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RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros de hidroxiacidos sintetizados por una amplia variedad de
microorganismos como reserva de carbono y energia. Los microorganismos que acumulan PHAs poseen
mayor sobrevida en condiciones adversas, como la exposicidon a un alto indice UV y las bajas temperaturas,
asi como en condiciones de baja disponibilidad de carbono. La familia de los PHAs es muy amplia, abarca
polimeros compuestos por hidroxiacidos con largos de cadena carbonada que van de 3 hasta 16 atomos de
carbono. Estos compuestos son termoplasticos, biodegradables y bio-compatibles, constituyendo un buen
material sustituto de los plasticos petroquimicos.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar e identificar microorganismos capaces de sintetizar PHAs vy
caracterizar la composicion monomérica de esos polimeros acumulados, a partir de una coleccién de
aislamientos provenientes de la Antartida maritima (Peninsula Fildes, Isla Rey Jorge).

Se evalué la capacidad de sintetizar PHAs mediante tincidn con rojo Nilo en una coleccidn de aislamientos
antarticos obtenida previamente en el laboratorio y conservados a -80°C en glicerol. Las condiciones de
cultivo de los aislamientos seleccionados como potenciales productores de PHAs fueron ajustadas de modo
de promover el crecimiento y acumulacién de polimero. Se ajusté la composicidon del medio definido, la
temperatura de incubacién y la concentracion de la fuente de carbono agregada. La composicion
monomeérica de los polimeros acumulados fue establecida por cromatografia gaseosa acoplada a un
espectrémetro de masas (GC-MS).

Los aislamientos productores de PHA se identificaron mediante el analisis de secuencia de parte del gen que
codifica para la subunidad 16S ARNT.

Como resultado del trabajo, se seleccionaron seis aislamientos como candidatos a acumular PHAs. Se
ensayaron distintas condiciones de crecimiento, se selecciond como medio de cultivo el medio mineral
definido MM y como temperatura de incubacion 25°C, para continuar el estudio de la produccion de PHAs.
Se identificaron los aislamientos como pertenecientes al género Pseudomonas (5) y Janthinobacterium (1).
Los PHAs acumulados por los aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas, cultivados con glucosa o
glicerol como unicas fuentes de carbono, contenian 3-hidroxiacidos de 4 a 14 atomos de carbono. Por otro
lado, el aislamiento identificado como Janthinobacterium crecido en presencia de glucosa o glicerol,

acumulé PHA compuesto Unicamente por el mondmero 3-hidroxibutirato.

Estos resultados permitieron identificar nuevos aislamientos que producen PHAs de cadena larga,
interesantes por sus propiedades termoplasticas. Los mismos constituyen un punto de partida para

continuar estudiando la sintesis de estos compuestos por estos microorganismos productores.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 POLIHIDROXIALCANOATOS

1.1.1 Caracteristicas y estructura

Los polihidroxialcanoatos son poliésteres lineales biodegradables, producidos en la
naturaleza por fermentacién de azucares o lipidos, almacenados en cuerpos de inclusién
en el interior del citoplasma de células microbianas (fig. 1)!. Constituyen una forma de
almacenamiento de carbono y energia, y su acumulacién ocurre bajo condiciones
desbalanceadas de crecimiento, por ejemplo durante el agotamiento de algun nutriente
esencial como el fésforo, nitrégeno u oxigeno? 4.

« et GRANULOS DE PHA

, r 0.2 ym

Figura 1. Granulos de PHA en el interior de una célula bacteriana®.

Los PHAs son polimeros de hidroxidcidos cuya formula general se muestra en la figura 2.

Figura 2. Estructura quimica de un mondmero de PHA®.
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Los mondmeros se encuentran unidos por enlace éster entre el grupo carboxilo de un
mondmero y el grupo hidroxilo del mondmero siguiente °. En la actualidad se han
descrito mas de 100 clases de monémeros que pueden formar parte de estos PHAs.

En general, los PHAs se clasifican en dos clases principales en base al largo de |la cadena de
carbono de los mondmeros, siendo los PHAs de cadena corta (ssc-PHAs) aquellos que
contienen en su estructura monémeros entre 3 — 5 carbonos y los de cadena media (msc-
PHAs), aquellos que contienen mondmeros entre 6 — 16 dtomos de carbono (fig. 3)% % 3.

3HV 3HHXx 3HO 3HD 3HDD
%—J . V.
Short chain PHA Madliimse 78 . ength

Figura 3. Estructuras comunes de mondmeros de PHA. 3HB: 3-hidroxibutirato, 3HV: 3-
hidroxivalerato, 3HHx: 3-hidroxihexanoato, 3HO: 3- hidroxioctanoato, 3HD: 3-hidroxidecanoato,
3HDD: 3-hidroxidodecanoato?.

Los PHAs pueden ser homopolimeros, cuando estdn compuestos por un solo tipo de
mondémero o heteropolimeros cuando estan compuestos por dos o mas mondmeros
diferentes. Dentro de los homopolimeros, el Poli (3-hidroxibutirato) (PHB) fue el primer
PHA de cadena corta descubierto y el mas estudiado. Es producido por un amplio rango
de géneros bacterianos. Por otro lado, los msc-PHAs generalmente se presentan como
heteropolimeros y son acumulados principalmente por bacterias del género
Pseudomonas# al crecer en presencia de azucares. Sin embargo, se han descrito algunas

especies de Pseudomonas que acumulan PHB en presencia de 4cidos grasos® 78,
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1.1.2 Biosintesis

La composicién monomérica de los PHA se encuentra determinada por diversos factores,
tales como la fuente de carbono utilizada y las rutas metabdlicas que conducen a su
sintesis?.

Las rutas biosintéticas se pueden resumir basicamente en 3 vias. Las mismas van a ser las
encargadas de suministrar los mondmeros hidroxiacil-CoA, que luego la enzima PHA
sintasa va a polimerizar mediante la formacién del enlace éster.

1) Ruta clasica de sintesis de PHB. El 3-hidroxibutiril-CoA, mondmero del PHB, es
sintetizado a partir de acetil-CoA por medio de 3 reacciones secuenciales. En la
primera reaccién, catalizada por la B-cetiolasa (codificada por el gen phaA), dos
moléculas de acetil-CoA son condensadas para formar el acetoacetil-CoA. En una
segunda reaccion, éste es reducido a 3-hidroxibutiril-CoA por accion de una
acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADPH (codificada por el gen phaB).
Finalmente, el 3-hidroxibutiril-CoA es polimerizado a PHB por la enzima PHA
sintasa (codificada por el gen phaC). Esta ruta es la via principal para la sintesis de
PHB descrita en la mayoria de las bacterias que acumulan este polimero® 19,

2) B-oxidacidn. Esta ruta es utilizada cuando los acidos grasos son utilizados como
fuente de carbono. Los intermediarios generados durante la B-oxidacidn pueden
ser derivados al correspondiente 3-hidroxiacil-CoA, gracias a la accién de una
serie de enzimas. Entre estas enzimas se encuentran: una 3-cetoacil-CoA
reductasa, una epimerasa, una enoil-CoA hidratasa y una acil-CoA oxidasa. La B-
oxidacion es la ruta descrita para la sintesis de mondmeros en bacterias del
género Pseudomonas como Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa, las
cuales son capaces de crecer en presencia de acidos grasos. El largo de cadena del
3-hidroxiacil-CoA producido va a estar relacionado con el largo de cadena del
acido graso suministrado como fuente de carbono. Por lo tanto, es posible
encontrar mondmeros del mismo largo de cadena que el acido graso consumido o
mas cortos, con 2, 4, 6 carbonos menos, dada la eliminacién de acetil-CoA en cada
ciclo de la B-oxidacién® %10,
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3) Sintesis “de novo” de acidos grasos. Esta ruta también ha sido descrita en
bacterias del género Pseudomonas, las cuales al crecer en presencia de
carbohidratos son capaces de sintetizar mondmeros de cadena larga entre 8 y 10
atomos de carbono. Esta ruta implica una 3-hidroxiacil-ACP-CoA transferasa
(proteina PhaG) y una malonil-CoA-ACP transacilasa (FabD), que contribuyen con
el suministro de 3-hidroxiacil-ACP para formar el monémero de PHA, el 3-
hidroxiacil-CoA. Para la polimerizacién interviene una PHA sintasa. La especie
asociada a esta via es Pseudomonas mendocina® 1°.

En la figura 4 se muestra una foto de las diferentes rutas descritas.



Introduccidn

Pathway I Pathway II
Cardon Scurces Fatty acid degradation
(Sugars) {p-oxidation)
Carbon Sources
l (Fatty acids)
TCAc)clk € Acctyl-CoA l
Phad l Acyl-CoA
Aoctoacetyl-CoA
3-Ketoacyl-CoA Enoyl-CoA
e [ N\ P4
PhaB PhaB ($)-3-Hydroxyaeyl-CoA Phal
v
(R)-3-Hydroxybutyryl-CoA .
}
v
PHA € (R)-3-Hydroxybutyryl-CoA
PhaC
Ten
(R)-3-Hydroxyacyl-ACP
3-Ketoneyl-ACP Enoyl-ACP
T boo " Acyl-CoA =
Malonyl-ACP

FabD T

Malonyl-CoA € Acctyl-CoA €~ Carbon Source
(Sugams)

Pathway Il
Fatty acid Rincyathecic

Figura 4. Resumen de las 3 principales vias de biosintesis de PHAs™.
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1.1.3 PROPIEDADES

1.1.3.1 Propiedades fisico-quimicas

La microscopia de fuerza atdémica y la espectroscopia confocal de Raman son técnicas que
se utilizan para el anadlisis de los granulos de PHA. Los bioplasticos pueden ser aislados por
diferentes protocolos, incluyendo pasos de centrifugacion, extraccién con solventes como
cloroformo, trifluoroetanol, propileno, carbonato de dicloroetano, entre otros. Su
composicion monomérica se puede determinar por cromatografia de gases (GC) acoplada
a un espectrémetro de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (NMR)*,

La masa molecular de los PHAs varia segun el microorganismo productor. Se encuentra
generalmente en el orden de los 50.000 a 1.000.000 Da.

Dentro de la célula el PHB se encuentra en un estado fluido, pero luego de la extraccién
con solventes orgdnicos se vuelve altamente cristalino. En este estado, es un material
rigido pero fragil. La temperatura de fusion es relativamente alta, alrededor de 170 °C y al
ser cercana a la temperatura de descomposicion del polimero, dificulta su procesamiento.
La produccién del copolimero de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxivalerato da lugar a un
copolimero que es menos fragil y rigido, el cual se puede utilizar para preparar films, con
propiedades cercanas a las del polipropileno. En contraste con estos compuestos, los PHAs
de cadena media tienen un menor nivel de cristalinidad y son mas eldsticos> 1% 13,

Tabla 1. Propiedades de diferentes PHAs y del polipropileno®*.

Value for™
Parameter
P(3HB) P{3HB-3HV) PF{3HB-4HE) P{3HO-3HH) PF
T (CY 177 145 150 61 176
T CCY 2 l 7 %6 10
Crystallinity (%) 70 56 43 30 W]
Extension to break (%) 5 50 444 300 400

*P (3HB): poli (3-hidroxibutirato), P (3HB-3HV): poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) conteniendo
20% 3HV, P (3HB-4HB): poli (3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) conteniendo 16% 4HB, P (3HO-3HH):
poli (3-hidroxioctanoato-co-3-hidroxihexanoato) conteniendo 11% 3HH, y PP: polipropileno.

Tm: temperatura de fusion.

Tg: temperatura de transicion vitrea

10
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1.1.3.2 Biodegradabilidad

Una propiedad interesante de los PHAs es su biodegradabilidad. En la naturaleza existen
microorganismos capaces de degradar el PHA mediante la secrecion de PHA-hidrolasas y
PHA-depolimerasas. La actividad enzimatica depende de la composicién del polimero, de
su forma fisica y de las condiciones ambientales. El tiempo de degradacién de una pieza
tipica de PHB es de unos pocos meses a afios% 1>,

1.1.3.3 Naturaleza renovable

La produccion de PHAs se basa en recursos renovables. La produccion fermentativa utiliza
productos agricolas como azucares y acidos grasos como fuente de carbono y energia.
Estas materias primas se generan mayormente a partir de agua y CO; y luego de su
conversion a PHA biodegradable, los productos de su degradacién incluyen la
recuperacién del CO, y agua. De esta manera, tanto la sintesis como su biodegradacion
son totalmente compatibles con el ciclo del carbono. Esto representa una ventaja frente al
uso de las reservas de combustibles fésiles, las que son cada vez menores'# 1>,

1.1.4 APLICACIONES

Considerando las propiedades termoplasticas, biocompatibles y biodegradables de los
PHAs, se han propuesto variadas aplicaciones en las que se podrian sustituir a los
polimeros de origen petroquimico. Estas aplicaciones van desde el desarrollo de
materiales de envasado y de revestimiento, hasta sustitutos para materiales de uso
médico (Tabla 2)'* 1>,

11
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Tabla 2. Resumen de las aplicaciones de los biopolimeros de acuerdo a sus propiedades®* °,

PROPIEDAD APLICACION EJEMPLOS

Bolsas, vasos, utensilios,
Biodegradabilidad/Termoestabilidad Materiales de envasado botellas, etc.

Placas de hueso, sustitutos de
Biocompatibilidad Implantes biomédicos la piel, mallas quirurgicas, etc.

Esteres: 3-hidroxibutirato de

Biodegradabilidad Biocombustibles metilo, 3-hidroxialcanoato de
metilo
Biodegradabilidad/Biocompatibilidad Produccion de pequeiias Solventes organicos
moléculas

1.2 UBICACION GEOGRAFICA Y ASPECTOS AMBIENTALES DE LAS ISLAS
SHETLAND DEL SUR

La Antartida es el continente que presenta las condiciones climdticas mas severas del
planeta, limitando la diversidad de seres vivos que se pueden encontrar, en comparacion
con otros ecosistemas de latitudes mas bajas. La primavera y el verano austral permiten
reducir la dureza de las condiciones de los ambientes antarticos.

Las islas Shetland del Sur estdn ubicadas en el océano Glacial Antartico. La isla Rey Jorge
es la mas grande de este archipiélago. La peninsula Fildes estad ubicada al suroeste de la
isla y es el area mas extensa sin cobertura de hielo permanente de la misma. Durante la
estacion estival, el paisaje rocoso se cubre de pequefios arroyos y cafiadas de deshielo que
se forman con agua proveniente del glaciar y nieve fundida. A medida que avanza el
verano se forman alfombras de briofitas, liquenes y tapetes microbianos de forma
aislada’®.

Los tapetes microbianos estdn constituidos por densas comunidades de microorganismos
dispuestos siguiendo un patrén de estratificacion vertical (fig. 5). Esto se visualiza por la
diferente coloracién de las capas, como consecuencia de los pigmentos producidos por los

12
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organismos establecidos en cada una de ellas. Las comunidades microbianas se
entremezclan en los tapetes con particulas de sedimento o precipitados minerales. Estos

tapetes se encuentran ampliamente distribuidos en ambientes considerados extremos

como lagos salinos e hipersalinos, fuentes termales, desiertos y zonas polares™ 1°,

L I
G7) e Depositos y restos
. - J » celulares

‘o ¥

——

b{b’@
Cﬁ 0% o ?r‘%

Figura 5. Imagen representativa de la estructura de un tapete microbiano?®,

-

El estudio de este tipo de comunidades microbianas ha permitido establecer la presencia
de microorganismos que acumulan en su interior polimeros de reserva como los
polihidroxialcanoatos (PHAs), como forma de resistir las condiciones extremas de estos
ambientes®®,

Se ha sugerido que la acumulacion de PHAs en Pseudomonas de la Antartida, constituye
un mecanismo de adaptacion para soportar el estrés oxidativo y los cambios drasticos de
temperatura en estos ambientes!. Lopez y colaboradores (2009) aislaron de muestras
antarticas una bacteria que permitid definir una nueva especie de Pseudomonas,
identificada como Pseudomonas extremausatralis. Este microorganismo es capaz de
sintetizar PHB y posee alta resistencia al calor y al estrés oxidativo, asi como una mayor
tolerancia al frio® 8.

13
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1.3 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA PRODUCCION BACTERIANA DE PHAs

Los poliésteres han sido objeto de estudio de muchos trabajos de investigacion. La
importancia de éstos radica en sus propiedades como bio-compatibilidad y bio-
degradabilidad y en la posibilidad de utilizarlos como reemplazo de los polimeros
petroquimicos, debido principalmente a la creciente acumulacion de plasticos en el
ambiente.

Entre las ventajas que presentan frente a los pldsticos quimicos se encuentra el proceso
de produccion, el cual es amigable con el ambiente. El mismo es posible a partir de
recursos renovables, mediante el uso de microorganismos!®. Excepto por el
establecimiento de algunas compaiiias y plantas pilotos, la produccién a nivel industrial se
encuentra aun en proceso de investigacién, debido a los altos costos que presenta en
comparacion con la de los pldsticos quimicos'’. La busqueda de nuevos microorganismos
productores es una de las dreas de investigacion en PHAs, mas importantes. Esta linea de
estudio esta dirigida a identificar organismos que sean mejores productores o capaces de
sintetizar nuevos tipos de polimeros (en cuanto a su composicién quimica) e identificar
nuevas rutas metabdlicas, etc.

Como fue mencionado anteriormente, los PHAs constituyen un mecanismo para
almacenar carbono y energia, otorgandole al organismo productor ventajas de sobrevida
frente a condiciones ambientales adversas. El continente antdrtico constituye un
ambiente hostil, por lo que presumimos que los microorganismos que habitan dicho lugar
probablemente sean capaces de acumular este tipo de biopolimero.

14
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2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Seleccionar y analizar microorganismos capaces de sintetizar PHAs, a partir de una
coleccién de microorganismos aislados de muestras de tapetes antarticos.

2.2 ESPECIFICOS

a. Seleccionar aislamientos que produzcan PHA al consumir diferentes fuentes de
carbono.

b. Determinar las condiciones de crecimiento que mejoren la acumulacién de PHA,
incluyendo la composicion del medio de cultivo y temperatura de crecimiento.

c. Analizar la composiciéon del polimero sintetizado por los aislamientos cultivados en
presencia de diferentes fuentes de carbono.

d. Identificar los aislamientos mediante el analisis del gen que codifica para la
subunidad ribosomal 16S ARNr.

15
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MEDIOS DE CULTIVO Y MICROORGANISMOS

3.1.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron: caldo nutriente TY y LB (Luria-
Bertani), medio R;A y los medios minerales definidos MM y LGI (Ver composicién de
medios en ANEXO 1). En los casos donde fueron utilizados en estado sdlido, se les
agregd agar a una concentracion final de 15 g/L.

Los medios R2A, LGl y MM, fueron suplementados con una de las siguientes fuentes de
carbono: sacarosa, glucosa, glicerol o xilosa, a la concentracidn final indicada en cada
caso. Las fuentes de carbono fueron preparadas y agregadas al medio de cultivo
correspondiente luego de la esterilizacién por autoclave.

3.1.2 Microorganismos

Se utilizaron la cepa Z69 de Herbaspirillum seropedicae'® y la cepa S17.1 de Escherichia
coli*®, como control positivo y negativo de sintesis de PHA, respectivamente?®. Los
aislamientos obtenidos en este trabajo se denominaron |, II, lll, V, VIl y X.

3.2 SELECCION DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE PHAS

Se analizé la capacidad de los aislamientos seleccionados de acumular PHA. Para ello,
los organismos se sembraron en placas con medio sélido R2A con 10 g/L de glucosa,
xilosa, sacarosa o glicerol como fuentes de carbono. Las placas se incubaron a 25°C
durante 72 horas. Luego fueron tefiidas con una solucién de rojo Nilo 0,1% (m/v en
acetona), segun lo descrito por Kranz y col. (1997)%. La fluorescencia se observé bajo
luz UV (300nm) en un transiluminador.
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H. seropedicae Z69 y E. coli S17.1 fueron crecidas y mantenidas en medio sdélido TY y
LB, respectivamente.

3.3 PERFILES DE CRECIMIENTO

Los crecimientos fueron monitoreados a lo largo de tiempo por medidas de densidad
Optica (DO) a 620nm en Colorimetro ERMA AE-22 (EEUU).

3.3.1 Seleccién del medio de cultivo

Se determind el perfil de crecimiento de los aislamientos crecidos en dos medios
minerales definidos de cultivo: LGl y MM. Se utilizaron tubos con 5 mL de medio de
cultivo y se adicioné glucosa como fuente de carbono, a una concentracién final de 10
g/L. Los tubos fueron inoculados con 100 uL de un cultivo crecido en caldo TY, durante
24 horas a 25°C en agitador orbital a 150 r.p.m. Los tubos luego de inoculados, se
incubaron a 25°C en agitador orbital a 150 r.p.m, durante 72 horas. El ensayo se
realizé por duplicado. Se incluyd un tubo sin inocular como control de contaminacion.

3.3.2 Seleccién de temperatura de crecimiento

Para determinar el perfil de crecimiento a diferentes temperaturas, se usé el medio de
cultivo seleccionado previamente para cada aislamiento, siguiendo el protocolo
descrito anteriormente. Las temperaturas evaluadas fueron 4°C, 25°C, 30°C y 37°C. El
ensayo se realizé por triplicado.
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3.4 IDENTIFICACION DE LOS POLIMEROS SINTETIZADOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA (GC-MS)

3.4.1 Obtencion de biomasa microbiana

Los aislamientos crecidos en placas con medio TY fueron usados para sembrar tubos
con 5 mL de caldo TY. Estos tubos se incubaron con agitacion a 25°C durante 24 horas.
Volumenes de 100 pL de estos cultivos fueron usados para inocular tubos con 5 mL de
MM suplementado con glicerol o glucosa como fuentes de carbono, a una
concentracion final de 20 g/L. Estos tubos se incubaron con agitacion a 25°C durante
24 horas. Los 5 mL de cultivo se utilizaron para inocular matraces Erlenmeyer con 25
mL de medio MM con glucosa o glicerol, a una concentracidon final de 20 g/L. Los
matraces fueron incubados durante 48 horas a 25°C en agitador orbital a 150 r.p.m.

Luego de 48 horas, las células fueron colectadas por centrifugacion (Centrifuga
Hitachi 20 PR-52, Japon) a 10.000 r.p.m por 10 min. El pellet celular se lavé 2 veces
con 10 mL de H,0 destilada y se guardd a -20°C para su posterior liofilizacion (BW-18B
Frezze Dryer, Bluewave Industries Co. China).

3.4.2 Sintesis de los metil-ésteres de hidroxiacidos

A partir de células liofilizadas, se realizé un protocolo de esterificacién con metanol
bajo condiciones de catalisis acida. Este ensayo permite obtener los metil ésteres
derivados de los hidroxidcidos, segin lo descrito por Brandl y col. (1988)%2. Se
transfirid a un tubo de vidrio con tapa de rosca, 20 mg de células liofilizadas. Se
agregd 1 mlL de CHCIs;, 1 mL de H,SO4 15% en metanol y 50 pL de una solucién 20
mg/mL de acido benzoico en metanol (SIGMA). El 4cido benzoico fue incorporado
como estandar interno. La mezcla se incubd durante 140 min a 100°C. Una vez
culminada esta etapa, los tubos se dejaron enfriar y se les agregé 0,5 mL de H,0
desionizada. Se mezclé durante 1 minuto por vortex y se mantuvo en reposo hasta
visualizar la separacién de fases. Se transfirié la fase organica a un tubo limpio y se
colocd una punta de espatula de sulfato de sodio para retirar todo el exceso de agua.
Finalmente, la misma se filtréo a través de algodén y se colocd en viales para su
inyeccién en el equipo.
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3.4.3 Andlisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas (GC-MS)

Se utilizd un cromatografo de gases GC MS-QP2010 Ultra Shimadzu equipado con una
columna HP-5MS ([5% fenil]-metil poli siloxano). Se inyecté 1 pL de muestra con un
split 50:1. Se utilizd6 He como gas carrier a un flujo de 1 mL/min. La corrida se realizo
en modo TIC y la identificacidon fue realizada por comparacion con bibliotecas de
espectros de masas comerciales (NIST, Wiley). Se confirmé la identidad de los
hidroxidcidos realizando una nueva corrida en modo SIM e identificando los cuatro
iones caracteristicos de los hidroxiacidos: 43, 71, 74, 103, segun lo descrito por Tan y
co. (2014)%.

Programa de separacion y andlisis:

La temperatura del puerto de inyeccidn, la interfase y la fuente de iones fueron
280°C, 300°C y 300°C, respectivamente. El programa de separacién se inicié con el
horno a 80°C durante 2 min, seguido de una rampa de 8°C/min hasta 220°C y
mantenido por 2 min. Finalmente, se continué con una segunda rampa de 20°C/min
hasta los 310°C. La ionizacion se efectud por impacto electrénico (El) a 70eV.

3.5 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS

3.5.1 Preparacion de lisado de células

Se transfirid una pequefia cantidad de células crecidas por 24 horas en placas con
medio TY a un tubo de microfuga conteniendo 100 plL de H,0 destilada. La suspension
celular se incubo a 100°C durante 15 min. Luego se transfirieron los tubos a -20°C y se
incubaron durante 15 min. Finalmente, los tubos se centrifugaron a 14000 r.p.m. en
una centrifuga Spectrafuge 24D (Sigma), durante 10 min. El sobrenadante se utilizd
como molde para la reaccion de PCR.
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3.5.2 Amplificacidn de un fragmento del gen 16S ARNr

3.5.2.1 Amplificacién por PCR

Se realizdé la amplificacion por PCR de una regiéon del gen que codifica para la
subunidad ribosomal 16S ARNr, utilizando los cebadores universales 1492R y 27F%
(Tabla 3).

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacién por PCR.

Cebadores Secuencia
27F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
1492R 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'

La mezcla de reaccion, para un volumen final de 25 ul, se detalla en la Tabla 4. Se
incluydé como control positivo a la cepa Z69 de H. seropedicae y un control negativo sin
templado.

La reaccién se llevé a cabo en un termociclador GenePro termal Cycler TC-E (China)
bajo el siguiente programa: un ciclo inicial de desnaturalizacion de 2 min a 95°C,
seguido por 35 ciclos de 15 ” a 95°C, 30 s a 55°C y 1,5 min a 70°C, y una etapa de
extension de 5 min a 70°C.

Tabla 4. Mezcla para la reaccion de PCR para un volumen final de reaccién de 25 pL.

Concentracion Volumen a

Reactivos final agregar (pL)
Mango Mix 2X 1x 12,5
Cebador 1492R (100 pM) 10 uM 2,5
Cebador 27F (100 uM) 10 uM 2,5
Molde - 2
H,0 - 5,5

MangoMix™ (BIOLINE, Inglaterra) es una mezcla de reaccién 2X para PCR que contiene la enzima ADN
polimerasa MangoTaq™, MgCl; a una concentracion de 5 mM y dNTPs.
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3.5.2.2 Visualizacion de ADN y productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR y el ADN gendmico de los lisados se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa 1 % en buffer TAE 1X (ver composicién en ANEXO 1)?°.
Se utilizd el colorante Good View Il (1,8 uL para 45 mL de gel) (SBS, China) para
visualizar el ADN. Como buffer de carga se colocaron 2 puL de 6X DNA Loading DYE
(Thermo Scientific, EEUU). Se sembraron 3 pL y 7 plL de lisado y productos de PCR,
respectivamente. Se utilizé el marcador de peso molecular Gene Ruler 1Kb Plus DNA
Ladder (Fermentas, EEUU) (0.5ug/uL) (fig. 6). La corrida se llevé a cabo a 90V durante
45 min, en buffer de corrida TAE 1X en una cuba de electroforesis horizontal (Sigma-
Aldrich, EEUU). Los fragmentos de ADN se visualizaron en un transiluminador Safe
Imager™ 2.0 Blue-Light (Invitrogen, EEUU).

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/ 7000 20 4

5000 75 15
4000 20 4

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Figura 6. Marcador de peso molecular Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas).
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3.5.2.3 Analisis de las secuencias

Los productos de PCR que exhibieron el tamafio esperado en el perfil electroforético
(1500 pb) se enviaron a secuenciar a MACROGEN (Corea del Sur). Los fragmentos se
secuenciaron usando ambos cebadores (27F y 1492R). Mediante programas
informaticos se procedidé con su andlisis. Se utiliz6 el programa Chromas Lite para
editar manualmente las secuencias y eliminar aquellas regiones de baja calidad. Las
secuencias forward y complementaria se ensamblaron mediante el programa DNA
Baser. Las secuencias del gen de 16S ARNr se compararon contra la base de datos 16 S
ARNr de Genbank, usando el programa BLASTn 16S ARNr (www.nchi.nim.nih.gov).

La construccion del arbol filogenético se realizé mediante el programa MOLE BLAST
(NCBI), utilizando diferentes secuencias del género Pseudomonas y Janthinobacterium
como referencias.
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Resultados

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE PHA

Se partié de 5 aislamientos: 7(2), f7(3), f7(1), f8(3) y f8(6), provenientes de muestras
de tapetes microbianos colectadas durante la campaiia del Instituto Antartico
Uruguayo (lIAU) en el afio 2008 y conservados a -80°C en suspensién con glicerol al
20%.

Para la obtencién de cultivos puros, se sembraron los aislamientos almacenados a -
80°C en placas con medio TY y se incubaron a 25°C durante 24 horas. Los crecimientos
gue presentaron diferentes tipos de colonias se volvieron a re-aislar en nuevas placas
con medio TY y fueron incubadas en las mismas condiciones. Este procedimiento se
repitié hasta obtener cultivos presuntivamente puros, exhibiendo colonias con una
morfologia uniforme, en base a caracteristicas macroscoépicas. De este modo, a partir
del aislamiento f7 (1) se asilaron dos tipos de colonias, al igual que para el aislamiento
f8 (6), para los aislamientos f7 (2) y f7 (3) se aislaron 4 tipos diferentes de colonias,
mientras que del aislamiento f8 (3) se obtuvo una sola colonia (Tabla 5). Las
principales diferencias que presentaron las colonias fueron en la coloracion (amarilla y
blanca), tamaiio y gomosidad. De esta forma, fue posible obtener 10 aislamientos que
se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Aislamientos obtenidos a partir de las muestras obtenidas de tapetes antarticos,
conservadas a -80° C en glicerol.

AISLAMIENTO INICIAL NOMENCLATURA

£7(1) X; 1l
£7(2) IV; V; VI; VI
£7(3) IV; V; VI; VI
£8(3) I
£8(6) VIIL; IX
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Los aislamientos obtenidos se sembraron en placas con medio R;A en presencia de
varias fuentes de carbono. Luego de incubadas a 25°C, se tifieron las colonias con
solucién de rojo Nilo. En las figuras 7 y 8 se muestran las fotos tomadas bajo luz UV,
correspondientes a los aislamientos crecidos en medio R,A con las diferentes fuentes
de carbono. Se puede observar la fluorescencia de las colonias, lo que indica la
probable acumulacion de PHA.

En cuanto a la técnica de tincidn con rojo Nilo, es importante destacar que la misma es
utilizada para la deteccidn de acumulacion de lipidos, tales como triacilgliceroles o
ésteres de colesterol, en el citoplasma de diferentes células, no siendo una técnica
especifica para la tincidon de polihidroxialcanoatos?®.

Para la seleccién de algunas de las fuentes de carbono a ensayar, se consideraron
compuestos que formaran parte de subproductos o residuos industriales, de bajo
costo. Estos fueron: xilosa, sacarosa y glicerol. La xilosa es uno de los carbohidratos
mas abundantes de la hemicelulosa. Este polimero forma parte de la biomasa
lignocelulésica, generado como subproducto de la industria forestal y de
biocombustibles. La sacarosa es un disacdrido presente en la melaza obtenida de la
cristalizacién del azlcar. El glicerol se genera en grandes cantidades como
subproducto de la industria del biodiesel. Se incluyd glucosa como fuente de carbono
de referencia.

En las imagenes se observa que si bien todos los aislamientos fueron capaces de crecer
en medio R2A con xilosa, sacarosa, glucosa o glicerol como fuentes de carbono, no
todos fueron capaces de fluorescer en esas condiciones (fig. 7 y 8). La seleccidn se
llevd a cabo comparando visualmente la intensidad de la fluorescencia de cada
aislamiento con la del control positivo H. seropedicae 269 vy el control negativo E. coli
$17.1 (fig. 9).

De esta manera, se seleccionaron 6 aislamientos como potenciales productores de
PHAs (Tabla 5). Ellos fueron: los aislamientos I, 11, lll, V, VIl y X.

Los aislamientos IV y VIl se descartaron por no presentar fluorescencia. Los
aislamiento VI y V provienen del mismo tubo original a -802C y a pesar que fueron en
principio re aisladas como diferentes por el tamafo de la colonia, ambas crecieron y
presentaron fluorescencia en las mismas fuente de carbono (ver Tabla 6). Por lo tanto
se selecciond el aislamiento V para continuar el trabajo. De la misma manera, el
aislamiento IX se lo considerd similar al aislamiento VIII (Tabla 6). Estas conclusiones
fueron posibles una vez que se obtuvieron cultivos uniformes a partir de los
aislamientos iniciales.
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A - R;A + glicerol B - R,A + glucosa

C - R,A + sacarosa D - R,A + xilosa

Figura 7. Placas con medio R,A y diferentes fuentes de carbono, con los aislamientos | a VI,
tefiidos con la solucién de rojo Nilo, visualizados bajo luz UV.
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A - R,A + glicerol B - R2A + glucosa

C - R,A + sacarosa D - R,A + xilosa

Figura 8. Placas con medio R2A y diferentes fuentes de carbono, con los aislamientos VIl a X,
tefiidos con la solucién de rojo Nilo, visualizados bajo luz UV.
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E.Coli H. Seropedicae

Figura 9. Control positivo y negativo en medio R,A con glucosa como fuente de carbono. A la
derecha control positivo (H. seropedicae) y a izquierda control negativo (E. coli).

En la tabla 6 se listan los resultados observados en las placas.

Los resultados obtenidos indican que, para los organismos en estudio, la glucosa y el
glicerol son buenos sustratos para evaluar la acumulacién de PHA. En presencia de
xilosa y sacarosa todos los aislamientos fueron capaces de crecer, pero no todos
exhibieron fluorescencia (Tabla 6). Sin embargo, no se descarta la xilosa y sacarosa
como posibles sustratos para la sintesis de PHAs. Como se menciond en la
introduccioén, la sintesis de PHAs ocurre cuando el microorganismo se encuentra en
presencia de un exceso de fuente de carbono y en condiciones limitantes para el
crecimiento (limitacion de nitrégeno, fésforo, oxigeno). Es importante destacar que la
identificacidon de posibles productores de PHAs se realizé en el medio R;A, que no es
un medio definido. Con el agregado de las distintas fuentes de carbono se buscé,
ademas de evaluar dichos sustratos, generar en el medio un exceso de carbono. Sin
embargo dada la composicidn del R;A, posiblemente el crecimiento no se vio afectado
por la limitacién de algin nutriente esencial. Para poder concluir que estos
aislamientos no acumulan PHAs en presencia de xilosa o sacarosa, se deberia realizar
el ensayo en un medio mineral definido utilizando dichos sustratos como Unica fuente
de carbono.

A partir de estos resultados, se evaluaron para los posteriores ensayos de cultivos en
matraces los medios minerales definidos MM y LGl y se seleccionaron la glucosa y el
glicerol como las fuentes de carbono.
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Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos con el ensayo de rojo Nilo en medio RZA. El
simbolo + indica la presencia de fluorescencia.

AISLAMIENTOS FUENTE DE CARBONO
Sacarosa Glucosa Glicerol Xilosa

| + + + -
] - + + -
n - + + +
IV - - - -
Vv - +

VI - +

VII - - - -

Vil + + + -
IX + + + -
X + + + +

4.2 PERFILES DE CRECIMIENTO

4.2.1 Seleccién del medio de cultivo

Se determinaron los perfiles de crecimiento de los aislamientos cultivados en dos
medios definidos (LGl y MM), por medidas de densidad dptica a 620 nm a lo largo del
tiempo. Las curvas obtenidas se muestran en la figura 10.

Las determinaciones efectuadas no permiten distinguir todas las fases caracteristicas
de un crecimiento microbiano (/lag o latencia, exponencial y estacionaria). Se observa
parcialmente la fase de latencia y parte de la fase exponencial de crecimiento. Para
obtener un perfil de crecimiento mas informativo, las medidas de DOes20nm Se deberian
haber efectuado mas frecuentemente y por un periodo mas extenso.
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Aislamiento VIII
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Figura 10. Perfiles de crecimiento de los aislamientos cultivados en medio MM y LGlI, con glucosa

como fuente de carbono.
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Para poder comparar el crecimiento en ambos medios se calcularon las velocidades de
crecimiento.

En la tabla 7 se muestran las velocidades maximas de crecimiento obtenidas para cada
aislamiento en ambos medios de cultivo: MM y LGI, asi como los valores de DO
maxima obtenida para cada aislamiento.

Los resultados obtenidos con los seis aislamientos sugieren que, en nuestras
condiciones de cultivo, los valores de velocidades no exhibieron grandes diferencias
entre ambos medios. Respecto a los valores de DO mdximos es posible observar que
para el medio MM los mismos son mayores frente a los obtenidos para el medio LGI.

Se optd por usar el medio MM, dado que es mas econdmico que el LGI, al contener
una menor cantidad de sales de fosfato de potasio.

Tabla 7. Velocidades de crecimiento méximas y DO alcanzadas para cada aislamiento en el medio
MMy LGI.

AISLAMIENTO MM MEDIO LGI
*velocidad max. **DO max. velocidad max. DO max.

I 0,14 0,83 0,12 0,63

] 0,19 0,7 0,16 0,5

11 0,16 0,47 0,13 0,44

V 0,18 0,52 0,15 0,35

Vi 0,16 0,59 0,13 0,45

X 0,09 0,38 0,07 0,21

*Las velocidades de crecimiento se calcularon como la pendiente de la regresién Ln (DO)
en funcién del tiempo, correspondiente al tramo lineal de 0 a 16 horas.
**La DO max. corresponde a la alcanzada a las 40 horas para todos los aislamientos.
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4.2.1.1 Acumulacion de PHA en Medio Mineral MM

Los aislamientos seleccionados anteriormente como potenciales productores de PHAs
en medio R;A, fueron crecidos en placas con medio MM vy glucosa como Unica fuente
de carbono. Mediante la tincién con rojo Nilo se buscé determinar si dichos
aislamientos presentaban también fluorescencia en el medio MM.

Como se puede observar en la figura 11, los resultados del ensayo en medio MM-
glucosa fueron positivos para todos los aislamientos seleccionados.

Figura 11. Resultados obtenidos con el ensayo de rojo Nilo en placas con medio MM y glucosa
como fuente de carbono, para los 6 aislamientos seleccionados como productores de PHAs.

A: aislamiento |, B: aislamiento Il, C: aislamiento Ill, D: aislamiento V y E: aislamiento VI
(superior), X (inferior).
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4.2.2 Seleccién de la temperatura de crecimiento

En la figura 12 se muestran los perfiles de crecimiento en el medio MM con glucosa
como fuente de carbono, para cada uno de los aislamientos incubados a las siguientes
temperaturas 4 °C, 25 °C, 3 °Cy 37 °C.

Los aislamientos mostraron comportamientos similares a 25 y 30°C. Como se puede
observar en los perfiles los valores de DO maximos alcanzados, fueron mayores a 25
°C en el caso de los aislamientos Il y X, siendo en los otros casos muy similares para
ambas temperaturas.

En los perfiles de crecimiento obtenidos a 4 °C, todos mostraron capacidad de
crecimiento a dicha temperatura, indicando la presencia de organismos psicrétofos.
Por otro lado a 37 °C la mayoria no mostré crecimiento, excepto el aislamiento X. En
este caso el perfil de crecimiento fue similar al obtenido en 25 y 30 °C, alcanzando
una DO menor.

En base a estos resultados no es posible determinar una temperatura éptima de
crecimiento, dado que no hubo una diferencia marcada en el crecimiento de los
aislamientos a 25°C y a 30°C. Para continuar con el trabajo se seleccioné 25 °C como
temperatura de incubacién para todos los aislamientos. Cabe indicar que los in6culos
iniciales para este ensayo fueron obtenidos a partir de cultivos incubados a 25°C,
pudiendo condicionar el perfil de crecimiento posterior de los microorganismos. Este
ensayo deberia haberse efectuado en su totalidad (cultivo en medio sélido y
preparacion del indculo) a las temperaturas a ensayar.
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Figura 12. Perfiles de crecimiento para los diferentes aislamientos obtenidos por incubacién
en MM con glucosa, a las diferentes temperaturas de ensayo.
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4.3 DETERMINACION DE LA COMPOSICION MONOMERICA DE LOS
BIOPOLIMEROS

El analisis del tipo de PHAs sintetizado por los diferentes aislamientos se realizd
Unicamente a partir de células crecidas en presencia de glucosa o glicerol como Unicas
fuentes de carbono. En la tabla 8 se muestran los metil-ésteres de los hidroxiacidos
identificados en el analisis por GC-MS.

En las biomasas de los aislamientos |, I, lll y V obtenidas de cultivos en presencia de
glucosa se identificaron Unicamente mondmeros o hidroxiacidos con largo de cadena
media (msc-HA), componentes de los msc-PHAs. Por otro lado, el perfil
cromatografico obtenido a partir del aislamiento VIII mostré tanto la produccién del
3-hidroxibutirato (3-HB) como de mondmeros msc-HA, mientras que el obtenido a
partir del aislamiento X mostré sélo produccién de 3-HB. El analisis de la biomasa
obtenida de cultivos en presencia de glicerol como fuente de carbono, mostré
resultados similares a los obtenidos con glucosa, excepto por la pérdida de
produccién de 3-HB por parte del aislamiento VIII.

Este analisis fue cualitativo, permitiendo identificar la presencia de diferentes
hidroxiacidos en las células analizadas.

Todos los aislamientos, excepto el I, mostraron diferencias en la produccién con una
u otra fuente de carbono, siendo la mas notoria la aparicién del 3-hidroxihexanoico
en los aislamientos |, lll, V y VIII al usar glicerol como fuente de carbono.

El aislamiento X mostré una clara preferencia por la produccion de 3-HB,
posiblemente perteneciente al homopolimero PHB, siendo éste el Unico hidroxiacido
identificado en ambas fuentes de carbono.
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Tabla 8. Metil-ésteres de hidroxiacidos identificados por GC-MS. El signo positivo indica la
presencia del monémero.

COMPUESTO (N°C)
4C 6C 8C 10C 12C 14C 18C
GLUCOSA
AISLAMIENTO
| - -
Il - +
1] - -
V - -
Vil + -
X + - - - - - -
GLICEROL
AISLAMIENTO
| -
Il -
1] -
V -
Vil -
X + - - - - - -

+ + + + +

+ + + + +

+ + + +

+ + + + +
+

+ + + + o+

+ + + +

+ + + o+
+ 4+ + o+

*4C corresponde al hidroxidcido 3-hidroxibutirico, 6C 3- hidroxihexanoico, 8C 3-hidroxioctanoico,
10C 3- hidroxidecanoico, 12C 3-hidroxidodecanoico, 14C 3-hidroxitetradecanoico y 18C 3-
hidroxioctadecanoico.

Para confirmar estos datos, se deberia realizar el mismo analisis a partir de polimero
purificado de manera de confirmar que los metil-ésteres de hidroxiacidos obtenidos a
partir de la biomasa liofilizada son parte del polimero. La sintesis de msc-PHA a partir
de glucosa u otros carbohidratos ha sido descrita en bacterias del género
Pseudomonas®. Mediante los ensayos realizados fue posible determinar una fuente
de carbono alternativa como el glicerol para la produccién de estos mondémeros.

4.4 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS

La corrida electroforética de los productos de PCR correspondiente a la amplificaciéon
de un fragmento del gen que codifica para la subunidad ribosomal del ARNr 168,
muestra la presencia de un fragmento de ADN del tamafio esperado (aprox. 1500pb)
para todos los aislamientos (fig. 13).
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Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de los fragmentos de PCR a partir de
ambos cebadores, 27f y 1492r. Estas secuencias fueron editadas con el programa
Chromas 2.4, eliminando las regiones de baja calidad. Se intentd ensamblar ambas
secuencias, usando los resultados generados a partir del cebador 27f y la secuencia
complementaria y reversa a partir de 1492r. Sin embargo, estas secuencias no
pudieron ensamblarse en los aislamientos | y VIII, por la baja calidad de las secuencias
obtenidas al usar el cebador 1492r. Es asi que para el analisis filogenético de todos los
aislamientos se usaron sdélo las secuencias obtenidas a partir del cebador 27f,
abarcando las regiones variables V1 y V2. Las secuencias se compararon con la base
de datos de GenBank (16S ARNr) empleando el programa BLASTn

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Figura 13. Perfil electroforético en gel de agarosa 1%. Se observan los productos de PCR
obtenidos al usar cebadores universales dirigidos a amplificar el gen que codifica para la
subunidad 16S ARNr. Carriles: 1: aislamiento [, 2: aislamiento Il, 3: aislamiento Ill, 4:
aislamiento V, 5: aislamiento VIII, 6: aislamiento X, 7: control negativo y MPM: marcador de
peso molecular.

Los resultados obtenidos para la identificacion de cada aislamiento se muestran en la
tabla 9. En la misma se indican los nimeros de pares de bases utilizados en cada caso.
Todas las secuencias se encuentran en el ANEXO II.
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Tabla 9. Resultados obtenidos para la identificaciéon de los aislamientos a partir de las
secuencias 27F.

Aislamiento D QG Identidad (%) Nombre Accesion
bases (%) Number

I 769 94 96 Pseudomonas mandelii 114216.1

Il 815 100 99 Pseudomonas frederiksbergensis 117177.1

1] 912 100 99 Pseudomonas migulae 114223.1

\" 935 100 99 Pseudomonas migulae 114223.1

Vi 850 99 99 Pseudomonas mandelii 114216.1

X 1001 100 99 Janthinobacterium svalbardensis 132608.1

La figura 14 muestra las relaciones de filogenia existentes entre los genes 16S ARNr de las
diferentes cepas. De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 9, se observa que los
aislamientos |, II, lll, V y VIII pertenecen al género Pseudomonas. El arbol muestra que los
aislamientos | y VIl presentan alta similitud entre ellos, al igual que los aislamientos lll y V.
Sin embargo, los perfiles de produccidn de hidroxiacidos de | y VIII difieren en los largos
de cadenas obtenidos con las diferentes fuentes de carbono (Tabla 9). Por otro lado, el
clon VIII presenta una alta identidad con P. mandelli (99%). Sin embargo, no es posible
asignarle una identidad a nivel de especie, requiriendo el desarrollo de andlisis
complementarios.

Del mismo modo, los aislamientos Il y V exhibieron también diferentes perfiles de
produccién de hidroxiacidos (Tabla 9). La identidad de estos aislamientos quedaria
también limitada a nivel de género, dado que dentro de Pseudomonas, la asignacion de
especie requiere de ensayos adicionales. Para ello se deberian realizar estudios
complementarios que incluyan ensayos polifasicos y/o analisis de genoma, a nivel de
genes housekeeping (MLSA, multilocus sequence analysis). La similitud entre los
aislamientos se deberia verificar mediante rep-PCR o incluso mediante comparacién de
genomas.

El aislamiento Il perteneceria en principio a la especie Pseudomonas frederiksbergensis,
requiriendo esto su confirmaciéon. El aislamiento X es el mas alejado en el arbol,
correspondiendo a Janthinobacterium svalbardensis. Este aislamiento presenta, para la
secuencia analizada, una identidad del 99% con la correspondiente a una cepa de la
especie.
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Figura 14. Arbol filogenético obtenido mediante el analisis de las secuencias de genes 165 ARNr
utilizando el programa MOLE BLAST (NCBI). El arbol muestra las posiciones de los diferentes
aislamientos comparados con organismos de especies vecinas, seleccionadas como referencia.
Todas las secuencias utilizadas se muestran en el anexo. La nomenclatura que aparece en el arbol
corresponde a: aislamiento 1: I, aislamiento 2: I, aislamiento 3: lll, aislamiento 5: V, aislamiento
8: Vlll y aislamiento 10: X.

El andlisis filogenético de las secuencias obtenidas a partir de nuestros aislamientos
permitid establecer que existe una alta similitud con las correspondientes a especies de
Pseudomonas poco caracterizadas, de acuerdo a nuestra revisidn bibliografica. Se conocen
especies de Pseudomonas productoras de mcl-PHA (PHA de cadena larga) como P. putida,
a partir de glucosa como fuente de carbono y P. olevorans con octano como fuente de
carbono?’. En cuanto a P. frederikbergensis, se conoce su capacidad de sintetizar mcl-PHA
a partir de acido tereftalico como fuente de carbono (acido utilizado como precursor del
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poliéster)? y con octanoato como fuente de carbono se demostroé la sintesis de PHA® En
este trabajo se establecié que el aislamiento que presuntivamente perteneceria a esta
especie es capaz de sintetizar mcl-PHA al consumir glucosa o glicerol como fuentes de
carbono.

Observando el tipo de mondmero identificado en los distintos aislamientos, es posible
establecer que los aislamientos identificados como Pseudomonas, son los que
presentaron monémeros de diferentes largos de cadena carbonada. El Unico aislamiento
que solo presentd el mondmero 3-HB fue el identificado como Janthinobacterium (Tabla
8). Resultados similares fueron obtenidos por Goh y Tan a partir de aislamientos de
muestras antdrticas. En dicho trabajo, se estudié un nimero mayor de aislamientos,
identificando un 80% de bacterias del género Pseudomonas y 20% de Janthinobacterium.
Las primeras capaces de sintetizar mcl-PHA y las segundas sélo PHB?.

La sintesis de PHAs por parte del género Pseudomonas ocurre principalmente a través de
reacciones bioquimicas pertenecientes a la B-oxidacion y/o a la sintesis de “novo” de
acidos grasos' 15, Segun la bibliografia, la mayoria de las bacterias de este género que
acumulan mcl-PHAs, no tienen la ruta clasica necesaria para la sintesis de PHB!!. Sin
embargo, se han descrito algunos aislamientos de Pseudomonas capaces de sintetizar
PHB®. En este trabajo se logré aislar una bacteria del género Pseudomonas (aislamiento
VIII), que cuando crece en presencia de glucosa es capaz de sintetizar mcl-HA y 3-HB.

En cuanto al aislamiento X, correspondiente al género Janthinobacterium, posiblemente
contiene sélo la ruta biosintética para la produccién de PHB, por no haber mostrado
sintesis de PHAs en las fuentes de carbono analizadas. De acuerdo con la bibliografia, las
bacterias de este género contienen los genes que codifican para las enzimas involucradas
en la sintesis de polimeros con 4 atomos de carbono, pero se ha demostrado también que
son capaces de sintetizar msc-PHAs!!. En este caso se trabajo con un organismo que sélo
acumulé PHB en presencia de glucosa o glicerol como Unicas fuentes de carbono.

La tabla 10 resume los resultados obtenidos en este trabajo y permite comparar los
diferentes aislamientos. Dichas diferencias radican principalmente en la produccidon de
hidroxiacidos en presencia de las diferentes fuentes de carbono.
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Tabla 10. Resumen de los resultados obtenidos para la identificacion preliminar de los
aislamientos y produccién de hidroxiacidos.

” PRODUCCION DE HIDROXIACID
AISLAMIENTO  IDENTIFICACION  AISLAMIENTO INICIAL eln.tigdlo OXIACIDOS

Glucosa Glicerol
I Pseudomonas f7(3) 8C, 10C, 14C 6C, 12C
Il Pseudomonas f8(3) 6C, 8C, 10C, 12C, 14C  6C, 8C, 10C, 12C, 14C
1] Pseudomonas f7(1) 8C, 10C, 12C, 14C, 18C  6C, 8C, 10C, 12C, 14C
\ Pseudomonas f7(2) 8C, 10C, 12C, 14C 6C, 8C, 10C, 12C
VI Pseudomonas f8(6) 4C, 8C, 10C, 12C, 14C, 18C  6C, 8C, 10C, 12C
X Janthibacterium f7(1) 4c 4c
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5. CONCLUSIONES

A partir de los aislamientos antarticos obtenidos fue posible confirmar la presencia de
organismos productores de PHAs. Logramos ajustar, de forma preliminar, las
condiciones para generar biomasa y acumular PHA, definiendo un medio de cultivo y
una temperatura adecuadas para el crecimiento.

Se determind la presencia de Pseudomonas como género predominante en los
aislamientos analizados como potenciales productores de biopolimeros.

Se determind la presencia de mondmeros de cadena media o larga (mcl) en los
aislamientos identificados como pertenecientes al género Pseudomonas, crecidos en
presencia de glucosa o glicerol.

Se determiné la presencia del monémero de 3-HB en el aislamiento identificado como
Janthinobacterium  cultivado  en presencia de glucosa y  glicerol.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados obtenidos, si bien son de cardcter cualitativo, constituyen una base
para el desarrollo de trabajos posteriores, orientados a definir las condiciones
Optimas para la produccién de PHAs, asociado esto a la busqueda de diferentes
fuentes de carbono accesibles y econdmicas.

Los trabajos futuros pueden enfocarse a estudiar los aislamientos del género
Pseudomonas para la produccidn de PHAs. Se podria cuantificar la produccién del
polimero en medios de cultivos especificos.

Se podrian aislar los polimeros sintetizados y determinar sus propiedades fisicas. Esto
permitiria  evaluar las  posibles aplicaciones de estos materiales.
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Anexo

ANEXO 1

Al1.1 Composicion de los medios de cultivo

TY (Triptona-Extracto de levadura)

Extracto de levadura................ 3g
TriptoNa...cocce e 5g
CaCl2.2H20....ceeeeieieiee 0,05g
H20 desionizada.........ccccoeun.ee.. c.s.p. 1L

LB (modificado)

Extracto de levadura................ 3g
TriptoNa . 5g
NAClueiiieieee e 5g

H,0 desionizada.........ccocuuu...... c.s.p. 1L
Medio R;A

Extracto de levadura..................... 0,5g
Proteasa peptona.......cccceveeeennene 0,5g
Casaminoacidos.......ccceeveeveveenennen. 0,5g
Almidon soluble.....eeeeecvivnieciiies 0,5g
Piruvato de Na......cccoeeceevesececeenns 0,3g
K2HPO4...eviviiiiiiiiieiiiecceiecs 0,3g
MESO4.e et 0,05g
H,0 desionizada.......cccccvvervenenene. c.s.p. 1L
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Medio Mineral (MM)

(NH2) 2504 veeeereeereeeeeereeecerees . 1,0g
NazHPO 4.t 3,58
KH2PO4...ce et 1,5g
MgS04.7H20.....cceeeeeeees 20% (m/v)
CaCl2.2H20 oo, 1% (m/v)
Citrato férrico amoniacal......... 6% (m/v)

Solucién de elementos trazas... ImL

H,0O desionizada..................... c.s.p. 1L

Solucion de elementos trazas:

H3BO3uuoiicece e 0,03g
CaCl2.6H20....cuceeieieictieieiinn, 0,02g
ZNSO4.7H20..c e 0,01g
MNCl2.4H20....cc e 0,03g
NaMo004.2H;0......cccevevrcerrrenne. 0,003g
NiCl2.6H20....civiieeieeicireee e 0,002g
CuS04.5H0......cieerceeececee, 0,001g
H,0O desionizada.........ccceveuenneee. c.s.p.0.1L
LGI

KH2PO4..ooveeeeeeee 11,9g
KoHPO4..ooveveeeeaene 2,13g
(NH2)SOq.....ccueennee 2,64g

1V/F=551 @ 7 N 0,1g
CaClaeeeriiceeeceeeeee 0,015g
FeCla.uninnnrnrrerrenene, 0,010g
NaxMoOa.......cecevveenneen. 0,002g
H.Odesionizada ............ cs.p. 1L
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A1.2 Composicion buffer de corrida

TAE 50X

Tris base...coevees cevvevveenee, 242¢g
Acido acético glacial........57mL
EDTA 0.5M pH = 8.0......... 100mL

2 1@ JRUUUO TP RORUPPRPRRURRY ol o T A

Anexo
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ANEXO 11

Anexo

A.2 Graficos de velocidades de crecimiento calculadas para los diferentes aislamientos en Medio

Mineral y LGI.
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Anexo

ANEXO III
A3.1Secuencias utilizadas para la identificacidn de los aislamientos y la construccién del arbol
filogenético.

AISLAMIENTO SECUENCIA 27F

GCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT
GGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTT
GCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTG
GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
GTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTT
GTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAG
GGTGGGTGGAATTTCCTGGGTTCCAGATGAAATGCGTAAATATTTTAAGGGAGAGCACCTGGCGGGAGGCGACCA
CCCGGGAGTGATCCTGACGCTTTAGGTGCCTAAAACGTGAGTGAGCAACCAGGGGTGGTATACCTCCGGCTGGT
GGGTGCCCGTCCAAAAATGTCTA

TACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCT
CGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATG
AGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGC
GAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGG
GCATTTACCTAATACGTAAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGT
GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTGGAATTT
CCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGAC
ACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAG
CCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGC

GAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAAC
GCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG
ATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGG
ATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA
GGGCAGTAAATTAATACTTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGGTGGTGGAAT
TTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTG
ACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACT
AGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAGACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCACGCC
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GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATAC
CGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAATTAATACTTTGC
TGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGC
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACA
TCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGA

Vil

GCAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
CCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCT
TCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGAT
CCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAA
GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCT
AACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTAT
GGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCCTTGGGAGCCTTGAGCTCTTACTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC

TTGCTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTACCCTAGAGTGGGGGATAACGTAGCGA
AAGTTACGCTAATACCGCATACGATCTAAGGATGAAAGTGGGGGATCGCAAGACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCG
ATATCTGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAG
CCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCAGGGAAGAAACGGTGA
GAGCTAATATCTCTTGCTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTCTGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTGGAGACTGCAAGGCTAGAATCTGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGT
GTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGTCAAGATTGACGCTC
ATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCTACTAGTTGT
CGGGTCTTAATTGACTTGGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTAC
CTACCCTTGACATGGCTGGAATCCTTGAGAGATCAGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCAGTACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
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A3.2 Secuencias de microorganismos utilizados como referencia para la construccién del arbol

filogenético.

Género

Secuencia

Janthinobacterium

lividum

GTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTACCCTAGAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGC

ATACGATCTAAGGATGAAAGTGGGGGATCGCAAGACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGT
AGGGTAAAAGCCTACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Janthinobacterium

svalbardensis

GTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTACCCTAGAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGC

ATACGATCTAAGGATGAAAGTGGGGGATCGCAAGACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGT
AGGGTAAAAGCCTACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Janthinobacterium

agaricidamnosum

GTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTACCCTGGAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGC
ATACGATCTACGGATGAAAGTGGGGGATCGCAAGACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGT
AGGGTAAAAGCCTACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

helmanticensis

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGC

ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT

GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

corrugata

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGC
ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

frederiksbergensis

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGC
ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

brassicacearum

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGC
ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
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Pseudomonas

savastanoi

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

tremae

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

cannabina

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCG

CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

syringae

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCG

CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

brenneri

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

panacis

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

Pseudomonas

umsongensis

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCG

CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
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Pseudomonas

migulae

GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCG

CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
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