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Resumen

La cepa Pseudomonas fluorescens IBUN S1602 conforma el grupo de aislamientos provenientes de suelos colombianos 
de caña de azúcar, que acumula polihidrioxialcanoato (PHA), fue seleccionada como promisoria para escalamiento co-
mercial por tener afinidad por sustratos alternativos y económicos como el glicerol, aceites usados, suero de leche, entre 
otros. Dada la importancia de la enzima sintasa en la síntesis de los PHAs, en el presente trabajo se realizó el análisis 
molecular de los genes phaC1 y phaC2 que codifican las enzimas sintasas tipo II (PhaC1 y PhaC2). Para la obtención 
de los amplímeros requeridos en la secuenciación, se utilizó la técnica de PCR bajo condiciones estandarizadas para 
iniciadores diseñados reportados en las bases de datos. Se identificaron dos fragmentos de 1680 pb y 1683 pb corres-
pondientes a  phaC1 y phaC2. El análisis comparativo de las secuencias proteicas resultantes de estos genes demuestra 
que la sintasa  IBUN S1602 contiene la región α/β hidrolasa y 8 residuos de aminoácidos conservados, que son carac-
terísticas de las sintasas examinadas a nivel mundial. Se analizó la estructura enzimática a nivel primario y se predijo la 
secundaria. Se concluyó que  las sintasas de la cepa Pseudomonas fluorescens IBUN S1602 presentan alta homología 
con las sintasas tipo II  que se reportan para Pseudomonas. Los resultados obtenidos contribuyen al entendimiento bási-
co de la biosíntesis de PHA,  la cual permitirá, en un futuro, el aumento de la calidad de PHA debida a la modulación del 
nivel de sintasa que se exprese en un organismo recombinante, con el fin de variar el peso molecular del biopolímero, 
propiedad esencial en el estudio de aplicaciones industriales.
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Abstract

The strain Pseudomonas fluorescens IBUN S1602 forms the group of isolates from colombian sugarcane soil´s, which 
accumulates polyhydroxyalkanoate biopolymer (PHA) and was selected as promising for commercial scale by having 
affinity for economic and alternative substrates such as glycerol, oils, whey, among others. Given the importance of the 
synthase enzyme in the synthesis of PHAs, was realized the molecular analysis of genes phaC1 and phaC2 which encode 
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Introducción

Los biopolímeros de tipo polihidroxialcanoato (PHAs) 
son una alternativa a los polímeros de origen petroquí-
mico (derivados del petróleo). Tienen aplicaciones en  
los sectores doméstico, industrial, médico y de cons-
trucción, convirtiéndose en un material imprescindible 
en la época actual (Dobroth et al., 2011; Posada et 
al., 2011; Anderson y Dawes, 1990), con la ventaja 
de ser biodegradados a dióxido de carbono y agua 
en condiciones aerobias, a los  pocos meses de  uso 
(Boskhomdzhiev et al., 2010; Braunegg et al., 1998; 
Weng et al., 2011;).

Las especies pertenecientes al género Pseudomonas 
acumulan PHAs de cadena media (6-14 carbonos) que 
presentan propiedades elastoméricas de interés en 
aplicaciones médicas especialmente (Chardron et al., 
2010; Marchessault et al., 2011;  Rai et al., 2011). Se 
caracterizan por contener dos genes diferentes, phaC1 
y phaC2, que codifican una clase de sintasa tipo II (De 
Eugenio et al., 2010; Slawomir et al., 2011).  Para la 
producción del biopolímero solo se necesita la expre-
sión de uno de los genes (Rehm, 2007).

El cluster en la producción de PHAs de cadena media 
posee seis genes de los cuales dos genes phaC (phaC1 
y phaC2)  codifican PHA sintasas de clase II y están 
separados por el gen phaZ que codifica para  un PHA 
depolimerasa  intracelular (De Eugenio et al., 2007). 
Además, corriente abajo de estos genes está localiza-
do el gen phaD (codifica para una proteína estructural 
que estabiliza los gránulos PHA) seguido por los genes 
phaI y phaF que se transcriben en dirección opuesta al 
resto de los genes y codifican proteínas estructurales 
y reguladoras (Arias et al., 2008; Olivera et al., 2010; 
Rehm, 2003; Sandoval  et al., 2007).

La enzima PhaC sintasa es indispensable en la biosín-
tesis de PHA. Su función es tomar las unidades R-3 
hidroxiacil-CoA y formar el polímero (Olivera et al., 
2001; Rehm, 2007; Rehm, 2006; Stubbey Tian, 2003). 
La sintasa se divide en cuatro clases según su afinidad 
por sustratos de diferentes átomos de carbono. La cla-
se II tiene afinidad por sustratos con cinco carbonos o 
más unidades en su estructura. Las sintasas presentan 
las principales características de la súper familia α/β 
hidrolasa: la triada catalítica posee en el sitio activo una 
serina, cisteína o aspartato; presenta un aminoácido 
acídico entre asparto o glutamato e incluye histidina 
(Wahab et al., 2006; Rehm, 2003). 

Rehm, en 2007, explica que en la comparación de los 
alineamientos de 88 genes de sintasas provenientes de 
68 bacterias diferentes se encuentra la presencia de 6 
bloques conservados de acuerdo con la similaridad de 
los aminoácidos. De otro lado, la región N-terminal es 
altamente variable. Se destaca la identificación de 8 re-
siduos de aminoácidos idénticos y presentes en todas 
las sintasas que se compararon. 

En la actualidad, la principal limitante para la produc-
ción de los PHAs, a nivel comercial, radica en el costo 
del producto final frente a los plásticos petroquími-
cos. El uso de organismos genéticamente modificados 
hace parte de las principales estrategias que utilizan 
las empresas de mayor trascendencia en el mercado 
de los PHAs y es tema de  estudio de los principales 
grupos de investigación (García et al., 2004; Choi et al., 
1998; Hein et al., 1997). El conocimiento de los genes 
de síntesis y enzimas asociadas a la estabilización del 
gránulo de PHAs es imprescindible para llevar a cabo 
la manipulación genética de las células de interés. . 

type II synthases (PhaC1 y PhaC2). To obtain the amplimers required in the sequencing, was used the PCR technique 
under standardized conditions for primers designed based on the updated review in databases. Were identified two 
fragments of 1680 bp and 1683 bp for phaC1 and phaC2. Comparative analysis of the resulting protein sequences of 
these genes shows that the IBUN S1602 synthases containing the region α/β hydrolase and 8 conserved amino acid 
residues that are characteristic of synthases examined worldwide. Enzyme structure was analyzed at the primary level 
and was predicted the secondary. It is concluded that synthase strain Pseudomonas fluorescens IBUN S1602 has high 
homology with type II synthases that are reported for Pseudomonas. The results contribute to basic understanding of the 
biosynthesis of PHA, and will allow in the future, increasing the quality of PHA due to modulation of the level of synthase is 
expressed in a recombinant organism, in order to vary the weight molecular biopolymer, an essential property in the study 
of industrial applications.
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Por ello el objetivo del presente trabajo se centró 
en la determinación de la organización de los genes 
phaC1 y phaC2 en la cepa nativa Pseudomonas fluo-
recens IBUN S1602, escogida como promisoria por la 
capacidad que poseen sus enzimas sintasas de utilizar 
sustratos económicos como el glicerol, aceites usados, 
suero de leche , entre otros, a la vez se realizó el  aná-
lisis a nivel de estructura primaria y secundaria de la 
enzima sintasa, para de esta manera poder contribuir 
con el  entendimiento básico de la biosíntesis de PHA 
en esta cepa, que permitirá el aumento de la calidad 
de PHA debida a la modulación del nivel de sintasa 
que se exprese en un organismo recombinante, con el 
fin de variar el peso molecular del biopolímero, propie-
dad esencial en el estudio de aplicaciones industriales.

Materiales y  métodos

Microorganismos y condiciones de crecimiento

Se emplearon dos cepas de Pseudomonas como control 
positivo: Pseudomonas fluorecens IBUN 066 y Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 1040. La cepa Clostridium sp 
IBUN 13A se tomó como control negativo. La cepa IBUN 
S1602 proviene de cultivos de caña de azúcar colombia-
na, en la región de Norte de Santander, y se mantiene 
por criopreservación. Todos los aislamientos empleados 
fueron proporcionados por el Instituto de Biotecnología 
de la Universidad Nacional de Colombia. En estudios pre-
vios del grupo de investigación (Moreno et al., 2004 y 
2007;). Se verificó la acumulación de polihidroxialcanoa-
to por tinción con sudán negro, prueba de hipoclorito 
y gravimetría.  Las cepas se activaron en caldo nutritivo 
de 12 a 24 horas a 30°C, se sembró  por agotamiento 
en agar nutritivo de 12 a 24 horas a 30°C. Se verificaron 
las características morfológicas por medio de tinción de 
Gram, y la acumulación de PHA se comprobó mediante 
el crecimiento en un medio mínimo de sales minerales 
(MSM) ajustado a pH 7,0  (Ramsay et al., 1990). 

Identificación de la cepa IBUN S1602

Se utilizaron dos metodologías para la identificación: 
a) por sus propiedades bioquímicas y b)  mediante la 
amplificación del gen que codifica para ADN riboso-
mal 16s. Para la caracterización bioquímica se utilizó 
la coloración de Gram, la siembra en agares selectivos 
y diferenciales (Mac-Conkey, Cetrimide, KingB) y la 
prueba de oxidasa. La amplificación del gen ribosomal 
16s RNA se realizó a partir de 20 ng de ADN, bajo las 
siguientes condiciones de la reacción en cadena de la 
polimerasa, PCR: un ciclo de 10 min a 94 °C, 2 min a 
59  °C y 2 min a 72 °C; 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 
min a 56 °C y 1 min 30 seg a 72 °C, y un ciclo de ex-

tensión final de 5 min a 72 °C. Cada 25 μl de reacción 
contenían: Buffer 1X, dNTPs 0,8 mM, 0,4 μM de cada 
iniciador, MgCl2 1,5 mM y 0,05 U/μl de Taq ADN Po-
limerasa. Los iniciadores que se emplearon fueron: ini-
ciador sentido 5´GATCATGGCTCAGATTGAACG3´, 
iniciador antisentido 5´GTTCCCCTACGGCTACCTTG 
3´ (Uribe, 2009). La secuencia parcial del gen 16S 
ARNr fue ensamblada por el programa Cap3, se utilizó 
ClustalW2 para realizar un alineamiento múltiple con 
secuencias de referencias obtenidas a partir de la base 
de datos del Genbank, y  a partir de dicho alineamien-
to se elaboró un dendrograma con el programa MEGA 
4.0 utilizando el método de agrupamiento Neighborg 
Joning con 500 repeticiones- bootstrap.

Construcción de iniciadores

Para los genes phaC1 y phaC2 se  recuperó 21 secuen-
cias de dos bases de datos para nucleótidos: servidor 
Entrez en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) y 
el portal de búsqueda de European Bioinformatics Institu-
te, EBI a través del Sistema de Recuperación de Secuen-
cias, SRS (http://srs.ebi.ac.uk). Los números de acceso 
al Genbank de los microorganismos que se incluyeron 
en el diseño son: Pseudomonas chlororaphis subs aure-
faciens (AB049413), Pseudomonas putida (AF150670.2), 
Pseudomonas aeruginosa LESB58 (NC_011770), Pseudo-
monas aeruginosa PAO1 (NC_002516.2), Pseudomonas 
entomophila L48 (NC_008027), Pseudomonas aerugino-
sa PA7 (NC_009656), Pseudomonas sp GI-3 (AB014758), 
Pseudomonas corrugata CFBP5454 (AY910767), Pseu-
domonas mediterránea CFBP5447 (AY910768.1), 
Pseudomonas sp USM4-55 (EU275728), Pseudomonas 
pseudoalcaligenes 45L (AY043314.1), Pseudomonas puti-
da KT2440 (AY113181), Pseudomonas putida KTCC1639 
(AY286491.1), Burkholderia caryophylli (AF394660), 
Pseudomonas stutzeri 1317 (AY278219.1), Pseudomo-
nas corrugata (EF067339.1), Pseudomonas resinovo-
rans (AF129396.2), Pseudomonas nitroreducens 0802 
(AF336849), Pseudomonas putida CA-3 (AY714618.1), 
Pseudomonas sp KBOS17 (AY790329), Pseudomonas 
fluorecens (FJ472656.1).

Las secuencias de nucleótidos se alinearon con el pro-
grama de licencia libre CLUSTALW2 dispuesto en la 
página web de EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clus-
talw2). Se identificaron los bloques conservados y se 
diseñaron de forma manual los iniciadores para cada 
gen, de acuerdo con criterios establecidos. Se realizó 
un análisis de similitud con las bases de datos de Gen-
Bank, usando el algoritmo BLASTN (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) y la opción de MEGABLAST con 
el fin de observar la especificidad y su sitio de unión en 
el gen. Las propiedades de los iniciadores se obtuvie-
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ron mediante el programa CLC Main Work bench 5.1 
(http://www.clcbio.com).

Detección y amplificación de los genes phaC1 y 
phaC2 en el aislamiento IBUN S1602 mediante 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

La extracción y cuantificación de ADN se realizó con 
uso de solventes orgánicos y lavados con CTAB según 
los protocolos de Sambrook et al. (1989). Se cuantifi-
có por fluorometría en kit Quant ITTM (Invitrogen).

Se optimizó la PCR con un volumen total de 25 ml y 
se estandarizó con diferentes  concentraciones de los 
reactivos, hasta obtener un único fragmento de ADN 
de la intensidad y tamaño esperado: 0,05 U/ml Taq 
ADN Polimerasa (Fermentas); buffer1X (Fermentas) 
complementado con 20 mM de sulfato de amonio; 
0,2 mM de dNTPs; 3% de DMSO; iniciadores 0,7 μM; 
MgCl2 a 1,5 mM; ADN molde a 50 ng y 25 ng para el 
fragmento (JY2s/JY3a). El protocolo general de ampli-
ficación se realizó en un equipo Labnet- Multigene: 1 
ciclo inicial a 94 °C por 10 min, 61,8 °C por 2 min, y 
72 °C por 2 min, 30 ciclos a 94 °C por 1 min, 58,8 °C 
por 1 min, y 72 °C por 1,5 min y 1 ciclo final a 72 °C 
por 5 min.  

Visualización de los productos de PCR

Los amplímeros de PCR fueron separados por electro-
foresis convencional en geles de agarosa 1,5% (w/v) 
con TBE 0.5X y comparados con marcadores de ta-
maño conocido de la serie Hyperladder (Bioline): 
II (50-200 pb), III (500-5000 pb). Se usó SYBR® Safe 
(Invitrogen) para visualizar los fragmentos de ADN. 
Los geles se digitalizaron en el equipo Gel Doc® con 
software Quantity One® (Biorad). La secuenciación se 
realizó en las dos hebras de ADN a través de la empre-
sa Macrogen (Corea). Todos los fragmentos se secuen-
ciaron por duplicado y se hizo un sobrelapamiento de 
secuencias resultantes de acuerdo con los iniciadores 
utilizadores. 

Análisis de secuencias

Se utilizaron los programas BIOEDIT (http://www.
mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) y CAP3 (http://
pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) en el ensamblaje de se-
cuencias. Se realizó depuración de forma manual a 
partir de alineamientos múltiples sucesivos con el 
programa CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
Clustalw2/index.html).

Se buscó marcos abiertos de lectura (ORF) de acuerdo 
con la aplicación NCBI/ORF FINDER  (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/projects/gorf/). Las secuencias traducidas 
de cada ORF resultante se compararon con las secuen-
cias que se reportan en las bases de datos median-
te BLASTP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se 
realizó alineamiento múltiple CLUSTALW2 con secuen-
cias curadas de los siguientes microorganismos: Pseu-
domonas chlororaphis subs aurefaciens (AB049413), 
Pseudomonas putida (AF150670.2), Pseudomonas 
aeruginosa LESB58 (NC_011770), Pseudomonas aeru-
ginosa PAO1 (NC_002516.2), Pseudomonas entomo-
phila L48 (NC_008027), Pseudomonas fluorescens 
Pf0-1 (NC_007492.2). Se identificó motivos o perfiles 
estrictamente conservados en las secuencias traduci-
das a proteínas (PhaC1 y PhaC2). 

Las distancias filogenéticas de las secuencias obteni-
das con respecto a las familias de proteínas que se 
reportan en las bases de datos y la función de dicha 
familia se determinó mediante PSI- BLAST (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/psiblast/). Se buscó dominios protei-
cos con la ayuda de CDD (Conserved Domains Data-
base) a través de la aplicación RPS-BLAST (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Se realizó 
la predicción de las estructuras secundarias con el pro-
grama PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred). To-
das las herramientas bioinformáticas que se utilizaron, 
se desarrollaron con los parámetros  predeterminados.

Resultados y discusión

Una vez cultivada la cepa IBUN S1602 en caldo nu-
tritivo, se observaron las características morfológicas 
(bacilos Gram negativos); en agar Mc-Conkey se ob-
servaron colonias no fermentadoras, la prueba de oxi-
dasa fue negativa. Se observó crecimiento en el agar 
cetrimide (colonias redondas verdosas regulares) y en 
el agar King B, que estimula la producción de fluores-
ceína, se observó crecimiento y una clara fluorescencia 
a las 48 horas de incubación a 30 °C lo cual es típico 
del género Pseudomonas, especie fluorecens, por lo 
que se concluyó que bioquímicamente la cepa IBUN 
S1602 corresponde a Pseudomonas fluorecens, siendo 
consistente con los resultados preliminares de pruebas 
bioquímicas. Posteriormente, para la caracterización 
molecular se amplificó una secuencia aproximada de 
1500 pb, se realizó un Dendrograma de similitud cons-
truido por el método de agrupamiento de Neigbour 
Joining con las secuencias seleccionadas anteriormen-
te (figura 1). Las secuencias se ubicaron en tres clus-
ters, un primer cluster corresponde a las bacterias del 
género Pseudomonas: P. aeruginosa, P. chlororaphis, P. 
fulva, P. stutzeri y P. aurantiaca  a excepción de P. puti-
da y P. fluorencens que se ubicaron externas a este gru-
po. En el primer cluster se agruparon las especies del 
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género Burkholderia que se relacionan estrechamente 
con Pseudomonas.

En un estudio realizado por Revelo en el 2007, el ais-
lado S1602 fue considerado como perteneciente al 
género Burkholderia, sin embargo en el mismo se re-
comienda comprobar dicho resultado. En el presente 
estudio se comprobó tanto bioquímica como mole-
cular mente que el aislado S1602 corresponde a una 
cepa Pseudomonas  fluorecens. 

De acuerdo con la revisión del gen sintasa tipo II en 
las bases de datos, se identificó que  Pseudomonas 
presenta una organización del tipo phaC1ZC2DFI. 
En la figura 2 se observa la ubicación de los inicia-
dores que se utilizaron en el presente trabajo: JY2s 
(5´GGACAAYGGAGCGTYGTAGATGAGT3´) y 
JY3a (5´TGGCRCCKATGCCGTTGAAGATC3´); JY1s 
(5´GACTCSTGGTGGYTGCACTGGCAG3´) y JY4a 
(5´GGCTTGTACTGGATCAGCTCCARCA3´); JY4s 

Figura 1. Dendrograma de similitud del aislamiento bacteriano nativo S1602 con base en el análisis de la secuencia parcial del gen 
ribosomal 16S. Obtenido por el programa MEGA 4.0, utilizando el método de agrupación de Neighborg Joning y probado con 
500 repeticiones- bootstrap.

Figura 2. Organización de genes PHA sintasa en Pseudomonas putida (AF150670.2),  localización de iniciadores diseñados y tama-
ño de fragmentos resultantes
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(5´TGYTGGAGCTGATCCAGTACAAGCC3´) y JY6a 
(5´ACGATMAGGTGCAGGAACAGCCAGT3´).

Debido a la estandarización del proceso en la ampli-
ficación de los genes,  a través de PCR se modificó 
el protocolo propuesto con los siguientes cambios: 
MgCl2 a 2.0mM (JY4s/ JY6a). La temperatura de ani-
llamiento de la segunda etapa se incrementó a 60 °C 
(JY4s/JY6a) y a 61 °C (JY1s/JY4a). 

Ensamblaje de secuencias y análisis bioinformático

Se obtuvo el siguiente resultado del ensamblaje de las 
secuencias y la transcripción de las mismas.

>IBUN S1602 PhaC1

MSNKSNDECPYQASETTLGLNPVVGLRGKDLLASAR-
MVVTHAITQRIHSVKQITLFGIDLKNVLFGKSKLQPAGDD-
RRFVDPAWSQNPLYKRYLQTYLAWRKELHAWIDDSSLSPK-
DIARGHFVINLMTEAMAPTNTAANPAAVKRFFETGGKSLLD-
GLSHLAKDLVHNGGMPSQVNMGAFEVGKTLGVSEGS-
VVFRNDVLELIQYKPITEQVHERPLLVVPPQINKFYVFDLS-
PDKSLARFCLRNNVQTFIVSWRNPTKEQREWGLSTYIEA-
LKEAVDVVTAITGSKDVNMLGACSGGITCTALLGHYAAT-
GENKVNALTLLVSVLDTTLDSDVALFFDEQTLEMTKRHS-
YQAGVLEGKDMAKVFTWMRPNDLIWNYWVNTYLLG-
NEPPVFDILFWNKDTTRAPAMFHGDLIEMFKNKPLTLP-
DALEECGTPINLKKGSPEIFSLADATDHTSPWKSCYKSA-
QPFCGKVEFLLSSTGHIQSILNPPGNPKSRDTTSEEKTAKIDD-
WQKKSTKHADSWRLPWQAWQGERSGELKKAPRKLGST-
GYLAGESSPGALVHAR

>IBUN S1602 PhaC2

MRDKPATGVVPSPAVFINAQSAMTGLRGRDLISTLRSVA-
AHGLRNPIHSAKHALKLGGALGRVLLGETLHPTNPNDSR-
FADPAWSLNPFYRRSLQAYLSWQKQVKSWIDESSMSDD-
DRARAHFAFSLINDAVAPSNTLLNPLAIKELFNSGGHSLVR-
GLSHLFDDLLHNDGLPRQVTKQAFEVGKTVATTTGSVV-
FRNELLELIQYKPMSEKQYSKPLLVVPPQINKYYIFDLSPSNS-
FVQFALKNGLQTFMISWRNPDVRHREWGLSTYVEAVEEAM-
NICRAITGAREVNLMGACAGGLTIAALQGHLQAKRQLRR-
VSSATYLVSLLDSQIDSPATLFADEQTLEAAKRRSYQKGVLD-
GRDMAKVFAWMRPNDLIWSYFVNNYLLGKEPPAF -
DILYWNNDSTRLPAAFHGDLLDFFKHNPLIHPGGLE-
VCGTPIDLQKVTVDSFSVAGMNDHITPWDAVYRSTL-
LLGGERRFVLSNSGHVQSILNPPSNPKATYVENGKLSSD-
PRAWYYDAKKVDGSWWPQWLEWVQQRSGTLRETQ-
MALGNANYPPMEAAPGTYVRVR

Análisis de la estructura primaria para los genes 
phaC1 y phaC2

El gen phaC1 tiene 1680 pb con una secuencia deduci-
da de 559 aminoácidos y el gen phaC2 presenta 1683 
pb con 560 aminoácidos. El análisis de BLASTP com-
probó que la proteína PhaC1 y PhaC2 de la cepa Pseu-
domonas fluorecens IBUN S1602 presentan un alto 
grado de similaridad con las reportadas en las bases de 
datos  para sintasa. El 50% de las coincidencias corres-
pondieron a la proteína sintasa I y II respectivamente, 
principalmente del género Pseudomonas (48/50). Se 
observó un porcentaje de identidad de 70 a 88 % para 
PhaC1 y de 71 a 96% para PhaC2, con un E-value de 
0,0 y de 100% de área de cubrimiento de secuencia 
para PhaC1 en todos los registros y 97% para PhaC2 
en 2 coincidencias y 100% en el restante.

En el alineamiento que se realizó de la  secuencia 
de PhaC1, se observó que la proteína de cepa IBUN 
S1602 presenta los 8 residuos estrictamente conserva-
dos (S229; C287; G290; D319; W388; D442; G469; 
H470) que reporta la literatura (Rehm, 1993; Rehm, 
2007). También se identificó la secuencia del motivo 
denominado caja lipasa [GA (C) SG], que es caracterís-
tica de las sintasas. Se encontró el cambio que repor-
ta la literatura de serina por cisteína en la caja lipasa 
[GX(C) XG] (Amara y Rehm, 2003; Jiang et al., 2004) 
(figura 3). Para la secuencia PhaC2 se encontraron 
idénticos resultados que para  la sintasa I (PhaC1), con 
excepción en el motivo de la caja lipasa, en donde la 
serina posterior a la cisteína es reemplazada por una 
alanina [GA (C) AG] (figura 4). Lo anterior representa 
un cambio entre un aminoácido de tipo polar por uno 
de tipo apolar. No se encontró evidencias experimen-
tales que comprueben la función de estos aminoáci-
dos en la caja lipasa. 

Hasta la fecha no se tiene evidencia suficiente que per-
mita inferir la función exacta de los 8 residuos conser-
vados. Sin embargo, se teoriza que la triada catalítica 
compuesta de Cys-Asp-His se encuentra en el núcleo 
de la estructura de todos los modelos tridimensionales 
generados para la PHA sintasas. Aunque para la estruc-
tura terciaria de las sintasas solo se ha obtenido por 
simulación con otras proteínas (no se ha realizado cris-
talografía), sí se conoce la función por mutaciones di-
rigidas de cada aminoácido de la triada, por lo que se 
afirma que el aminoácido que realiza la función catalí-
tica es la cisteína, y que el ácido aspártico y la histidina 
le dan estabilidad al complejo. Se conoce también el 
papel del triptófano que actúa directamente en la inte-
racción proteína-proteína (Amara y Rehm, 2003; Jia et 
al., 2000; Muh et al., 1999;  Nomura y Taguchi, 2007; 
Nuttawee et al., 2004; Rehm et al., 2002; Wodzinska 
et al., 1996).
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Para realizar una aproximación filogenética de las pro-
teínas  PhaC1 y PhaC2 que codifican para sintasa tipo 
I y II respectivamente, se  realizó un alineamiento múl-
tiple con CLUSTALW2, con secuencias de  6 cepas 
curadas y tomadas como referencia del GenBank (ver 
materiales y métodos). Se incluyó una cepa que posee 
sintasa tipo I (Burkholderia caryophylli /AF394660.1) y 

una cepa con sintasa tipo III (Alcanivorax borkumensis 

/YP_693138.1) control externo. Se observa en la figura 

5 que la cepa IBUN S1602 se agrupa con Pseudomo-

nas fluorecens con un puntaje  de 99% para PhaC1 y 

de 100% para PhaC2. Lo que indica que las proteínas 

PhaC1 y PhaC2 de la cepa nativa IBUN S1602 tienen 

Figura 3. Alineamiento con CLUSTALW2 de la secuencia de aminoácidos de la proteína sintasa PhaC1 en la cepa Pseudomonas 
fluorecens  IBUN S1602, frente a 6 secuencias del género Pseudomonas. Se resaltan los 8 residuos estrictamente conservados (S1602: 
S238; C296; G299; D328; W397; D451; G478; H479). Los residuos (C238; D 451; H479) pertenecen a la triada catalítica. La re-
gión subrayada  representa el motivo de la caja lipasa [GA(C)SG] residuos 294-298.
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gran porcentaje de identidad con la cepa de referencia 
Pseudomonas fluorecens Pf0-1.

Se analizaron las secuencias PhaC1 y PhaC2 corres-
pondientes  en busca de dominios proteicos que re-
velan la familia a la que pertenece; se encontraron 
en las dos secuencias la presencia de dos dominios 

conservados, el primero (phaC_N) correspondiente a 
la superfamilia (pfam07167), que representa la región 
N- terminal de los microorganismos que producen po-
lihidroxialcanoatos; la PhaC une monómeros de 3-hi-
droxibutiril-CoA para crear polímeros por la formación 
de un enlace ester, aunque la región N-terminal de esta 
enzima no es muy estudiada sí se han hecho estudios 

Figura 4. Alineamiento con CLUSTALW2 de la secuencia de aminoácidos de la proteína sintasa PhaC2 en la cepa Pseudomonas 
fluorecens  IBUN S1602, frente a 6 secuencias del género Pseudomonas. Se resaltan los 8 residuos estrictamente conservados (S1602: 
S 230; C296; G299; D 329; W 398; D 452; G479; H480). Los residuos (C296; D 452; H480)  pertenecen a la triada catalítica. La 
región subrayada representa el motivo de la caja lipasa [GA (C) AG] residuos 294-298.
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Figura 5. Dendrograma de la proteína PhaC1(A) y PhaC2 (B) en  la cepa Pseudomonas fluorecens  IBUN S1602. Obtenido por el pro-
grama MEGA 4.0, utilizando el modo de agrupamiento Neighborg Joning con 500 repeticiones- bootstrap.

Figura 6. Predicción de estructura secundaria usando PSI-PRED de la proteína PhaC1 de la cepa Pseudomonas fluorecens IBUN S1602. 
La caja lipasa se señaló en un cuadro en donde se observa que no tiene un perfil específico.
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en donde se realizaron deleciones de este segmento,  
demostrando que la composición del polímero se ve 
afectada ya que esta región puede estar relacionada 
con la especificidad del sustrato, esto se puede deber 
al cambio de configuración de la enzima que afecta 
directamente la relación con el sustrato, además se 
observa un cambio de polaridad que contribuye al 
mismo fenómeno (Ziqiang et al., 2007). El segundo 

dominio conservado encontrado, corresponde a la su-
perfamilia de las α/β hidrolasas (pfam00561), que in-
volucra la función de la catálisis covalente, dos grupos 
tiol provistos por los residuos conservados de la cisteí-
na; esta familia conserva la triada catalítica compuesta 
por (Cys-Asp-His) en donde la cisteína cumple el papel 
del aminoácido catalítico y el aspartato y la histidina 
dan estabilidad a la unión de la proteína al sustrato. 

Figura 7. Predicción de estructura secundaria usando PSI-PRED de la proteína PhaC2. La caja lipasa se señaló en un cuadro en 
donde se observa que no tiene un perfil específico.
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También se muestran los multidominios pertenecien-
tes a los tres tipos de sintasa, lo que es coherente ya 
que estas son similares entre sí y cumplen la misma 
función (Akon et al., 2004; Amara y Rehm, 2003; Ar-
pigny  y Jaeger, 1999;  Stubbe et al.,  2003; Wahab 
et al., 2006).

Análisis de la predicción estructura secundaria para 
los genes phaC1 y phaC2

El plegamiento regular de los aminoácidos dentro de 
la cadena polipeptídica  forma la estructura secunda-
ria de las proteínas. Se adopta gracias a la formación 
de enlaces de hidrógeno entre las cadenas laterales 
(radicales) de aminoácidos cercanos en la cadena, los 
métodos de predicción de estas estructuras se basan 
en el alineamiento múltiple de las sintasas; se repor-
ta que al menos el 72% de ellas poseen (39,9%) de 
α- hélice, (10,4%) de β-plegada y (49,7%) de giros va-
riables, sin embargo la evidencia experimental mues-
tra ligeros cambios entre las sintasas en cuanto a este 
tipo de estructura, por ejemplo Pseudomonas sp USM 
4–55 presenta un 41,3% de α- hélice, un 12,4% de 
β-plegada y (46.3%) de giros variables, por lo tanto se 
sugiere que las sintasas tengan una estructura mixta 
entre ellas respecto a la predicción de la estructura 
secundaria (Rehm, 2003). La región correspondiente 
al dominio de las α/β hidrolasas no presenta ningún 
patrón establecido de α- Helice y de β-plegada (Wa-
nab et al., 2006). 

Los resultados de este análisis, mostraron que la se-
cuencia de PhaC1 presentó un 49,2% de α- hélice, 
11,4% de β-plegada y 39,2 % de giros variables, y la 
secuencia PhaC2 presentó un 52,3% de α- hélice, 12,7 
% de β-plegada y 34,9 % de giros variables, a la vez 
en las dos secuencias la caja lipasa no presentó una 
conformación establecida acorde con lo reportado; se 
observó que la región del aminoácido 1 aproximada-
mente hasta el aminoácido 170 no presentó ninguna 
representación de β-plegada, se buscó en la literatura 
y se observó el mismo fenómeno (Wanab et al., 2006). 
Aunque se conservó la tendencia en los porcentajes 
representados, en su mayoría por α- hélices, se obser-
varon ciertas diferencias en la predicción de la estruc-
tura secundaria entre las sintasas (PhaC1, PhaC2), y 
con las sintasas de otros microorganismos según lo 
observado en la literatura; esto se puede atribuir a que 
estas enzimas a pesar de  presentar una especificidad 
a cierto tipo de sustratos, estos sustratos son amplios, 
sugiriendo que los ligeros cambios le dan cierta flexi-
bilidad requerida para ajustar su estructura  al sustrato 
(figura 6 y 7).

Conclusiones

Se logró identificar la cepa IBUN S1602 como Pseudo-
monas fluorescens por medio de pruebas moleculares 
y bioquímicas, a su vez se determinó que los análi-
sis de la estructura primaria y secundaria tienen con-
cordancia con lo que se reporta en la literatura para 
este tipo de enzimas, como la presencia de los ocho 
residuos conservados para las sintasas (S229; C287; 
G290; D319; W388; D442; G469; H470) y de la caja 
lipasa como característica primordial de la familia de 
las α/β hidrolasas; se mostró también que en la estruc-
tura secundaria hay ligeros cambios entre ellas y con  
las reportadas, lo que sugiere que   dichos cambios 
le dan esa flexibilidad requerida por ser tan versátiles 
a tan múltiples sustratos.  La maquinaria genética, en 
cuanto a las sintasas se refiere de esta cepa, es muy 
similar a las reportadas, lo que indica que en cuanto a 
formación  de las sintasas y su posterior producción de 
PHA puede ser utilizada en una cepa recombinante en 
estudios posteriores.
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