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Resumen

Los microorganismos endofitos son de gran importancia biolégica debido a la
diversidad de actividades metabolicas las cuales repercuten en el desarrollo de las plantas.
Una de estas actividades que realizan estos microorganismos es la solubilizacion de
fosfatos de baja disponibilidad en suelos con baja fertilidad. Los microorganismos logran la
solubilizacion y reciclaje de fosfato por medio de la secrecion de enzimas llamadas
fosfatasas.

Gluconacetobacter diazotrophicus tiene la capacidad de solubilizar fosfatos, sin
embargo, se le ha atribuido esta actividad a la produccién de acidos organicos como el
acido gluconico. En el genoma de G. diazotrophicus no hay genes que codifiquen para
alguna fosfatasa acida o alcalina. La busqueda en genomas de otras acetobacterias
proporciono informacion acerca de la presencia de genes involucrados en la produccion de
fosfatasas acida y alcalina.

En este trabajo se investigd la produccién in vitro de fosfatasas por G.
diazotrophicus, para ello se establecieron las condiciones en las que habia un mayor indice
de solubilizacion de fosfatos con diferentes fuentes de carbono, pH, fuentes de nitrégeno y
fuentes de fosfato. En la condicion de maxima solubilizacion de fosfato, se determiné la
actividad de fosfatasa por medio de la hidrolisis del p-nitrofenilfosfato. La actividad de
fosfatasa fue mayor cuando se utilizé sacarosa (0.029M) como fuente de carbono, sulfato
de amonio (0.0037M) como fuente de nitrégeno, fosfato tricalcico (0.016M) como fuente
de fosfato, un pH de 5.5 y un tiempo de incubacion de 96 horas. Posteriormente el
sobrenadante se concentrd y se realizd un ensayo para determinar el efecto de la
temperatura en la actividad de las fosfatasas, este sobrenadante también se utilizd6 para
identificar las proteinas existentes por medio de PAGE semidesnaturalizante y se pudo
observar la presencia de una banda de aproximadamente 60 kDa. También se realiz6 un
analisis bioinformatico en el que se compararon secuencias de fosfatasas de bacterias
aceticas con fosfatas de G. diazotrophicus encontrando un motivo conservado de una
fosfatasa de la familia HAD.

En este trabajo pudimos detectar actividad de fosfatasa en G. diazotrophicus, sin
embargo, es necesario realizar mas experimentos para caracterizar que la proteina de 60
kDa sea una fosfatasa acida o alcalina, que podria contribuir a la solubilizacion de fosfatos
pero se requieren de mas estudios para atribuir éste papel a la presencia de las fosfatasas
acidas y alcalinas extracelulares.



1. Introduccion.

Los organismos endofitos son aquellos que colonizan el interior de las plantas sin
causar dafio; estos microorganismos promueven el crecimiento de la planta en términos de
aumento en las tasas de germinacion, biomasa, en el contenido de nitrégeno asimilable
(fijacion biologica de nitrégeno), incremento de la longitud y tamafio de las raices
(produccion de fitohormonas), tolerancia a estrés, defensa contra patégenos, solubilizacion
de nutrientes minerales como el fosfato y el zinc entre otros (Chawla y cols., 2014). La
aplicacion de estos microorganismos para una agricultura sostenible tiene mucho potencial.
Desde su descubrimiento G. diazotrophicus (GDI), se ha convertido en un microorganismo
muy interesante de estudio debido a los efectos benéficos que ejerce en el crecimiento de
las plantas (Rios y cols., 2019).

G. diazotrophicus es una alfa proteobacteria, aislada por primera vez de la cafa de
azucar (Saccharum officinarum), sin embargo, con el paso del tiempo también ha sido
aislada del arroz, pifia, café, y ragi entre otras plantas con alto contenido de azUcares
(Cavalcante y Ddbereiner 1988; Muthukumarasamy y cols., 2002). G. diazotrophicus
mejora el crecimiento de los cultivos mediante diferentes mecanismos de accién, como la
fijacion biologica del nitrogeno, produccion de auxinas, solubilizacion de nutrientes
minerales como fdsforo y zinc, también inhibe el crecimiento de fitopatdgenos, por estas
caracteristicas es considerada como una bacteria promotora del crecimiento vegetal (Eskin

y cols., 2014; Delaporte y cols., 2016).

El fosforo (P), es un elemento indispensable para la vida de plantas, animales y
microorganismos, participa en diversas rutas metabolicas, forma parte de moléculas
importantes como los fosfolipidos, ADN, ARN, del ATP requerido para la transferencia de
energia y catalisis celular. Es esencial en la fertilidad del suelo y la seguridad alimentaria

mundial (Tapia y cols., 2013).

En el suelo el fosforo se puede encontrar en dos formas, como fosfatos organicos e

inorganicos. El fosforo inorganico (Pi) se encuentra mayoritariamente como complejos



minerales insolubles, algunos de ellos aparecen después de la aplicacion de fertilizantes
quimicos. Estas formas precipitadas no pueden ser absorbidas por las plantas (Sharma y
cols., 2013). Por otro lado, el fosforo orgéanico (Po) constituye del 30- 40% del fosforo total
en la mayoria de los suelos, se encuentra como inositol fosfato, es sintetizado por
microorganismos y plantas, es la forma mas estable del Po; otras formas son
fosfomonoesteres, fosfodiester incluyendo fosfolipidos y acidos nucleicos (Yadab y cols.,
2012).

La solubilizacion organica del fosfato también llamada mineralizacion es la
conversion microbiana del Po a H,PO4 0 HPO4? (ortofosfato), que son formas de fosforo
disponibles para las plantas, el Po puede ser mineralizado como subproducto de la
mineralizacion de la materia orgénica del suelo o mediante la accion de enzimas fosfatasas
que pueden ser sintetizadas por las raices de las plantas, hongos y bacterias reguladas por la

demanda de este nutriente (Alori y cols., 2017).

Debido a que las plantas y los microorganismos solamente pueden adquirir el P como
HPOs, necesitan de enzimas para romper las moléculas orgénicas y asi liberar el fosfato.
Estas enzimas son secretadas al ambiente y se conocen como exoenzimas y son especificas
para cada tipo de molécula organica. En el caso de moléculas organicas que contienen P las
enzimas que rompen los ésteres de fosfato y los fosfonatos se llaman fosfatasas y
fosfonatasas respectivamente. Las fosfatasas las producen la gran mayoria de
microorganismos y plantas, constituyen un diverso grupo de enzimas que hidrolizan
fosfoester en varios tipos de sustrato, bajo diferentes condiciones pueden ser encontradas en
bacterias Gram positivas, Gram negativas y eucariontes (Gandhi y cols., 2012). La amplia
distribucion de las fosfatasas en la naturaleza sugiere funciones fundamentales en las
células. Las fosfatasas bacterianas son necesarias para varios procesos bioldgicos porque
ayudan a la célula a utilizar fosfoesteres organicos que no pueden atravesar la membrana
citoplasmica, también tienen una funcion importante en la expresion génica, estan
involucradas en transduccion de sefiales y juegan un papel importante en la patogenicidad

bacteriana (Gandhi y cols., 2012., Tapia y cols., 2016).



2. Gluconacetobacter diazotrophicus

G. diazotrophicus es una alfa proteobacteria, es enddfita de la cafia de azucar
(Saccharum officinarum), poseé un alto potencial agrobiotecnolégico, pertenece al género
de la familia Acetobacteraceae con la capacidad de fijar N2 en presencia de nitratos,
excretandolo en mas del 50 % directamente en el interior de los tejidos de la planta, en
forma asimilable (Cojho y cols. 1993; Muthukumarasamy y cols., 2002). Fue aislada por
primera vez por Cavalcante y Débereiner (1988) de raices y tallos de diferentes variedades
de cafia de azUcar. G. diazotrophicus se encuentra presente en el apoplasto intercelular de
los tallos de la cafia de azucar y también se ha detectado en la xilema de la base del tallo
(Pifidn y cols., 2002). Inicialmente la bacteria recibié el nombre de Sacharobacter
nitrocaptans, posteriormente fue renombrada Acetobacter diazotrophicus y finalmente
después de andlisis de secuencias fue denominada G. diazotrophicus (Cavalcante &
Ddbereiner., 1988; Yamada y cols., 1997).

G. diazotrophicus es una bacteria aerobia fijadora de nitrégeno, no forma esporas, no
produce nddulos, es un bacilo Gram negativo, aerobio obligado, mide 0.7-0.9 um de largo
por 2 um. Vista bajo el microscopio se pueden observar células solas, en parejas y en
cadenas. Cuenta con 1-3 flagelos laterales o peritricos. Su crecimiento éptimo es a pH 5.5 a
una temperatura de 30°C. Puede utilizar glucosa, fructosa o sacarosa, produciendo acido a
partir de estos sustratos; con excepcion de la sacarosa no usa otros disacaridos y no crece
con &cidos dicarboxilicos como Unica fuente de carbono. Produce y secreta una proteina
con actividad levansacarasa que se expresa de forma constitutiva y es una
fructosiltransferasa que produce un polimero de fructosa a partir de sacarosa, cataliza la
transfructosilacion de la sacarosa a una variedad de aceptores incluyendo agua, glucosa,
fructano y sacarosa. Cuando la levansacarasa hidroliza la sacarosa, da origen a
oligofructanos y levana, los que pudieran favorecer la colonizacion de la bacteria (Rios y
cols., 2007). La oxidacion extracelular de la glucosa a gluconato es el primer paso del
metabolismo de la glucosa en G. diazotrophicus. Esta reaccion de oxidacion se produce en
el periplasma por accién de una glucosa deshidrogenasa ligada a la pirroloquinolina
quinona (PQQ-GDH) (Molinari y cols., 2013).



Ademas de la cafia de azucar G. diazotrophicus también ha sido encontrada en
diversos cultivos como el café, pifia, mijo, arroz, camote, té, platano, ragi y en insectos que
infestan la cafia de azUcar (Muthukumarasamy vy cols., 2002; Saravanan y cols., 2008). La
interaccion de G. diazotrophicus con la cafia de azUcar promueve el crecimiento de la
planta, esta estimulacion del crecimiento de la planta ha sido atribuida no solo a la fijacion
de nitrégeno si no también a la produccion de las fitohormonas como el &cido indol-3-
acético y las giberelinas Al y A3; al biocontrol de fitopatdgenos ya que impide el
crecimiento de Xantomonas albilineans y también poseé actividad antifungica contra
Fusarium spp y Helminthosporium spp; la solubilizacion de los nutrientes minerales como
el fosforo y el zinc y la resistencia a las enfermedades como la escaldadura de la hoja (Luna
y cols., 2012; Eskin y cols., 2014).

Dentro de sus principales caracteristicas fisioldgicas, destacan su capacidad de fijar
nitrégeno en condiciones microaerofilicas a pH &cido incluso debajo de 3.0, asi como en
presencia de altas concentraciones de nitratos (10 mM) debido a la ausencia de la enzima
nitrato reductasa, posee la capacidad de oxidar etanol, crece en concentraciones altas de
azucar (30%), crecen en presencia de nitrato como Unica fuente de nitrogeno y la fijacion
de nitrégeno es parcialmente inhibida por la presencia de iones amonio (Saravanan y cols.,
2008; Bertalan y cols.,2009).

El genoma de G. diazotrophicus Pal5 estd compuesto por un cromosoma circular de
3.9 Mb con un contenido G+C de 66.19% y dos plasmidos de tamafio de 16.6 y 38.8 Kb
respectivamente. Tiene un total de 3,938 secuencias codificantes (CDS), ademas cuenta con
190 elementos transponibles, cantidad mayor que la que posee alguna otra bacteria endéfita
(Bertalan y cols., 2009).



3. Fosforo
El fosforo es esencial para la vida, es el componente primario de biomoléculas

importantes como el ATP, ADN, nucléotidos, fosfolipidos entre otros. Los requerimientos
de fosforo para las plantas es en promedio 0.2-0.4% del peso seco de la planta. El ciclo del
fosforo en el suelo tiene componentes abidticos y bioldgicos. Los componentes abidticos
son principalmente obtenidos de la disolucion de minerales que contienen fosforo
inorganico (Pi), dan lugar a la formacion de fosfatos de AI**, Fe?*, Ca** y Mg?'. El
componente biologico esta compuesto principalmente de la mineralizacion de fosfato
organico (Po) y que esta constituido por los desechos vegetales, animales y una gran
variedad de proteobacterias, liberando una gran proporcion de acidos nucleicos,
fosfolipidos y ésteres, lo que representa una parte importante del fosforo total y la
mineralizacion es la forma por la cual la regresa al suelo en la forma de ortofosfato
inorganico (Pi) para ser utilizado en el metabolismo microbiano. La transformacion
bioldgica del P en el suelo es importante para su absorcion por las plantas. En la agricultura
se requiere frecuentemente la adicion de P para mejorar la produccion de plantas y granos,
este proceso se conoce como fertilizacion. Sin embargo, la frecuente aplicacion de
fertilizantes fosfatados incrementa la cantidad de Pi en el ambiente impactando los campos
agricolas, generando con el paso de los afios, contaminacién de suelos y aguas superficiales
mas alla del sistema de produccion agricola. Un problema ambiental por exceso de Pi es la
eutroficacion que fomenta el aumento de la cantidad de algas y biomasa que reduce el
contenido de oxigeno de los cuerpos de agua, alterando el desarrollo de flora y fauna
(Mullen., 2005).

Mineralizacion e inmovilizacion del Fosfato

Los componentes clave del ciclo bioldgico del P en el suelo son la mineralizacion, es
decir: la transformacion del P organico en Pi, y la solubilizacion: la transformacion del P
inorganico en formas organicas. Estas reacciones son catalizadas por la fraccion de biomasa
microbiana activa en el suelo, y son en gran medida consecuencia de procesos catab6licos y

anabdlicos de los microorganismos autétrofos y heterétrofos. Para adquirir energia, los



compuestos organicos se oxidan y reducen para producir energia. A medida que estos

compuestos son hidrolizados, se liberan los nutrientes inorganicos (Mullen 2005).

La mineralizacion es la liberacion enziméatica del ortofosfato durante la
descomposicion de materiales organicos que contienen P. El grupo de enzimas fosfatasa es
responsable de la hidrdlisis de los ésteres y los anhidridos del ortofosfato. Se observan
varias enzimas de fosfatasa diferentes en el medio ambiente del suelo. Las fosfatasas del
suelo que se miden con mas frecuencia son las fosfomonoesterasas, que hidrolizan los
enlaces de fosfomonoester. Se han estudiado ampliamente dos fosfomonoesterasas: la

fosfatasa acida y la fosfatasa alcalina (Nannipieri y cols., 2010).
3.2 Fosfatasas

Las fosfatasas constituyen un grupo diverso de enzimas que hidrolizan los
fosfoésteres en diversos tipos de sustratos en diferentes condiciones. Sobre la base de
criterios como la especificidad y el pH éptimo, las fosfatasas pueden clasificarse en varias
familias, una de las cuales es la familia de las fosfohidrolasas &cidas inespecificas
bacterianas o fosfatasas (Non-Specific Acid Phosphatases, NSAP por sus siglas en inglés).
Las NSAP estan ampliamente distribuidas entre muchas especies de bacterias Gram
positivas, Gram negativas y también en eucariotas. Se considera que las NSAP son
fisiolégicamente importantes porque ayudan a la célula a utilizar los fosfoésteres organicos
que no pueden atravesar la membrana citoplasmatica y que, por lo tanto, proporcionan a la
célula los nutrientes esenciales o tienen importancia funcional en la expresion de los genes
(Gandhi y cols., 2012). Algunas de estas enzimas pueden ser secretadas fuera de la célula,
donde se liberan en forma soluble o se retienen como proteinas ligadas a la membrana,
donde pueden defosforilar una amplia gama de sustratos de fosfoester estructuralmente no
relacionados y mostrar una actividad catalitica éptima a valores de pH de acidos a neutros
(Rossolini y cols., 1998). Ademas de su funcién en la adquisicién de P, las fosfohidrolasas
regulan el metabolismo celular, participan en la transduccion de sefiales y también pueden

ser fundamentales para la patogenicidad de las bacterias (Relly y cols., 1996).



3.3 Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina es una enzima hidrolasa que funciona a pH alcalino. La
metaloenzima contiene dos iones de zinc que participan en la catélisis, mientras que el ion
magnesio es importante en la estabilizacion estructural. La fosfatasa alcalina hidroliza los
fosfatos de muchos tipos de moléculas como los nucle6tidos, las proteinas, los alcaloides,
los ésteres de fosfato y los anhidridos del &cido fosforico. Las fosfatasas alcalinas
desempefian una funcién indispensable en el metabolismo de los fosfatos y la produccién
de fosfatasa alcalina est& regulada por los compuestos de fosforo disponibles en el medio
ambiente. Los iones metalicos equivalentes son necesarios para la actividad de la fosfatasa
alcalina, mientras que los quelantes como el EDTA inhiben la actividad de la fosfatasa

alcalina (Nalini y cols., 2015).
3.4 Fosfatasa acida

Las fosfatasas acidas son una clase de enzimas ubicuas que catalizan la hidrolisis de
los fosfomonoésteres a un pH &cido. En todas las bacterias, estas enzimas catalizan la
hidrdlisis de una amplia variedad de fosfomonoésteres y catalizan las reacciones de
transfosforilacion transfiriendo un grupo fosforilo al alcohol en presencia de ciertos
aceptores de fosfato. Las bacterias poseen enzimas fosfatasa acidas localizadas en la pared
celular bacteriana y en la sustancia polimérica extracelular (EPS) que la rodea (Behera y
cols., 2017).

3.5 Importancia de las fosfatasas

Aproximadamente, entre el 95 y el 99% del fosforo es insoluble, ya sea de forma
organica o inorganica, y por lo tanto no esta disponible para el crecimiento de las plantas.
La cantidad de fésforo disponible es muy limitante en muchos suelos y requiere la
aplicacion de fertilizantes. Sin embargo, los microorganismos del suelo realizan la
mineralizacion de los compuestos de fosforo organicos y la solubilizacién de los
compuestos minerales insolubles, poniéndolos a disposicion de las plantas. Este mecanismo
depende de las condiciones ambientales y los procesos bioldgicos que tienen lugar en el
suelo (Shukla., 2019).



El contenido de fdésforo organico oscila entre el 30 y el 50% del total de P del suelo
(Mullen 2005). Varias enzimas hidroliticas desempefian un papel importante en los
procesos de mineralizacion de los sustratos de P orgéanico. Los compuestos organicos, que
aparecen como ésteres de fosfato, son hidrolizados por fosfatasas para liberar fosfato, que
luego puede ser asimilado por las plantas (Cabugao y cols., 2017). Estas enzimas son
secretadas por las plantas y los microorganismos cuando el contenido de fosfato soluble en
el suelo es bajo. Cuando el contenido de fosforo es alto, estas enzimas son reprimidas. La
desrepresion ocurre cuando los niveles de fosfato se vuelven limitantes (George y cols
2017). Ademas de las concentraciones de fosfato, la actividad de las fosfatasas también
puede ser controlada por otros factores como la concentracion de sustratos y la presencia o
ausencia de metales entre otros (Nahas E., 2015).



4. Antecedentes generales

Lopez y cols., en 2013 estudiaron un grupo de bacterias diazotroficas (Azospirillum,
Azotobacter, Rhizobium y Klebsiella) las cuales fueron evaluadas como bacterias
solubilizadoras de fosfato y productoras de acido indol-3-acético, asi como sus efectos
sobre el crecimiento de maiz encontrando que estas bacterias incrementaron la biomasa de
las plantas por encima del 39% y de la acumulacién del fésforo en un 10% (Lopez y cols
2013).

Pallavi y cols., en 2013 evaluaron el efecto de diferentes fuentes de C a una relacion
de 10 g/L de maltosa, sacarosa, xilosa y galactosa, asi como diferentes fuentes de nitrégeno
0.1 g/L como cloruro de amonio, nitrato de sodio, nitrato de potasio y urea, en la
solubilizacion de fosfato en Pseudomonas lurida. Observaron una mayor solubilizacion a
los 7 dias con glucosa y sulfato de amonio en medio NBRIP con fosfato tricalcico (Pallavi
y cols., 2013).

Mahesh y cols., en 2015 optimizaron la produccion de fosfatasa alcalina en Proteus
mirabilis. Sus resultados muestran que la produccién 6ptima de fosfatasa fue a pH 7-8 a
35°C durante 28 horas de incubacién. Una vez que ya tenian sus condiciones Optimas
purificaron la fosfatasa mediante precipitacion con sulfato de amonio, filtracion en gel y
cromatografia de intercambio i6nico. Posteriormente realizaron un PAGE-SDS para estimar
el peso de la proteina y obtuvieron un peso de 56 KDa (Mahesh y cols., 2015).

En 2017 Behera y cols caracterizaron la fosfatasa acida extracelular de Serratia sp.
La actividad de la fosfatasa acida se determind mediante el ensayo de p-nitrofenilfosfato
(pPNPP) en el sobrenadante de cultivo de caldo bacteriano. Posteriormente realizaron una
purificacion parcial y sus resultados mostraron que las condiciones de méxima produccion
de fosfatasa fueron a una temperatura de 45 °C, agitacion constante de 100 rpm, pH 5.0,
glucosa 0.05 M como fuente de carbono y sulfato de amonio 0.0007 M como fuente de

nitrégeno (Behera y cols., 2017).



5. Antecedentes especificos

En 1999 Maheshkumar y cols. reportaron la capacidad de G. diazotrophicus de
solubilizar compuestos de fosfato inorganico (Pi) como consecuencia de la produccién de
acido gluconico, por lo que se le considero parte del grupo de bacterias Pi-solubilizadoras
(Maheshkumar y cols., 1999).

En 2011 Crespo Yy cols., observaron la habilidad de G. diazotrophicus de solubilizar
hidroxiapatita y fosfato tricalcico. Realizaron ensayos cualitativos en placas de medio
NBRIP utilizando fosfato tricalcico (0.016M) observando halos de solubilizacién alrededor
de la colonia. En cultivos liquidos con hidroxiapatita (0.0049 M) como fuente de P y
glucosa como fuente C, se observo que mas del 98% del P insoluble fue solubilizado

(Crespo y cos., 2011).

En 2016 Quintana y cols., evaluaron la capacidad solubilizadora de diferentes fuentes
de fosfatos insolubles (fosfato dicalcico 0.036 M, fosfato tricalcico 0.016 M, hidroxiapatita
0.0049 M, y fosfato férrico 0.033 M) en G. diazotrophicus. Utilizaron mutantes obtenidas
por insercion del transposon Tn5 (que le confiere una resistencia a kanamicina). Las
mutantes fueron seleccionadas bajo condiciones especificas relacionadas con la oxidacion
de la glucosa en la produccion de &cido gluconico, la mutante K416 relacionada con la
enzima clave para la oxidacion de la glucosa, la 16G6 relacionada con una subunidad de
NADH quinona oxidoreductasa y 16D10 una proteina putativa transmembrana con funcion
desconocida. Observaron que las mutantes tienen una menor capacidad de solubilizar
fosfatos en comparacion con la cepa tipo silvestre, el analisis de HPLC mostré que todas las

cepas produjeron acido glucoénico en diferentes concentraciones (Quintana y cols., 2016).
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6. Justificacion

El uso excesivo de fertilizantes fosforados para mejorar los rendimientos éptimos de
los cultivos se considera un problema ambiental importante ya que el 75-90% de los
fertilizantes de P aplicados al suelo se inmovilizan rapidamente y deja de estar disponible
para las plantas (Mihalache y cols., 2016). Debido a que la disponibilidad del P depende
acidos organicos y de las enzimas liberadas por los microorganismos para solubilizarlos.
Gluconacetobacter diazotrophicus es un organismo que lleva a cabo la solubilizacion de
fosfatos produciendo &cidos organicos y produccién de enzimas extracelulares. En éste
microorganismo de interés agroecondémico no se han descrito estudios relacionados al tipo
de enzimas extracelulares que pudieran estar participando en la solubilizacion de los
fosfatos, por lo que es importante establecer los pardmetros de maxima produccién de la o
las fosfatasa (s) presente (s) y en estudios posteriores purificarla, caracterizarla y enviar a
secuenciar para esclarecer que tipo de fosfatasa se encuentra en este microorganismo que
tiene un amplio potencial como biofertilizante y ademas pueda tener en un futuro cercano
un uso industrial o aplicaciones biotecnoldgicas para disminuir la cantidad de fertilizantes

aplicados en el suelo (Nalini P y cols., 2015).
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7. Hipotesis

Gluconacetobacter diazotrophicus produce fosfatasas relacionadas con el fenotipo de

solubilizacion de fosfatos que presenta esta bacteria.

8. Objetivos.

8.1. General.

Determinar la presencia de las fosfatasas en la actividad solubilizadora de fosfatos en G.

diazotrophicus.
8.2. Objetivos especificos.

1) Establecer las condiciones optimas de solubilizacién de fosfatos en la cepa G.
diazotrophicus Pal5 a diferentes pHs, fuentes de carbono, fosfatos y nitrégeno, en el
medio SRS.

2) Determinar la presencia de las fosfatasas mediante el ensayo del p-nitrofenilfosfato

3) Realizar una curva de crecimiento de G. diazotrophicus en medio SRS con fosfato y
sin fosfato.

4) Evaluar el efecto de la temperatura en la actividad fosfatasa en sobrenadantes de G.
diazotrophicus.

5) Realizar analisis bioinforméaticos con secuencias de fosfatasas de acetobacterias y

compararlas con secuencias de fosfatasas en Gluconacetobacter diazotrophicus.
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10. Metodologia

10.1 Determinacion de la solubilizacion de fosfato en medio SRS sélido.

A partir de un precultivo de G. diazotrophicus Pal5 en medio LGIE (ver anexo 2); se
tomaron 3 ml de este precultivo, se centrifugd y el paquete celular se lavd 3 veces con
medio LGIE centrifugando a 8,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente (TA), se
descarté el sobrenadante y el paquete celular obtenido se resuspendié en medio LGIE hasta
obtener una densidad celular de 0.2 a DOsoo de, de la cual se tomaron y depositaron 30 pl a
un disco de papel filtro estéril de 0.5 cm de diametro y se colocaron en medio SRS sélido
por triplicado en la misma caja de Petri, se incubaron a 30°C durante 7 dias. La
solubilizacion de fosfato se observo como zonas claras alrededor de la colonia, estos halos
de solubilizacion se midieron obteniendo asi el indice de solubilizacion de fosfato (ISF), el
cual se midi6 cada 24 horas y se calculé mediante formula ISF=Diadmetro de la colonia +
halo de solubilizacién/ didmetro de la colonia, un mayor indice de solubilizacién nos indica

una mayor solubilizacion (Premono y cols. 1996). Este ensayo se realizo6 por triplicado.

Para probar el efecto de solubilizacion de fosfatos con cada una de las diferentes fuentes de
carbono, nitrégeno y fosfato se siguié la metodologia mencionada anteriormente, y en el
medio SRS (ver anexo 1) las fuentes de carbono fueron: glucosa 0.05 M, xilosa 0.06 M,
sacarosa 0.029 M, fructosa 0.05 M, manitol 0.05 M, maltosa 0.027 M, lactosa 0.029 M; con
diferentes pH 5. 5.5, 6 y 7; diferentes fuentes de nitrogeno: Sulfato de amonio 0.0037 M,
nitrato de sodio 0.0058 M, nitrato de calcio 0.002 M, nitrato de amonio 0.006 M, L-
aspartato 0.0037 M, urea 0.0083 M vy nitrato de potasio 0.0049 M; y con diferentes fuentes
de fosfatos: fosfato tricalcico 0.016 M, fosfato de amonio 0.043 M, fosfato de sodio 0.032
M, hidroxiapatita0.0099 M y fosfato monobasico de potasio 0.036 M.

10.2 Ensayo de la fosfatasa

A partir de un precultivo de G. diazotrophicus Pal5 en medio LGIE a 150 rpm durante 48
horas, se inoculé una dilucién 1:100 a un volumen de 15 ml de medio SRS liquido en un
matraz de 30 ml y se incubd a 30°C durante 7 dias con 150 rpm, se tomaron 250 pl del
cultivo cada 24 horas, se centrifugd, se tomaron 0.240 ml del sobrenadante se mezclaron
con 0.630 ml de buffer MUB pH 6.5 para fosfatasa acida y pH 11 para fosfatasa alcalina y
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se le agreg0 p-nitrofenilfosfato 0.025 mM a un volumen final de 1 ml. Se incub6 1 hora a
37°C, se detuvo la reaccion con hidroxido de sodio 3 N, ésta se centrifugdé por 10 min a
10,000 rpm y se midid la cantidad de p-nitrofenolato formado a una DO de 405 nm. Para
determinar la concentracion de p-nitrofenolato se utilizé una curva de calibracion la cual se

describe en el apartado 10.5.
10.3 Concentracion del sobrenadante para la determinacion de fosfatasa

Partiendo de un precultivo de G. diazotrophicus Pal5 se inoculd una dilucién 1:100 en un
volumen de 250 ml de medio SRS en un matraz de 500 ml, se incub6 durante 96 horas a
30°C 150 rpm, se centrifugé a 10,000 rpm por 30 min. El sobrenadante obtenido se
concentrd en un saco de didlisis (limite de exclusién de 12,000 D) y posteriormente se

dializ6 en un buffer acético-acetato pH®6.
10.4 Efecto de la temperatura en la actividad de la fosfatasa de G. diazotrophicus Pal5

Se tomaron 100 pl del sobrenadante concentrado en un saco de dialisis (25 pg/ml de
proteina) se mezclaron con buffer MUB pH 6.5 para el ensayo de la fosfatasa acida 'y pH 11
para la determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina. Se preincubaron 10 min en
estos buffers a 20, 30, 40, 50,70, 80 y 90°C en presencia de p-nitrofenilfosfato 0.025 mM, y
se incubd 1 hora a 37°C, se detuvo la reaccion con hidréxido de sodio 3N, después de éste
periodo se centrifugd por 10 min a 10 000 rpm y se midid la cantidad de p-nitrofenolato
formado a de 405 nm, como blanco se utiliz6 buffer MUB 6.5 para fosfatasa acida 'y pH 11

para fosfatasa alcalina; como control se usé el sobrenadante el cual no se preincubd.
10.5 Curva de calibracion p-nitrofenol

A partir de un stock de 0.625 mM de p-nitrofenol fosfato se realizaron diluciones para
obtener concentraciones finales de 0.39 pM, 0.78 puM, 1.5 pM, 3.1 uM y 6.25 pM. Se
mezclaron agua (cbp), buffer, p-nitrofenol, NaOH 0.3 N. y se midi6 la absorbancia a 405
nm. Los resultados fueron graficados y se calculé la R? que nos sirvié para determinar la

confiabilidad de nuestra curva al extrapolar con los datos obtenidos experimentalmente.
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10.6 Curva de calibracion BSA

La curva de calibracion con BSA se realizé partir de un stock de 1 mg/ml de BSA se
realizaron diluciones para obtener concentraciones de 1.25, 2.5, 3.0, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5,
15.0 y 20 pg/ml. El ensayo se realiz6 de acuerdo con las especificaciones del reactivo de
Bradford. En un tubo se pusieron 800 pl de cada concentracion de BSA, y 200 pl del
reactivo de Bradford. Se incub6 por 5 minutos y se midio la absorbancia a 595nm. Los
resultados fueron graficados y se calculé la R?. (Bio-Rad Protein Assay). Esta curva se
utilizd6 como referencia para determinar la concentracion de proteinas presentes en las

alicuotas utilizadas para medir la actividad de fosfatasa.
10.7 Andlisis bioinformatico

Para el andlisis bioinforméatico se utilizd la base de datos de proteinas NCBI donde se
buscaron las secuencias de aminoacidos de las proteinas fosfatasas de bacterias secuencias
de fosfatasa de Gluconacetobacter diazotrophicus. Se utilizaron las secuencias de
fosfatasas 4cidas: ASL41554.1 de Acetobacter oryzifermentans y GAL96606.1 de
Acetobacter tropicalis, y de G. diazotrophicus se utilizaron las secuencias de fosfatasas
WP012225717.1, WP012224345.1 y WP012553035.1.

Estas secuencias se introdujeron en el programa CDC (Conserved Domain Database) para
saber a que familia pertenecian estas fosfatasas, y posteriormente se introdujeron en el
programa Phyre 2 que es un servidor de modelado por homologia de estructuras de
proteinas. Los modelos obtenidos fueron posteriormente introducidos en el programa
MATRAS MArkovian TRAnsition, of protein Structure para empalmar las estructuras

obtenidas y asi observar si existia alguna homologia entre estos modelos.
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10.8 Analisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados 3 veces en ensayos independientes; para el analisis
estadistico se calcul6 el SEM vy se realizé el anélisis de varianza (ANOVA) para determinar
si existen diferencias estadisticamente significativas. Para el andlisis de las curvas de

calibracion se calculé el coeficiente de determinacion R2.

Se utilizé el programa Excel para la captura de datos y el programa Graph Pad Prism para

el analisis estadistico.
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11. Resultados.

11.1 Determinacion de las condiciones Optimas para la solubilizacion de fosfatos

11.1.1 Solubilizacion de fosfatos en medio SRS solido con diferentes fuentes de
carbono

Los indices de solubilizacion obtenidos con las diferentes fuentes de carbono se muestran
en la figura 1, donde se puede observar que el indice de solubilizacion de fosfatos vario con
las diferentes fuentes de carbono, de las 8 diferentes fuentes de carbono probadas sélo se
observd con glucosa, sacarosa y xylosa. A las 24 horas solo se obtuvo solubilizacién con
glucosa con un indice de solibilizacion de 1.3 cm. A las 48 horas el indice de solubilizacion
de glucosa aument6 a 1.5 cm, y también fue a las 48 horas que se observo solubilizacién
con xilosa y sacarosa con 1.08 cm y 1.09 cm respectivamente. El indice de solubilizacion
fue aumentando y a las 72 horas se observaron halos de 1.8 cm con glucosa, 1.18 con xilosa
y 1.19 con sacarosa. El indice de solubilizacion obtenido a las 120 horas fue de 1.8 cm con
glucosa, 1.18 cm con xilosa y 1.25 cm con sacarosa. A las 144 horas los indices de

solubilizacion obtenidos fueron 1.7 cm con glucosa, 1.3 cm con Xilosa y 1.2 con sacarosa.

Estas diferencias en los indices de solubilizacion de fosfatos mencionadas anteriormente
podrian deberse a la excrecién de diferentes &cidos organicos sintetizados por G.
diazotrophicus en presencia de diferentes fuentes de carbono.
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Figura 1. Gréfica de los diferentes indices de solubilizacién obtenidos con las fuentes de
carbono, glucosa 0.05 M, xilosa 0.06 M, sacarosa 0.029 M, fructosa 0.05 M, manitol 0.05
M, maltosa 0.027 M, lactosa 0.029 M en medio SRS. SEM p=0.005.

11.1.2 Solubilizacion de fosfatos en medio SRS sélido con diferentes pH

Para probar el efecto del pH en la solubilizacion de fosfatos se analizé un rango de
pHs de 5, 5.5, 6 y 7 en el medio SRS solido con glucosa (0.05 M) como fuente de
carbono donde se observé en mejor resultado. En la figura 2 se muestran los indices
de solubilizacion obtenidos bajo estas condiciones. A las 24 horas se obtuvieron
indices de solubilizacién de 1.3 cm con pH 5y 6, 1.4 cm con pH 5.5y 1.2 con pH 7.
A las 48 horas los indices de solubilizacion obtenidos fueron 1.6 cm con pH 5, 1.5
con pH 5.5, 1.3 con pH 6 y con pH 7. A las 72 horas los indices de solubilizacién
fueron aumentando, 1.8 cm con pH 5, 1.6 con pH 5.5, 1.4 con pH 6 y 1.5 con pH 7.
Estos indices de solubilizacion se mantuvieron hasta las 144 horas. En este ensayo el

pH con el que obtuvimos los mejores indices de solubilizacion fue el de 5.5.
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Figura 2. Grafica de los diferentes indices de solubilizacion obtenidos con diferentes pH.
Glucosa 0.05 M como fuente de carbono en placas de medio SRS. Los pH utilizados fueron 5,
55,6y 7.Alas 24,48, 72,120y 144 horas. SEM p=0.005.

11.1.3 Efecto de las diferentes fuentes de nitrégeno en la solubilizacion de fosfatos en
la cepa G. diazotrophicus Pal5 en medio SRS solido

El efecto de la solubilizacion de fosfatos con las diferentes fuentes de nitrégeno
mencionadas anteriormente en material y métodos se observa en la figura 3, con glucosa
0.05 M, un pH de 5.5. En la gréfica se observa que el sulfato de amonio (0.0037 M)
muestra un indice de solubilizacion de fosfatos de 1.4 cm a las 24 horas y un incremento en
el didmetro de 1.9 cm a las 72 horas, con el L-aspartato se puede observar un indice de
solubilizacion a las 24 horas de 0.5 cm con un incremento de 1.56 cm a las 72 horas, al
utilizar nitrato de sodio se obtuvo un indice de solubilizacion de 0.6 cm a las 24 horas y de
0.99 cm a las 72 horas que ya no varié significativamente a lo largo del experimento. Con
el nitrato de potasio los indices de solubilizacién obtenidos fueron de 0.5 cm a las 24 horas,
0.6 cm a las 48 horas, y a partir de las 72 horas hasta las 144 horas el indice de

solubilizacion se mantuvo en 0.7cm. Se puede notar que usando las fuentes nitrogenadas:
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nitrato de calcio, nitrato de amonio y urea no se observé indice solubilizacién a las 24
horas, sin embargo, se puede observar que con el nitrato de calcio un indice de
solubilizacion con 0.2 cm hasta las 120 horas, con nitrato de amonio y con urea fueron de
0.6 cm y de 0.5 cm a las 72 horas respectivamente, aumentando ambos casos a 0.8 cm al

final del experimento (144 horas).
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Figura 3. Gréfica de los indices de solubilizacion con diferentes fuentes de nitrégeno Sulfato de
amonio (0.0037 M), nitrato de sodio (0.0058 M), nitrato de calcio (0.002 M), nitrato de amonio
(0.006 M), L-aspartato (0.0037 M), urea (0.0083 M) y nitrato de potasio (0.0049 M) con glucosa
(0.05 M) como fuente de carbono y a pH 5.5. SEM p=0.005.
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11.1.4 Analisis del efecto sobre la solubilizacién de fosfatos en medio SRS sélido con

diferentes fuentes de fosfato

El ensayo se realizd con la fuente de carbono (glucosa 0.05 M) nitrégeno (sulfato de
amonio 0.0037 M) y pH éptimo (5.5), para determinar la fuente de fosfatos 6ptima. En la
figura 4 se observa que solo con hidroxiapatita y fosfato tricalcico se presentan halos de
solubilizacion a partir de las 24 horas, la hidroxiapatita con un indice de solubilizacion de
1.06 y el fosfato tricalcico con 1.1 cm. A las 48 horas el indice de solubilizacién con
hidroxiapatita fue de 1.15 cm y con fosfato tricélcico fue de 1.38 cm, y a las 72 horas con
hidroxiapatita el indice siguié aumento6 a 1.25 cm y el de fosfato tricalcico 1.5 cm. A las 96
horas que se observa solubilizacion con todas las fuentes de fosfato, siendo el fosfato
tricalcico el que muestra un mayor indice de solubilizacién con 1.9 cm, seguido de
hidroxiapatita con 1.5 cm, 1.2 cm con fosfato de sodio y los que mostraron un menor indice
de solubilizacion a las 96 hora fueron fosfato de amonio y fosfato monobasico de potasio
con 1.1 cm. A las 144 horas los indices de solubilizacion obtenidos fueron 1.1 cm con
fosfato de sodio y fosfato de amonio, 1.2cm con fosfato monobaésico de potasio, 1.4cm con
hidroxiapatita y 1.8 cm con fosfato tricdlcico. De las fuentes de fosfato utilizadas el fosfato
tricalcico fue con la que se obtuvo una mejor solubilizacion de fosfatos, ya que la
solubilizacion se comienza a ver a partir de las 24 horas y va aumentando, llegando a un

méaximo de solubilizacién a las 96 horas.

22



2.5

= 2
g M Fosfato de sodio
-
©
§ 1.5 M Hidroxiapatita
§
° " i m Fosfato monobadsico de
) potasio
©
ot Fosfato de amonio
2
£ 05
M Fosfato tricalcico
0
24 48 72 120 144

Horas

Figura 4. Grafica de los indices de solubilizacidn con diferentes fuentes de fosfato (fosfato de
sodio 0.032 M, hidroxiapatita 0.0099 M, fosfato monobasico de potasio 0.036 M, fosfato de
amonio 0.043 M, fosfato tricélcico 0.016 M), con glucosa (0.05M), pH 5.5 y sulfato de amonio

(0.0037 M). SEM p=0.005.

11.2 Determinacion de la actividad enzimética de fosfatasa en sobrenadantes de G.
diazotrophicus Pal5

Se determind la actividad enzimatica de fosfatasas en sobrenadantes de cultivos de G.
diazotrophicus Pal5 mediante el ensayo del p-nitrofenilfosfato (Behera y cols., 2017) como
se describe en el anexo 3. En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos realizando el
ensayo de la fosfatasa obtenida de sobrenadantes de cultivos crecidos con fosfato tricélcico
(0.016 M) e hidroxiapatita (0.0099 M) a una temperatura de 30°C durante 144 horas por
separado con fuente de fosfatos y sin ello. Con este ensayo pudimos confirmar que en el
sobrenadante de los cultivos de G. diazotrophicus si habia actividad de fosfatasa cuando se

usaba fosfato tricélcico e hidroxiapatita.
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Figura 5. Grafica que muestra la actividad de fosfatasa en tres diferentes condiciones
(fosfato tricalcico, hidroxiapatita como fuente de fosfato y sin fuente de fosfato), utilizando
como sustrato al p-nitrofenilfosfato. . SEM p=0.005.

La actividad enzimatica de la fosfatasa &cida y alcalina se muestra en la figura 6. En la
figura 6A se muestra la actividad enzimatica de la fosfatasa acida y en la figura 6B la de
fosfatasa alcalina, observandose una mayor cantidad de p-nitrofenolato cuando la fuente de
carbono es la sacarosa, alcanzando 1.03 um/ml de p-nitrofenolato con fosfatasa acida y 0.9
um/ml de p-nitrofenolato con fosfatasa alcalina a las 96 horas en ambos casos. Mientras
que con glucosa al mismo tiempo de 96 horas se obtuvo 0.5 um/ml de p-nitrofenolato con

fosfatasa acida y 0.56 um/ml de p-nitrofenolato con fosfatasa alcalina.
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Figura 6. Grafica que muestra las concentraciones de p-nitrofenolato obtenidas al realizar
el ensayo de la fosfatasa en condiciones acidas (buffer MUB pH 6.5) y alcalinas (buffer
MUB pH11) A. Ensayo de la determinacion de fosfatasa en condiciones &cidas con
glucosa (0.05M) y sacarosa (0.029) como fuente de carbono. B. Ensayo de la
determinacion de fosfatasa en condicion alcalina. . SEM p=0.005.

11.3 Curva de crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus con y sin fosfato.

Para descartar la posibilidad de que al utilizar medio SRS sin fosfato estuviera afectando el
crecimiento de G. diazotrophicus y por esta razobn no se observard formacion de p-
nitrofenolato en los ensayos presentados en las figuras 5 y 6 en el medio sin fosfato; se
realizd una curva de crecimiento en medio SRS con y sin fosfato, la cual se muestra en la
figura 7 donde se puede observar un crecimiento similar bajo las dos condiciones de

crecimiento descartando que la ausencia de fosfato altera la curva de crecimiento.
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Figura 7. Curva de crecimiento de G. diazotrophicus en medio SRS con fosfato (azul) y sin
fosfato (morado).

11.4 Concentracién del sobrenadante del cultivo de G. diazotrophicus en medio SRS

Para obtener una mayor actividad de fosfatasa con menor cantidad de sobrenadante se
decidid concentrar el sobrenadante de un cultivo de 250 ml incubado durante 96 horas en
un saco de dialisis con un limite de exclusion de 12,000 D, a un volumen final de 10 ml; de
este concentrado que tenia 25 pg/ml de proteina y se tomaron 100 pl para realizar el ensayo
de actividad de fosfatasa. El ensayo se realiz6 en tres condiciones que fueron el medio SRS
con sacarosa Yy fosfato, el medio SRS con sacarosa sin fosfato y el medio SRS sin sacarosa
con fosfato. Estas tres condiciones se usaron tanto para el ensayo con fosfatasa alcalina y
con fosfatasa acida. Los resultados se muestran en la Figura 8 donde se puede observar que
la actividad de fosfatasa alcalina y acida en la condicion donde el medio SRS tenia sacarosa
y fosfato fue de 7.48 um/ml para la fosfatasa acida y 7.52 um/ml para la fosfatasa alcalina,
mientras que en las otras dos condiciones como se esperaba, la actividad de fosfatasa fue
minima, con 0.17 pum/ml con la fosfatasa acida y 0.3 um/ml con el ensayo de sacarosa sin
fosfato y finalmente al realizar el ensayo sin sacarosa con fosfato se obtuvo 0.4 um/ml con

la fosfatasa acida y 0.17 um/ml en la fosfatsa alcalina.
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Figura 8. Ensayo de determinacién de la actividad enzimatica de las fosfatasa acida y alcalina
en sobrenadantes de cultivos crecidos en tres diferentes condiciones en el medio SRS. Con
sacarosa Yy fosfato barras azul claro, medio SRS con sacarosa sin fosfato barras rosa y medio
SRS sin sacarosa con fosfato barras azul rey. Las concentraciones utilizadas fueron sacarosa
(0.029 M) como fuente de carbono, fosfato tricalcico (0.016 M), pH 5.5 y sulfato de amonio
(0.0037 M). . SEM p=0.005.

11.5 Efecto de la concentracion de fosfato tricalcico sobre la actividad de fosfatasa
aciday alcalina.

Se desconocia si la actividad de la fosfatasa esta relacionada con la cantidad de fosfato
presente en el medio por ello se plante6 un ensayo con diferentes concentraciones de
fosfato tricalcico (0.016 M, 0.008 M, 0.004 M, 0.002 M), con sacarosa (0.029 M) y glucosa
(0.05 M) con sulfato de amonio (0.0037M) a pH 5.5. Se observé que con 0.004 M de
fosfato tricalcico y sacarosa a las 96 horas las actividades de la fosfatasa acida y alcalina
fueron de 2.52 um/ml 2.05 pum/ml respectivamente. Sin embargo, cuando se utilizé la
misma concentracion de fosfato tricalcico, pero utilizando glucosa los resultados obtenidos
fue una disminucion en la actividad de fosfatasa acida de 1.8 pum/ml y de fosfatasa alcalina

de 1.5um/ml al mismo tiempo de estudio. Los resultados se muestran en la figura 9A y B.
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Figura 9. Determinacion de las actividades enzimaticas de la fosfatasa &cida (panel A) y alcalina
(panel B) en sobrenadantes obtenidos de cultivos de G. diazotrophicus Pal5 crecidos con
diferentes concentraciones de fosfato tricalcico con glucosa (0.05 M) y sacarosa (0.029 M) en
ensayos independientes. . SEM p=0.005.
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11.7 Analisis por gel de poliacrilamida en condiciones semidesnaturalizantes.

Una vez concentrado el sobrenadante (25 pg/ml) se corrio en un PAGE al 10%
semidesnaturalizante (ver anexo 5) que puede preservar la actividad de la fosfatasa,
para ello las muestras se prepararon en tampon Tris que contiene un 2% de SDS,
pero sin adicion de B-mercaptoetanol y sin calentamiento antes de la migracion. En
la figura 11 se muestra PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie donde se observa
la presencia de una banda de aproximadamente 60 kDa, sin embargo, es necesario
obtener una mayor cantidad de proteina para poder obtener una banda mas marcada

en concentracion.

1 2 KDa

60

Figura 11. PAGE-SDS semidesnaturalizante tefiido con azul de Coomassie, del sobrenadante
concentrado a las 96 horas. Carril 1: muestra del sobrenadante concentrado; carril 2: marcador
de proteinas pretefiidas Fermentas.
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11.8 Analisis in silico de fosfatasas de bacterias acéticas.

Se utiliz6 la base de datos de proteinas NCBI para buscar las secuencias de aminoacidos de
las proteinas fosfatasas de bacterias acéticas y posteriormente compararlas con las
secuencias de fosfatasa de Gluconacetobacter diazotrophicus, para saber si alguna fosfatasa
presente en G. diazotrophicus pudiera tener la funcion de fosfatasa acida o alcalina por la
homologia entre las secuencias comparadas. El andlisis de secuencias se realiz6 con las
secuencias de fosfatasas &cidas de ASL41554.1 de Acetobacter oryzifermentans y
GAL96606.1 de Acetobacter tropicalis, y de G. diazotrophicus se utilizaron las secuencias
WP012225717.1, WP012224345.1 y WP012553035.1. El analisis de estas secuencias al
introducirse en el programa CDC (Conserved Domain Database) nos mostré que las
fosfatasas pertenecian a la familia HAD (haloacido deshalogenasa). Se realizO un
alineamiento el cual se muestra en la figura 12 en el cual se pueden observar los
aminoacidos conservados; marcados con un punto amarillo son los aminoacidos
hidrofobicos conservados, y con un punto verde los amino&cidos alifaticos. En un recuadro
rojo se muestra un motivo DxD que es altamente conservado en la familia de las fosfatasas
HAD.
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias de fosfatasas ASL41554.1 de Acetobacter oryzifermentans y
GAL96606.1 de Acetobacter tropicalis, y de G. diazotrophicus WP012225717.1, WP012224345.1 y
WP012553035.1. Con un punto amarillo son los aminoacidos hidrofébicos conservados (AFILV), con un
punto verde los aminoacidos alifaticos conservados (ILV). En un recuadro rojo se muestra el motivo DxD

altamente conservado.

Estas secuencias se introdujeron en el programa Phyre 2 que es un servidor de modelado

por homologia de estructuras de proteinas. Los modelos obtenidos se muestran en la figura

13, estos modelos fueron posteriormente introducidos en el programa MATRAS
MArkovian TRAnsition, of protein Structure (Kawabata T., 2000, 2003). que permite

empalmar diferentes modelos de proteinas para observar si sus estructuras son homalogas.

El programa utilizado fue La superposicion de los modelos obtenidos se muestran en la

figura 14, y puede observarse que los modelos de las fosfatasas son similares en algunas

regiones de la secuencia, por lo que es necesario realizar mas estudios que nos pudieran

indicar si estas fosfatasas pudieran ser acidas o alcalinas.
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Figura 13. Modelos de listén de las secuencias de fosfatasas. A. ASL41554.1 de Acetobacter
oryzifermentans B. GAL96606.1 de Acetobacter tropicalis y de G. diazotrophicus C.
WP012225717.1, D. WP012224345.1 y E. WP012553035.1.
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Figura 14. Superposicion de los modelos de las fosfatasas ASL41554.1 de Acetobacter
oryzifermentans (azul), GAL96606.1, de Acetobacter tropicalis (rojo), de G. diazotrophicus
WP012225717.1 (verde), WP012224345.1 (azul claro) y WP012553035.1 (amarillo)
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12. Discusion

Los microorganismos edaficos han demostrado cumplir funciones que mantienen el
equilibrio del suelo y ayudan el crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos, entre
ellos la solubilizacion de fosfatos, por el cual se logra liberar el ion fosfato accesible para la
planta. Este elemento se encuentra limitado en el suelo y es un nutriente vital después del

nitrégeno para el desarrollo de la planta (Corrales y cols., 2014).

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos necesitan una fuente de carbono y energia
tanto para la sintesis de nuevo material celular como para la oxidacion de compuestos de
carbono. Cuando los azUcares estan disponibles en el medio, son absorbidos por la célula,
pero su utilizacion depende de un sistema enzimatico que es constitutivo en algunos
organismos e inducible en otros (Nahas., 2003). En este trabajo se observo la solubilizacion
de fosfatos con diferentes fuentes de carbono. Los acidos organicos de bajo peso molecular
provienen del metabolismo de compuestos de alto peso molecular, como carbohidratos,
péptidos y lipidos. Estos acidos organicos solubilizan fosfato resultado de la acidificacion
del espacio periplasmico, debida a la oxidacion directa de la glucosa o de otra aldosa por
accion de la quinoproteina glucosa deshidrogenasa (PQQGDH) (Paredes y cols., 2009). Los
resultados que obtuvimos con las fuentes de carbono utilizadas podrian deberse a la forma
en que son metabolizadas las fuentes de carbono. Por ejemplo, en G. diazotrophicus la
glucosa deshidrogenasa dependiente de pirrologquinolina quinona (PQQ), perteneciente al
grupo de las quinoproteinas, es la responsable de la conversion periplasmatica de glucosa a
gluconato. Esta glucosa deshidrogenasa junto con la gluconato deshidrogenasa de
membrana (GaDH) constituyen la ruta de oxidacion directa de la glucosa en GDI (Atwood
y cols 1991). Por otro lado, GDI no cuenta con un sistema de transporte de sacarosa hacia
el interior de la célula, para utilizar la sacarosa, GDI secreta una proteina con actividad de
levansacarasa (sacarosa 6-fructosiltransferasa), la cual se expresa en forma constitutiva.
Esta enzima hidroliza la sacarosa y transfiere el residuo fructosilo a otra sacarosa para
formar fructanos intermediarios que luego se polimerizan (Molinari y cols., 2013). Esto
podria explicar porque se observa solubilizacion de fosfato con glucosa a partir de las 24
horas y con sacarosa a partir de las 48 horas.
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La acidez tiene un efecto directo en la actividad de los microorganismos del suelo que
permite su participacion en diversos procesos, como la descomposicion de la materia
orgénica, la mineralizacion, la inmovilizacion, la amonificacion, la nitrificacion, la
volatilizacion, la fijacion bioldgica del nitrégeno y la solubilizacion del fosfato inorganico
insoluble. Por lo tanto, la acidez desempefia un papel central en la agricultura (Marra y
cols., 2015)

Al realizar los ensayos de solubilizacion en placa a diferentes pH se observo una mejor
solubilizacion al utilizar pH 5 y 5.5 que al utilizar pH 6 y 7; el pH del medio de cultivo
influye directamente en el crecimiento de los microorganismos y en los procesos
bioquimicos que realizan. En muchos casos, la acidificacion es el principal mecanismo que
interviene en la solubilizacién de los fosfatos, ademas de promover una disminucién del pH
del medio, los &cidos organicos de bajo peso molecular también quelan los metales en
solucion, lo que aumenta el fosforo disponible para las plantas. El grado de quelacion
depende del tipo de &cido organico involucrado, el nimero y la proximidad de los grupos

carboxilos, el tipo de metal y el pH de la solucion (Marra y cols., 2015).

En GDI se han realizado ensayos mediante HPLC para observar cuales acidos organicos se
producen durante el metabolismo de los azucares y dentro de los &cidos producidos por
GDI se encuentran: &cido gluconico, &cido ceto gluconico y acido acético (Stephan y cols.,
1991; da Silva y cols., 2009). Es por ello por lo que posiblemente observamos una mejor
solubilizacion con pH acidos debido a que GDI crece mejor en pH acidos, ademas de que

ya se ha demostrado que produce &cido glucénico.

Al realizar el ensayo de solubilizacién de fosfato con diferentes fuentes de nitrégeno,
nuestros resultados muestran que hay un cambio en la solubilizacion de fosfatos con las
diferentes fuentes de nitrégeno usadas, siendo el sulfato de amonio con la que se observd
que desde las 24 horas hubo una mayor solubilizacién y se mantuvo asi hasta las 144 horas.
Esto debido a que la solubilizacion de fosfatos estd relacionada con la excrecion de
protones (H*) que acompafia la respiracion o la asimilacion del NHs™ (Mardad y cols.,
2014). Se ha reportado que la diferencia en la solubilizacion de los fosfatos al utilizar

diferentes fuentes de nitrégeno es debido al uso de diferentes mecanismos de generacion de
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acidez en el cultivo. Siendo el amonio la fuente de nitrogeno que mejores resultados ha
dado (Kumari y cols., 2013).

En los ensayos donde se utilizaron diferentes fuentes de fosfato pudimos observar que el
fosfato tricalcico y la hidroxiapatita mostraron halos de solubilizacion a partir de las 24
horas. Estos resultados coinciden con los presentados por Crespo y cols., 2011 y los
reportados por Delaporte 2017, donde realizan ensayos con fosfato tricalcico e
hidroxiapatita y GDI fue capaz de crecer en estas fuentes de fosfato y de solubilizar el
fosfato tanto en medio liquido como en medio sélido.

Para los ensayos en los que se midio la actividad de fosfatasa en medio liquido se utilizo p-
nitrofenilfosfato (p-NFF). El sustrato p-nitrofenilfosfato es hidrolizado por la fosfatasa
presente en la muestra, produciendo fosfato y p-nitrofenol. El p-nitrofenol producido es
amarillo, con un maximo de absorcién a 405 nm. Al realizar los ensayos de actividad de
fosfatasa observamos el efecto de las fuentes de carbono sacarosa y glucosa en el medio de
cultivo al realizar la actividad de fosfatasa en los sobrenadantes, de manera diferente a los
resultados obtenidos en los ensayos realizados en placa donde con glucosa se obtuvieron
mayores indices de solubilizacién dado que ahi se veia el efecto producido por presencia de
los acidos organicos. En los ensayos de fosfatasa observamos que con sacarosa habia una
mayor actividad de fosfatasa tanto fosfatasa &cida como alcalina. Estos resultados podrian
deberse a que la sacarosa constituye la principal fuente de carbono que la bacteria tiene
disponible en su principal habitat natural, el apoplasma de la cafia de aztcar (Molinari y
cols., 2013).

Estos ensayos en los que se midié la actividad de fosfatasa en el sobrenadante de GDI nos
sirvieron para poner en evidencia que ademas de la produccion de acidos organicos
producidos por GDI, las fosfatasas pudieran también participar en la solubilizacién de
fosfato. Por esta razén y con el fin de tener una muestra mas concentrada, el sobrenadante
se concentr0 en un saco de dialisis. Las membranas de dialisis que se utilizaron fueron de
12,400 MWCO; la MWCO se refiere tipicamente a la masa molecular promedio mas
pequefia de una molécula estandar que no difundira a través de la membrana durante la

dialisis. Se utiliz6 esta medida de membrana debido a que diversos autores han reportado
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que el peso de las fosfatasas acida y alcalina varia entre un rango de 30 a 66 kDa (Patel y
cols., 2016; Mori y cols., 1999; Nalini y cols., 2017; Sharma y cols., 2018).

La actividad de las enzimas extracelulares también puede verse directamente afectada por
factores como la temperatura, humedad, pH etc; principalmente la temperatura tiene un
impacto fundamental en la actividad de los microorganismos, el metabolismo y las
actividades enzimaticas (Sinsabaugh y col., 2008; Baldrian y col., 2012). Por ello se realizo
un ensayo utilizando el concentrado del sobrenadante para observar el efecto de la
temperatura en la actividad de las fosfatasas. Como resultado observamos que para la
fosfatasa acida y alcalina soportaron altas temperaturas siendo 50°C la temperatura mas alta
a la que aun se observd actividad de fosfatasa. Estos resultados son similares a los
reportados por Kumari y cols donde observaron que la actividad de la fosfatasa &cida de los
suelos aumentd con la temperatura de 20°C a 70°C y disminuy6 constantemente con el
aumento de la temperatura a 90°C (Kumari y cols., 2018). En otros estudios donde han
investigado la temperatura optima de la fosfatasa han encontrado que la temperatura éptima
varia entre 30-47°C (Parhamfar y cols., 2016; Bhattacharjee y cols 2018; Sharma y cols.,
2018), pudiendo sugerir que la fosfatasa presente en GDI es mas estable a temperaturas mas

altas.

El P es un compuesto que limita el crecimiento en varios organismos cuando Ssu
disponibilidad es baja. La induccion de la actividad de la fosfatasa en respuesta a una baja
concentracion de P es un fenbmeno comun entre los organismos que adquieren P del medio
ambiente (Dick y cols., 2011). Por ello se realizé el ensayo de la fosfatasa con diferentes
concentraciones de fosfato, y lo que observamos fue que tal como se reporta en la literatura
con concentraciones menores de fosfato obtuvimos una mayor actividad de fosfatasa tanto
acida como alcalina. En el caso de la fosfatasa acida a las 96 horas con la concentracion de
0.004 M de fosfato tricalcico. La actividad de fosfatasa obtenida con 0.004 M a las 96 horas
fue 2.2 veces mayor que la que se obtuvo con una concentracion de 0.016 M. Con la
fosfatasa alcalina la actividad a las 96 horas con 0.004 M de fosfato tricalcico fue 1.2 veces
mayor que la actividad obtenida con 0.016 M de fosfato tricalcico. Con estos resultados
podemos decir que en GDI la sintesis de las fosfatasas fue reprimida en altas

concentraciones de fosfato y desreprimida en las bajas concentraciones de fosfato.
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El sobrenadante concentrado analizado en un gel de poliacrilamida en condiciones
semidesnaturalizantes para preservar la actividad de la fosfatasa, mostr6 una banda de
aproximadamente de 60 Kd. Para este ensayo es necesario obtener una mayor cantidad de
proteina para confirmar tanto la presencia de la banda como el peso de la banda. El peso
que se llega a apreciar de 60 kDa corresponde a lo reportado por otros autores que han
purificado la fosfatasa y han obtenido tamafios entre un rango de 30 a 66 kDa (Patel y cols.,
2016; Mori y cols., 1999; Nalini y cols., 2017; Sharma y cols., 2018).

En el genoma de GDI no se han encontrado genes de fosfatas &cidas o alcalinas, sin
embargo, se han encontrado diversas fosfatasas inespecificas que se comparan con
secuencias de genes que son de fosfatasas acidas presentes en otros organismos; al revisar
en el genoma de otras bacterias acéticas pudimos encontrar genes que codifican para estas
enzimas. Al hacer el alineamiento varios aminoécidos se encontraban conservados como,
por ejemplo, los aminoacidos hidrofébicos (AFILV) y los aminoacidos alifaticos (ILV)
ademas de que el motivo DxD también se encontrd conservado. EI motivo DxD es
importante ya que se encuentra en el sitio activo y actia como &acido-base protonando al
grupo saliente del sustrato y desprotonando al nucled6filo (Borroughs y cols., 2006). De
acuerdo con el resumen del alineamiento de las secuencias de fosfatasas &cidas los
aminoéacidos conservados fueron 44, el porcentaje de identidad fue de 17.7%. Al realizar la
superposicién de los modelos obtenidos se puede observar que las estructuras son similares.
Los analisis bioinformaticos realizados con algunas secuencias de fosfatasas
WP012225717.1, WP012224345.1 y WP012553035.1 presentes en el genoma de GDI con
secuencias de fosfatasas 4acidas ASL41554.1 de Acetobacter oryzifermentans y
GAL96606.1 de Acetobacter tropicalis sugieren que podria ser alguna o varias enzimas que

estuvieran participando en el proceso de solubilizacion de fosfatos.
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13. Conclusiones.

» Las condiciones para un mayor indice de solubilizacion fueron sacarosa (0.029 M)
como fuente de carbono, pH 5.5, sulfato de amonio (0.0037 M) como fuente de
nitrégeno y fosfato tricalcico (0.016 M) fuente de fosfato en el medio SRS.

» Los extractos libres de células tienen actividad enzimatica de fosfatasa acida y
alcalina.

* G. diazotrophicus contiene una(s) proteina(s) de 60kDa con probable actividad de
fosfatasa.

+ La fosfatasa é&cida y alcalina presentes en los extractos libres de células

concentrados muestran un éptimo de actividad a temperaturas de 50°C.

« Los alineamientos realizados con las fosfatasas de Gluconacetobacter
diazotrophicus con las secuencias de las fosfatasas de las acetobacterias
Acetobacter oryzifermentans y Acetobacter tropicalis sugieren que esta bacteria

podria tener fosfatasas de la familia HAD.
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14. Perspectivas

e Optimizar las condiciones para estabilizar la actividad de fosfatasa.

e Mandar a secuenciar la banda proteica obtenida.

e Purificar la o las fosfatasas presentes en los extractos solubles (sobrenadantes).

e Realizar ensayos con la fosfatasa purificada a diferentes pH, fuentes de fosfatos y
diferentes temperaturas para caracterizar la fosfatasa obtenida.
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15. Anexos

Anexo 1: Buffers y medios de cultivo

Medio LGIE 1L

K2HPO4 0.02g
KH2PO4 0.6g
MgSO;-7H20 0.29
CaClz-2H:20 0.02g

NaMoOs-2H20 0.002g

FeCls-6H.0 0.01g

Peptona de caseina 1g

Extracto de levadura 0.2g

Dextrosa 50g para medio liquido, 5g para placas.
Glicerol 1%

Ajustar 5.5. Esterilizar 10 Lb/ 30 min

Medio SRS 1L

(NH4)2 SO4 0.59
KClI 0.29
MgSO4 0.3g
MnSO4 0.004g
FeS04-7H20 0.002g
NaCl 0.2g
Sacarosa 10g
Extracto de levadura 0.59
Parpura de bromocresol 0.1g
Fosfato tricalcico 5¢

Ajustar pH 6. Esterilizar 10 Lb 20 min
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Nota: el purpura de bromocresol solo se afiade para medio solido

Buffer MUB 1L

Tris 2429
Acido maleico 2.3¢
Acido citrico 2.8¢
Acido boérico 1.269

Ajustar pH 6.5 con NaOH 10 M

Buffer p-nitrofenil 1L

Glicina 7519
MgCl. 203 mg
ZnCl; 136 mg

Ajustar pH 10.4 con NaOH 19 M

Buffer acetato 0.05M pH 5.6 1L
Acetato de sodio 3.861¢

Acido acético glacial  0.176 g
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Anexo 2

Determinacién cuantitativa de la solubilizacion de P

1.

Realizar un precultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus en medio LGIE,
incubar a 30°C hasta obtener una D.O de 1.2.

Centrifugar 3ml del cultivo 10,000 rpm durante 5min y descartar el sobrenadante
Realizar 3 lavados al pellet con medio esteril LGIE, centrifugar 8,000 rpm durante
10 min.

Resuspender en medio LGIE hasta obtener una D.O a 600 de 0.2

Inocular 30ul de la suspension anterior a un disco de papel filtro ésteril de 0.5 mm
de didmetro colocados en placas de medio SRS.

Incubar a 30°C y tomar medidas de la solubilizacion cada 24 horas.
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Anexo 3
Ensayo de la fosfatasa

1. Realizar un precultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus en medio LGIE,
incubar a 30°C hasta obtener una D.O de 1.2.

Inocular a 15 ml de medio SRS liquido una dilucion 1:100 del precultivo.

Incubar a 30°C 150rpm

Tomar 250 pl del cultivo y centrifugar10,000 rpm.

Tomar 0.240 ml del sobrenadante y agregarle 0.630 ml de buffer MUB y 0.170 ml
p-nitrofenilfosfato 0.025 mM

Incubar 1 hora a 37°C. Detener la reaccion con hidroxido de sodio 3N

7. Centrifugar por 10 min a 10,000 rpm

8. Medir la cantidad de p-nitrofenolato formado a de 405 nm.

a s~ wnN

o

Nota: El p-nitrofenilfosfato se toma de un stock 0.025M el cual se prepara disolviendo el p-
nitrofenilfosfato en el buffer p-nitrofenil (anexo 1). Una vez preparado almacenar a -20°C.

Efecto de la temperatura en la actividad de fosfatasa (Modificado de Parhamfar y cols
2016)

1. Realizar un precultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus en medio LGIE,
incubar a 30°C hasta obtener una D.O de 1.2.

2. Inocular a 250 ml de medio SRS liquido con sacarosa una dilucion 1:100 del

precultivo.

Incubar a 30°C 150rpm durante 96 horas

Concentrar el sobrenadante en un saco de dialisis.

Tomar 100 pl del concentrado

Agregarle 0.730 ml de buffer MUB y 0.170 ml p-nitrofenilfosfato 0.025 mM vy

incubar 1 h a las diferentes temperaturas (20, 30, 40, 50,70, 80 y 90°C)

Detener la reaccion con hidréxido de sodio 3N

. Centrifugar por 10 min a 10,000 rpm

9. Medir la cantidad de p-nitrofenolato formado a de 405 nm.

o gk w

® ~
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Anexo 4 Curvas de calibaracion
Curva de calibracion de p-nitrofenol

A partir de un stock de 0.625Mm de p-nitrofenol fosfato se realizaron diluciones para
obtener concentraciones finales de 0.39 uM, 0.78 uM, 1.5 uM, 3.1 uM y 6.25 pM.

Mezclar

Buffer Agua pNF 0.625 mM | NaOH Concentracion
carbonato final
bicarbonato

20Mm pH10.5

0.5 0.3994 ml 0.0006 ml 0.1 0.39 uM

0.5 0.3987 ml 0.00125 ml 0.1 0.78 uM

0.5 0.3975 ml 0.0025 ml 0.1 1.5 uM

0.5 0.395 ml 0.005 ml 0.1 3.1uM

0.5 0.390 ml 0.01 ml 0.1 6.25 UM

Medir la absorbancia a 405 nm.
Curva de calibracion BSA con el reactivo de Bradford

A partir de un stock de 1mg/ml de BSA se realizaron diluciones para obtener
concentraciones de 1.25, 2.5, 3.0, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0 y 20 pg/ml.

Mezclar en un tubo 800 pl de cada concentracion de BSA, y 200 ul del reactivo de
Bradford.

Incubar por 5 minutos y medir la absorbancia a 595nm
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Anexo 5 Electroforesis en gel de poliacrilamida
Gel separador 10%

H20

Acrilamida al 30%

Tris 1.5 M pH 8.8

Persulfato de amonio al 10% (PSA)

Dodecil Sulfato de Sodio al 10% (SDS)

N,N,N,N-tetrametil etilendiamina (TEMED)

Gel concentrador

H20

Acrilamida al 30%

Tris 1.0 M pH 6.8

Persulfato de amonio al 10% (PSA)
Dodecil Sulfato de Sodio al 10% (SDS)
N,N,N,N-tetrametil etilendiamina (TEMED)
Buffer de camara

Tris 250 mM

Glicina 192 mM

Buffer de carga

Tris HCI 1M pH 6.8 2.5 ml
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SDS 2%

Glicerol 20%
Azul de bromofenol 0.005¢
Agua cbp 10 ml

Tincién con azul de Coomassie
Material

Solucion de tincion azul brillante de Coomassie R-250 (0.125% de azul de Coomassie;

50% de metanol; 10% &cido acético).
Método:

1.-Sumergir el gel de poliacrilamida en una solucién de tincion de azul de Coomassie por

30 minutos en agitacion.

2.- Destefiir con 20% de &cido acético hasta que las bandas sean notorias.
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