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RESUMEN

En este trabajo se realiz6 un estudio de 5 cepas autdctonas de Gluconacetobacter diazotrophicus en comparacién con la cepa patrén Pal5. Se
comprobo que las cepas estudiadas son capaces de fijar N, y producir acido indolacético (AIA). Se evidencio, por primera vez, que esta especie
es capaz de producir polihidroxialcanoatos (PHA). Los resultados obtenidos en este estudio hacen a estas cepas autdctonas promisorias, no
s6lo como nitrofijadoras y posibles biofertilizantes sino como productoras de PHA, biopolimeros de gran importancia por sus propiedades
mecanicas similares a plasticos, por no ser toxicos y por ser biodegradables.

Palabras claves: Gluconacetobacter diazotrophicus, acido indolacético, polihidroxialcanoatos y fijacion biolégica de nitrégeno.

ABSTRACT

Five different native strains of Gluconacetobacter diazotrophicus were compared to the standard strain Pal5. Results evidenced that the
studied strains are nitrogen fixing and indolacetic acid producers. This paper constitutes the first report of the polyhydroxyalcanoates (PHA)
production by this specie. These plastic-like biopolymers are very important because of their mechanical, not toxics and biodegradable
characteristics.

Key words: Gluconacetobacter diazotrophicus, indolacetic acid, polyhydroxyalcanoates and biological nitrogen fixation.

INTRODUCCION bacteria enddfita que encuentra condiciones Optimas para su
En el mundo actual la agricultura constituye la base de la crecimiento en el interior de esta planta (Boddey & al., 1995),
economia de muchos paisesy es clave en la alimentacion produce fitohormonas (Fuentes & al., 1993; Bastian & al.,
de los pueblos. Los rendimientos de los cultivos dependen 1998), no consume nitratos y contribuye significativamente a
en gran medida de la nutricién nitrogenada de las plantas la nutricion nitrogenada de la misma (Cavalcante & Dobereiner,
ya que el nitrégeno tiene una amplia participacion en 1988; Li & Mac Rae, 1992).

muchos procesos fisioldgicos, formando parte del DNA,

del RNA, algunas hormonas de crecimiento vegetal, Por otra parte, se ha comprobado que los microorganismos
vitaminas y proteinas (Armas & al., 1996). Por todo esto diazotréficos también suelen producir PHA ( Bergensen &
se ha intensificado el estudio y la utilizacion de los Turner, 1992; ltzigsohn & al., 1995), poliésteres que se
microorganismos fijadores de N, como biofertilizantes acumulan como material de reserva en el interior de las
pues, a diferencia de los fertilizantes quimicos bacterias. Estos polimeros son biodegradablesy poseen
nitrogenados, éstos no afectan la salud humana, el propiedades de numerosos plasticos, incluyendo
ambiente y resultan menos costosos. Ademas, muchos poliestireno, policarbonato y polipropileno (Ansejo & al.,
de los microorganismos que son capaces de fijar N, 1995) por lo que son empleados para elaborar materiales y
también producen fitohormonas que estimulan el envases de forma tal que su uso ayude a resolver el
crecimiento de las plantas (Freeman & Wolford, 1996; problema de la contaminacion del medio ambiente por
Moller, 1997; Ortega & Rodés, 1998). residuales plasticos no biodegradables. Ademas presentan

propiedades interesantes de biocompatibilidad y no son
Para muchos paises del mundo, la cafia de azUcar toxicos (Fuller & al., 1992), por lo que han sido empleados

representa un sector importante de la economia. Se han como materia prima en vendas e hilos para suturas (Lenz
aislado numerosos microorganismos que fijan nitrégeno & Kim, 1990), el suministro de medicamentos de accion
en este cultivo, entre los que se encuentran: Klebsiella sostenida (Hocking, 1992), en la regeneracion de tejidos y
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Erwinia herbicola y en el campo de la ortopedia (San Roman & Guillén, 1992).
Paenibacillus polymyxa (Rennie & al., 1982), Azospirillum

amazonense (Magalhaes & al., 1983) y Gluconacetobacter Los objetivos de este trabajo son:

diazotrophicus (Cavalcante & Ddbereiner, 1988). Sin Calcular la actividad nitrogenasa de las diferentes cepas
embargo, aunque se desconoce cual de éstas es la mas mediante el estimado de la produccion de hidrégeno.
importante en la fijacién biolégica de nitrogeno, G. Determinar la produccién de acido indolacético (AlA) de
diazotrophicus resulta de un interés especial pues es una las diferentes cepas empleando métodos colorimétricos.
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Definir si G. diazotrophicus es capaz de producir
polihidroxialcanoatos y en caso afirmativo, calcular los
niveles de produccién de las diferentes cepas empleando
un método espectrofotométrico.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Como patrén se empleé la cepa Pal 5 (ATCC 49037)
(Cavalcante & Dobereiner, 1988). Se estudiaron 5 cepas
autéctonas: C1y T2, aisladas de cafia de azUcar variedad
Media Luna 318 (Laboratorio de Fisiologia Vegetal,
Facultad de Biologia), Me2, aislada del insecto Mealy
bug (Saccharococcus sacchari), localizado en la cafia
de azucar variedad Media Luna 318 (Laboratorio de
Fisiologia Vegetal, Facultad de Biologia) y P55, P5
(donadas por el Laboratorio de Microbiologia de Suelos,
Facultad de Biologia).

Medios de cultivo

En este trabajo se emplearon los siguientes medios de
cultivo: LGIP (Reis & al., 1994), SYP (Caballero &
Martinez, 1994), medio papa (Cavalcante & Ddbereiner,
1988), sacarosa triptona: sacarosa (20g.L?), triptona
(1g.L1), extracto de levadura (1g.L "), NaCl (2g.LY), agar
(15g.LY). En todos los casos la incubacion se realizé a
30°C, y en los medios liquidos se agité a 120 rev.min.*
en zaranda orbital BIOZART-2013.

Actividad nitrogenasa

A partir del crecimiento en tubos con agar papa se
inocularon erlenmeyers de 200 mL con 40 mL de medio
LGIP liquido y se incubaron durante 48 h. A partir de
este cultivo se inocularon, con 100 mL, tres tubos de 65
mL con 15 mL de medio LGIP semisdlido, por cepa, los
cuales se incubaron durante 48 h.

La actividad nitrogenasa se estimo por la produccion de H,
en los cultivos siguiendo la metodologia utilizada por Dong
&al. (1995). EIH, fue medido en un cromatografo de gases
con una columna empacada con Porapak N 'y con un tiempo
de retencion para el hidrégeno de 9 s. y con un detector
Taguchi de ionizacién de llama previamente calibrado con
un patron de hidrégeno elaborado a partir de hidrégeno
puro generado por la reaccion quimica entre el zincy el
acido clorhidrico 0,1 M.

Para establecer la relacion de produccién de nanolitros
de H, por cada 10° unidades formadoras de colonias se
empled el método de dilucion en carril (Jett & al., 1997)
para el conteo de viables.

Determinacién cuantitativade AIA

A partir del crecimiento en cufias de agar papa, se
inocularon, erlenmeyers de 75 mL con 15 mL de medio
LGIP modificado (Fuentes & al., 1993). Después de la
incubacion durante 24 h, se afadié 1,5 mL de este
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crecimiento a erlenmeyers de 75 mL con 13,5 mL de
medio LGIP modificado suplementado con 200 mg/mL
de DL-triptéfano y se incubaron durante 72 h. Se
realizaron dos réplicas para cada cepa.

Los cultivos fermentados se centrifugaron a 12100 g durante
15 min y el sobrenadante fue usado para la extraccion y
cuantificacion del AIA por el método colorimétrico de
Salkowski (Pérez, 1996). La DO se midié a 540 nm en un
espectrofotébmetro Farmacia Biotech UV/Vis.

Para el calculo del nivel de produccion de AlA se realizé
una curva patrén de éste con un rango de concentracion
entre 10 y 100 mg.L?* y para el calculo de los
rendimientos producto/biomasa una curva de DO contra
peso seco de biomasa (mg.mL™1).

Métodos para el analisis del PHA

Determinacién cualitativa de PHA (Método en placa)
Se emplearon placas con medio LGIP, medio agar papa,
SYP y sacarosa triptona con 1mL de Rojo Nilo (disuelto
en acetona 0,1%) por mL de medio. Se sembré una
estria de cada cepa, en cada una de las cuatro placas y
se realizaron observaciones a las 16, 48 y 115 h con luz
ultravioleta (I= 340nm) en un transiluminador Vilber Lourmat
parala deteccién de fluorescencia (Careaga, 1999).

Determinacién cuantitativade PHA

A partir del crecimiento en cuflas de agar papa, se
inocularon erlenmeyers de 200 mL con 15 mL de caldo
papay se incubaron durante 24 h. Empleando este cultivo
como preinéculo, se inocularon con 1,5 mL, erlenmeyers
de 75 mL con 13,5 mL de caldo papa (tres réplicas por
cepa) y se incubaron durante 48 h.

La extraccion y cuantificacion de PHA se realiz6 mediante
una modificacion del método de Slepecky & Law (1960)
informado por Careaga, (1999).

Para la determinacion espectrofotométrica del PHA se
resuspendieron las muestras secas en 1mL de solucién
de acido sulfurico al 80% y se calentaron en bafio de
agua a 90°C durante 30 min. Las soluciones se enfriaron
y se leyeron a 214 nm en un espectrofotometro
Farmacia Biotech UV/VIS.

Los valores de PHA se obtienen mediante la siguiente
férmula: PHA = Abs x cot x Lpl, donde: Abs = absorbancia
a 214 nm, Cot = 47,62 (cotangente de la curva patron
obtenida con polihidroxibutirato (PHB) y polihidroxivalerato
(PHV) quimicamente puros) y Lpl = longitud de paso de
luz (ancho de cubeta).

Para calcular los rendimientos producto/biomasa se realizé
una curva de DO contra peso seco de biomasa (mg/mL).
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Andlisis estadisticos

Antes del procesamiento estadistico de los datos, se
comprobd la normalidad por la prueba de Kolmogorov-Smirnov
y de homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlet.
Para el analisis estadistico de los rendimientos de la
produccion de AlA, se empled la prueba de Kruskal-Wallis y
la de Student Newman Keuls (SNK) para comparar la suma
de rangos. Para el andlisis estadistico de la actividad
nitrogenasay de los rendimientos de la produccion de PHA,
se empled un andlisis de varianza de clasificacién simple
modelo de efectos fijos y una prueba de rangos muiltiples de
Duncan, para comparar las medias (Sigarroa, 1987). Se utilizé
el paquete de programas estadisticos STATISTICS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad nitrogenasa

Los resultados obtenidos al estimar los niveles de fijacién
biol6gica de N por las cepas se muestran en la Tabla I.
Para el andlisis estadistico, fue necesario transformar los
datos. No se encontraron diferencias significativas entre
las cepas (p <0,05), lo que es muy importante pues esto
indica que las cepas autéctonas son tan buenas
nitrofijadoras como la cepa patrén Pal5, aislada por
Cavalcante & Ddbereiner (1988).

TABLAI
Nanolitros de H, por hora, producidos por cada 10° unidades
formadoras de colonias.

CEPAS n.L H,/h 10° UFC
Pal 5 0,03
P55 0,06
PS5 0,12
C1 0,05
Me2 0,06
T2 0,06

Deteccion delaproduccion de acido indolacético (AIA)
Los informes previos de diferentes autores confirman la
existencia de cepas de G. diazotrophicus capaces de
producir AIA (Fuentes & al., 1993; Bastian & al., 1998).
Como las cepas de trabajo tienen un efecto estimulador
en las plantas de las cuales son endofitas, se valoré la
posibilidad de que este efecto no se debiera
exclusivamente a la actividad nitrofijadora, sino que en
esto estuviera también involucrada la produccién de AlA.

Para evitar que las diferencias de crecimiento afecten la
comparacion, se estimé el rendimiento de la produccién de
AlA conrespecto a la biomasa, (para el calculo de la biomasa
se realizé una curva de DO contra peso seco (representada
por la ecuacion: y = 0,1283 + 0,7842x (r?= 0,974, n =9).
Los resultados se muestran en la Tabla Il.

Los valores obtenidos demuestran que las cepas probadas
son capaces de producir AIA aungue son inferiores a los
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alcanzados por Fuentes & al. (1993), trabajando con 18
cepas de esta especie crecidas durante 24 h a 220
rev/min, en el mismo medio de cultivo y utilizando el
mismo método colorimétrico. Los niveles de produccién
mas bajos en nuestro caso, pueden depender de las
caracteristicas de las cepas o0 a que en las condiciones
establecidas para el crecimiento hayan ocurrido
reacciones de degradacién de AlA, que pueden ocurrir
en el medio de cultivo durante la fase de agotamiento
del sustrato, ya sea por compuestos de bajo peso
molecular que se pueden unir covalentemente al AlIAy
lo inactivan, o debido al pH que alcanza el medio (valores
de 2-2,5, debido a la liberacion de acido acético por
las bacterias), lo que puede acelerar la oxidacién del
AIA (Mc Milland, 1980; Pérez, 1996).

TABLAII
Niveles de produccion de AIA por las cepas de G.
diazotrophicus

CEPAS AIA(mg.mL™?) Yp/x (%)
PAL5 5.58 3.84
P55 3.70 1.68
P5 2.90 2.49
C1 5.04 5.41
Me2 5.84 3.63
T2 3.97 1.78

El andlisis estadistico de los rendimientos promedio de la
produccion de AlA por las diferentes cepas, no detecté
diferencias significativas entre éstos valores (p<0,05).

Determinacién cualitativa de PHA (Método en placa)
Teniendo en cuenta la posible relacion que la produccion
de PHA puede tener con la nitrofijacion, la gran importancia
de estos polimeros para la industria y en general para la
conservacion del medio ambiente (Bergersen & Turner,
1992; Madison & Huisman, 1999) decidimos, alin cuando
no existen informes previos en la literatura de que esta
especie produzca PHA, analizar la capacidad de las cepas
en estudio de producir estos polimeros.

En este método la produccién de PHA se detecta por
la aparicion de fluorescencia en presencia de luz
ultravioleta (340 nm), en las células crecidas con Rojo
Nilo en el medio. Esto es debido a que este colorante
se incorpora en los granulos de PHA, de manera que
existe una proporcionalidad directa entre los niveles de
fluorescencia detectados y la acumulacion de este
producto intracelularmente. En las Figuras 1y 2, se
muestra la fluorescencia emitida cuando las placas se
irradiaron con luz ultravioleta en el transiluminador, a
las 48 y 115 h respectivamente.

A las 115 h la fluorescencia se mantiene con gran
intensidad, lo que indica que el microorganismo no ha
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AGAR PAPA

Fig. 1. Fluorescencia de las diferentes cepas de G. diazotrophicus,
crecidas durante 48 h en los medios agar papa y LGIP.

AGAR PAPA

Fig. 2. Fluorescencia de las diferentes cepas de G. diazotrophicus,
crecidas durante 115 h en los medios agar papa y LGIP.

Lee (1996), propuso una clasificacion de las bacterias
productoras de PHA en dos grupos, el 1 formado por
bacterias que requieren la limitacion de un nutriente
esencial como nitrégeno, fésforo, magnesio, potasio o
azufre, para la sintesis eficiente de PHA a partir de un
exceso de fuente de carbonoy el 2 formado por bacterias
gue no requieren de limitaciones de nutrientes para la
sintesis de PHA y pueden acumular el polimero durante
el crecimiento. Nuestros resultados permiten ubicar a las
cepas de G. diazotrophicus de este trabajo en el grupo 1,
ya que es en los medios LGIP y agar papa (los cuales
tienen gran desbalance C/N) donde se sintetizan
cantidades apreciables de PHA, a diferencia de los
medios SYP y sacarosa-triptona, en los cuales no se
detecta, en las condiciones de crecimiento establecidas,
la presencia de éstos polimeros.

Determinacion cuantitativa de PHA

Para cuantificar los niveles de produccion de PHA de las
cepas, se tomaron cultivos crecidos en el medio caldo
papa durante 48 h porque en este tiempo se detectaron
mayores diferencias en la fluorescencia (Fig. 1).

Previamente, para verificar la pureza de las muestras
tratadas con H,SO, concentrado, durante la cuantificacion,
se realiz6 un espectro de absorcién de dos de ellas
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tomadas al azar (Fig.4) en comparacion con el del producto
comercial (Fig. 3). Como se puede apreciar, los espectros
de las muestras son similares al espectro obtenido con
PHB comercial. No obstante, como no se puede afirmar
gue en nuestras extracciones haya sélo polihidroxibutirato,
todo el tiempo nos referimos a los polihidroxialcanoatos
que es un término mas general.
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Fig. 3. Espectro de absorcion del PHB comercial.
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Fig. 4. Espectros de absorcion de las muestras de PHA de dos
cepas de G. diazotrophicus: P55y P5.

Para realizar la cuantificacion se elabord una curva de
calibracién, con PHB y PHV comerciales, representada
por larecta y=0,021x. (r*=0,890, n = 15). En la Tabla
11l se muestran los resultados.

TABLAII
Niveles de produccion de PHA por las cepas de G.
diazotrophicus.

CEPAS PHA(mg.L%)
Pal5 981,4
P55 1025,2
P5 897,6
c1 1047,1
Me2 1025,0
™ 1138,1

Los niveles de produccion de las cepas oscilan entre los
0,898y 1,138 g.L*. Manchak & Page (1994), obtuvieron
cepas productoras de PHA con los siguientes niveles:

Azotobacter vinelandii, 5,5 g.L* a las 48 h; Azotobacter
beijerinckii, 2,4 g.L* alas 24 hy Alcaligenes eutrophus,
3,6 g.L*alas 48 h, con glucosa como fuente de carbono.
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La cepa 3 de Rhizobium tropici es capaz de producir
niveles de PHA superiores a los 3 g.L%, usando manitol
como fuente de carbono (Careaga, 1999). Ambos estudios
se realizaron a escala de frasco. Las cepas estudiadas
en este trabajo no logran estos niveles de produccion,
pero sin haber sido optimizado este proceso, los valores
obtenidos son superiores a los de la cepa de Sinorhizobium
meliloti M5N1, que alcanza el valor mas alto de PHB,
aproximadamente de 1 g.L*, alas 112 h de incubacién a
escala de frasco, empleando fructosa como fuente de
carbono (Tavernier & al., 1997) y a los valores maximos
de PHA obtenidos, a escala de frasco, con la cepa 4 de
Pseudomonas mendocina Y la cepa 63 de Bacillus cereus,
0,6 y 0,654 g.L* respectivamente, usando glucosa como
fuente de carbono (Iglesias, 1999).

Es de destacar que G. diazotrophicus es capaz de producir
PHA, usando azlcar comercial, una fuente de carbono
mucho mas barata que las reportadas en los medios
tradicionales, lo que disminuiria el costo de produccion.

Mediante la curva de peso seco contra DO representada
por la ecuacion y=-0,0373+0,7967x (r>=0,985,n =
9), pudimos calcular los rendimientos de la produccién
de PHA por las cepas, en este experimento, los cuales
se muestran en la Fig. 5.
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Fig. 5. Rendimiento producto/biomasa de las cepas de G. diazotrophicus.

El estudio de las caracteristicas analizadas en las cepas
autoctonas de G. diazotrophicus ha permitido determinar
gue ninguna difiere grandemente de la cepa patron Pal5,
lo que indica que cualquier diferencias entre ellas no
involucra estas importantes producciones.

Por otra parte, se confirma en estas cepas que los miembros
de esta especie son productores de AIA (Bastian & al.,
1998), alin cuando los niveles aqui obtenidos son inferiores
a los informados para otras cepas (Fuentes & al., 1993).

Por dltimo se determina por primera vez que la especie
G. diazotrophicus es capaz de producir PHA, lo que hasta
estos momentos habia sido informado para otros
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diazotr6fos de los géneros Rhizobium, Azotobacter y
Azospirillum (Page, 1992; Nakamura & al., 1992; ltzigsohn
& al., 1995) pero no para Acetobacter o los miembros del
nuevo género Gluconacetobacter.

Esto hace a estas cepas autdéctonas muy promisorias,
no sélo como nitrofijadoras y posibles biofertilizantes sino
como productoras de estos biopolimeros que son
importantes por sus propiedades mecanicas similares a
plasticos, por no ser toxicos y por ser biodegradables
(Ansejo & al., 1995; Madison & Huisman, 1999).
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