de mucC. Se realizó la búsqueda en el resto del 

genoma usando las secuencias de aminoácidos de mucC de P. aeruginosa PAO1 y A. 

vinelandii DJ, pero no se logró encontrar ninguna secuencia que arrojara alta similitud con 

mucC. 

El último de los genes regulatorios agrupados corresponde a mucD (algY/algW) que 

mostró un porcentaje de identidad y similitud del 97 y 98 % con P. fluorescens SBW25, 73 

y 85 % con P. aeruginosa PAO1 y 70 y 84 % con A. vinelandii DJ (Figura R-25). 
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Un segundo grupo de genes regulatorios está representado por los genes algR, algB, algQ, 

algZ y algP que expresan una clase de proteínas regulatorias que actúan a través de la 

unión y plegado del DNA similar a las proteínas de dos componentes de los sistemas de 

transducción de señales (Muhammadi y Nuzhat Ahmed, 2007). 

Al comparar con la secuencia de aminoácidos correspondiente a AlgQ de P. aeruginosa 

PAO1 (160 aa) se encontró una secuencia de 152 aa en el contig 38 asociada a esta 

función (Figura R-26). Los valores de identidad y similitud con P. fluorescens SBW25 

resultaron de 91 y 95 %, mientras que con P. aeruginosa PAO1 fueron de 62 y 73 % y 59, y 

71 % con A. vinelandii. Este regulador se encuentra separado del operón de genes 

estructurales, pero 6 genes río abajo de la secuencia de algQ se encuentró el regulador 

algR (Figura R-26). El análisis de la secuencia de aminoácidos del regulador transcripcional 

AlgR, permitió determinar que forma parte de la familia de reguladores LytR y mostró 

valores de identidad y similitud de 94 y 96 % con P. fluorescens SBW25, 80 y 90 % con P. 

aeruginosa PAO1 y 75 y 87 % con A. vinelandii DJ. A tan solo un gen de distancia de algQ 

se encuentra otro regulador asociado a la biosíntesis de alginato, algP. La secuencia de 

aminoácidos correspondiente a AlgP en Pseudomonas posee un tamaño de alrededor de 

Figura R-25: Esquema de flechas de una región del contig 4 que representa la región de genes 

que contienen al gen algU y su comparación con los genomas de mayor identidad. Las flechas 

numeradas corresponden a los genes que codifican las siguientes proteínas: 7) Dominio HD-GYP 

de superfamilia de hidrolasas, 5) Proteína dependiente d folato del cluster de genes de la 

síntesis Fe/S, 12) Proteína YgfY, 11) Proteína Hipotética, 2) Oxidasa L- aspartato, 1) RNA 

polimerasa σ RpoE, 10) Proteína anti σE RseA o mucA, 4) Precursor de la proteína anti σE RseB 

o mucB, 3) HtrA proteasa o mucD y 13) Precursor de la proteína YfgC , metaloproteasa de 

exportadora.  
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466 aa, mientras que la hallada en P. extremaustralis resultó de sólo 155 aa. AlgP se 

caracteriza por la presencia de motivos AAKP repetitivos (hasta 45 en P. aeruginosa) que 

forman parte del dominio tipo histona. La secuencia de P. extremaustralis mostró sólo la 

presencia de 8 motivos AAKP, probablemente asociado a su menor tamaño. Al observar el 

esquema correspondiente a esta región del genoma (Figura R-26) se evidencia que dicha 

secuencia se encuentra en un extremo del contig 38, como lo señalado en el caso de la 

secuencia de algC incompleta. Por lo tanto no se puede determinar si este gen se 

encuentra truncado en P. extremaustralis o el menor tamaño observado es el resultado 

del proceso de secuenciación. Al comparar el fragmento de la secuencia de aminoácidos 

de AlgP localizado con la correspondiente secuencia de P. fluorescens SBW25 se observa 

un 99 % tanto para identidad como similitud. Estos valores se reducen a 74 y 84 % para P. 

aeruginosa PAO1.  

 

 

 

 

 

 

 

( en gris 

 

Figura R-26: Esquema de flechas de una región del contig 38 con la comparación de los 

genomas secuenciados encontrados en base de datos con respecto al regulador algQ. Los 

números sobre las flechas representan a los genes que codifican las siguientes proteínas: 8) 

Regulador de la familia LytR/ AlgR, 7) Porfobirinogeno III sintasa, 6) Uroporfirinogeno III 

sintasa, 5) Proteína homologa a HemX de E. coli, 4) Proteína homologa a HemY de E. coli, (en 

gris sin numerar se observa una proteína hipotética), 3) Oxidoreductasa DsbB tiol-disulfida 

periplasmatica, 1) AlgQ, 2) Peptidil prolil cis/trans isomerasa, 10) Regulador transcripcional 

AlgP, 11) Proteína hipotética y 12) Proteína de unión a ATP de transportador ABC. 
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La búsqueda de algZ, regulador positivo de la transcripción de algD, a partir de la 

secuencia de aminoácidos correspondiente a AlgZ de P. aeruginosa PAO1 (358 aa), y de A. 

vinelandii DJ (77 aa) permitió predecir diversas secuencias con baja identidad (entre 28 y 

36 %). En cambio, al utilizar la secuencia de P. fluorescens SBW25 de 162 aa, se logró 

obtener una secuencia de 84 aminoácidos en el contig 28 asociada a un activador de la 

transcripción de la síntesis de alginato. Los valores de identidad y similitud obtenidos al 

comparar con las secuencias de P. fluorescens SBW25 son 95 y 97 %. Es interesante 

señalar la diferencia significativa de tamaño entre los reguladores correspondientes a P. 

aeruginosa y A. vinelandii, y que en el caso de P. extremaustralis el tamaño se asemeja al 

encontrado en A. vinelandii. Asimismo, una diferencia importante en la disposición de algZ 

entre P. aeruginosa y P. extremaustralis, es que en la primera este gen está ubicado río 

arriba del gen algR, mientras que en P. extremaustralis se encuentra localizado en otra 

región distante del genoma. Como se puede observar en la Figura R-27 este gen tampoco 

se encuentra cerca de los genes asociados a la síntesis de alginato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-27: Esquema de flechas que representa los genes que rodean al regulador 

transcripcional AlgZ ubicado en el contig 28 del genoma de P. extremaustralis. Las flechas 

numeradas corresponden a los genes que codifican las siguientes proteínas: 7) Proteína 

hipotética, 1) AlgZ, 2) transportador de magnesio, 3) regulador del almacenamiento de 

carbono, 4) Aspartokinasa y 5) Alanil t-RNA sintasa.  
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La búsqueda de la secuencia de algB, otro regulador positivo de la transcripción de algD, a 

partir de la correspondiente a P. aeruginosa PAO1 se encontró en el contig 30 del genoma 

de P. extremaustralis. Este ORF de 1347 pb y 448 aa resultó con una identidad del 98 % y 

99 % de similitud con P. fluorescens SBW25, y 76 % y 86 % con A. vinelandii DJ. En el 

esquema de flechas se puede observar la ubicación del gen algB de P. extremaustralis 

distante al resto de los genes asociados a la síntesis de alginato como ocurre con el gen 

algZ (Figura R-28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En base al análisis in silico realizado se pudo determinar que P. extremaustralis posee 

todos los genes estructurales relacionados con la producción de alginato y muchos de los 

genes regulatorios, si bien alguno de ellos presentó diferencias en tamaño. Para analizar si 

P. extremaustralis es capaz de producir alginato, se realizó un análisis cuantitativo de la 

síntesis de este polímero. Este análisis se efectuó en condiciones de alta (0,25 % 

octanoato de sodio y 3 % de glucosa) y baja producción de PHB (0,27 % glucosa). Se logró 

observar producción de alginato en todas las condiciones estudiadas. Cuando los cultivos 

Figura R-28: Representación del gen algB en el genoma de P. extremaustralis presente en el 

contig 30. El resto de los genes representados codifican las siguientes proteínas: 14) Proteína de 

unión al DNA del sistema de transporte tipo ABC, 11) Transportador tipo ABC involucrado en la 

resistencia a solventes orgánicos, 9) Lipoproteína de membrana USSDB6D, 8) Proteínas A y B de 

maduración de esporas, 6) Simporter proton/glutamato, 4) Precursor del inhibidor de lisocimas 

de vertebrados; 3) Proteína hipotética, 1) AlgB, 2) Box de unión de histidin quinasas, 5) N-

acetilmormoil-L-alanin-amidasa, 7) Dominio de proteína GGDEF, 10) Endonucleasa/ familia de 

proteínas fofatasas.  
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fueron suplementados con 3 % de glucosa se obtuvo la mayor producción de alginato que 

alcanzó el 2,43 % de alginato/g peso seco, luego de 24h de incubación. Para glucosa 0,27 

% el valor obtenido fue de 1,52 % de alginato/g peso seco. En octanoato de sodio la 

producción fue de sólo 0,43 % de alginato/g peso seco. Los resultados muestran que P. 

extremaustralis es capaz de producir alginato y que los niveles de síntesis varían según la 

fuente de carbono utilizada.  
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Parte 3: 

3.  Caracterización de las distintas polimerasas de Pseudomonas 

extremaustralis 

P. extremaustralis produce principalmente PHB (C4), mientras que de 

polihidroxihexanoato (C6) y polihidroxioctanoato (C8) se observan pequeñas cantidades 

(Figura R-29, A y B, y Tabla R-10). P. putida KT2440, por ser una típica representante del 

género Pseudomonas, produce PHAmcl formado por principalmente por C8 y C6 en menor 

cantidad, mientras que sólo se detectan cantidades cercanas al límite de detección (<0,01 

%) de PHB (Tabla R-10). 

3.1  Ensayos de complementación  

Para determinar la funcionalidad de las PHAmcl polimerasas encontradas se realizaron 

ensayos de complementación en una cepa de P. putida KT2440 mutante en la producción 

de PHA, denominada P. putida GPp104. 

Las polimerasas de clase II se clonaron en vectores de clonado y expresión dando lugar a 

las construcciones pMMic, pSJ-Mic para phaC2, y pMHZ para phaC1. Dichas 

construcciones se introdujeron en la cepa P. putida GPp104 y se observó si restauraban la 

capacidad de producir PHA. En los tres casos se pudo observar producción de polímero  

cualitativamente por tinción con Azul de Nilo (Figura R-29), microscopía por contraste de 

fases (Figura R-30) y cuantitativamente por medición mediante cromatografía gaseosa 

(Tabla R-10). La complementación de la cepa mutante con un plásmido conteniendo un 

fragmento que incluía la secuencia completa de cada una de las polimerasas (phaC1 o 

phaC2) junto a su secuencia promotora en un vector de clonado (pMMic y pMHZ) mostró 

resultados positivos para la producción del polímero, indicando que en ambos casos fue 

posible lograr la restitución de la producción del polímero a partir del promotor nativo 

(Tabla R-10). El contenido de polihidroxioctanoato (C8) fue mayor en todas las cepas 

complementadas con respecto al polihidroxihexanoato (C6) y al PHB (C4) y los valores de 
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producción obtenidos cuando se complementó con phaC1 fueron más del doble que los 

obtenidos para phaC2 en las condiciones de cultivo analizadas (Tabla R-10).  

 

 

 

  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A             B 

C 

D             E 

Figura R-29: Extendidos de cultivos A y B) P. extremaustralis, C) P. putida GPp104, D y E) P. putida

GPp104 /pSJ33- phaC2  P extremaustralis crecidos en medio 0.5NE2 adicionado con 0,25% de octanoato 

de sodio y teñidos con Azul de Nilo observados al microscopio óptico bajo luz blanca (A,C y D) o 

luz halógena (B y E).  

Figura R-30: Fotos de extendidos de cultivos de 24 h. en medio de acumulación, con microscopio 

de contraste de fases. Complementación en P. putida GPp104 con: A) pMMic, B) pMHZ, y C) P. 

extremaustralis cepa salvaje. Se observan las células con los gránulos de PHA que ocupan gran 

parte del volumen celular. 

A B C 
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Tabla R-10: Contenido de PHA y PHB determinado por cromatografía gaseosa en cultivos 

realizados en 0.5NE2 suplementado con 0,25% de octanoato de sodio. ND: no detectado. *: el 

valor corresponde a C6 + C8. 

Organismo PHB %wt (C4) PHA%wt (C6) PHA %wt (C8) 

P. extremaustralis 26,61 ± 3 0,29 ± 0,03  0,81 ± 0,08 

P. putida KT2440 < 0,01 - 41,25 ± 3,75* 

P. putida GPp104/pSJ33-phaC2 ND 2,2 ± 0,2 5,4 ± 0,05 

P. putida GPp104/pMSC5- phaC2  0,4 ± 0,03 0,9 ± 0,01 9,5 ± 0,09 

P. putida GPp104/pMSC5- phaC1  2,6 ± 0,3 3 ± 0,3 25 ± 0,5 

 
 
Para estudiar la funcionalidad de phbX se siguieron distintas estrategias. El análisis in silico 

de este ORF predijo una posible función PHA polimerasa, por lo que se probó 

complementar la cepa de P. putida GPp104. Para esto se clonó phbX en el vector 

pBBR1MCS-5 y se introdujo en la cepa mutante. La producción del polímero fue  analizada 

cualitativamente por tinción con Azul de Nilo. En ninguno de los clones obtenidos se logró 

observar el fenotipo capaz de producir PHA. Para descartar la posibilidad que el problema 

estuviera en la secuencia promotora del gen se clonó phbX en un vector de expresión en 

Pseudomonas como el pSJ33. En este caso tampoco se logró restituir la capacidad de 

producir PHA en P. putida GPp104. 

Dado que el análisis de la secuencia de phbX también mostró similitud con una 

depolimerasa, se intentó complementar con las construcciones obtenidas a P. putida 

GPo500, una cepa mutante de capaz de producir PHAmcl pero no de degradarlo. En este 

caso se evaluó la posibilidad de restituir la capacidad de degradar PHAmcl mediante 

ensayos realizados en condiciones de ayuno de carbono. Tampoco se lograron resultados 

positivos para la degradación del polímero. Esto indica que la función de phbX no está 

asociada a la degradación intracelular de PHAmcl, que es el polímero producido por P. 

putida GPo500. 
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3.2  Construcción de mutantes en los genes phaC2 y phaC1ZC2D 

Para la construcción de mutantes en phaC2 y la región phaC1ZC2, se utilizó la técnica de 

deleción por PCR (para detalles de la técnica ver materiales y métodos). Las 

construcciones obtenidas se clonaron en un vector conjugativo y suicida en Pseudomonas 

como el pHU281. Se seleccionaron las transconjugantes por adquisición de la resistencia a 

Gentamicina (casete inserto en la construcción). La obtención de la mutación deseada se 

corroboró mediante secuenciación y se analizó la producción del polímero por 

cromatografía gaseosa. La producción de PHB de las cepas mutantes fue similar a la 

obtenida para la cepa salvaje en las distintas fuentes de carbono utilizadas. De acuerdo 

con lo esperado, el contenido de PHAmcl en ambas mutantes estuvo por debajo del límite 

de detección del equipo (Tabla R-11). Los resultados obtenidos mostraron que la no 

funcionalidad de estos genes no afectaba la cantidad de PHB producido por P. 

extremaustralis en las distintas condiciones de cultivo analizadas (Tabla R-11), lo que 

sugiere que ambas polimerasas utilizarían principalmente monómeros de longitud de 

cadena media y no hidroxibutirato.  

Tabla R-11: Valores de PHA obtenido con diferentes fuentes de carbono en medio 0.5NE2 luego de 

24 h de cultivo. 

Organismo PHB %wt (C4) PHA%wt (C6) PHA %wt (C8) 

P. extremaustralis 0.5NE2 cap 0,25% 35.8 ± 3.6 
 

0,13 ± 0,01 0,92 ± 0,09  

P. extremaustralis phaC1ZC2
- 
(0.5NE2 cap 0,25%)  34.2 ± 3 ND ND  

P. extremaustalis phaC2
- 
(0.5NE2 cap 0,25%) 32.5 ± 3  ND ND 

P. extremaustralis (0.5NE2 glu 3%) 13.2 ± 1 0.035 ± 0.003 0.17 ± 0.01 

P. extremaustralis phaC1ZC2 
-
(0.5NE2 glu 3%) 15.7 ± 1.5 ND ND 

P. extremaustalis phaC2
- 
(0.5NE2 glu 3%) 13.6 ± 1.4 ND ND 
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3.3  Cuantificación de los niveles de expresión de las distintas polimerasas mediante PCR 

en tiempo real (qRT-PCR) 

P. extremaustralis produce altas cantidades de PHB y solo pequeñas cantidades de PHA de 

cadena media, si bien se probó la funcionalidad de las PHAmcl polimerasas en forma 

heteróloga. Para profundizar estos estudios, se analizó la expresión de las tres polimerasas 

presentes en el genoma. Se estudiaron cultivos en fase de crecimiento estacionario 

temprano realizados en medio de acumulación (bajo nitrógeno), suplementado con 0,25% 

de octanoato de sodio como fuente de carbono (condiciones de alta acumulación) o 

0,27% de glucosa (condiciones de baja acumulación). El contenido del polímero fue 

analizado en estas condiciones por cromatografía gaseosa poniendo en evidencia que a 

esa concentración de glucosa se detecta muy baja acumulación de PHB (Tabla R-12). 

 

 

 

Se analizaron los niveles de transcripción de las polimerasas phbC, phaC1 y phaC2. Los 

resultados mostraron mayor expresión de la polimerasa de clase I en ambas condiciones 

de cultivo (Figura R-29), mientras que para phaC2 de clase II se obtuvieron los valores más 

bajos de expresión (Figura R-31). Los niveles de expresión en condiciones de alta 

acumulación frente a baja acumulación del polímero resultaron 2 veces mayores para 

Medio y fase de cultivo  PHB %wt 

(C4) 

PHA%wt 

(C6) 

PHA %wt 

(C8) 

0.5NE2 octanoato de sodio 0,25% 24 h 35,8 ± 3,6 0,13 ± 0,01 0,92 ± 0,09 

0.5NE2 glucosa 0,27% 24 h  1,3 ± 0,1 ND ND  

 0.5NE2 glucosa 3% 24 h 12,2 ± 1,2  ND 0,16± 0,02  

0.5NE2 octanoato de sodio 0,25% DO=2 13,6 ± 1,4 ND 3,4 ± 0,03 

0.5NE2 glucosa 0.27% DO=2 0,37 ± 0,04 ND ND 

Tabla R-12: Contenido de PHAmcl y PHB determinado por cromatografía gaseosa en cultivos 

realizados en 0.5NE2  suplementado con octanoato de sodio o glucosa.  
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phbC, 3 veces mayores para phaC1 y casi 4 veces mayores para phaC2, y esas diferencias 

fueron estadísticamente significativas (t de Student, P<0,005). Los niveles de transcripción 

de la polimerasa de clase I (phbC) fueron 2 y 3 veces mayores con respecto a phaC1 y 19 y 

35 veces mayores frente a phaC2 en condiciones de alta y baja acumulación, 

respectivamente. Estas diferencias en los niveles de expresión de phbC con respecto a las 

polimerasas de clase II fueron significativas en ambas condiciones de acumulación de 

polímero (t de Student, P<0,005). Comparando únicamente las polimerasas de clase II los 

niveles de transcripción fueron 9 y 11 veces mayores para phaC1 con respecto a phaC2 en 

octanoato de sodio y glucosa, respectivamente. Estas diferencias también resultaron 

significativas (t de Student, P<0,005).  

 

 
 

 
 
 

 
 
 

Figura R-31: Ensayo de RT-qPCR de las distintas phaC polimerasas de P. extremaustralis  
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3.4  Proteoma de Gránulos en Pseudomonas extremaustralis 
 

3.4.1  Extracción de Gránulos, Electroforesis en geles de poliacrilamida e Identificación 

de proteínas asociadas 

Para analizar las proteínas asociadas a gránulos se realizaron cultivos en distintas 

condiciones de crecimiento y de acumulación de PHA, utilizando octanoato de sodio o 

glucosa como fuentes de carbono. Se analizaron células en fase exponencial (5 horas de 

crecimiento), estacionaria (24 h de crecimiento) y células sometidas a 5 horas de ayuno de 

carbono (0.5NE2 sin fuente de carbono adicionada). Los gránulos fueron separados de los 

extractos celulares utilizando un gradiente de glicerol y sembrados en geles SDS-PAGE.  

Los geles resultantes permitieron observar el mismo patrón de bandas proteicas repetitivo 

en todas las condiciones ensayadas (Figura R-32). Las proteínas asociadas a los gránulos 

no cambiaron considerablemente en las diferentes fases de crecimiento estudiadas, ni se 

modificaron por condiciones de ayuno de carbono (hambreado), ni por la fuente de 

carbono suministrada al cultivo. Debido a estos resultados solo se analizaron bandas de 

proteínas correspondientes a la extracción de gránulos de 24 h de crecimiento con 

octanoato de sodio como fuente de carbono.  
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Figura R-32: Análisis de proteínas unidas a los gránulos del polímero de P. extremaustralis 

separadas en SDS-PAGE y teñido con Coomasie Brilliant Blue. Gel A: Calle 1 Pageruler Standard 

marker Fermentas, calle 2 cultivo de 24h en medio 0.5NE2 0,25% octanoato de sodio y calle 3 

cultivo de 24h en medio 0.5NE2 3% glucosa. Gel B: Calle 1 Pageruler Standard marker Fermentas, 

calle 2 cultivo de 24h en medio 0.5NE2 0,25% octanoato de sodio, calle 3 luego del crecimiento de 

24h el cultivo fue sometido a 5h de ayuno de carbono (H) en el mismo medio sin fuente de 

carbono adicionada, y calle 4 cultivo en medio 0.5NE2 0,25% octanoato de sodio en fase 

exponencial de crecimiento (5 h). 

 

Las proteínas presentes en los gránulos fueron identificadas por Espectrometría de Masas 

de alta resolución del Laboratorio Universitario de Proteómica IBT/UNAM, México. Se 

seleccionaron 10 bandas de proteínas asociadas a los gránulos para su identificación 

(Tabla R-13). El análisis de las secuencias obtenidas mostró que 5 de ellas, estaban 

directamente involucradas en el metabolismo del PHA. Si bien P. extremaustralis produce 

principalmente PHB, se identificaron dos proteínas asociadas al grupo de genes 

relacionado con la síntesis de PHA de cadena media, como PhaC1 de clase II, y una 

proteína del tipo fasina, PhaI. Las fasinas son proteínas que juegan un rol importante en la 

formación del gránulo de PHA, afectando su número y tamaño. Las otras dos proteínas 
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identificadas son la PhbC clase I, responsable de la síntesis de PHB, otra fasina, que 

presenta alta similitud con proteínas de este tipo asociadas a la síntesis de PHB y una 

posible PHB depolimerasa, similar a la identificada recientemente en Azotobacter 

vinelandii (Segura, comunicación personal) que coincide con la secuencia de PhbX 

previamente descripta. Estos resultados muestran características particulares de P. 

extremaustralis, ya que existen pocos organismos productores que cuentan con los dos 

grupos de genes asociados a la síntesis de PHA y a la síntesis de PHB.  

Las otras 5 proteínas identificadas fueron el represor transcripcional PutA, la citosol 

aminopeptidasa PepA, una posible proteína de secreción, una proteína de shock térmico 

Hsp 20 y la proteína de unión a DNA HU que no parecen, en principio, tener una relación 

directa con la síntesis de polímero. 

 

 

Referencia Secuencia % de 
Cobertura 

#: 229588591  
 P. fluorescens SBW25: 
posible proteína de 
unión a DNA HU1 

1  MRKPELAAAIAEKADLTKEQANRVLNAVLEEITGALHRKDSVTLVGFGTFLQRHRGARTGKNPQTGEPVKIKASNTVAFK�
81 PGKSLKDTVNA�

56 

#: 312958510  
P. fluorescens WH6:   
proteína asociada al 
gránulo GA1  

 

1  MANVILKKKIDAQTTALSDVKRYARKIWLAGLGAYAKVGSEGGEYFRELVKSGQHVESKGKKVAIEQLDAANSQIDQVKS 

81 NVSNVKGLVEVQLDKVEKAFDTRVASALNRIGIASKHDVETLSAKLEELTALLERVARKH 15.7 

#: 146281087 
 P. stutzeri A1501: 
 Fasina PhaP  
 

1   MSFFDSEKLQSAQKANLDLLQQISGKVFESVEQLSQLQFKALRASSGEQFDSLRKLLSVRDPQAFAELQASFAQPAAQAE�
81  RLLEFNREVYDLVSSTQADIAKLAERQVEAGTKQVRELVDVIAKNAPAGAEPAVAVLKSALESAGSVYESAQKAAKQAAE�
161 IAENGIAAAASAAGQATREAGKAAGGRK�

69.1 

gi|330809351  
Pseudomonas 

brassicacearum subsp. 

brassicacearum 
NFM421: heat shock 
protein Hsp20 

1   MSNSVKKMPVKTEENAPHPAKTDLRHPFEKLRQQVDRLFDDFNRGTGISPFSRGLFDVEPFWRREFSTSSLPAVDISEKE 

81  KSFEITAELPGMDQKDIEIRLANGNLIIKGEKKETREEKKKGYHLSERHYGSFERVFNLPKGVDSDKIEAQFSKGVLTLT 

161 LPKKTEALKA EKVVPIKAD 

16 

#: 117165350  
P. extremaustralis: 
Posible proteína de 
secreción 

 

1   MKPQQKKTLIHTASAVALAAVAALVWLELRPSGLGSGFASANGRIEATEVDVATKLAGRLLQIDVDEGDFVAAGQVLAQM�
81  DIQVLTAQLSQAQAQVRQVRQAQNATRTAHSQVSLRISEKATAEAVVHQRQAELTAAQKRYARTETLVRRNALPQQKLDD�
161 DLAALQSSQAALSAARSQVLSSQAAIDAAQSQVIEAESSVEAAQASVERLQADIEDSRLKAPRSGRVQYRVSQPGEVLGA�
241 GGKVLNLVDLNDVYMNVFLPAQQAGRVALGADVRLILDAAPQYVIPAKVTFVASVAQFTPKTVETANEREKLMFRVKARI�
321 DPELLQKHLEQVKTGVPGMAYLKLDAAAEWPESLHVRITP 

21.9 

Tabla R-13: Secuencia aminoacídica de las proteínas analizadas asociadas a los gránulos de PHA. En 

rojo se indica la región secuenciada de los productos de digestión con tripsina de las bandas 

seleccionadas, en negro se muestran los aminoácidos que completan la secuencia de la proteína  

con mayor identidad encontrada en base de datos.    
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Estos resultados coinciden con lo obtenido en los experimentos de RT-qPCR de las 

polimerasas donde se detectó menor expresión de phaC2 que podría explicar la no 

detección de PhaC2 en los gránulos, sumado probablemente al hecho de que su 

presencia en baja cantidad estaría encubierta por la banda de PhaC1 que resulta de 

tamaño muy similar y es más abundante. Los resultados obtenidos demuestran que la 

baja producción de PHAmcl no se debe a la falta de expresión de las polimerasas de 

clase II. La menor expresión de las mismas unida probablemente a algún otro 

mecanismo regulatorio o cinético tal como la diferencia en la actividad de la enzima o 

en su afinidad por el sustrato podrían en conjunto explicar este fenómeno. Estos 

#: 229360462: 
 P. fluorescens SBW25: 
Citosol 
aminopeptidasa  

 

 

1   MELVVKSVSPETLKTATLVVAIGEGRKLGVAAKQLDELSGGAISAVLKRGDLAGKVGQSLLLQSLPNLKAERVLLVGVGK�
81  EAELGDRPFRKIISGILTTLKGLGGSDATLALDEIVVKGRDSYGKTRLLAETLVDGGYIFDEFKSQKAEPRALKKITLLT�
161 IKAAQAEVERAVTHAQAIANGMSFTRDLGNLPPNICHPTFLGEQAKALGKEFKGLKVEVLDEKKIKELGMGSFYAVGQGS�
241 DQPPRLIVMQYNGGKKSEKPYALVGKGITFDTGGISLKPGLGMDEMKYDMGGAASVFGTLRAVLELKLPINLVCILACAE�
321 NMPSGGATRPGDIVTTLSGQTVEILNTDAEGRLVLCDALTYAERFKPQAVIDIATLTGACIVALGSHTSGLLGNSDELIE�
401 QLLSAGKAADDRAWQLPLFDEYQEQLDSPFADIANIGGPKAGTITAACFLSRFAKNFNWAHLDIAGTAWTSGGKDKGATG�
481 RPVPLLTQYLLDRAKA 

21.2 

#: 312958525   
P. fluorescens WH6 
Polihidroxialcanoato 
polimerasa clase 1  

 

  

1   MSNKNNDDLKRQASENTLGLNPIIALRKKDLLASAKMVLTQAIKQPLHSVKHVAHFGVELKNVMFGKSALVPESDDRRFH�
81  DPAWSQNPLYKRYLQTYLAWRKELHDWIGDSNLSAQDISRGHFVINLMTEAMAPTNSAANPAAVKRFFETGGKSLLDGLS�
161 HLAKDMVHNGGMPSQVNMGAFEVGKTLGTTEGAVVFRNDVLELIQYKPITEQVHERPLLVVPPQINKFYVFDLSPEKSLA�
241 RFCLRNGQQTFIVSWRNPTKAQREWGLSTYIEALKEAVDVVTAITGSKDINMLGACSGGITCTALLGHYAALGEKKVNAL�
321 TLLVSVLDTTLDTQVALFVDEQTLEAAKRHSYQAGVLEGRDMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVFDILFWNND�
401 TTRLPAAFHGDLIELFKNNPLVRANALEVCGTPIDLKQVTADIYSLAGTNDHITPWQSCYKSAQLFGGKVEFVLSSSGHI�
481 QSILNPPGNPKARYQTSDSLAGKPLEWQENATKHTDSWWLHWQAWQAERAGKLKKAPTALGNKTYAAAEAAPGTYVHER 

�

23.4 

#: 117165349   
Pseudomonas sp. 14-
3:  
 PHA polimerasa C1 
 clase 2  

  

1   MNNSHSFAHYWSGQAPFITSFALQQLRLYVAQNSWFNGHDQSQWFNVSPEALEQLQVDYQQQWTALGQQLLARQSFDFDD�
81  RRFASGNWSEPLFGSMAAFYLLNSGFLLKLLELLTIKEEKPRQRLRYLIEQAIAASAPSNFLLSNPDALKCLVETQGASL�
161 LSGLLHLAGDLQEGKLRQCDRGDFEVGVNLAVTPGEVVLETPLFQLIQYLPLTDTQYQRPIFIVPPAINKYYILDLSPEN�
241 SLVRHLLEQGHPVFLMSWRNFTQKQADITWEQIIQDGVISALRTTRVISGERHLNCLGFCIGGTLLSCALAVLAARGDHD�
321 IASLSLFATFLDYLDTGPISVFVDEQLVAYRERTIGGHGGKCGLFRGEDMGNTFSLLRPNELWWNYNVDKYLKGQKPRAL�
401 DLLFWNNDSTNLPGPMYCWYLRHTYLQNDLKSGELELCGVKLDLRSIEAPAYLLGTHDDHIVPWRSAYASTALLGGSKRF�
481 VLGSSGHIAGVINPPASNKRHYWVNEHITPIADDWLQSAQQHAGSWWVDWFAWLAGHAGELRPAITRMGNAEYPPLEQAP�
561 GRYVKQ 

�

32.5 

#: ACO76649.1 
Azotobcter vinelandii 
DJ 
Posible PHB 
depolimerasa 

 

 

1   MSQESFFAKREDSFSSFHNLFEHLSRLQQLHGKLMLDAFGQRHAALLALLNEGRLRAPSPGDCWEYLVDCGQRGLLFWDA�
81  LRQRGDNTLAHERAGYPLLLKFPYEVLIDGHDLPHPVNYSLLRILPTADQPSDATRQPVIVIDPRGGHGAGIGGFKQDSE�
161 IGESLRAGHPTYFIAFSHAPVPGQTLLDIAAAEARYIEAVSARHPEAGKPVVIGNCQAGWALMGLAAARPELPGLVIVNG�
241 APLSYWAGVNGRNPMRYAGGLLGGAWMTRLGSDLGNGRFDGTWLVSNFESLNPANTYWSKYYNLFRDVDTETSRFLDFER�
321 WWGSPTLLNSEEIEVIVDDLFIGNRLTGGSGGRSSIDLKRIEAPVVVFCSYGDNITPPQQALNWIADVYPSDLALRSAGR�
401 TIVYLQHASIGHLGIFVSGKVARREHRQLLGAIDAIALLSPGLYELMIDDLPASPSGDQAYQVHFEPRRIADILAHDEDG�
481 RSDEREFALVDRVSGLNSTLYDWFVRPWMRRAINEPLAEFLRKSHPFHQQQVAWSSLNPALWWLAGSAALTRANRRPASP�
561 DNPLLAWQEVFSSVIEAQLDGYRDIRDASQELLFHSFYGGLSTLTGGQAPRSQQSHIEQRDKALIEHLHDSLLQGGEREA�
641 LIRIFCLLARASGRFGKERIEELAQRARTLSQQLGIDPLAVRDSVRLQDLLVFAHPEESLSTLPLLLPEASQREAVLTAA�
721 TQLVPELLYAEGAVGELWRRLHDLLEHPLPDFAQPSVPLITVDSAPEQIQASLRLPEADAPTSKAATRPRKKNAARPAKA�
801 QAQTDASPPPAATRSRSPVAAPEKPARIKATRSAPAPGLASPDKGGNAE 

�

32.5 

#:  77380683 
 P. fluoreces Pf0-1:  
 Proteína bifuncional  
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1    MATTTLGVKLDDPTRERLKAAATSIDRTPHWLIKQAIFNYLEKLEGGATLTELNGLTAKDADDAGEVHTDHAHQCFLEFA�
81   ESILPQSVLRASITAAYRRPEPEVVPMLIEQARLPAPMAEATNKLAATIAEKLRNQKSAGGRAGIVQGLLQEFSLSSQEG�
161  VALMCLAEALLRIPDKGTRDALIRDKISTGNWQPHLGNSPSLFVNAATWGLLLTGKLVSTHNEAGLTSSLSRIIGKSGEP�
241  MIRKGVDMAMRLMGEQFVTGETIAEALANASKFEAKGFRYSYDMLGEAALTEHDAQKYLASYEQAIHSIGKASHGRGIYE�
321  GPGISIKLSALHPRYSRAQYERVMDELYPRLLSLTLLAKQYDIGLNIDAEEADRLELSLDLLERLCFEPQLTGWNGIGFV�
401  IQAYQKRCPYVIDYVIDLARRSRHRLMIRLVKGAYWDSEIKRAQVEGLEGYPVYTRKVYTDVSYIACARKLLSVPEVIYP�
481  QFATHNAHTLSAIYHIAGQNYYPGQYEFQCLHGMGEPLYEQVVGKVSEGKLNRPCRVYAPVGTHETLLAYLVRRLLENGA�
561  NTSFVNRIADQSVSIQELVADPVAQIEQMATVEGGFGLPHPRIPLPRDLYGSERANSAGIDMANEHRLASLSCALLATAH�
641  NNWKAAPMLGCASSNEAPAPVLNPSDLRDVVGHVQEATVEDVDNAIQCALNAAPIWQATPPAERAAILERAADLMEGEIQ�
721  PLMGLLAREAGKTFANAIAEVREAVDFLRYYAVQARNDFSNDAHRPLGPVVCISPWNFPLAIFSGQVAAALAAGNPVLAK�
801  PAEQTPLVAAQAVRLLLEAGIPEGVLQLLPGRGETVGAGLVGDERVKGVMFTGSTEVARLLQRNIAGRLDNQGRPIPLIA�
881  ETGGQNAMIVDSSALTEQVVIDVVSSAFDSAGQRCSALRVLCLQEDSADRVIEMLKGAMAESRLGNPERLSVDIGPVIDA�
961  EAKAGIEKHIQGMRDKGRNVYQVAIADTEEVKRGTFVMPTLIELESFDELQREIFGPVLHVVRYKRKEIDQLIAQINASG�
1041 YGLTLGVHTRIDETIAKVIDNVNAGNVYVNRNIVGAVVGVQPFGGEGLSGTGPKAGGPLYLYRLLSTRPTDAIEQSFARA�
1121 DAAVAPDVRLRDAMSKPLTALKAWADSNKFADLSTLCVQYAAQSQSGITRVLAGPTGEKNSYAILPREHVLCLADIEGDL�
1201 LTQLAAVLAVGGSAVWPESDTSKALFARLPKEIQARIKLVSDWNKDDVVFDAVLHHGHSDQLRAVCQQIAKRAGAIVGVQ�
1281 GLSQGETNIALERLVIERALSVNTAAAGGNASLMTIG 
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resultados señalan la gran capacidad de adaptación al metabolismo de esta bacteria de 

una polimerasa obtenida por transferencia horizontal que es capaz de producir una 

mayor cantidad de polímero en comparación con las polimerasas típicas de 

Pseudomonas. 
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Discusión 

Pseudomonas extremaustralis posee la capacidad de acumular PHA en forma de PHB, un 

polímero poco común en especies del género Pseudomonas. Los genes responsables de su 

producción fueron previamente descriptos (phaRBAC, Ayub y col., 2006, ahora 

denominados phbRBAC). Estos genes están localizados en una isla genómica y poseen 

diverso origen, mostrando similitud con las β-Proteobacterias, lo que indica que fueron 

adquiridos por transferencia horizontal (Ayub y col., 2007). Otros estudios realizados en 

nuestro laboratorio demostraron que el grupo de genes phbRBAC en P. extremaustralis 

está relacionado con la adaptabilidad a distintas condiciones de estrés (Ayub y col., 2009; 

Tribelli y López, 2011), lo que podría explicar la permanencia de genes foráneos en el 

genoma. En este trabajo, teniendo en cuenta que las bacterias pertenecientes a este 

género, normalmente acumulan PHA de cadena media, se realizó la búsqueda de otros 

genes relacionados con el metabolismo de este tipo de polímeros. En base a los resultados 

obtenidos se pudo determinar que P. extremaustralis posee un segundo grupo de genes 

asociado a la síntesis de PHB (phbFPX), cuya organización difiere de la previamente 

descripta para genes similares. En especies de Azotobacter, genes con funciones 

regulatorias como phbR, junto con genes de tipo fasina, phbF y phbP, se localizan río 

arriba de los genes estructurales phbBAC (Pettinari y col., 2003; Peralta-Gil y col., 2002). 

En cambio en P. extremaustralis los genes phbF y phbP se encuentran a 4 genes del cluster 

de genes estructurales (phbRBAC), y a diferencia de las especies mencionadas de 

Azotobacter se halló un tercer gen (phbX) conformando el cluster, anotado como 

polimerasa o depolimerasa en otros organismos (Yan y col., 2008; Setubal y col., 2009; 

Poehlein y col., 2005). El análisis filogenético de las proteínas codificadas por el grupo de 

genes phbFPX permitió determinar que poseen una fuerte relación con las β-

Proteobacterias lo que constituye una evidencia de que probablemente fueron adquiridos 

por transferencia horizontal. La secuenciación del genoma permitió establecer que este 

grupo de genes se localiza en una isla genómica cercana a los genes phbRBAC. Es 

interesante señalar, que toda esa región presenta una alta similitud con una región del 

genoma de P. stutzeri A1501 (Yan y col., 2008), indicando la presencia de islas genómicas 
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de características similares en ambas bacterias. A pesar de la alta similitud de esta región, 

el resto del genoma de las dos bacterias difiere considerablemente, observándose que P. 

extremaustralis es un representante del género Pseudomonas en sentido estricto 

considerando el tamaño y las características del resto del genoma. 

También se encontró un grupo de genes (phaC1ZC2D) conformado por dos PHA 

polimerasas de clase II (phaC1 y phaC2), enzimas claves para la síntesis del polímero, 

acompañadas de genes que codifican la PHA depolimerasa (phaZ) y un regulador 

transcripcional (phaD). Estos genes presentaron alta similitud con los encontrados en 

otras Pseudomonas, indicando un origen común. En la mayoría de las Pseudomonas, río 

abajo de phaD se localizan los genes phaFI. Sin embargo, en P. extremaustralis se 

encontró una inserción de siete ORF no relacionados con el metabolismo de PHA, entre 

phaD y phaFI. Estos ORF mostraron alta similitud con β-Proteobacteria, poniendo 

nuevamente en evidencia la existencia de elementos genéticos de diverso origen en el 

genoma de esta bacteria.  

El ánalisis de la secuencia de aminoácidos de las proteínas PhaF y PhaI mostró similitud 

con dominios de unión a gránulo en ambos casos, y en particular dominios tipo histona en 

PhaF. El número de repeticiones del típico motivo AAKP del dominio histona en P. 

extremaustralis fue el doble en comparación con P. putida KT2442 (16 vs. 8). Los 

miembros mejor caracterizados de proteínas con dominio tipo histona dentro de los 

procariotas corresponde a las proteínas regulatorias AlgP de distintas cepas P. aeruginosa. 

Se sabe que estas proteínas participan en la activación transcripcional del gen algD y 

pueden contiener hasta 45 repeticiones del motivo consenso AAKP en su dominio C-

terminal (Galán y col., 2011). 

Si bien P. extremaustralis posee la información genética para producir distintos tipos de 

PHA, produce altas cantidades de PHB y bajos niveles de PHAmcl. Esta es una 

característica interesante y poco común, ya que existen pocos organismos capaces de 

producir naturalmente ambos tipos de polímeros. Entre las Pseudomonas, en 
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Pseudomonas sp. 61-3 se han localizado tanto genes asociados a la síntesis de PHB como 

de PHA y se ha observado que esta bacteria es capaz de producir PHB y un copolímero de 

3-hidroxibutirato-co-3-hidroxialcanoato (Matsumoto y col., 1998). 

La búsqueda de genes que relacionan vías metabólicas centrales con la producción del 

polímero, permitió identificar los genes phaG y phaJ. Estos son responsables de transferir 

los monómeros necesarios para la biosíntesis de PHA desde la síntesis de novo y la β-

oxidación de ácidos grasos, respectivamente. La enzima 3-hidroxiacil ACP:CoA transacilasa 

(PhaG) es requerida para la síntesis de PHA a partir de fuentes de carbono tales como el 

gluconato, que son oxidadas hasta acetil-CoA (Rehm, 2007). Se ha comprobado que, en 

Pseudomonas oleovorans GPo1, una falla en la secuencia promotora de phaG impide la 

producción de PHA a partir de fuentes de carbono no relacionadas como gluconato 

(Hoffman y col., 2000), demostrando la importancia de esta enzima en la provisión de 

mónomeros a la PHA polimerasa a partir de esta vía metabólica. La búsqueda de (R)-enoil-

CoA hidratasa (PhaJ) en el genoma de P. extremaustralis por distintas metodologías dio 

resultados diversos. En base al análisis in silico más detallado, basado en motivos 

característicos de estas proteínas, se pudieron predecir 4 secuencias como mejores 

candidatos para cumplir esta función. Los datos obtenidos a través de este análisis  

bioinformático resultan de utilidad para orientar los estudios experimentales.  

Trabajos previos realizados en otras especies de Pseudomonas, mostraron que phaG y 4 

phaJ involucrados en la provisión de los sustratos para la biosíntesis de polímero no se 

localizan junto con el grupo de genes esenciales para la síntesis de PHA (Rehm, 1998; 

Tsuge, 2003), en coincidencia con lo observado en P. extremaustralis.  

La posibilidad de contar con el genoma completo de P. extremaustralis permitió el análisis 

de caminos metabólicos centrales que proporcionan los precursores necesarios para la 

síntesis de PHA. En el metabolismo celular existe una gran diversidad de vías catabólicas 

que permiten la degradación de los distintos sustratos que son utilizados por la célula para 

obtener energía, poder reductor y estructuras carbonadas que sirven de base para la 
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síntesis de distintas macromoléculas. El análisis in silico de las rutas metabólicas centrales 

presentes en P. extremaustralis, nos permitió obtener una primera aproximación al 

conocimiento de la diversidad de reacciones que potencialmente pueden ser llevadas 

adelante por este microorganismo. El camino de ED en Pseudomonas es la ruta 

predominante para metabolizar las hexosas más comunes (Ornston, 1971). P. putida 

KT2440 y otras especies de Pseudomonas y rizosimbiontes, tienen un camino glucolítico 

de EMP incompleto por la falta de la enzima 6-fosfofructoquinasa (Vicente y Canovas, 

1973). En estos organismos la glucosa puede ser convertida a piruvato por la vía de las 

pentosas fosfato o por ED. En P. aeruginosa el 30 % de las hexosas monofosfato son 

oxidadas por la vía EMP, y el 70 % restante lo hacen por la enzimas de la vía de ED (Stem y 

col., 1960; Wang y col, 1959). En P. putida KT2440 mediciones realizadas con C13 indican 

que utiliza preferentemente la vía de ED, siendo ésta energéticamente más eficiente en 

comparación con el camino de las pentosas fosfato (Nogales y col., 2008; Puchalka y col., 

2008). La vía de las pentosas fosfato sería utilizada en esta bacterias sólo con fines 

biosintéticos (Fuhrer y col., 2005). Recientemente, Chavarría y col. (2012) han 

determinado que en P. putida KT2440 el 96 % de glucosa es metabolizada a través de ED, 

el 4% a través de la vía de las pentosas fosfato y 0 % a través de EMP. Los datos existentes 

en la bibliografía con distintas especies de Pseudomonas señalan que la via de ED es la 

principal para la utilización de glucosa. El análisis bioinformático del genoma de P. 

extremaustralis permitió localizar los genes asociados a las rutas de ED, EMP y pentosas 

fosfato y al igual que lo observado en otras Pseudomonas, se verificó la ausencia de la 

enzima fosfofructoquinasa, esencial en la vía de EMP. De esta manera la degradación de 

glucosa, u otros compuestos carbonados como gluconato, en P. extremaustralis, podría 

ser llevada a cabo por la vía de ED o de las pentosas fosfato, que permiten obtener 

distintos intermediarios que pueden ser derivados a otros caminos metabólicos y dar 

lugar a la síntesis de compuestos como los PHA, alginato, compuestos alcaloides, etc. 

Comparando con otros genomas disponibles donde estas vías metabólicas se encuentran 

caracterizadas como en P. putida KT2440 (Nogales y col., 2008), las enzimas presentes en 

P. extremaustralis coinciden con pequeñas excepciones, como la enzima glicerato 2 
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quinasa (G2K) que forma parte de la vía no fosforilativa de ED, utilizada especialmente por 

Arqueas (Siebers y Schönheit, 2005), y que no fue localizada en P. extremaustralis. Dado 

que las enzimas involucradas en las vías de ED y pentosas fosfato no difieren de las 

encontradas en otras Pseudomonas que utilizan preferentemente ED, se esperaría que en 

P. extremaustralis la degradación de la glucosa siga esta vía. 

El análisis de las enzimas glucolíticas, realizado por Dandekar y col. (1999), sobre 17 

genomas completos pertenecientes a distintos microorganismos, puso en evidencia la 

existencia de diferentes grupos de enzimas encontrados en las especies estudiadas. Se 

identificaron diferentes "sets" de isoenzimas especie específicos, enzimas alternativas y 

distintas vías utilizadas como “by pass” frente a la ausencia de una determinada enzima 

(Dandekar y col., 1999). En consecuencia, los organismos poseen cierta plasticidad en los 

caminos metabólicos, lo que en algunos casos permite compensar la ausencia de una 

determinada enzima. Así por ejemplo, en Helicobacter pylori no se ha encontrado la 

enzima piruvato quinasa, pero si la fosfoenolpiruvato sintasa. Esta enzima puede estar 

apropiadamente adaptada y compensar la falta de la piruvato quinasa. Un dato 

interesante es que la fosfoenolpiruvato sintasa es más resistente al pH que la piruvato 

quinasa, lo que resulta ventajoso en el ambiente altamente ácido del estómago, al cual 

esta bacteria está adaptada (Huynen y col., 1998; Podesta y Plaxton, 1992). Por este 

motivo, además del análisis bioinformático es necesario realizar ensayos a nivel fisiológico 

para poder verificar que una ruta metabólica se encuentra truncada por la ausencia de 

una enzima. 

En el caso del TCA, el análisis indicó que varias de las secuencias que codifican las enzimas 

requeridas en esta vía se encuentran duplicadas en P. extremaustralis, lo que podría 

garantizar su funcionamiento. También se localizaron las secuencias que codifican el 

complejo PDH, paso esencial para la producción de acetil CoA, metabolito que entra a la 

vía de TCA y es de gran relevancia en la síntesis de PHA. Las secuencias asociadas a la 

función PDH, fueron similares a las encontradas en especies de Pseudomonas más 

estudiadas, como P. putida KT2440 y P. aeruginosa PAO1, con algunas pocas excepciones 
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(Puchalka y col., 2008; Biocyc; RAST). Algunas de estas excepciones corresponden a las 

secuencias que codifican posibles malato deshidrogenasa (MD) y dihidrolipoamida 

deshidrogenasa (LpdA) dado que P. putida KT2440 posee un mayor número de secuencias 

con esta posible función en comparación con P. extremaustralis. De todas formas, en P. 

putida KT2440 y en otras especies de Pseudomonas, la mayor fracción del flujo de TCA no 

ocurre a través de la enzima malato deshidrogenasa sino a través del llamado piruvato 

shunt, en contraste con los flujos descriptos en E. coli y Bacillus subtilis (del Castillo y col., 

2007).  

Es importante mencionar que la secuenciación del genoma de P. extremaustalis se realizó 

tratando de lograr una muy buena cobertura (se estima del orden del 98-99 %) pero dado 

que no es un genoma totalmente cerrado no se puede descartar que alguno de los genes 

no detectados en esta primera aproximación, puedan estar presentes. En caso de encarar 

estudios sobre esos aspectos metabólicos se deberá recurrir a nuevas herramientas de 

secuenciación o profundizar el análisis con distintas aproximaciones experimentales. 

Además, el metabolismo central es complejo y, como ya se indicó, los microorganismos 

pueden utilizar diferentes adaptaciones o modificar el funcionamiento de una enzima para 

utilizar una vía metabólica.  

Entre las vías metabólicas centrales, la β-oxidación y la síntesis de novo de ácidos grasos 

están estrechamente relacionadas con la provisión de intermediarios para la producción 

de PHA. En P. extremaustralis se identificaron, mediante herramientas informáticas, un set 

completo de los genes que codifican las funciones necesarias para la síntesis de novo de 

ácidos grasos (iniciación y elongación). En el caso de la elongación de ácidos grasos cada 

ciclo puede tener como sustrato un compuesto de distinto número de carbonos, lo que 

requiere enzimas con baja especificidad de sustrato o distintas isoenzimas capaces de 

realizar el mismo paso catalítico con distintos compuestos. En el caso particular de P. 

extremaustralis se han encontrado en todos los pasos requeridos en esta vía más de una 

isoenzima. Esto podría implicar una gran versatilidad y una capacidad de síntesis de ácidos 

grasos más amplia que en otras especies de su género. En particular, para P. aeruginosa 
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PAO1 la base de datos de RAST muestra que para uno de los genes esenciales de la 

síntesis de novo como fabG, se encuentran sólo 2 secuencias, mientras que en P. 

extremaustralis se señalan hasta 6 posibles secuencias con esta función, de la misma 

manera se encuentran asociadas a fabI en P. aeruginosa 2 posibles secuencias mientras 

que en P. extremaustralis se encuentran 3. 

Para la β-oxidación de ácidos grasos también se ha encontrado más de una isoforma para 

las enzimas requeridas en este proceso. Las reacciones cíclicas que forman parte de la 

degradación de ácidos grasos, al igual que en la síntesis, requieren enzimas que cumplan 

funciones similares con especificidad por sustratos con distinto número de carbono, lo 

que explicaría la presencia de distintas isoformas. En el caso de P. aeruginosa se han 

llegado a detectar 4 isoformas para FadD, 20 para el caso de FadE, 8 para FadB y 5 para 

FadA (Biocyc). En cambio en bacterias como P. putida GPo1 y P. putida U sólo se han 

detectado 2 FadD (ACS 1 y 2 en P. putida GPo1; Ruth y col., 2008; Olivera y col., 2001). En 

P. extremaustralis se han identificado 14 secuencias relacionadas con fadD, 4 con fadE y 

fadB y 6 con fadA (Biocyc y RAST), poniendo de manifiesto que el conjunto de enzimas 

presentes en cada organismo resulta muy diverso. 

Además de la producción de PHA, algunas especies de Pseudomonas como P. aeruginosa y 

P. fluorescens (Gimmestad y col., 2003) son capaces de producir otros compuestos 

carbonados como el alginato o los ramnolípidos. Los caminos biosintéticos de PHA y 

alginato compiten por el metabolito central acetil-CoA (Hoffman y Rehm, 2004). Esto 

implica que el conocimiento de los genes involucrados y la capacidad de producción de 

estos compuestos resulta de interés para el diseño de estrategias, tales como la mutación 

de los genes clave tendientes a lograr la optimización de su producción para aplicaciones 

biotecnológicas (Segura y col., 2003). De los 25 genes descriptos en la bibliografía 

asociados a la síntesis de alginato se ha podido determinar la presencia de 24 de ellos en 

P. extremaustralis. Estos genes mostraron alta similitud con los descriptos y caracterizados 

en otros organismos como P. aeruginosa PAO1 y A. vinelandii. El gen regulatorio mucC 

parece estar ausente en el genoma de P. extremaustralis. Este gen puede funcionar 
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alternativamente como regulador positivo o negativo en P. aeruginosa (Muhammadi y 

Ahmed, 2007) por lo que su función en la regulación de la síntesis de alginato, puede no 

ser esencial. La localización de los genes regulatorios algZ y algR en el genoma de P. 

extremaustralis resulta distinta en comparación con la descripta para P. aeruginosa. El 

hallazgo de dos secuencias similares a algC en P. extremaustralis, una en apariencia 

truncada, o de la que no se logró obtener la secuencia completa, y otra completa, difiere 

de lo observado en el genoma de otras especies ya caracterizadas (Remminghorst y Rehm, 

2007). Como en el caso de una de las secuencias de algC localizadas, se ha encontrado un 

regulador AlgP truncado o cuya secuencia no se ha obtenido de manera completa. Sin 

embargo, estas discordancias no parecen ser factores determinantes en la capacidad de 

producir alginato por P. extremaustralis, dado que se ha podido obtener el polímero a 

partir de distintas fuentes de carbono. Por otra parte, ha sido señalado que el gen algC en 

P. aeruginosa participa también en otras vías metabólicas diferentes de la producción de 

alginato como las relacionadas con la producción de ramnolípidos (Olvera y col., 1999). 

Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la capacidad de producción de 

surfactantes en P. extremaustralis, que parecen tener naturaleza lipopeptídica (Tribelli y 

col., 2012b). Sería interesante determinar si la síntesis de estos compuestos también 

compite por los intermediarios carbonados necesarios para la síntesis de PHA y/o alginato. 

El análisis bioinformático de los genes relacionados con la producción de alginato 

realizado en este trabajo, servirá como punto de partida para ampliar los estudios 

asociados a la producción de otros compuestos de interés biotecnológico relacionados 

metabólicamente, como los surfactantes. 

Análisis de la funcionalidad y expresión de las PHA polimerasas de clase II y de otros 

genes encontrados 

La obtención y análisis de la secuencia de las PHA polimerasas de clase II de P. 

extremaustralis resultó el punto de partida para estudios de funcionalidad. Los ensayos de 

complementación realizados sobre una cepa de P. putida incapaz de producir el polímero 
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permitieron corroborar los resultados obtenidos in silico, mostrando la capacidad de las 

dos PHA polimerasas clase II encontradas de producir PHA.  

Los ensayos de complementación realizados con phbX, tanto para probar funcionalidad 

como PHA polimerasa o PHAmcl depolimerasa intracelular, no mostraron resultados 

positivos. Si bien existen varias secuencias homólogas a este gen, como las de P. stutzeri 

A1501, no hay trabajos que analicen el metabolismo de estos compuestos en esta especie. 

En A. vinelandii, una bacteria modelo para el estudio de la síntesis de PHB, se han 

realizado ensayos in vitro para medir actividad depolimerasa de una proteína homóloga a 

PhbX de P. extremaustralis, encontrando resultados positivos para esta función (Ayala y 

Segura, comunicación personal). En P. extremaustralis aún queda por determinar si PhbX 

podría funcionar como una depolimerasa de PHB o una depolimerasa extracelular.  

La clasificación de las distintas PHA polimerasas se basa en el tipo de polímero capaz de 

producir asociado al sustrato capaz de aceptar para su síntesis, que está estrechamente 

relacionado a la fuente de carbono disponible y la vía metabólica por la cual es oxidada. 

Sin embargo, se han reportado casos en donde las polimerasas de clase II han sido 

capaces de producir PHAscl o distintos tipo de copolímeros de cadena media y corta. Un 

ejemplo es el caso, mencionado previamente, de la PhaC2 de P. stutzeri  1317 capaz de 

aceptar monómeros de 4 carbonos cuando es expresada en un contexto genético distinto 

como en una cepa de R. eutropha, incapaz de producir PHB (PHB-4; Chen y col., 2006). La 

mutación de las polimerasas de clase II en P. extremaustralis no modificó en forma 

sustancial la cantidad de PHB producido, lo que sugiere que en principio estas enzimas no 

utilizarían preferentemente monómeros de C4.  

Los estudios de qRT-PCR de los genes que codifican las distintas PHA polimerasas en P. 

extremaustralis han permitido determinar que las 3 PHA polimerasas se expresan en todas 

las condiciones estudiadas, pero a diferentes niveles. Se obtuvieron valores 

significativamente más altos en octanoato de sodio como fuente de carbono, en 

coincidencia con los mayores valores de producción de PHB. En concordancia, los valores 
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obtenidos en condiciones de baja acumulación del polímero mostraron una baja expresión 

de los genes analizados. Estos resultados pueden explicar los distintos niveles de 

producción de PHA de cadena media y de cadena corta que están relacionados con los 

valores de expresión observados en las distintas fuentes de carbono disponibles, dado que 

la producción de PHB en P. extremaustralis es mayor en octanoato de sodio que con 

glucosa. Estos resultados coinciden con los ensayos de qRT-PCR realizados por Conte y col. 

(2006), sobre los genes phaC1 y phaC2 con diferentes cepas de P. corrugata donde 

también se observaron diferencias en los niveles de expresión de estos genes 

dependiendo de la fuente de carbono utilizada (glucosa u octanoato de sodio), siendo 

mayor la expresión de phaC1 frente a phaC2 en ambas fuentes de carbono. Por otra parte, 

la diferencia en la actividad de los promotores también puede ser responsable de la mayor 

expresión de una polimerasa frente a la otra. En P. putida KT2442 se ha demostrado que 

la secuencia promotora PC1 es diez veces más activa que la correspondiente secuencia PC2 

y que ambos promotores son dependientes de la fuente de carbono, siendo mayores los 

niveles de expresión en octanoato frente a glucosa o fuentes de carbono no relacionada 

(de Eugenio y col., 2010). 

Los distintos niveles de expresión de las polimerasas de P. extremaustralis explican las 

diferencias observadas en la producción de PHAscl y PHAmcl. Otros factores también 

podrían contribuir a estas diferencias en producción de PHA, entre ellos la existencia de 

distintos mecanismos de regulación, diferencias en la actividad de los promotores o en la 

afinidad por el sustrato y diferencias cinéticas en la actividad de las enzimas. 

Proteoma de gránulos PHA en P. extremaustralis 

Los gránulos de PHA están formados por una capa superficial de lípidos y proteínas. El 

análisis de proteínas unidas a gránulos de PHB ha sido llevado a cabo en distintos grupos 

de bacterias productoras como R. eutropha, encontrando como proteínas mayoritarias los 

distintos tipos de fasinas, siendo PhaP1 la principal proteína de unión a gránulo. La 

presencia de esta proteína enmascara otras fasinas, como PhaP3 y PhaP4 que requieren la 
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utilización de geles en 2D para poder ser detectadas (Potter y col, 2004). Trabajos 

realizados por Wieczorek y Steinbuchel, (1996), mostraron que en R. eutropha la PHA 

polimerasa es una proteína minoritaria sobre la superficie, y que se despega con facilidad 

durante el proceso de extracción. Otras proteínas, como la β-cetotiolasa y GroEL (una 

proteína de choque térmico) han sido identificadas sobre el gránulo de R. eutropha. 

La extracción de los gránulos de PHA en P. extremaustralis y el estudio del proteoma nos 

permitió observar la presencia de PhaC1, una polimerasa de clase II junto con la PhbC 

polimerasa de clase I, lo que estaría indicando, no sólo que este gen se está expresando, 

como se corroboró en los ensayos de qRT-PCR, sino también que la proteína PhaC1 lo 

hace en cantidades suficientes para ser detectada en los gránulos. PhaC2, no se identificó 

dentro de las proteínas unidas al gránulo. Su ausencia podría deberse a sus bajos niveles 

de expresión, como mostraron los ensayos de qRT-PCR, en las condiciones estudiadas. 

Otra posibilidad es que su presencia resulte enmascarada por las polimerasas PhaC1 y 

PhbC, ya que estas tienen un tamaño similar y niveles de expresión más altos. 

Un resultado interesante ha sido la detección de PhbX unida a los gránulos del polímero, 

dado que los ensayos de complementación no dieron resultados positivos. Los ensayos de 

proteómica sugieren su participación en el metabolismo del PHA. Si bien no se han 

realizados ensayos para medir sus niveles de expresión mediante qRT-PCR su presencia en 

el gránulo pone en evidencia que la secuencia encontrada corresponde a un gen funcional 

dado que es capaz de codificar una proteína. Una posible explicación de la presencia de 

PhbX en los gránulos sería que posea actividad como PHB depolimerasa intracelular, 

función que no ha sido probada hasta el momento. Ensayos realizados por de Eugenio y 

col. (2010) señalan que la síntesis y degradación de PHA en P. putida KT2442 es un ciclo 

que requiere la transcripción de polimerasas y depolimerasas de manera constante. Los 

estímulos externos, como la ausencia de una fuente de nutrientes o su exceso, favorecen 

el aumento de la expresión de una u otra de estas enzimas. Si bien se han probado 

condiciones de ayuno de carbono en P. extremaustralis que deberían favorecer el 

aumento de los niveles de depolimerasas en los gránulos, no se observaron diferencias en 
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los patrones de expresión de proteínas. Esto podría deberse a que las condiciones de 

ayuno y los tiempos utilizados no fueron suficientes para observar cambios en los 

patrones de proteínas encontrados en los gránulos. 

Otras proteínas identificadas, asociadas a la síntesis de polímero, han sido las fasinas PhaI 

y PhbP. Estas proteínas han sido descriptas como mayoritarias de unión a gránulo y 

pueden alcanzar hasta un 5% de las proteínas totales de la célula (Wiecsoreck y col., 

1995). PhbF no fue identificada en el gránulo. Una posible explicación para su ausencia es 

similar a la encontrada en el caso de PhaC2, ya que el tamaño de PhbF es similar al de 

PhbP y la presencia de una podría enmascarar a la otra. PhbF, mostró alta identidad con la 

proteína PhaR de P. stutzeri A1501 y las proteínas PhaF A. vinelandii Dj y PhbF de 

Azotobacter FA8, todas ellas asociadas con funciones regulatorias similares a las 

encontradas para PhaR de R. eutropha. Basados en el modelo de regulación descripto por 

Potter y Steinbüchel, (2005), la presencia de PhaR en el gránulo sería mayoritaria en 

etapas tempranas de formación y decrecería conforme al aumento de PhaP1 sobre el 

gránulo. En el caso de P. extremaustralis utilizando este modelo se explicarían bajos 

niveles de PhbF sobre los gránulos debido a que éstos estarían en una etapa avanzada de 

formación. Observando la foto del gel obtenido de la electroforesis de los gránulos 

extraídos (Figura R-31) resulta evidente que la proteína mayoritaria de unión al gránulo es 

PhbP, lo que refuerza la hipótesis que a baja concentración de PhbF sobre el gránulo ésta 

se encontraría enmascarada por las grandes cantidades presentes de PhaP. Para verificar 

esta hipótesis podría realizarse un análisis utilizando geles en 2D como se requiere en R. 

eutropha para detectar las fasinas PhaP3 y PhaP4 (Potter y col., 2004).  

En el proteoma realizado sobre gránulos de PHA de P. putida GPo1 también se ha 

identificado una leucina aminopeptidasa, similar a las proteínas de unión a DNA, PepA y 

PhpA, de E. coli que podría estar involucrada en el turnover de proteínas asociadas a 

gránulo o tener un rol en la regulación transcripcional, similar al atribuido a la fasina PhaF 

(Ren y col., 2009). Entre las proteínas identificadas en los gránulos de P. extremaustralis se 

encontró una aminopeptidasa citosólica similar a la encontrada en P. putida GPo1. Una 
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función similar se podría atribuir a la proteína de unión a DNA HU1, también unida a los 

gránulos de P. extremaustralis. 

En el análisis de proteoma realizado sobre cepas recombinantes de E. coli portando los 

genes para la producción de PHB, han observado un aumento de las proteínas asociadas a 

choque térmico en la célula, y en particular las pequeñas proteínas de choque térmico 

IbpAB y DnaK asociadas a los gránulos (Han y col., 2001 y 2006). La inducción de genes 

asociados a estrés térmico en cepas de E. coli productoras de polímero, se atribuye a la 

competencia por sustrato requerida por la síntesis de aminoácidos y otros metabolitos 

tales como acetil-CoA y NAD(P)H que son usados en la acumulación de polímero (Lee y 

col., 1995). Estudios realizados en nuestro laboratorio en cepas de E. coli recombinantes 

para producción de PHB mostraron el aumento de expresión de genes relacionados a 

estrés entre ellos los de choque térmico (de Almeida y col., 2011). En los gránulos de P. 

extremaustralis se ha identificado una proteína de choque térmico Hsp20, que no tiene 

una asociación clara con el metabolismo de PHA. Es posible, como ocurre en cepas de E. 

coli recombinante, que en los productores nativos también puedan verse inducidas 

proteínas asociadas al estrés térmico durante la producción de polímero y unirse al 

gránulo.  

Otras proteínas unidas al gránulo que se han identificado no parecen tener una relación  

directa con el metabolismo de PHA, como es el caso de la proteína PutA y una posible 

proteína de secreción. PutA es una proteína multifuncional que cataliza la formación de 

glutamato a partir de prolina y está involucrada en el control de la expresión de los genes 

put relacionados con el metabolismo de la prolina (Vílchez y col., 2000). Por otra parte, 

algunas proteínas podrían ser secuestradas por el gránulo, y dado que PutA está 

relacionada al uso de la prolina como fuente de carbono y nitrógeno, su secuestro en los 

gránulos podría relacionase con el balance de estos compuestos en la célula. Dado que no 

se puede descartar que este tipo de proteínas, que no tienen una función clara o directa 

en el metabolismo de los PHA, se encuentren en el gránulo como consecuencia del 

proceso de extracción, sería necesario utilizar metodologías alternativas de extracción 
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para corroborar su asociación con los gránulos y profundizar los estudios experimentales 

para dilucidar el papel de estas proteínas en la producción de PHA.  

El estudio de los genes relacionados con la biosíntesis de PHA y con el metabolismo 

general resulta de interés para diseñar estrategias tendientes a optimizar la producción de 

PHA. El hallazgo de genes funcionales para la producción de polímeros con distintas 

propiedades en P. extremaustralis es de relevancia debido a que posibilita la producción, a 

través de manipulaciones genéticas, de compuestos diferentes a partir de la misma 

especie. Desde el punto de vista básico resulta novedoso que los genes involucrados en el 

metabolismo del PHA posean diverso origen filogenético y que coexistan en el genoma de 

P. extremaustralis. Es importante destacar que justamente los genes de producción de 

PHB, pertenecientes al pool flexible del genoma, debido a que fueron adquiridos por 

transferencia horizontal, sean más eficientes en la síntesis de polímero en comparación 

con los genes nativos que forman parte del núcleo del genoma (core genome) como son 

los involucrados en la producción de PHAmcl.  



Discusión y Conclusiones 

 

152 
 

Conclusiones 

.- El análisis del genoma completo permitió detectar distintos genes relacionados con la 

producción de diferentes tipos de PHA en P. extremaustralis. A través de estudios 

filogenéticos se pudo inferir el origen de esos genes determinándose que los relacionados 

con la producción de PHAmcl tienen origen en Pseudomonadales, mientras que los 

relacionados con la síntesis de PHB probablemente deriven de Burkholderiales (β-

Proteobacterias). 

.- Se identificaron los genes que participan en rutas metabólicas centrales tales como 

EMP, ED, Camino de las pentosas fosfato, TCA, síntesis de novo de ácidos grasos y β-

oxidación. La organización de estas rutas resultó bastante similar a la descripta para otras 

especies de Pseudomonas. 

.- P. extremaustralis fue capaz de producir alginato utilizando glucosa o caprilato de sodio 

como fuente de carbono. En concordancia, se hallaron 24 de los 25 genes descriptos en 

esta vía para otras especies productoras.  

.- Los genes relacionados con la producción de PHAmcl mostraron una organización 

diferente a la observada en otras especies de Pseudomonas. Los genes phaC1ZC2D 

formaron un grupo mientras que los genes phaFI  estuvieron separados de phaD debido a 

la inserción de siete ORF, no relacionados con el metabolismo de PHA, derivados 

probablemente de Burkholderiales poniendo en evidencia otro posible evento de 

transferencia horizontal.  

.- La funcionalidad de PhaC1 y PhaC2, relacionada con la producción de PHAmcl, fue 

demostrada por estudios de complementación. La expresión de phbC fue 2 y 19 veces 

mayor en condiciones alta acumulación en comparación con phaC1 y phaC2, 

respectivamente. Esto explica la diferencia de producción entre PHB y PHAmcl.  

.- El análisis proteómico de los gránulos mostró la presencia de PhbC y PhaC1, mientras 

que PhaC2, no fue detectada, en concordancia con los niveles de expresión obtenidos. Se 
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detectaron dos proteínas de tipo fasina relacionadas con la producción de ambos tipos de 

polímero y PhbX, una proteína cuya funcionalidad aun no pudo ser determinada pero su 

presencia en el gránulo podría sugerir un posible función como PHB depolimerasa. El 

patrón de proteínas observado en los gránulos fue similar en distintas condiciones de 

crecimiento y fuentes de carbono analizadas. 

.- Este trabajo permitió caracterizar genes involucrados en la síntesis de PHA con 

diferentes propiedades en P. extremaustralis. La diferencia en la expresión de las 

polimerasas explica la alta producción de PHB en comparación con PHAmcl, demostrando 

que genes probablemente adquiridos por transferencia horizontal pueden ser más 

eficientes que los que forman parte del núcleo del genoma.  
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