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Resumen

La acumulacién de plastico hecho a base de petr6leo ha contribuido
considerablemente a la problemdtica ambiental actual, la produccién de plastico alcanzo
aproximadamente 500 millones de toneladas en el 2020, encontrdndose en estudios de
monitoreo que los desechos plésticos y micro plasticos se encuentran en practicamente todos
los lugares del planeta. El dcido polihidroxibutirico (PHB), es un biopolimero tipo poliéster,
es decir con un grupo éster en su cadena principal, expresado como forma de almacenar
energia en ambientes con abundantes fuentes de carbono pero carentes en otros nutrientes
como nitrogeno por algunos microorganismos, siendo algunas de las mejores cepas
productoras aisladas de refinerias o aguas residuales. EI PHB es candidato ideal para sustituir
los plasticos, los cuales se obtienen a base de petrdleo, obteniendo asi una alternativa mds
biodegradable. Puede ser producido usando sustratos relativamente baratos como desechos
de cafa de azicar, maiz, agave, glicerol, lodos activos, desechos de acuicultura, etc. Las
condiciones en la que se encuentran las cepas productoras de PHB también pueden ser
propicias para cepas tolerantes a condiciones extremas, ademds de tolerancia a escases de
nutrientes se pueden encontrar cepas alcalofilas, resistentes a alta salinidad y temperaturas
elevadas. En este proyecto se aislaron y caracterizaron cepas del género Bacillus de muestras
de suelo en territorio mexicano productoras de PHB identificadas utilizando pruebas
bioquimicas y moleculares utilizando oligonucledtidos disefiados para amplificar el gen
PhaC, comprobandose la capacidad de produccion de estas por tincion en medio inductor, se
encontraron caracteristicas de resistencia a condiciones de estrés similar a la extremofilia,
notablemente las cepas MSF4 y MSDI1 mostraron crecimiento con colonias visibles en 6
horas a 40°C y tolerancia a pH 9 en el caso de la primera y el genoma de MSF4 fue
ensamblado, anotandose los genes referentes a la produccion de PHB, dando un panorama

mas claro de la flora microbiana del pais y su potencial biotecnolégico.
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Abstract

The accumulation of petroleum-based plastic has contributed considerably to the
current environmental problems. Plastic production reached approximately 500 million tons
in 2020, and monitoring studies have found that plastic waste and microplastics are found in
practically all parts of the planet. Polyhydroxybutyric acid (PHB) is a polyester-type
biopolymer, with an ester group in its main chain, expressed as a way to store energy in
environments with abundant carbon sources but lacking in other nutrients such as nitrogen
by some microorganisms, some of the best producing strains being isolated from refineries
or wastewater. PHB is an ideal candidate to replace plastics, which are obtained from
petroleum, thus obtaining a more biodegradable alternative. It can be produced using
relatively inexpensive substrates such as sugar cane waste, corn, agave, glycerol, activated
sludge, aquaculture waste, etc. The conditions in which PHB-producing strains are found can
also be conducive to strains tolerant to extreme conditions, in addition to tolerance to nutrient
shortages, alkalophilic strains resistant to high salinity and high temperatures can be found.
In this project, PHB-producing strains of the Bacillus genus were isolated and characterized
from soil samples in Mexico, identified using biochemical and molecular tests using
oligonucleotides designed to amplify the PhaC gene, and their production capacity was
verified by staining in inductor medium, resistance characteristics to stress conditions similar
to extremophilia were found, notably the MSF4 and MSD]1 strains showed growth with
visible colonies in 6 hours at 40°C and tolerance to pH 9 in the case of the former, and their
genome was assembled and annotated, giving a clearer picture of the microbial flora of the

country and its biotechnological potential.
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1. Introduccion

La produccién de plésticos a base de petroquimicos ha crecido de 1.5 millones de
toneladas en 1950 a 299 millones de toneladas con un crecimiento anual del 9% en 2013,
proyectdndose hasta 840 millones para 2025, estos tienden a acumularse en el ambiente al no
tener tiempos de degradacion cortos, un maximo de un 90% del material degradado en 6
meses definido por la norma NMX-E-273-NYCE y ASTM D6400, objetos plasticos grandes
se fragmentan y forman micro pléstico. Los problemas relacionados con el impacto ambiental
debido a la actividad humana son temas de mayor interés para la sociedad, uno de las causas
mas notables son los plasticos no biodegradables los cuales pueden acumularse en el
ambiente y permanecer ahi por miles de afios causando no solo efectos nocivos para la
fauna, sino que también potencialmente para los humanos. (Williams & Caridad, 2013)

(Xiao Zhi Lim 2021, https://doi.org/10.1038/d41586-021-01143-3)

Las propiedades del plastico como la elasticidad, resistencia, maleabilidad y
versatilidad general hace que la independencia de este producto sea dificil en la préctica,
sin embargo, existen materiales con propiedades similares que tienen la ventaja de ser
facilmente degradables como los biopolimeros del grupo de los polihidroxialcanoatos
(PHASs), los cuales estan compuestos por 300 a 35,000 monomeros de 4cidos grasos
hidroxilados, cada mondmero tiene una cadena R que es usualmente un alquilo. (Chia- Lung.
et al. 2014) El compuesto més comun del grupo PHA es el dcido polihidroxibutirico (PHB),
un biopolimero producido en bacterias como respuesta a exceso de fuentes de carbono y
limitadas fuentes de nitrogeno en su ambiente ademds de otras condiciones adversas, entre
las bacterias que reportan expresion de este biopolimero se encuentran; Bacillus
licheniformis, B. cereus, B. subtilis, B. megaterium, Pseudomonas sp, Aeromonas sp,
Alcaligenes sp, Chromobacterium sp. (Sangkharak & Prasertsan, 2012) (Hassan et al. 2018)
(Rodriguez-Contreras et al, 2013)
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En México se cuentan con una amplia diversidad de ecosistemas y ambientes donde
se pueden aislar microrganismos de interés, desde desiertos hasta junglas, campos de cultivo
y refinerias, dando la oportunidad de encontrar cepas con caracteristicas potencialmente
utiles en organismos que se desea usar en produccion industrial, como alta resistencia a
alcalinidad o acidez o altas temperaturas ademads de bajo requerimiento nutrimental, Bacillus
siendo un gran candidato a considerar por su abundancia, resistencia a condiciones

extremofilas y lo conocida que es la especie como modelo biotecnolégico.

En el pais ademads se producen grandes cantidades de desechos agropecuarios, lacteos,
etc. Los cuales son sustratos potenciales para bacterias productoras de PHB baratos, lo cual
es uno de los retos para la produccion a escala industria del biopolimero junto con el paso de
extraccion, esto da un drea de oportunidad a México de potencialmente explotar este nicho

biotecnolégico (Martinez-Herrera et al, 2020)

El proyecto presentado se enfocd en el aislamiento y caracterizacién de cepas del
género Bacillus, principalmente se buscaron cepas con la capacidad de producir PHB las
cuales se identificaron por amplificacion del gen productor del polimero, PhaC y se confirmé
por induccién de produccion en medio de cultivo modificado. Ambientes contaminados con
lipidos son especialmente considerados por tener las mejores tazas de expresion de PHB
reportadas en bacterias Gram positivas, siendo capaces de mostrar hasta un 70% de su peso
seco en produccion (Rodriguez-Contreras et al. 2013). Otras propiedades como utilizacion
de sustratos, tolerancia a condiciones extremas, capacidad de esporulacion, fueron tomadas

en cuenta para caracterizar mejor las cepas aisladas e identificar la especie.
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2. Antecedentes

La presencia de granulos de PHB se observé por primera vez en B. megaterium por
Maurice Lemoigne en 1926, sin embargo los microorganismos modelo para
martiproduccién de este biopolimero suelen ser bacterias Gram negativos, como Ralstonia
eutropha, con hasta el 87% de su peso seco, sin embargo una ventaja de bacterias del generd
Bacillus sobre estos organismos al ser utilizados como productores es que el PHB sintetizado
por bacterias Gram negativas contienen lipopolisacarido (LPS) que son endotoxinas

bacterianas que pueden causar reacciones inmunogénicas al contacto, ( Sang Yup Lee. 1999)

Las bacterias del género Bacillus se caracterizan por ser Gram positivas, aerobias y
mesofilos con un rango de temperatura optima de 30 a 37 °C, siendo uno de los grupos de
microorganismos mas comunes en los suelos, estos son de interés humano en el dmbito de
salud y el econdmico, Bacillus es uno de los principales grupos bacterianos que producen
antibioticos. (Contreras, 2014) Son de crecimiento rapido pueden llegar a fase estacionaria
en no mas de 6 horas (Castaiieda & Consuelo 2016) una de las caracteristicas mas iconicas
de estas es la produccion de endoesporas, permitiéndole a la bacteria sobrevivir
independientemente de la célula madre a condiciones adversas, como falta de oxigeno y agua,
este mecanismo de defensa, que consiste unicamente en la formacion de endoespora, es un
proceso que tarda en promedio 16 horas, (Fajardo, et al. 2011). Esta adaptacién es una de
las caracteristicas que confieren a las bacterias del genero Bacillus, muy similarmente a las
anaerobias Clostridium, cierto grado de extremofilia aun fuera de estado vegetativo, ya que
la formacion de esta estructura les permite sobrevivir a condiciones extremas de estrés, como
altas temperaturas, salinidad o acidez, en estado latente hasta que las condiciones en las que

se encuentran sean nuevamente favorables para su crecimiento (Santos, 2012).
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Tabla 1: Homologia entre la secuencia nucleotidica del gen PhaC en diferentes especies de Bacillus

Max Total Query

Nombre Cientifico Score Score Cover E value Per.ldent Acc.Len Accession
Bacillus cereus 2013 2013 100% 0 100.00% 1090 AY907827.2
Bacillus

thuringiensis 1999 1999 99% 0 99.82% 5637049 CP021436.1
Bacillus

wiedmannii 1943 1943 99% 0 98.90% 5309441 AP022643.1
Bacillus tropicus 1832 1832 99% 0 97.06% 5246960 CP049019.1
Bacillus anthracis 1738 1738 99% 0 95.50% 5135792 CP054816.1

B. megaterium sigue siendo el pionero en expresion de PHB, la cepa uyuni S29
aislada del salar Uyuni, Bolivia es un ejemplo al ser capaz de sintetizar el biopolimero de
manera natural con una produccion de hasta el 70% de su peso seco en PHB haciéndola una
de las bacterias Gram positivas con mayor eficiencia reportada, obtenidos utilizando medio

minimo mineral a 35°C con un valor de pH de 6.7 a 7 (Rodriguez- Contreras et al. 2013).

Otras bacterias del mismo género también han reportado produccién siendo los
aislados de ambientes contaminados con aceites de cadena larga, hidrocarburos o de residuos
mineros, es decir de ambientes hostiles. Este proceso tradicionalmente es atribuido a la
movilizacion y almacenamiento de carbono en caso de que esta encuentre limitaciones de
fuente de carbono en un futuro, estudios recientes reportan otras funciones fisioldgicas del
PHB en mecanismos de proteccion contra agregacion de proteinas y proteccion a membrana
celular causados por radicales libres de oxigeno reactivo y choque térmico supervivencia a
condiciones de choque térmico y estrés oxidativo, respuesta regulada por el nucleétido

ppGpp. (Marcelo, et al. 2021)
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Tabla 2: Muestras de Bacilos y su producciéon de PHB aisladas de diferentes lugares

Bacteria productoralLugar de % de PHB en peso | PHB /1 de medio Referencia
de PHB aislamiento seco
Bacillus megaterium [Salar Uyuni, Bolivia [70% 2.35 g/l [Rodriguez-Contreras, A. (2013).
uyuni S29 High production of poly(3-
hydroxybutyrate) from a wild
Bacillus megaterium Bolivian strain.
Journal of Applied
IMicrobiology, 1378--1387.
Bacillus subtilis G-3 |Campo de biodiesel | 62.6% 0.81 g/l Hassan et al.(2018) Statistical
Jatropha optimization studies for
ipolyhydroxybutyrate (PHB)
[production by novel Bacillus subtilis
using agricultural and
industrial wastes
Bacillus megaterium [Planta de tratamiento | 38 42% 0.48 g/l K.Gouda, M. (2001). Production of
de aguas residuales, \PHB by a Bacillus megaterium
Alejandria, Egipto strain using sugarcane molasses and
corn steep liquor as sole carbon and
nitrogen sources.
Microbiological Research, 201-
207.
Bacillus subtilis Suelos contaminados [62.21% 23.20 g/l [Eman, Z, et al. (2014) Production of
del area industria de (PHAs) By Bacillus subtilis and
Helwan y Kaluobia [Escherichia coli Grown on Cane
en Egipto Molasses
[Fortified with Ethanol
Bacillus megaterium [Sedimentos marinos |62.4% 2.74 g/L. K. Mohanrasua, et al. (2020)
obtenidos en la costa Optimization of media components
este de Tamil Nadu, and culture conditions for
India [polyhydroxyalkanoates production
by Bacillus
Megaterium
Bacillus sp. C1 Suelo de la rizosfera [359, 4.39 g 1 Swayamsidha Pati, et al.
en (2020)Biocompatible PHB
Saccharum [Production from Bacillus Species
officinarum, [Under
Calotropis procera, Submerged and Solid-State
Ficus benghalensis, Fermentation and Extraction
[Bambusa vulgaris y Through
Ipomoea batatas Different Downstream Processing
Bacillus Suelo de campos de  |51% 5.297 g/L Singh, G., Kumari, A., Mittal, A.,
subtilis NG220 cafia de azucar, India. Yadav, A., & Aggarwal, N. K.
(2013). Poly B-hydroxybutyrate
production by Bacillus subtilis
NG220 using sugar industry waste
water. BioMed research
international, 2013, 952641.
https://doi.org/10.1155/2013/95264 1
Bacillus Desperdicio de 68.80% 6.58 g/l Sangkharak K, Prasertsan P.
licheniformis PHA  |pepinillos Screening and identification of
007 polyhydroxyalkanoates producing

bacteria and biochemical
characterization of their possible
application. J Gen Appl Microbiol.
2012;58(3):173-82. doi:
10.2323/jgam.58.173. PMID:

22878735.
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2.1. Metabolismo de la ruta del PHB conocido

El PHB normalmente se produce tanto en condiciones de abundancia de cualquier
fuente de carbono utilizable por la bacteria, como la glucosa, fructosa, lactosa, etc., y
condiciones de estrés como escases de nitrogeno y oxigeno (Singh et al. 2009). La ruta
metabdlica para produccion de este consiste de tres enzimas; 3-cetotiolasa, codificada por el
gen phaA, cataliza dos moléculas de acetil CoA en una de acetoacetil CoA. NADPH-
dependiente acetoacetil-CoA desidrogenasa, codificada por gen phaB. Y P (3HB) sintetiza,
codificada por gen phaC, que es la enzima especifica para esta ruta, polimeriza los

mondmeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA. (Fig. 1)

BEw

@@@ IO IE IO O nEn

Ezyme
) (l1C05€
\. Enmclh
Pyruvate
N \DPI{ )\DP CoASH
B-ketothiolase
Acetyl coA(2) Acetoactyle co; \<— 3 hydroxybutyryl co PHB
oA Acetoactyle PHB
e coA reductase synthase
~/ ("]
e w
S
) @

PHB Granule
Figura 1: Ruta metabolica del PHB, B-cetotiolasa, Acetoacetil-CoA desidrogenasa y P (3HB) sintetasa (Mohapatra, et
al. 2017). Hydroxybutyryl
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Figura 2: Rutas metabdlicas alternativas, (R)-3-hidroxibutiril-CoA es el precursor de PHB y este es producto de f-oxidacion y de

sintesis de novo de acidos grasos (Mohapatra,et al. 2017).
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2.2.Polihidroxibutirato:

Los biopolimeros son un tipo de material biolégico, su definicién més estricta incluye
cualquier macromolécula producida por un ser vivo, como las proteinas, el almiddn, la
celulosa, sin embargo, en el contexto de este proyecto un biopolimero se refierea un material
tipo plastico producido por microorganismos. El compuesto buscado en este proyecto es el
acido polihidroxibutirico (PHB) el cual es un tipo de polihidroxialcanoato (PHA). Una clase
de poliéster el cual se acumula en el citoplasma de algunos microorganismos como medio
de almacenamiento de energia en respuesta a exceso de fuentes de carbono y limitadas
fuentes de nitrégeno, el PHB es el tipo mds comin de PHA (Riaiio, 2010) (Babruwad et al.
2015).

Este biopolimero ha cobrado gran importancia gracias a que a diferencia de los
plasticos tradicionales, puede ser degradado en COz, agua o abono loque le da una gran
ventaja frente a sus contrapartes sintéticas. (Villada, et al. 2007) ademés de que requieren
sustratos baratos incluyendo melaza de caiia de azdcar, maiz o fermentacién de agave

tequilero por bacterias celuliticas (Gouda et al. 2001) (Gonzdlez et al. 2005)

Tabla 3: Propiedades fisicas del polihidroxibutarato (Mistra et al. 2000).
Propiedad Medida
Temperatura de fusion (°C) 160-177
Temperatura de transiciénvitrea (°C) -4 a +15
Resistencia a la tracciéon (MPa) 15-40
Modulo de traccion (GPa) 1.1-3.5
Cristalinidad (%) 55-80
Elongacioén de ruptura (%) 1-6
__Densidad (g*cm™) 1.243
Indice de polidispersidad 1.9-2.1
Periodo de degradacion > 52 semanas
Modo de degradacion Hidrolitica,despolimerasa bacteriana
Angulo de contacto (°) 66
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2.3. Estado el arte

La produccién de PHB para fines biotecnoldgicos y el estudio de las enzimas
involucradas en la produccion inicio en la década de los 70 utilizando el microorganismo
Hidrogemonas eutropha (Oeding & Schlegel, 1972). En 1982 fue cuando se lanz¢6 el primer
producto de PHB al mercado, el termoplastico BIOPOL™ por ICI (Imperial Chemical
Industries), a partir de este afio se extendi6 la investigacion hacia el aislamiento de nuevos
organismos productores de PHB y los procesos involucrados en su produccién con la

finalidad de obtener patentes (Fig.2 )
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Figura 3: Numero de publicaciones (azul) y patentes (rojo) desde 2005 hasta el 2020 (Datos obtenidos de la Base de datos de
Patentes https://patentscope.wipo y la base de datos de articulos https://core.ac.uk/ el 21 de Febrero del 2022)
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El uso general que se le ha dado comercialmente al PHB es el de empaques y bolsas
plésticas biodegradables, con algunas propuestas uso especializado en el campo medico
gracias a su gran biocompatibilidad. La produccién a escala industrial sin embargo enfrenta
grandes retos para poder ser competitiva con los plésticos tradicionales, entre el precio de los
sustratos y procedimientos para la purificacion, particularmente en el balance que se debe
tener en los solventes que se utilizan para la purificaciéon de PHB, siendo estos suficientes
para decaerse de los contaminantes celulares y al mismo tiempo no decrezca las particulas
de polimero, el costo de produccién de PHB es el punto critico que limita la viabilidad
econdmica de las empresas que busquen producir el biopolimero en escalaindustrial (7akita,
Masaki. 2016. US9249258B2). Empresas clave incluyen Danimer Scientific (US), Shenzhen
Ecomann Biotechnology Co Ltd (China), Kaneka Corporation (Japan), etc. El tamafio de
mercado se estim6 en 62 millones USD en 2020 y se proyecta que alcance 121 millones USD
para el 2025 a un crecimiento anual compuesto de 14.2% entre 2020 y 2025, Europa siendo

el mercado mds importante. (Markets and Markets, 2021)

0
(a) PHB —[—D—TH—CHE—!.‘! =
CHs
i ﬁ
(b) PHBY —{—D—TH—CHz—C—]“—[—D—CH—ﬂHz—E -
CHg f|:2F'|5
I I
(c) PAHB4HB —i—D—TH—CHz—ili—]"—[—D—CH;z—CHZ—CHE—{:—Iﬁ
CHy
I
(d) PHO +D~—I|:H~—CH?—-i|:—}H-
CsHyy
I I
(e) PHBHHXx —[—O—f.iIH—CHg—C—]“—[—O—CllH—CHg—C
CHsy CiHy

Figura 4: Formula quimica de varios compuestos del grupo PHA (Ke, Yu & Liu, et al, 2017)
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Tabla 4Compaiiias productoras de plasticos PHA en el mundo, se describe la escala de produccién en toneladas/afio
activas en el 2020 (Roberta, C, et al.)

Name of the : Production (kt 2
Comipiny City/Country Year-1) Raw Material Brand Name
Biomer eenwalbacki s - PHB Biomer
Taunus/Germany
Biomatera Toronto/Canada - PHA Biomatera
Bio-On Bologna/Italy 10 PHA Minerv
Kaneka Osaka/Japan 10 PHB
Tianjin Green-Bio Taijin/China 10 PHA Green Bio
Imperial Chemical
Industries (ICI) London/UK 0.3 PHB -
Danimer Scientific =~ Georgia/USA 0.3 PHA -
PHB Industrial Serrana/Brazil 0.1 PHB Biocycle
TEPHA Massachusetts/USA - PHA Tephaflex/TephElas
Tinan Zhejiang/China 10 PHB Enmat
SIRIM Selangor/Malaysia 2 PHA -
Shenzhen Ecomann  Shandong/China 5 PHA AmbBio
l Global plastic market size, by product, 2016 - 2028 (USD Billion)
5019 95225
- S p—

=
- - =

— [—

2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028

MPE mPP mPU mPVC mPET mPS mPA mABS PBT PPO
®m Epoxy Polymers ™ Liquid Crystal Polymers ™ PEEK ®mPC ®mPSU = PPSU = Others
Source: www.grandviewresearch.com
Figura 5: Tamafio de mercado de los plasticos mds comunes en el mundo y su crecimiento proyectado, este es de 579.7 mil millones

en 2020, el PET representa 55 mil millones, el PHB 62 millones. (https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/global-
plastics-mar)
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3. Justificacion
En este proyecto se buscé aislar cepas del género Bacillus productoras de PHB con

el fin de evaluar su capacidad de produccion , este proyecto asi mismo, ayudard a elevar el
estado del arte en esta disciplina al proveer de informacién sobre el potencial en variedades
no estudiadas que podrian ser o no mds eficientes que los microorganismos reportados,
encontrar una bacteria con buena eficiencia en expresion de PHB es el primer paso para
potencialmente promover la futura industria de los biopolimeros, lo cual traerd beneficios

ecoldgicos y no en menor medida econdémicos.

4. Hipotesis

En el territorio mexicano se encuentran cepas no caracterizadas pertenecientes al
grupo taxonémico de Bacillus con potencial no explorado para ser productoras de PHB,
prefiriendo zonas contaminadas con lipidos y/o hidrocarburos como lugar de aislamiento al

ser ambientes que favorecen la produccion de PHB.

5. Objetivos

5.1. Objetivos generales

e Aislamiento e identificacion de cepas del género Bacillus capaces de producir PHB
obtenidas en territorio mexicano utilizando oligonucleétidos disefiados
especificamente para el gen PhaC

5.2. Objetivos especificos

* Caracterizar preliminarmente las cepas aisladas de manera tradicional para seleccionar
Bacillus

* Identificar potenciales productores de PHB por prueba PCR diagnostica para el gen
PhaC

* Establecer un protocolo de seguridad a fin de no aislar Bacillus antracis

* Comprobar de manera cualitativa producciéon de PHB por la bacteria en condiciones

inductoras
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6. Materiales y métodos

Las pruebas se realizardn en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledén siguiendo el protocolo y paso descritos en el siguiente mapa

(Fig.4).
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de bacterias del género
Bacillus (Gottfried
Ehrenberg,1835) productoras
de polihidroxialcanoatos
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MOLECULAR
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3 $ - .
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Figura 6: Diagrama de flujo con la metodologia general utilizada para el proyecto.
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6.1. Aislamiento

A partir de muestras ambientales de suelos potencialmente contaminados con lipidos
y/o hidrocarburos, asi como ambientes extremofilos en general, se aislaron las bacterias de
interés. La muestra se dej6 incubar por 20 horas a 45 °C, favoreciendo la supervivencia
de bacterias esporulantes, la muestra de tierra se diluyo en alicuotas de 10 ml hasta llegar a
la dilucién 10, a continuacion las diluciones 10-3 y 10-* 4 fueron sembradas en medio agar
sangre utilizando 10 pl de la dilucién y extendiéndola por toda placa , bacterias hemolisis
negativas se sometieron a prueba de motilidad en agar semi-sélido para detectar B. anthracis,
las placas en las que se detectd el patégeno fueron esterilizadas en autoclave. (Aleksandra,
2020). Las placas libres de patdgenos se prepararon sembrindolas bacterias hemoliticas y/o
moviles en placas con agar LB (Luria Bertani) las cuales se incubaron a 37 °C el tiempo
necesario para ver su crecimiento, luego se observaron a microscopio 100x con tincién de

Gram para verificar que se aislaron bacilos Gram positivos.

6.2. Protocolo de extraccion de ADN con CTAB proteinasa K (Modificado, William
& Feil, 2012)

Se utiliz6 un paso de acumulacién de biomasa en tubos Eppendorf estériles de 2
ml, se centrifuga el tubo a 13000 rpm por 3 minutos, se decanto el sobrenadante, se volvio a
rellenar el tubo y se llevé a mezclar el medio en el aparato Daigger “Vortex Genie 2” para
deshacer el concentrado celular y se volvié a centrifugar, este paso se repitié 3 veces. Una
vez que se obtuvo el concentrado celular por centrifugacion se realizé un tratamiento con
etanol al 70% en las muestras que producian mucilago, este consistié en afiadir 300 pL del
alcohol y agitar con vortex, se lleva a la centrifuga por 10 segundos y se descarta el
sobrenadante. Luego se hicieron lavados con agua destilada, las muestras sin mucilago pasan
directamente a este tratamiento, el cual consistié en agregar 500 pL al tubo con pastilla,
agitar con vortex y centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos, se decanta el sobrenadante y se
repiti6 el proceso una vez mas. Después de decantar el ultimo lavado se afiadi6 al tubo con
la pastilla bacteriana 390 pL de buffer TE y 10 puL de proteasa K, la mezcla se incubo 1
hora a 55 °C y se mantuvo en agitaciéon a 900 rpm, después se agregaron 100 pL de NaCL
SM y se mezcld, se agregaron 80 pL de (TAB 10%/NaCl 5M (1:1), se volvié a mezclar la
solucién y se dejo incubar a 65 °C por 10 minutos, al finalizar este paso se agregaron 500

uLL de la fase fenol de una solucién Fenol Cloroformo (1:1), esta se llevd a vortex hasta
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6.3.

obtener un color lechoso y se procedié a centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos, una vez
transcurrido se separd la fase acuosa transparente y se transfirié a un tubo limpio, se agregaron

500 uL de fenol nuevamente y se repiti6 el procedimiento mencionado por segunda vez.

En el tubo nuevo con la dltima fase acuosa se afiadieron 2 volimenes, de la fase recuperada,
de etanol frio al 100% y 0.1 volimenes de acetato de amonio 3M, se mezclaron por inversion
e incubaron por 20 minutos a -20 °C, o 4 °C durante toda la noche en algunas muestras,
después de este periodo el tubo se llevo a centrifuga a 13000 rpm por 5 minutos, se decantd
el alcohol y se agregaron 300 uL de etanol al 70% al tubo, el cual se mezcl6 en vortex y llevo
a centrifugacién a 13000 rpm por 5 minutos, se descartd el alcohol y dejo secar por 10
minutos a 65 °C con el tubo abierto, finalmente se suspendié el ADN del tubo seco en 20 pL
de buffer TE y dejo incubar 5 minutos a 65 °C con el tubo cerrado antes de ser guardado en
refrigeracion a 4°C, la calidad del ADN posteriormente se probé en un equipo de

espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c.

Identificacion de bacterias con genes productores de PHB en Bacillus por PCR y
diseno de oligonucleétidos
Se obtuvieron al menos 10 secuencias del gen PhaC de diferentes bacterias,

incluyendo Bacillus megaterium, B. subtilis, B, thuringiensis, B. mycoides, B. cereus y B
aryabhattai, de la base de datos de nucledtidos del NCBI, estas se compararon por
alineamiento utilizando el programa ClustalW para formar observar si existia una secuencia
consenso lo cual sirvid como base para el disefio de los oligonucledtidos utilizado la
herramienta bioinformaéticas; Bioedit, Multiple Primer Analyzer de Thermophisher, Blastn
del NCBI e In Silico PCR amplificacion, se utiliz6 electroforesis en gel de agarosa para

identificar que bacterias muestren amplificacion, la cual debe tener un tamaiio de 303 pb.
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Tabla 5 Oligonucleétidos disefiados para deteccién del gen PhaC por PCR

Gen Oligonucleétido “foward” (5'-3") Oligonucledtido “reverse” (3'-5') Amplificacion

blanco (pb)

PhaC ‘ ’ TGACTACATTCGCAACAGAATGGG AACCACGATCCACTAGATATTCCAC 303

ATGACTACATTCGCAACAGAATGGGAAAAGCAATTAGAGCTATACCCAGAAGAGTACCGAAAAGCATACCG
CCGAGTGAAAAGGGCGAGTGAAATTTTATTACGTGAACCAGAGCCGCAAGTCGGATTAACGCCGAAAGAG
GTTATTTGGACGAAGAATAAGACGAAGCTTTATCGCTACATTCCAAAACAAGAAAAAACACAAAGAGTTCCA
ATTCTGTTAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGGATITAACTCCTGGAAATAGTITAGTGGAATATCT | 2
AGTGGATCGTGGTTTTGATGTATATATGCTTGATTGGGGCACATTTGGTITAGAAGATAGTCATTTGAAATTTG Zona conservada de la proteina
ATGATTTCGTGTTTGATTATAT

Forward | Reverse

Figura 7: Secuencia codificante para PhaC en Bacillus cereus cepa CFR06 (NCBI AY907827.2), se resalta la region
conservada en amarillo y la region blanca para los oligonucleétidos.

Reverse
Forward

6.4. Pruebas bioquimicas

Para optimizar la caracterizacion de las cepas aisladas se le hicieron varias pruebas
de preferencia de sustrato, el medio se prepard con 10 g/l de peptona de caseina, 5 g/l de
NACI, 0,015 g/l de purpura de bromocresol como indicador de pH y de 8 a 10 g/l del
carbohidrato a analizado, glucosa, lactosa, sorbitol, sacarosa, etc. El medio resultante se
mantuvo purpura a pH neutro y bdsico, este cambio a amarillo en pH acido, lo que indica
produccién de 4cido a partir del sustrato por parte de la cepa. También se realiz6 la prueba
de hidrolisis de gelatina, la cual se prepara con caldo LB agregando 4.8 g/l de gelatina al
medio, después de 1 a 3 dias de incubacion los tubos con medio se meten a refrigeracion por
30 minutos, medio liquido indica hidrolisis de gelatina. Ambas pruebas dan un perfil que

resulta util en la diferenciacion de las diferentes cepas y/o especies de Bacillus aisladas.
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6.5. Identificacion de bacterias productoras de PHB:

Se identific6 la produccién en bacterias aisladas utilizando medio inductor de PHB,
medio Minimo o medio pobre en nutrientes excepto carbohidrato el cual estd compuesto por
2.5 g/L de extracto de levadura, 1.25 g/L. de NaCl, 2 g/L de peptona y 15 g/L de glucosa,
(Martinez-Herrera, et al. 2020) una vez que se observaron colonias estas se tifieron en la
placa utilizando una solucién alcohdlica de Sudan Black B disuelto al 0.02% en etanol al
96% , la placa se saturé hasta cubrirla toda y se deja incubar por 30 minutos, el exceso de
tinta se decanté y se enjuago cuidadosamente con etanol absoluto, las colonias que
expresaron producciéon de PHB tuvieron un cambio de coloracién de colonia de blanco al
negro azuloso (Khan, et al. 2019).

La tincién con Sudan Black B utiliza un tinte lipofilico se une al biopolimero y tifie

de negro cualquier bacteria que potencialmente contenga este en su citoplasma (Fig. 6).

Figura 8: Placas con colonias bacterianas sometidas a tincién con Sudan Black B, las colonias
sefialadas son candidatas para contener PHB, A se observa a simple vista en Medio Minimo
con fructosa, B se observa bajo luz UV en una placa LB-calcofluor segin el reporte de

Gonzales et al. 1998
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6.6. Determinacion de concentracion celular
Se utilizé conteo celular por método de Cdmara de Neubauer (EMS Catalog #68052-
14, 68052-15); Se hicieron diluciones hasta 10 en solucién salina estéril del cultivo liquido
y se utilizaron SpL de estos para el conteo en la cdmara. Se observé a microscopio en
resolucion 100x los cuadros del centro de la cdmara y se contaron las bacterias observadas.

La férmula para obtener el nimero de células en el medio es;

Numero de celulas « 220,000

——— = Bacterias por mL
Numero de cuadros Factor de dilucion

6.7. Cinética de crecimiento y conteo de UFC
Para iniciar la curva se inoculé un medio nuevo y se calcul6 cuanto pre-cultivo se
necesita para este tenga una concentracion aproximada de 1, 000,000 células/ml se utiliza la

siguiente formula;

(1x10 — 6 celulas)(mL de medio a inocular)

%del medio original

El medio utilizado fue medio minimo mineral, el crecimiento bacteriano se monitored
a través de lecturas de densidad Optica a 650 nm por intervalos de una hora por 10 horas
(Azario, et al. 2010). Cada hora se hicieron de 3 a 6 diluciones de la muestra medida,esta se
inoculo en una caja Petri* con agar LB con 10 pL utilizando el método de plaqueo por

extension. (Castaiieda & Consuelo 2016)

6.8. Extraccion de PHB

Se utilizé 25 ml de cultivo inductor de PHB liquido incubado con nuestras cepas por
48 horas el cual es centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, repitiendo el proceso con dos
lavados de agua destilada estéril, el precipitado se secé a 100 °C por aproximadamente 24
horas hasta que se obtuvo un peso constante y con eso se determind el peso seco celular del
producto. Para la extracciéon de PHB se utilizé la biomasa seca y se le agrego 10 ml de
cloroformo y luego se incubo a 70 °C por 10 minutos y posteriormente se 3000 rpm por 10
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minutos para colectar la fase liquida la cual se dejé secar a 100 °C por aproximadamente 24
horas hasta que se obtuvo un peso constante el cual se considera el peso seco del PHB libre
de células (El-Kadi, S.\M, el al. 2021). La diferencia de pesos entre los dos valores se

considera la produccién de PHB (g/20ml) convertido a g/LL con la siguiente formula;

PHB (%) = Peso seco de PHB (g/L) x 100/peso seco celular total (g/L)

6.9. Ensamblaje del genoma
El ADN extraido se someti6 a una columna de purificaciéon Wizard ® SV Gel and
PCR Clean up system kit marca Promega, el purificado resultante se corrid en una cdmara de
electroforesis utilizando gel de agarosa 1% observando la eficacia del kit, posteriormente se
cuantifico el producto utilizando NanoDrop para comprobar que la muestra purificada
cumpla con los requerimientos para secuenciaciéon; minimo de 50-500 ng de ADN, 5:50 ng/
puL. Ratio de 260/280 < 1.8-2.00. Ratio de 260/230 > 1.8, ambos como indice de

contaminacion proteica.

Una vez comprobada la calidad de la extraccion de ADN y purificacion esta se mandé
a secuenciar a un servicio externo, se utilizé MiSeq™ regent kit de Illumina PE 70 nt con
una cobertura de 50. La calidad de las secuencias pareadas obtenidas fue probada en la
herramienta bioinformatica FastQC en la plataforma Galaxy, el ensamblaje de las secuencias
se realiz6 utilizando la plataforma PATRIC y se compararon los ensamblajes realizados
incluyendo los algoritmos SPAdes y Unicycler, la anotacion se realizé utilizando el programa
RASTtk proporcionado en la misma plataforma. Los contigs generados, fueron comparados
con los genomas encontrados en la base de datos del NCBI por medio de la herramienta
BLASTn, secuencias similares, asi mismo se buscé la secuencia nucleotidica del gen PhaC
y se utilizdé la herramienta “Translate tool” de Expasy para comparar la secuencia

aminoacidica en la base de datos de proteinas.
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7. Resultados

Las bacterias aisladas a partir de muestras de suelo recogidas en la zona desértica de
Mina, Nuevo Ledn (coordenadas: 25°58'44.0"N 100°38'01.5"W), y una zona de derrame de
petréleo en Cunduacan, Tabasco (coordenadas 17°59'56.1"N 93°07'08.6"W), fueron
seleccionadas en base a las siguientes caracteristicas: varillas mdviles Gram positivas, se
aislaron 24 cepas totales, 17 de suelos contaminados con petréleo de Tabasco y 7 de suelos

aridos de Mina Nuevo Ledén

Las colonias no hemoliticas, no mdviles y Gram negativas fueron descartadas, se
probaron 12 cepas con las propiedades compartidas descritas en el manual de Bergey, 8 de
estas resultaron positivas para el diagnéstico del gen, ademds de la morfologia las cepas
comparten caracteristicas como rango de temperatura optima similar, son capaces de crecer
a concentraciones de al menos 5% de NaCL crecimiento a pH de entre 6 y 8, produccion de
acido universal en medio con glucosa, incapacidad de procesar lactosa e hidrolisis de

gelatina.

Se encontraron algunas caracteristicas peculiares, las muestras de Mina, que consisten
en MSN1, MSN3, MSN5, MSF4 y MSDI, mostraron en su mayor parte tolerancia a
temperaturas cercanas a los 50 °C, con la notable excepciéon de MSF4, en la prueba de
tolerancia a alta salinidad MSD1, MSF4 y MSN3 lograron crecer a concentraciones de 10%
de NaCl en medio nutritivo LB. Las cepas aisladas de suelos de Tabasco, C32;, C32, y
C32gx, mostraron una capacidad mas universal para crecer en pH de 5 pero carecian de la
misma halotolerancia y termotolerancia mostradas en las cepas del desierto. Una diferencia
notable y un punto de interés es la capacidad de la cepa MSF4 de crecer hasta pH 9, algo de
lo que carecen todas las demas cepas probadas. Se ha reportado que algunas cepas de Bacillus
sufren una severa inhibicion de crecimiento incluso a 40°C, lo mismo ocurre con pH
superiores a 8 e inferiores a 6, mostrando que no todas las cepas pueden tolerar las mismas
condiciones de estrés. (Hiremath, et al. 2012). Metabdlicamente las cepas son bastante
similares, la diferencia se encuentra en la produccion de 4cido con sorbitol en MSD1 y C32;,
ademds de produccién de una especie de mucilago o polisacarido en las cepas de Mina la

cual estd ausente en las cepas de Tabasco (Tabla 6).
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Tabla 6 Caracteristicas encontradas en las cepas de bacilos Gram positivos aislados

MSD1I  MSF4  MSNI MSN3  MSN5 C32, C32; C 32ex

Morfologia Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo  Bacilo
Gram Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Motilidad + + + + + + + +
pH mds bajo 6 6 5 5 5 5 5 5
tolerado
PpH mds alto 8 9 8 8 8 8 8 8
tolerado
Hemolisis + + + + + + + +
Rango de 27-50 27-45 36-50 27-50 36-50 36-40 36-40 36-40
temperatura
Tolerancia a 10% 10% 5% 10% 5% <10% <10% <10%
NaCl mdxima
Produccion de + + + + + + + +
dcido por
glucosa

Produccion de - - - - -
dcido por
lactosa
Produccion de 1 - - = - +
dcido con
sorbitol
Hidrolisis de + + + + + + + +
gelatina

Mucilago + - + + +
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Las cepas fueron seleccionadas en base a la detecciéon del gen PhaC utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y un par de oligonucleétidos disefiados para este
propdsito, seglin el marcador de peso molecular se observé una banda de amplificacién en
la regién cercana a 300 pb, concordando con la prediccion hecha por la herramientas
bioinformadticas, lo que indica la presencia del gen en nuestras cepas y el potencial para

producir el polimero PHB (Figura 9)

I PCR para deteccion de 16s | PCR para deteccion de gen PhaC
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Figura 9: Reaccién positivas para deteccion de 16s y PhaC en gel de agarosa al 1% y 2% respectivamente, se observan un
amplicon de aproximadamente 300 pb en cepa MSF4 y MSDI, se utilizé bacteriéfago Lambda como marcador de peso

molecular y un PCR para deteccién de PhaC en ADN de E. coli como control negativo.

Como confirmacién de la eficacia de los oligonucledtidos, se utiliz6 la técnica de
deteccion directa del PHB utilizando la tincién de colonias con Negro de Sudédn, ambas cepas
mostraron colonias tefiidas de negro, lo que confirma su produccién. (Aragosa, et al, 2021)
En la extraccion de PHB con cloroformo sometido a calor se obtuvo un peso seco celular de
4.05 g/L y peso seco de PHB de 0.48 g/L en la extraccion de la cepa D1 la cual tiene una

produccién en peso seco de 11.85%.
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A) Cepa MSF4 B) Control negativo, E. coli

Figura 10: Formacién de PHB en diferentes cepas de este trabajo tefiidas con. Las placas se tifien con una solucién de Sudan black

B, 0.02 g/ diluido en etanol 96%. (A) Bacteria MSF4 (B) E. coli como control negativo.

La curva de crecimiento en el medio inductor de PHB (Martinez-Herrera RE et al, 2020)
mostré diferencias significativas entre las cepas que seleccionamos por sus caracteristicas de
extremofilia, especificamente colonias visibles a las 6 horas de crecimiento en temperaturas de 40
°C y en el caso de MSF4 crecimiento a pH 9, esta fue mds lenta en crecer, pero alcanzé un pico
mds alto, mientras que MSD1 mostré un crecimiento acelerado en las primeras horas, alcanzando

antes la fase estacionaria.
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Figura 11: Curva de crecimiento en medio inductor de PHB en cepas aisladas 40°C por 26 horas.
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Las cepas de bacterias MSD1 y MSF4 fueron seleccionadas para su secuenciacion y
posterior ensamblaje, la se recibieron secuencias pareadas las cuales no mostraron
secuencias de baja calidad. El programa para ensamblaje SPAdes (Prjibelski, A. et al. 2020)

género los mejores resultados que se pueden visualizar por graficas Bandage (Figura 12).

@

Figura 12: Grafico tipo Bandage generado a partir del ensamblaje de las secuencias contiguas de la cepa MSF4.

La anotacion del ensamblaje del genoma asistido por RASTtk en la cepa MSF4 mostro
un genoma de 5096 kilobases con un contenido GC de 35%, se encontraron 1188 proteinas
hipotéticas y 4187 proteinas con funcién conocida (Tabla 7) La comparacién de las
secuencias ensambladas con la base de datos del NCBI junto con las caracteristicas descritas
a lo largo del proyecto indica que la cepa MSF4 tiene similitudes al grupo de Bacillus cereus
de manera preliminar, este incluye siete especies, Comprende siete especies estrechamente
relacionadas, B. cereus sensu stricto, B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis, y B. cytotoxicus.

Tabla 7: Caracteristicas generales del genoma ensamblado de la cepa MSF4

Tamaiio del genoma 5096047
Contiguos generados 137
Contenido GC 35,3%
Secuencias CDS 5775
Proteinas con funcién conocida 4187
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Cepa MSF4

Figura: 13: Genes encontrados en el genoma ensamblado utilizando el programa SPADes en la plataforma Patric de la cepa MSF4
relacionados con el metabolismo del butanoato comparado con grupos de genes similares en otras especies, PhaC se encuentra

entre estos.

Se encontraron 6 genes relacionados al metabolismo del butanoato, entre ellos phaC el cual se encuentra en

la cadena anti sentido junto con phaB, y phaR que actda como represor en este operon.

Acetoacetil-coa reductasa l Represor phaQ I
phbB, FabG T

sintasa, phaC

Polihidroxialcanoato

——
Bacillus thuringiensis ATCC 35646 —@uuu— <)
Bacillus cereus ATTC 145794 -<ENNE <0 )< - ) —

Bacillus mycoides ATCC 6462 <4 — <R <) ) S S
1

Tabla 8: Caracteristicas del grupo de genes

Represor phaR.

Proteina
asociada a
granulo PhaP

3-hidroxibutiril-
CoA deshidratasa
Phal

Gen Posicion Inicio- | Numero de | Aminoécidos | Cadena
fin nucledtidos | del producto
phaC | 121096..122181 | 1086 361 -
phbB | 122264..123007 | 744 247 -
PhaR | 123159..123641 | 483 160 -
phaQ | 123840..124292 | 453 150 +
phaP | 124335..124859 | 525 174 +
phal | 124961..125404 | 444 147 +
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8. Discusion
Segin el Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (Paul De Vos, et al., 2009)

las caracteristicas que en general son comunes para las bacterias del género Bacillus Spp 'y
las condiciones que estas pueden tolerar incluyen temperaturas de 32 a 45 °C, con un
maximo de 50 °C, lo que las hace moderadamente terméfilas dependiendo de la cepa, la
tolerancia a concentraciones de NaCl de 7% hasta 10% es también un rasgo aceptado de la
especie. Las cepas aisladas de Mina Nuevo Ledn en general presentan crecimiento es el
extremo superior de los rangos descritos tanto en el manual como en publicaciones que
detallan la extrema adaptabilidad de este género bacteriano gracias al repertorio de estados
alternativos que poseen en respuesta a las condiciones ambientales (Richard, M. 2020) Las
bacterias del genero Bacillus, y las Firmicutes en general, son conocidas por su adaptabilidad
en condiciones extremas, especialmente en condiciones con multiples condiciones de estrés,
en buena parte gracias a la capacidad de producir endoesporas, esta tiene un alto coste
energético por lo que en condiciones mesofilas y en condiciones con un solo factor de estrés
la proporcion de firmicutes presentes en el ambiente, incluyendo Bacillus, es menor.
Lugares con muiltiples factores de condiciones extremas son los ambientes que tienen la
mayor proporcion de bacterias formadoras de esporas en cuanto a poblacién total

(Filippidou, 2016)

Varias especies de Bacillus tienen la capacidad de producir capsula bacteriana,
notablemente Bacillus mucilaginosus y Bacillus anthracis el cual de manera caracteristica
incorpora polipéptidos a su capsula la cual normalmente consiste en polisacaridos, Bacillus
megaterium también posee la capacidad de formar capsula bajo ciertas condiciones (Bishop,
et al. 1993), se ha descrito recientemente que algunas cepas de Bacillus cereus puede
desarrollar la capacidad de producir capsulas cuando normalmente este no es el caso para la
especie, indicando que esta es una caracteristica atipica que puede emerger en grupos
taxondmicos relacionados con B. anthracis los cuales son capaces de incorporar los genes
de virulencia responsables de esta capacidad de produccién de capsula como factor de

virulencia. (Baldwin, M, Victoria. 2020)

La distribucién de Bacillus es fuertemente determinada por adaptaciones ecoldgicas,

se ha reportado también que la termotolerancia estd positivamente asociada con cepas de
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mayor virulencia, mientras que la tolerancia a climas mads frios se asocia a un decremento de
virulencia, ademds de la temperatura otras adaptaciones incluyen resistencia a choque
térmico, a choque osmotico por sales y a diferentes rangos de pH 4cidos y alcalinos.
(Frédéric, C, et al. 2010) Estos estudios concuerdan con lo observado en el proyecto, los
grupos de bacterias aisladas de Mina, Nuevo Leon, tienden a tener crecimiento rdpido a
temperaturas de 40 °C y en mds casos produccion de capa viscosa protectora en 4 cepas,
MSNI1, MSN3, MSNS5 y MSDI1, todas de Mina. Las bacterias aisladas son capaces de
produccién de 4cido al crecer con glucosa como unica fuente de carbono de manera
consistente en las pruebas, las cepas se seleccionaron por su capacidad de hemolisis, el perfil
bioquimico tuvo ligeras variaciones en azucares como el sorbitol con 2 cepas positivas, lo
cual puede identificar a la bacteria como B.subtilis B.Thuringiensis o B.licheniformis en
cuanto especies comunes de este género, el resto son negativas lo cual generalmente es
indicio de B. Cereus, la capacidad de produccion de PHB estaba presente en cepas de los
dos territorios muestreados lo que da credencia a los reportes de su induccién en condiciones
estresantes, sin embargo esta de manera natural se presentd en una concentracion baja en la
cepa D1, 0.48 g/L representando un 11.85% de su peso seco, una cifra inferior a la todas las
bacterias reportadas como productoras en la tabla mostrada en antecedentes lo cual se puede
deber principalmente a la falta de optimizacién en condiciones de induccién, variaciones
entre la cantidad producida de PHB entre cepas puede ser significativa aun entre la misma
especie.

En 8 de 12 (66%) cepas probadas confirmaron presencia del gen phaC por medio de
los oligonucledtidos disefiados, el reporte estadistico de Hassan, et al (2018) indico un
aproximado de 74 productoras entre 153 bacterias aisladas (48%), este autor junto con Singh,
et al. (2013) reportan la capacidad de Bacillus subtilis y B. megaterum como productoras,
sin embargo la base de datos del NCBI tiene mayormente reportada la secuencia de phaC
para bacterias del grupo Cereus, si bien la region funcional en teoria debe conservarse la
incognita en la secuencia exacta de otras cepas da la posibilidad a variaciones no solo en

produccién sino también en la maquinaria metabdlica.

En el anélisis del genoma ensamblado a partir del ADN extraido de las cepa de Mina,
Nuevo Ledén, MSF4 se observd una alta similitud a secuencias de nucle6tidos pertenecientes

a genomas del grupo cereus encontrados en la base de datos de Genomas del NCBI, acorde
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con las pruebas bioquimicas y de morfologia observada y con reportes de ensamblaje de este
tipo de genomas con el programa SPADes (Blianco, 2021), de manera mds puntual la
comparacion hecha con la informacién de la base de datos identificé a la cepa MSF4 como
perteneciente a este grupo y confirmando que pertenece al género Bacillus, en este genoma
se encontrd la presencia de PhaC el cual junto con PhaB, y el represor PhaR, encontrados en
el mismo genoma, formando un operon en la cadena antisentido del cromosoma, el grupo de
genes phaQ, phaP, y phalJ forman otro operon en la cadena sentido, ambos han sido
reportados en cepas productoras de biopolimero en Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis y
Bacillus anthracis, en contraste Bacillus megaterium, otra especie productora conocida,

parece del gen phal (Kihara, 2017)

9. Conclusiones
e Se lograron descartar todas las colonias potencialmente pertenecientes al género

Bacillus especie anthracis

e Se caracterizaron de manera bioquimica 8 cepas las cuales bacilo Gram positivas
observdndose sus propiedades a diferentes condiciones y permitiendo seleccionar las
cepas de interés.

e Los oligonucledtidos disefiados detectaron presencia de phaC, corroborada por lo
encontrado en el genoma de la cepa MSF4

e Se confirmé la capacidad de produccién de PHB aludida en la informacién genética

de la cepa seleccionada, las colonias reaccionaron al tinte lipofilico.

10. Perspectivas

Queda por comprobar la competitividad de esa produccién de PHB frente a otras cepas
en % producido. factores que promueven la expresion de los genes de produccion de PHB y
la posibilidad de realizar ingenieria metabdlica, asistido por programacién en
bioinformatica, el PET tiene tuvo una produccién de 24 millones de toneladas en el 2021
con un costo de venta de 950 ddlares estadounidenses en el 2022, o 0.095 centavos por
gramo, comparado con su precio de 725 ddlares en el 2020 (Recuperado el 30 de Mayo del
2022 de https://www.statista.com/statistics), este es el potencial de mercado y el precio de
venta competitivo a alcanzar para el PHB.
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