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I. INTRODUCCION 

Las bacterias fotosinteticas son un grupo de microorganismos Gram-negativos que 

convierten la energia luminosa en energia quimica por el proceso de la fotosintesis 

anoxigenica; cuentan con pigmentos fotosinteticos como carotenoides y 

bacterioclorofilas (Bchl) de los tipos a, b, c, d, e y g, crecen autotroficamente con CO2 

como Onica fuente de carbono (Pfennig, 1969). Estos microorganismos presentan una 

gran versatilidad metabOlica y tienen la capacidad de crecer fotoorganotroficamente, 

fotolitoautotrOficamente y quimioorganotrOficamente. Pueden desarrollarse en 

ambientes extremos (exceso de sal, calidos, Trios y alcalinos), en oscuridad o con luz 

(Madigan y Gest, 1979). De las bacterias fotosinteticas, las rojas no sulfurosas (BRNS), 

son las mas versatiles (Imhoff, 1995), ya que pueden crecer fotoautotrOficamente o 

heterotrOficamente, por fermentacion o por respiracion aerobica o anaerObica; estan 

• muy bien distribuidas, en ambientes anOxicos, donde pueden utilizar como principal 

fuente de energia compuestos organicos de peso molecular bajo. 

El interes cientifico de las BRNS se deriva de 1) arquitectura molecular simple 2) su 

diversidad y 3) su participacion principal en los ciclos del carbono y del azufre en 

ecosistemas naturales (Overmann y Garcia-Pichel, 2013). 

Las especies mas representativas e investigadas de las BRNS son: Rhodobacter 

capsulatus, Rhodobacter sphaeroides, Rhodopseudomonas palustris y Rubrivivax 

benzoatilyticus (Madigan y Jung, 2009), las cuales producen metabolitos secundarios 

como el Acido Indo1-3-acetico (AIA) (Koh y Song, 2007) y Acido aminolevulinico (AAL) 

que son utilizados en la agricultura por su actividad como herbicidas, insecticidas y 
1 
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promotores de crecimiento en plantas (Nagadomi, et al., 2000), por lo anterior las BRNS 

son consideradas como biofertilizantes naturales (Hosny y Elbanna, 2011). 

Debido a las condiciones desfavorables en que se encuentran los suelos por Ia 

aplicacidin de fertilizantes quimicos se ha incrementado el interes por este tipo de 

microorganismos, dando pie a la denominada agricultura organica (Thanawan et al., 

2012). Paises como Tailandia, China y Japon, son pioneros en el use AIA y AAL 

sintetizados a partir de las BRNS, donde ya se comercializan a un costo alto debido a 

que no existe competencia, sin embargo en Mexico, Ia presencia de estas bacterias aCin 

es desconocida. 

II. MARCO TEORICO 

La comprensiOn actual de las relaciones evolutivas de los procariontes, se basa 

principalmente en estudios sobre las secuencias del 16S rRNA, donde las bacterias 
• 

fotosinteticas estan ubicadas en los Dominios Archaea y Bacteria (Gupta et al., 1999). 

Dentro del Dominio Bacteria, estan las bacterias fotosinteticas divididas de la siguiente 

manera: a) Bacterias Gram positivas pertenecientes a la Familia Heliobacteriaceae, b) 

Bacterias verdes no sulfurosas (bacterias verdes filamentosas), c) Bacterias verdes 

sulfurosas, d) Cianoprocariontes y e) Proteobacteria (bacterias rojas sulfurosas y no 

sulfurosas). 

En ambientes naturales, las bacterias rojas usan el sulfuro, tiosulfato o el hidrOgeno 

como donadores de electrones en la fotosintesis, asi mismo utilizan sub-unidades 

• 
	reducidas de sustratos como sulfuro de hidrOgeno, hierro ferrico y un nijrnero de 
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sustratos organicos simples sin que produzcan oxigeno durante la fotosintesis (Imhoff, 

2008). 

Las bacterias rojas pueden ser a, 13 o y Proteobacteria que preferentemente crecen bajo 

condiciones fotoheterotroficas, aunque Ia mayoria de ellas tienen la capacidad de 

crecer fotoautotr6ficamente con hidrOgeno y con varios compuestos de azufre reducido, 

como donadores de electrones. Salo algunas especies de BRNS tienen la capacidad de 

oxidar completamente al sulfuro a sulfato (Imhoff, 2008). El aparato y los pigmentos 

fotosinteticos estan en un extendido sistema de membranas internas las cuales 

proceden de una membrana citoplasmatica continua (Drews e Imhoff, 1991). 

La fotosintesis de las bacterias fotattrofes este basada en sistemas con 

bacterioclorofilas; el primero consiste en una antena almacenadora de luz y en centros 

de reacciOn, donde la energia pasa por un gradiente redox a traves de la membrana y 

el segundo sistema en bacteriorhodopsina este basado en el conjunto Retinal, se 

• 

	

	
encuentra en el Dominio Archaea y una gran variedad de bacterias con bacterioclorofila 

a y b, aqui utilizan Ia energia de la luz para la translocacion directa de protones a traves 

de la membrana citoplasmatica (Overmann y Garcia-Pichel, 2013). 

Las bacterias fotosinteticas utilizan cuatro clases de molecules pigmentarias: porfirinas 

de magnesio (clorofilas y Bchls, tambien Ilamadas clorinas), tetrapirroles de cadenas 

abiertas o pigmentos bilinarios (ficobilinas), carotenoides y retinal. Las molecules que 

no forman parte de los centros de reacciOn, se integran a complejos captadores de luz, 

los cuales son componentes de las cadenas de transporte de electrones que se 

localizan en los sistemas de membranas intracelulares con diferentes arquitecturas 

• 

3 



dependiendo de la especie o del grupo taxon6mico (figura 1) (Overmann y Garcia-

Pichel, 2013). 

a 

• 

• 
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Figura 1. Arquitectura de las membranas intracelulares de las bacterias fotosinteticas. OM = membrana 

externa, CW = pared celular, CM = membrana citoplasmatica, RC = centro de reacciOn, LHC = complejo 

de almacenamiento de luz (Overmann y Garcia-Pichel 2013). 

• 
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En la tabla 1 se presentan las familias y generos de las BRNS conocidas. 

Tabla 1. Familias y generos de BRNS (Overmann y Garcia-Pichel 2013, 

http://www.bacterio.net/index.htmL)  

Taxonomia/Filogenia Genero 
	

Abreviacian Morfologia 
del genero 

BRNS (Familia) 

• 

• 

a-Proteobacteria 
Rhodobacteraceae 
Rhodobacteraceae 
Rhodobacteraceae 
Bradyrhizobiaceae 
Bradyrhizobiaceae 
Bradyrhizobiaceae 
Hyphomicrobiaceae 
Rhodobiaceae 
Hyphomicrobiaceae 
Rhodospirillaceae 
Rhodospirillaceae 
Rhodospirillaceae 
Acetobacteraceae 
Rhodospirillaceae 
Rhodospirillaceae 
Rhodobacteraceae 
Rhodospirillaceae 
Rhodobiaceae 
p-Proteobacteria 

Rhodocyclaceae 
Comamonadaceae 

Rhodobaca 
Rhodobacter 
Rhodovulum 
Rhodopseudomonas 
Rhodoblastus 
Blastochloris 
Rhodomicrobium 
Rhodobium 
Rhodoplanes 
Rhodocista 
Rhodospirillum 
Phaeospirillum 
Rhodopila 
Rhodospira 
Rhodovibrio 
Rhodothallasium 
Roseospira 
Roseospirillum 

Rhodocyclus 
Rhodoferax 
Rubrivivax 

Coco a pequelios bacilos 
Bacilo 
Coco-bacilo 
Barras en florecimiento 
Barras en florecimiento 
Barras en florecimiento 
Barras en florecimiento 
Bacilo 
Bacilo 
Espirilos 
Espirilos 
Espirilos 
Coco 
Espirilos 
Vibrio 
Espirilos 
Espirilos 
Espirilos 

Bastones curvos 
Bacilos, Vibrio 
Bacilos, bacilos curvos 

Rca 
Rba. 
Rdv. 
Rps 
RbL 
Blc 
Rmi. 
Rbi. 
Rpl. 
Rcs 
Rsp. 
Phs 
Rpi. 
Rsa. 
Rhv 
Rts. 
Ros. 
Rss. 

Rcy. 
Rfx. 
Rvi. 

a 

Las bacterias rojas se subdividen en rojas sulfurosas y rojas no sulfurosas, esto es 

dependiendo de la habilidad para metabolizar compuestos reducidos del azufre (Brune, 

1995). 
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Una propiedad comiln de las bacterias fotosinteticas es la posesi6n de pigmentos 

fotosinteticos, los cuales permiten realizar procesos de transferencia de energia, 

caracteristica que Ileva a cabo en su aparato fotosintetico. 

Todas las bacterias que Ilevan a cabo Ia fotosintesis anoxigenica emplean un 

fotosistema; la disminuciOn en el potencial redox que puede sufrir un solo fotosistema 

tras Ia excitacion parece estar limitada. Termodinamicamente, se requieren dos 

fotosistemas diferentes para Ia utilizacion favorable del agua como donador de 

electrones para la fotosintesis, sin embargo, debido a la relativa arquitectura simple de 

sus fotosistemas, todas las bacterias fotOtrofas anoxigenicas dependen de un donador 

de electrones que exhiben estandares con potencial redox mas negativos que el del 

agua como el que tiene el sulfuro de hidrOgeno, hidrOgeno, acetato o compuestos de 

bajo peso molecular (Blankenship, 2002). 

• Los diferentes pigmentos fotosinteticos, se sintetizan para Ia transformaciOn de la luz en 

energia quimica, dando como resultado cultivos de celulas de una coloraciOn clara en 

funciOn del contenido de pigmentos que van desde verde, amarillo-verde, verde-marrOn, 

marrOn, de color marr6n- rojo, rojo, rosa, morado y purpura-violeta hasta incluso azules 

(carotenoides mutantes de ciertas bacterias rojas los cuales contienen Bchl a). En 

particular, las bacterias verdes y rojas sulfurosas son los principales organismos en el 

ciclo biolOgico del azufre y forman florecimientos masivos bajo condiciones adecuadas, 

ambos grupos utilizan compuestos reducidos del azufre que se encuentran disponibles, 

por consiguiente no hay liberacion de oxigeno (Imhoff, 2008). 

0 
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La Bchl a es un pigmento que capta la luz y este a su vez es un componente del centro 

de reaccion de las bacterias fotOtrofas (Kolber et al., 2001). Uno de los objetivos de los 

carotenoides es captar el exceso de Iuz y hacer mas eficientes a las celulas 

protegiendolas de una lesiOn a nivel fotosintetico (Lima et al., 2011). 

Los principales grupos de bacterias fot6trofas son diferenciadas con base en su 

estructura fundamental, a sus propiedades moleculares, fisiologicas y a Ia 

secuenciaci6n de la regi6n de la sub-unidad 16 rDNA, Estos datos han revelado las 

relaciones filogeneticas entre bacterias fototrOficas anoxigenicas (Overmann y Garcia-

Pichel, 2013). 

Como todos los seres vivos, en el metabolismo de los microorganismos se biosintetizan 

dos tipos de sustancias: metabolitos primarios y secundarios, los primeros se 

caracterizan por ser indispensables en los procesos de crecimiento y supervivencia en 

• los organismos ademas de estar presentes en cantidades abundantes. Los segundos, 

son moleculas organicas con estructuras quimicas que no estan involucradas en el 

crecimiento y desarrollo de los organismos (Agostini et al., 2012), por lo que son 

derivados del metabolismo primario y producidos por plantas y ciertos especies de 

microorganismos como hongos, protozoarios y bacterias (Shilpa y Lakshmi, 2010). Los 

metabolitos son productos naturales, a los que el ser humano ha encontrado diferentes 

aplicaciones para mejorar la calidad de vida; son utilizados como agentes 

antibacterianos, antikingicos, antitumorales, antioxidantes, citotoxicos, antiparasitarios y 

antivirales (De Ia Rosa y Gamboa, 2004). 

• 
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Se ha descubierto que diversos organismos como hongos, algas y bacterias, como las 

rojas no sulfurosas, producen metabolitos secundarios como el Acido Indol Acetico 

(AIA) el cual es la principal fitohormona que regula diversos procesos en las plantas 

(Koh y Song, 2007), tambien pueden biosintetizar AAL, un compuesto fotodinamico, que 

funciona como un efectivo herbicida biodegradable e insecticida en los cultivos de 

vegetales (Sasikala et al., 1994). 

Antiguamente se acepto que las sustancias secundarias se producian sin conocer sus 

funciones especificas, despues se encontr6 que muchas de estas poseen altos 

rendimientos y que tienen multiples funciones en las plantas (Wink, 2007). 

En el caso de las plantas, los compuestos secundarios no tienen una funciOn aparente 

en el metabolismo primario pero si tienen una implicacion ecolOgica como defensa 

contra herbivoros, virus, hongos, bacterias, como sustancias alelopaticas, fitoalexinas o 

• 
disuasorios nutritivos (Bourgaud et al., 2001). Otros tienen una funciOn fisiolOgica, por 

ejemplo los alcaloides, las pectinas que pueden servir para el transporte de nitrogeno 

toxic() y compuestos de almacenamiento, mientras los compuestos fenolicos como los 

flavonoides realizan una funcion como protectores de rayos ultravioletas (Wink, 2007). 

Adernas, son una fuente importante de principios activos de medicamentos y de 

valiosos productos quimicos (Goossens, 2003). 

Por otro lado, es claramente conocida la habilidad de los microorganismos para 

sintetizar fitohormonas (Mishke 1988; Costacurta y Vanderleyden, 1995; Tsakelova et 

al., 2007), las cuales pueden ser producidas con una gran actividad e interacciOn con 

las plantas, como es el caso la simbiosis y en algunas situaciones con consecuencias 
• 

patogenicas. Bacterias, micromicetos y algas producen auxinas, citoquininas o 
9 
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giberelinas producto de su metabolismo secundario (Janitor, 2002). Asi mismo hay 

microorganismos que sintetizan otras sustancias como el etileno, acid° abscisico, 

brasinoesteroides, oligosacarinas, acid° salicilico y acid° jasmonico (Tsakelova et al., 

2007). 

Dentro de las auxinas, el AIA es el mas reconocido, a nivel microbiano, es el principal 

regulador de crecimiento vegetal producido por bacterias tanto beneficas (fotosinteticas) 

y algunas pat6genas. Se ha observado que esta fitohormona es promotora del 

crecimiento y madurez en frutos de aguacate a concentraciones entre 100 y 1000 pM 

(Tingwa y Young, 1975). 

Se confirm() la relacion inversa entre niveles endOgenos de AIA y el crecimiento en la 

zona de elongaciOn en cultivos de maiz, donde se observ6 un incremento en la longitud 

de 2.25 a 5 mm (Pilet y Saugy, 1987). Esta auxina, puede ser producida por BRNS 

como Rhodopseudomonas sp., Rubrivivax benzoatilyticus JA2, Rhodopseudomonas sp. 

• 	
(Harada et al., 2005, Koh y Song, 2007, Ranjith et al., 2010). 

El mecanismo de acci6n de AIA en raices meristematicas, se debe a la relaciOn 

antagonista entre las auxinas y citoquininas que son esenciales para el desarrollo 

vegetal como lo es la division celular. El AIA activa a los genes ARR7 y ARR15 que 

codifican a una serial represora de citoquininas (Muller y Sheen 2007; Muller y Sheen 

2008; Chapman y Marck, 2009). 

Por otro lado, en los Oltimos anos tambien se ha presentado un interes en el AAL, que 

es un precursor comOn de compuestos naturales como la clorofila, hemo, vitamina B12 y 

la coenzima F430,  siendo estos metabolitos esenciales para todos los organismos vivos 

(Jahn y Heinz, 2009). 

10 
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De acuerdo con Sasikala y Ramana (1995) el modo de acciOn de AAL como un 

herbicida e insecticida depende de la conversiOn a tetrapirroles (magnesio mono-y 

divinil protoporfirina IX, sus monoesteres, y mono y divinil protoclorofilido) que conduce 

a la formacion en exceso de dichos compuestos que actuan de este modo en los 

fotosensibilizadores, la conversiOn del triplete de oxigeno a la forma simple 

potencialmente oxidante 

En las plantas, cuando el AIA es utilizado como herbicida, el oxigeno molecular oxida 

los fosfolipidos de las membranas y los radicales libres reaccionan en cadena; las 

membranas danadas se agujeran, la planta pierde savia y la muerte se produce entre 

una y cuatro horas (Sasikala y Ramana, 1995). Ademas de la propiedad herbicida de 

AAL, tambien es un buen estimulador del crecimiento de plantas cuando se usa a bajas 

concentraciones (Tanaka et al., 1992). 

Actualmente diversos compuestos amigables con el ambiente y el ser humano han 

• 

	

	
Ilamado la atenciOn, como los fotosensibilizadores como el AAL, los cuales son 

dispersos en plantas y cuando estos tienen contacto con los insectos, actuan como un 

compuesto fotoactivo el cual es acumulado en su cuerpo y despues de tener contacto 

con la luz solar, induce darios en la cuticula, en los tubos de Malpighi, la pared del 

intestino medio, inhibe la alimentacion y finalmente cause la muerte del insecto 

(Luksiene et al., 2007). 

Diferentes estudios demuestran la producciOn de AAL en BRNS como Rubrivivax 

benzoatilyticus PS-5 (Sattayasamitsathit y Prasertsan 2013), Rhodopseudomonas sp., 

Rhodopseudomonas palustris KG31 (Choorit et al., 2013) y Rhodobacter sphaeroides 

• (Hotta et a, 1997). 
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Se han descrito diversos metabolitos secundarios los cuales son producidos por 

microorganismos como hongos, protozoarios y bacterias, enfocandose sobre todo en la 

sintesis de AIA producido por bacterias, los estudios en estas involucran beneficios 

como estimulantes o promotores de crecimiento en vegetales (Patten y Glick, 1996). 

En is literatura, las Was descritas se denominan en su mayoria de acuerdo con un 

intermediario slave de una via determinada (figura 2). 
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Figura 2. Rutas biosinteticas de AIA en bacterias. Las lineas continuas se refieren al nombre de las vias, 

en su mayoria Ileva el nombre de un intermediario. IAALD, indo1-3-acetaldehido; AM, indol-3-acetamida; 

PIDC, indol-3-piruvato descarboxilasa; Trp, L-Trp (Spaepen et al., 2007). 

0 
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Investigaciones intensas han identificado mas de una ruts para la produccion de AIA las 

cuales fueron clasificadas con base en los intermediarios que participan (Patten y Glick, 

1996). 

El principal precursor para la sintesis de AIA es L-Trp; se ha observado que la adici6n 

de este a los cultivos de las BRNS ha Ilevado a una mayor producciOn de AIA. 

La biosintesis de L-Trp inicia desde el modo metabOlico de corismato, en una reacciOn 

de cinco pasos codificada por los genes trp. El corismato es el compuesto de punto de 

ramificaciOn que se sintetiza a partir de fosfoenolpiruvato y eritrosa 4-fosfato por la via 

de Shikimato, una via corniin para la biosintesis de aminoacidos aromaticos y muchos 

metabolitos secundarios (Dosselaere y Vanderleyden 2001; Merino et al., 2008). 

A partir de L-Trp, se han descrito al menos cinco rutas diferentes para la sintesis de AIA 

y la mayoria de ellas son similares a las descritas en plantas, aunque puede haber 

diferencia en los intermediarios involucrados (Patten y Glick, 1996; Woodward y Bartel 

• 

	

	
2005; Spaepen et al., 2007a). Se han utilizado tecnicas geneticas y bioquimicas para 

identificar las vias de biosintesis de AIA, sin embargo, aim no han sido caracterizados 

todos los genes, enzimas codificantes o productos intermedios que intervienen en estas 

vias (Spaepen y Vanderleyden, 2010). 

A continuaciOn se describen las rutas biosinteticas para la sintesis de AIA. 

a) Ruta biosintetica de Indo1-3-acetamida (IAM) 

La via de indol-3-acetamida (IAM) este presente en varios microorganismos patOgenos 

y les confrere virulencia mediante la producciOn de altas cantidades de AIA (Jameson 

• 2000; Persello-Cartieaux et al., 2003); actualmente se tienen caracterizados los 
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genes/proteinas y su regulaciOn, que estan implicados en esta via la cual consta de dos 

pasos. En el primero Ia L-Trp monooxigenasa (codificada por el gen iaaM) convierte al 

L-Trp a Indol-3-acetamida (IAM) y en el segundo la IAM se hidroliza a AIA y amoniaco 

por medio de la IAM hidrolasa (codificada por el gen AICH). Los genes involucrados en 

Ia sintesis de AIA, se han caracterizado a partir del estudio de muchos fitopatOgenos 

como Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi, P. syringae, Pantoea 

agglomerans, asi como de bacterias simbiOticas fijadoras de nitrogen° pertenecientes a 

Bradyrhizobium (Sekine et al., 1989; Clark et al., 1993; Morris 1995; Theunis et al., 

2004). 

En A. tumefaciens, los genes iaaM y iaaH se encuentran en la region de ADN-T del 

plasmido pTi, junto con eI gen ipt el cual codifica para dimetilalil pirofosfato: AMP 

dimetilalil transferasa), involucrados en la producciOn de citoquinina. Esta especie 

bacteriana puede infectar plantas dicotiledOneas en sitios de la lesi6n mediante la 

• 

	

	
transferencia del ADN-T dentro de las celulas de Ia planta (colonizacion genetica), 

cuando se integra de forma estable en el genoma. 

Varios genes codificados en el ADN-T se expresan en el nixie° de la planta 

provocando un desequilibrio en el estado hormonal de sus celulas induciendo de ese 

modo tumores de la corona. En Arabidopsis, los patOgenos como Pseudomonas. pv 

savastanoi y P. savastanoi, producen grandes cantidades de AIA, el cual es secretado 

(Glickmann et a, 1998; Manulis et a/., 1998; Buell et al., 2003). 

Los genes iaaM y AICH se encuentran en el plasmido plAA1 (Comai y Kosuge 1982) 

ambos genes se agrupan en el operOn de AIA y la perdida del plasmido pIAA1 da como 

• resultado la producci6n nula de AIA en cultivos bacterianos de vida libre. Por otro lado, 
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en cultivos de Rhizobium y Bradyrhizobium japonicum, Ia production de AIA se Ileva a 

cabo a traves de la via de IAM, que pueden convertirlo a traves del gen analogo IAM. El 

gen barn con una secuencia similar con el gen iaaH, puede ser aislado a partir de B. 

japonicum (Sekine et a, 1988; Sekine et al., 1989); mas tarde la presencia de la via de 

IAM tambien se confirma en Rhizobium sp. (cepa NGR234) por medio de cromatografia 

liquida y espectrometria de masas de los compuestos intermediarios (Theunis et al., 

2004). 

A traves de un analisis bioquimico, Van Onckelen et al. (1986) confirmaron que el gen 

T-DNA 1, ahora conocido como tms-1 codifica a la enzima L-Trp 2 monooxigenasa, que 

cataliza la sintesis de indolacetamida a partir de L-Trp. Entonces la enzima 

indoleacetamida hidrolasa convierte a indolacetamida en AIA (figura 3). 

Figura 3. Sintesis de AIA a partir de L-Trp por la ruta 3-indol acetamida. A, L-Trp 2-monooxigenasa, B, 

indolacetamida hidrolasa (Van Onckelen et al., 1986). 

b) Ruta biosintetica de cadena lateral de L-Trp 

Se ha demostrado en Pseudomonas fluorescens una ruta para Ia biosintesis de IAA en 

la que L-Trp se convierte directamente a indol -3-acetaldehido, sin pasar a acid° indol - 

3- pir0vico, en esta, el indolacetaldehido se produce a partir de L-Trp por la acciOn de la 

• 
cadena lateral de L-Trp oxidasa y en Trp la que se oxida posteriormente a IAA por la 
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enzima aldehido deshidrogenasa (figura 4) (Narumiya et al., 1979; Oberhansli et al., 

1991). 

• 

Figura 4. FormaciOn de AIA por bacterias a partir de L-Trp por la via del acid° indol 3 pirOvico, (A-C) y la 

ruta de cadena lateral de L-Trp (D). A) L-Trp transferasa; B) indol 3 piruvato descarboxilasa; C) indol 3 

acetaldehido oxidasa; D) cadena lateral de L-Trp oxidasa (Narumiya et al., 1979). 

c) Ruta biosintetica de Ia triptamina 

El L-Trp puede ser convertido a indol-3-acetaldehido y despues a AIA, por Ia via de la 

• triptamina (figura 5). El metabolismo inicial del L-Trp a triptamina es catalizado por Ia L-

Trp descarboxilasa, seguido por la conversion de triptamina a indol acetaldehido por la 

amino oxidasa (Taiz y Zeiger, 1991). 

H 

Triptofano Triptamina 	Indo1-3-acetaldehido Acido 3-indol acetic° 

Figura 5. Formaci6n de AIA, por la via de la triptamina. A) L-Trp descarboxilasa; B) amino oxidasa; C) 

• indol-3-acetaldehido oxidasa. 
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Para que las plantas puedan Ilegar a desarrollarse satisfactoriamente, es necesaria la 

coordinaciOn de procesos fisiologicos como la absorciOn de nutrientes, mecanismos 

fotosinteticos y ciclos externos en el suelo y en el ambiente, de los cuales depende su 

correcto funcionamiento, tambien es necesaria la intervenciOn de hormonas vegetates o 

promotores de crecimiento vegetal. Las fitohormonas o auxinas han sido reconocidas 

como agentes que desencadenan procesos que Ilevan a la germinaciOn de semillas se 

ha observado que actUan en diferentes niveles cetulares y moleculares en tallos y hojas 

adyacentes (Tanimoto, 2005). 

Las funciones de las auxinas en los tejidos vegetates estan estrechamente ligadas a la 

elongaci6n celular, el fototropismo, el geotropismo, la dominancia apical, la iniciaci6n de 

la raiz y el desarrotlo de frutos. Actualmente, se conocen siete tipos de fitohormonas: 

auxinas, giberelinas, citoquininas, brasinoesteroide, acid° abscisico, etileno y acid° 

jasmOnico, las cuales participan en la regulaciOn del crecimiento de las plantas 

• 

	

	
(Tanimoto, 2005). Algunas auxinas, principalmente el AIA pueden ser producidas por 

bacterias y hongos, asi mismo como las giberelinas, los cuales tienen un rot importante 

en los cultivos (Bashan et al., 2004). 

Los promotores de crecimiento participan basicamente, en Ia producciOn de los 

reguladores de crecimiento vegetal, los cuales incrementan Ia velocidad de germinaci6n 

en las semillas fortaleciendo los mecanismos naturales de defensa de Ia planta y 

estimulacion del sistema radicular, ademas de proveer de otras ventajas y beneficios a 

la planta (Rojas y Ramirez, 1993). Un ejemplo de este es el AAL el cual a 

concentraciones bajas, tiene la capacidad de incrementar el contenido de clorofila y 

• acelerar el crecimiento de plantas y semillas de arroz (Tanaka et al., 1992). 
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Los reguladores de crecimiento vegetal o fitohormonas, son compuestos de peso 

molecular bajo que action a bajas concentraciones en sitios distantes de donde son 

producidos, interviniendo en numerosos procesos fisiolOgicos como el desarrollo de 

tejidos, crecimiento del tallo y la caida de hojas, entre otros (Purves et al., 2002). 

Los reguladores de crecimiento vegetal, action de uno u otro modo en todos los 

procesos de su desarrollo, estos fenOmenos de regulaciOn pueden clasificarse de 

acuerdo con Rojas y Ramirez (1993) en: 

a) De correlaciOn, como multiplicaciOn y alargamiento celular, dominancia apical, 

actividad de las yemas, letargo y abscisiOn de Organos 

b) De sensibilidad o movimiento como los tropismo y nastias 

c) De reproducci6n como floracion, polinizaciOn y desarrollo del fruto 

Dentro de los procesos fisiolOgicos se encuentra incluida la sintesis de sustancias como 

reguladores de crecimiento (auxinas, giberelinas, citocinas, etc.), los cuales son 

111 

	

	
compuestos que actOan como reguladores endOgenos del crecimiento y desarrollo en 

las plantas superiores (Rojas y Ramirez, 1993; Juarez-Hernandez et al., 2011). 

Las auxinas son conocidas como el primer regulador de crecimiento vegetal estudiado 

en plantas, se les identifica como compuesto quimico de alto potencial en la agricultura; 

su acciOn no solo se limita al fototropismo, sino que tambien las auxinas son 

identificadas por su participaciOn en la elongaciOn celular, dominancia apical, apariciOn 

de raices adventicias, diferenciaci6n vascular, formacion de flores y frutos (Rojas y 

Ramirez, 1993; Juarez-Hernandez et al., 2011). 

Las giberelinas, cumplen funciones importantes en las plantas entre las que se 

• encuentran: inducciOn de sintesis enzimatica, promociOn de la germinacion de semillas, 
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rompimiento de estados de dominancia o latencia de estructuras vegetativas o semillas, 

activaciOn de la elongacion de tallos y raices, asi como el desarrollo de frutos (Rojas y 

Ramirez, 1993; Juarez-Hernandez et al., 2011). 

Las auxinas y giberelinas son por lo tanto, reguladores de crecimiento vegetal, que en 

plantas, modulan o afectan un amplio abanico de respuestas y que en su ausencia 

generaria un gran retraso o hasta inhibici6n del crecimiento vegetal (Rojas y Ramirez, 

1993; Juarez-Hernandez et al., 2011). 

En la naturaleza, la producciOn de auxinas y giberelinas no solo se Ileva a cabo en el 

desarrollo normal de las plantas, sino tambien por microorganismos que generaran un 

impulso en el crecimiento de estas y de tal manera un mejor desarrollo para 

incrementar la capacidad de los cultivos (Rojas y Ramirez, 1993; Juarez-Hernandez et 

al., 2011), una de estas auxinas es el AIA. 

• 	
Acido Indo1-3-Acetico (AIA) 

El AIA es la principal hormona que regula varios procesos fisiolOgicos y de desarrollo en 

plantas, estimulando el crecimiento de raices mas largas y tallos nuevos (Tsavkelova, 

2007), tambien es reconocido como una molecula serial de suma importancia en la 

relacion bacteria-planta (Spaepen et al., 2007). 

El AIA es una de las auxinas fisiolOgicamente mas activas, es un producto comOn 

derivado del metabolismo de L-Trp llevado a cabo por varios microorganismos, que 

incluyen a las bacterial promotoras del crecimiento vegetal (Lynch, 1985; 

Frankenberger y Brunner, 1983): entre estas se encuentran las BRNS (Sattayamitsathit 

• y Prasertsan, 2013). 
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Debido a que el AIA es soluble en agua y de peso molecular bajo, es posible aplicarlo 

en areas agricolas in vitro o de forma ex6gena a los cultivos (Castillo et al., 2005). Un 

ejemplo es en las semillas de jitomate que crecieron adicionando AIA producido por 

BRNS, observandose que la germinacion de estas fue superior al 31.8% comparada 

con el control y el crecimiento de Ia raiz fue de 104.4% mas, respectivamente (Koh y 

Song, 2007). 

Por lo que a futuro el AIA puede ser evaluado y utilizado como un biofertilizante, para 

mejorar la productividad de cultivos vegetales, el cual traeria como beneficio un 

mejoramiento en la productividad a bajo costo. 

Algunas aplicaciones de AIA en Ia agriculture 

De Brito et al. (1995) anadieron inoculantes microbianos a cuatro compostas 

comerciales para estimular el crecimiento del tomate y observaron un incremento de 

• 

	

	
66,7% a 73,8% en el peso seco de plantas de tomate. Maudinas et al. (1981) reportaron 

que las plantas de arroz tratadas con Rhodopseudomonas capsulata (BRNS) y 

Azotobacter vinelandii aument6 de hasta 257%. Koh y Song (2007) compararon sus 

resultados de las bacterias Rhodopseudomonas BL6 y KL9 con los expuestos 

anteriormente y considerando condiciones experimentales diferentes, confirmando que 

los compuestos producidos por estas bacterias son promotores de crecimiento vegetal 

eficientes. 

• 
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Acido 5-Aminolevulinico (AAL) 

El AAL es un precursor de tetrapirroles, entre los cuales se encuentran: hemo 

(proteins), porfirinas, clorofilas y la vitamina B12, los cuales son sintetizados por la via 

del porfobilinogeno. Este acid° tambien es un medicamento fotodinamico en 

tratamientos de cancer de piel (Dijkstra et a/., 2001) sin ser tOxico en el humano ni 

animales (Rebeiz, 1988a). El AAL puede ser producido por dos rutas principales, una 

de ellas es la ruta C4 o de Shemin la cual esta presente en mamiferos, ayes, levaduras, 

algunos protozoarios y bacterias fotosinteticas como las rojas no sulfurosas. En esta 

ruta, el piridoxal 5"-fosfato depende de la enzima ALA sintasa [ALAS: succinil-CoA: 

glicina succinil transferasa (decarboxilaciOn)] que cataliza la condensacion de succinil-

CoA y glicina para producir ALA (Jordan, 1991). 

La segunda via es la ruta C5, la cual se Ileva a cabo en plantas superiores, algas y 

algunas bacterias entre ellas Escherichia coli (Li et al., 1989), Salmonella typhimurium 

(Beale, 1999) y Rubrivivax benzoatilyticus PS-5 (Sattayasamitsathit y Prasertsan, 2013). 

El AAL se puede sintetizar a partir de glutamato en tres pasos (Beale y Weinstein, 

1990): los cuales se encuentran a continuaciOn. 

1) ActivaciOn del C1  de glutamato requiriendo ATP y Mg2+; 2) reducciOn de la actividad 

del grupo carboxilo por NADPH para formar glutamato 1-semialdehido (GSA) y 3) 

transaminacion de GSA para formar ALA. 

Aplicaciones de AAL en la agricultura 

El AAL es usado de forma variable en la agricultura, no solo como herbicida e 

• 
	insecticida sino tambien como promotor de crecimiento vegetal (Sasaki et al., 2002). 
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El AAL a una concentraciOn de 3 a 5 mM actila como herbicida fotodinamico ya que las 

plantas que son tratadas con concentraciones altas de este, acumulan un exceso de 

protoporfirinas IX, que al exponerse las plantas a Ia Iuz se produce oxigeno activo y de 

este modo dalia a Ia planta; por ello, entonces el ALA puede ser un substituto seguro de 

herbicidas altamente tOxicos (Rebeiz et a/., 1988a). 

En cuanto al use de ALA como factor de crecimiento, se ha demostrado que cuando se 

aplica a concentraciones menores de 3 mM se incrementa el contenido de clorofila y 

acelera el crecimiento del tejido de la planta (Tanaka, 1992; Sasaki et al., 2002); 

ademas, se ha visto que puede incrementar la eficiencia de la fotosintesis (Sasaki et al., 

2002). 

Valor de AIA y AAL en el mercado 

Actualmente, el costo de producci6n de cada metabolito implica varios procesos los 

cuales son complicados, adernas de que resultan en un bajo rendimiento y un precio 

muy alto, derivando esto, en que solo los paises con mayor tecnologia o grandes 

empresas trasnacionales sean quienes los producen mediante procesos quimicos 

(Kang et al., 2012). En Ia tabla 2 se presentan los precios de AIA y AAL consultados en 

las diferentes paginas de internet de cada laboratorio que lo distribuye. 

En los Oltimos anos se busca desarrollar alternativas que permitan disminuir el efecto 

nocivo de los agroquimicos y de esta manera mejorando el equilibrio biologic° y Ia 

fertilidad del suelo, mediante microorganismos beneficos los cuales pueden favorecer Ia 

producciOn de ciertos metabolitos como el AIA y AAL; beneficiando de este modo la 

• productividad a largo plazo con un bajo costo para los agricultores (Rosales et al., 
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2009). La biosintesis de AIA por bacterias ha tenido gran impacto debido a que este 

puede Ilevarse a cabo por diferentes rutas metabolicas en un solo microorganismo, 

edemas de que estos se pueden encontrar en diversos ambientes (Patten et at, 2013). 

Investigadores como Koh (Korea), Kumavath (Singapur), Mohite, Mujahid y Sasikala 

(India), Shahab (Pakistan), ester) a la vanguardia en las investigaciones de este 

metabolito. 

Por otro lado Sasaki et al., (2002) han observed° que el AAL no solo tiene aplicaciones 

en la agriculture, sino tambien en Ia medicina como para tratamiento de cancer, es por 

esto que diversos grupos de investigadores como: Sasaki, Kantachote, (Japon), 

Sasikala (India), Kang, Zhang (China), Lee y Koh (Korea), Thanawan, Sattayasanitsathit 

y Tomorn (Tailandia), han retomado el interes de este metabolito. Por lo que se realizo 

una birsqueda el die 13 de mayo de 2015 en diferentes paginas de Internet, con Ia 

finalidad de consulter el precio de AIA y AAL, el laboratorio de lo distribuye y el pals de 

origen (table 2). 
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Tabla 2. Precios en el mercado de AIA y ML, laboratorios que lo fabrican y el pals de origen. 

Metabolito Lab. Productor Pais Precio por gramo 

Acido Indolacetico 1.- Plantmedia Estados Unidos $65.92 MN 

2.- Gold Biotechnology Estados Unidos $22.50 MN 

3.- MBFerts TM. Estados Unidos $22.40 MN 

4.- New Sunshine China $3.20 MN 

Acido Aminolevulinico 5.-MedKoo Estados Unidos 1,040 MN 

Biosciences 

6.-Cosmo Bio Co., Ltd. Jai)On $267 MN 

7.- Xian Natural Field China 	 $44.80 MN 

Bio-technique., Co. 

8.- Simagchem Corp 	China 	 $10.88 

1.- https://www.plantmedia.com, 2.- https://www.golbio.com, 3.- https://www.mbfets.com, .-

4.- https://www.newsunshinelic.com, 5.- https://www.medkoo.com, 6.- https://www.cosmobio.com, 

7.-https://www.natural-field.com, 8.- https://www.simagchem.com. 

Biofertilizantes y sus caracteristicas 

Los biofertilizantes son productos que contienen uno o varios microorganismos del 

suelo y pueden ser aplicados a la semilla, raiz, suelo y follaje con el fin de promover el 

crecimiento de las plantas, pueden asociarse directa o indirectamente al sistema 

• 

• 

• 
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radicular de las plantas, favorecer su interaccidn e incrementar el desarrollo vegetal y 

reproductivo de la planta huesped (Aguirre et a/., 2009). 

En el suelo ocurren diversas relaciones entre grupos microbianos que estimulan o 

inhiben Ia proliferacion de un grupo fisiolOgico de estos. La diversidad microbiana 

propicia la busqueda de microorganismos con actividad fisiologica especifica (AlarcOn y 

Ferrera, 2000). 

Vassilev et al. (2001), consideran que un inoculante biolOgico es una preparaciOn de 

microorganismos que puede sustituir parcial o totalmente la fertilizaciOn quimica. Los 

biofertilizantes se pueden aplicar en suelos degradados y donde la presencia de 

microorganismos ha sido afectada negativamente por el use inapropiado de tecnicas 

agricolas (exceso de agroquimicos, tales, quemas, entre otras), que han propiciado la 

degradaciOn del suelo y reducido su diversidad y efectividad (Salamanca, 2002). 

S 

	

	Adernas, se debe inocular cuando existen poblaciones altas de microorganismos que 

no se asocien eficientemente con la especie de planta cultivada. 

En Mexico, la utilizacion de inoculantes comerciales a base de Rhizobium fue una 

practice generalizada por los productores agricolas, edemas de ser recomendada por 

centros de investigaciOn (INIFAP, 1990). 

Los biofertilizantes fueron recomendados en la Agenda 21, como resultado de la 

Ilamada Cumbre de Ia Tierra en Rio de Janeiro realizada en 1992; son considerados 

tecnologias "apropiables", que es un termino creado para las herramientas 

biotecnolOgicas que contribuyen al desarrollo sostenible de un pais y proveen 
• 
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beneficios tangibles a los destinatarios, edemas, de ser ambientalmente seguras, 

socioecon6mica y culturalmente aceptables (Aguirre et a/., 2009). 

En 1999, se introdujo Hortic Plus, de Plant Health Care (PHC) en el mercado y en el 

2000, se incluyeron sustratos con esporas especialmente para utilizarlos en 

invernaderos y con ello satisfacer la demanda de hortalizas sin embargo, no existen 

investigaciones serias sobre el beneficio de estos inoculantes comerciales (Armenta et 

a/., 2010). 

Despues del 2003, se retoma el proyecto de difusiOn del uso de los biofertilizantes; 

como iniciativa particular y se lograron avances importantes, como el hecho de que en 

Mexico, los gobiernos de Guerrero y Michoacan, establecieron sendos programas de 

biofertilizaciOn y se extendia el uso de estos productos con resultados satisfactorios 

para los productores, que se reflej6 en el aumento de la superficie terrestre fertilizada. 

• Por ejemplo, en el estado de Guerrero, que iniciO en el 2006 el programa con una 

superficie de suelo de 30 mil hectareas, para 2007, dicha superficie alcanz6 las 300 mil 

hectareas (Morales, 2009). 

Los microorganismos utilizados en los biofertilizantes son clasificados dentro de dos 

grupos: el primero incluye microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar 

substancias que promueven el crecimiento de la planta, fijando nitrOgeno atmosferico, 

solubilizando hierro, fosforo inorganic° y ademas de ayudar a las plantas al estres por 

sequia, salinidad, metales tOxicos y exceso de pesticidas: el segundo incluye 

microorganismos capaces de disminuir o prevenir los efectos del deterioro provocado 

por microorganismos patogenos (Bashan y Holguin, 1997; Lucy et al., 2004). Hay 
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microorganismos que pueden estar en los dos grupos, esto es que ademas de 

promover el crecimiento de la planta, inhiben los efectos de microorganismos 

patOgenos (Kloepper et al., 1980). 

Los microorganismos que intervienen en la fijaci6n biolOgica de nitr6geno atmosferico 

(FBNA) que es la reducci6n enzimatica de nitrogeno (N2) a amonio (NH4), se han 

agrupado en: a) microorganismos (bacterias hongos y algas) que fijan nitr6geno en 

forma no simbiOtica o de vida libre y b) microorganismos que fijan el nitr6geno en forma 

simbiotica con leguminosas y no leguminosas (Azolla, gramineas y otras). La mayor 

cantidad de nitrogeno atmosferico fijado, se realiza a traves de la relacion simbiOtica 

que se da entre leguminosas y las bacterias del genera Rhizobium (Richards, 1987). 

Dentro de las bacterias fijadoras de nitr6geno de vida libre, las mas estudiadas son los 

generos Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia y Klebsiella, especialmente en cultivos 

de calla de azOcar, arroz, sorgo, trigo y pastos tropicales forrajeros, donde es 

importante la fijacion de nitr6geno entre estas plantas y las bacterias asociadas y de 

vida libre (DObereiner et al., 1995). 

Se conoce un gran nUmero de bacterias de vida libre o asociadas que destacan par su 

potencial coma biofertilizantes (Diaz et al., 2001; Zago et al., 2000), entre las que se 

encuentran el genera Pseudomonas. Los efectos positivos que ejercen estas bacterias 

en las plantas radican en que producen y segregan reguladores del crecimiento de 

plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas, mejorando procesos coma 

germinacion de semillas y nutriciOn. 

• 

• 
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III.- OBJETIVOS 

1.- Objetivo General 

Detectar la producciOn de los acidos indolacetico (AIA) y aminolevulinico (AAL) en 

cultivos de BRNS 

1.1.- Objetivos particulares 

• 
	 1.1.1.- Aislar BRNS a partir de muestras naturales 

1.1.2.- Detectar y caracterizar quimicamente Acido indol acetic° (AIA) y Acido 

aminolevulinico (AAL) a partir de cultivos de BRNS 

• 
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IV.- JUSTIFICACION 

Los fertilizantes quimicos son sustancias de origen mineral, producidas ya sea por la 

industria quimica, o bien por la explotaciOn de yacimientos naturales como fosfatos o 

potasa (RAP-AL, 2010). 

El proceso actual de los fertilizantes es fabricar compuestos nitrogenados a partir del 

nitrageno del aire, donde el amoniaco se obtiene mediante el metodo Haber-Bosch y se 

caracteriza por requerir altas cantidades de energia para lograr fijar en materiales 

inertes el nitr6geno y de esta forma ser utilizada por los productores. La energia deriva 

de fuentes no renovables como petrOleo, gas o carbOn. DObereiner (1977) consigna que 

la energia requerida para producir una tonelada de fertilizante nitrogenado equivale a 7 

barriles de petroleo (1,113 I) y Tilak (1998) refiere que la energia necesaria para 

elaborar 1kg de fertilizante nitrogenado son 80 MJ 6 11.2 kWh; para f6sforo 12 MJ 6 1.1 

• kWh y para potasio es de 8MJ 6 kWh. Un ejemplo muy claro es la cantidad que para 

producir las 77 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados que se aplicaron en 

el mundo en 2002, se requirieron de 100 millones de toneladas de combustible para su 

fabricaci6n, lo que correspondio al 1.2% de todo el combustible consumido en el 

planeta (Martinez et al., 2007). 

A nivel mundial el consumo de fertilizantes simples como los nitrogenados aumentO de 

8 a 17 Kg ha-1 de suelo agricola. Se predice que su requerimiento aumentara en el 

futuro, sin embargo, con la tecnologia actual y los fertilizantes existentes y metodos de 

aplicaciOn empleados resultan poco eficientes, asi como el costo y la contaminaciOn 

• ambiental que provocan, su use se hace mas nocivo (Cong et al., 2009). 
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Ultimamente los compuestos de origen fotosintetico, han recibido atencion especial 

como herbicidas potenciales, entre ellos se encuentran los difenil eters (DPEs), que han 

sido estudiados, comercializados y aplicados. Sin embargo estos DPEs pueden 

encontrarse en verduras, frutos, cereales, came y leche, los cuales son consumidos por 

los humanos y posteriormente se manifiesta la intoxicaci6n teniendo reacciones en la 

piel, ojos y mucosas, deteriorando su salud y Ilegando muchas veces a producir la 

muerte (Aguirre et al., 2009). 

La gran mayoria de los compuestos quimicos utilizados en la agriculture, presentan un 

grave peligro para los ecosistemas y sus ciclos ecologicos, debido a que afectan la 

microbiota de los suelos, edemas de que estos compuestos son lixiviados hacia los 

mantos freaticos, rios y tomas de agua, causando graves problemas a quienes 

consumen ese liquido (Morales, 2009). 

• 
	

Una evidencia de esta condici6n es la documentada por Caballero-Medallo y Martinez 

(1999) quienes encontraron que las aplicaciones de fertilizantes nitrogenados 

ocasionan Ia disminuci6n de Ia diversidad genetica de rizobios en nodulos de frijol. 

La Subdirectora de ProtecciOn Vegetal de la Secretaria de Agriculture, Ganaderia, 

Desarrollo Rural, Pesca y AlimentaciOn Berenice Osorio, expuso sobre la produccion de 

fertilizantes a nivel mundial, donde Mexico ocupa el trigesimo sexto lugar en producciOn 

mundial con el 1.2%, y se encuentra en el decimo quinto lugar en consumo mundial de 

fertilizantes con un 12%. Asi como la posicion numero 11 con el 2.0% de las 

importaciones mundiales de estos compuestos (Ley General de Equilibrio EcolOgico, 

• 2010). 
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Se estima que 80% del territorio mexicano presenta algun grado de erosion; 80 millones 

de hectareas registran erosion severa, lo que generara que en un futuro inmediato se 

incrementen las zonas definidas como aridas y semiaridas en el pals, que de acuerdo 

con el estudio realizado por Morales (2009), ya suman 30% del territorio nacional. 

En contraste a lo anterior, es necesario utilizar alternativas que permitan lograr una 

producci6n sostenida y fomentar el manejo adecuado de los recursos biOticos y 

abi6ticos de los agroecosistemas. Una de ellas es el estudio de microorganismos 

productores de promotores de crecimiento vegetal como fitohormonas, en especial 

destacandose el uso de bacterias productoras de compuestos como el AIA y de AAL 

(Morales, 2009). 

El uso de BRNS y de compuestos promotores de crecimiento vegetal, es considerado 

como una biotecnologia, la cual ayuda a contribuir al desarrollo sostenible, ya que 

• favorecen el crecimiento de la semilla, raiz, tallos y hojas, adernas de que se ha 

descrito como ambientalmente segura (Sasikala y Ramana, 1995). 

El AIA, es conocido como el mayor estimulante en el crecimiento y desarrollo de plantas 

ya que interviene en el desarrollo y elongaci6n de tallos nuevos, adernas de 

incrementar eI numero y longitud de las raices (Tanimoto, 2005). 

Otro compuesto es el AAL, el cual es inofensivo para los seres humanos y animales, 

adernas de ser biodegradable, este tambien es conocido como el precursor universal 

para la sintesis de tetrapirroles (clorofila, hemo, vitamina B12 y de la coenzima F430), 

los cuales son metabolitos esenciales para todos los organismos vivos (Jahn y Heinz, 
• 

2009). 
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A pesar de que ML este claramente disponible, su use es limitado en pequena escala 

a la investigacion bioquimica, debido a su alto costo, su aplicaciOn en campo es muy 

restringida, comparada con los herbicides quimicos (Kang et al., 2012). 

Existen estudios sobre Ia capacidad de las BRNS para generar productos como AIA y 

AAL, en Mexico aun este tipo de investigacion es incipiente ya que falta informaciOn a 

nivel genetico y bioquimico sobre la produccion, regulaciOn y componentes enzimaticos 

presentes en procesos internos de las bacterias para la generacidin de estos 

metabolitos. 

V.- HIPOTESIS 

Las bacterias aisladas de los lixiviados del Bordo Poniente de Ia Ciudad de Mexico, 

pueden producir metabolitos Utiles en la agriculture como lo son AIA y AAL sin Ia 

adiciOn de precursores al medio de cultivo. 

• 

• 
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VI.- MATERIALES Y METODOS 

1.1 Sitio de muestreo 

Para realizar este trabajo de investigaciOn se utilize) una muestra de la fraccion liquida 

(lixiviados) que se produce en el Bordo Poniente Etapa IV, el Onico relleno sanitario con 

el que contaba Ia Ciudad de Mexico y que fue clausurado el 19 de diciembre de 2011. 

El relleno sanitario Bordo Poniente, se encuentra ubicado al oriente de Ia Ciudad de 

Mexico, colinda al Noreste del Aeropuerto Internacional de la Ciudad de Mexico y al 

Sureste del ex Lago de Texcoco, con una superficie de 1,000 ha, sus coordenadas 

geograficas son 19° 21' 30" latitud norte y 99° 15' 45" longitud oeste, con una altitud de 

2,250 metros sobre el nivel del mar. De acuerdo con datos de la estacion meteorolOgica 

del Aeropuerto, Ia formula climatica para el area donde se ubica el relleno sanitario es 

BS1kw(w)(i')g la cual representa un clima semiarid° templado, con regimen de Iluvias 

• 

	

	de verano y marcha de la temperatura tipo Ganges, segOn la clasificaci6n de Keppen 

modificada por Garcia (1964) para la Republica Mexicana (Informe Preventivo, NOVA, 

consultores ambientales, 2004). 

1.2 Procesamiento de Ia muestra 

La muestra de la fracciOn liquida de la Macrocelda B del Bordo Poniente se colecto el 

dia 3 de mayo de 2012, se proces6 en el laboratorio de Ecologia Microbiana 

(Departamento de El Hombre y su Ambiente), en la Universidad AutOnoma 

Metropolitana, Unidad Xochimilco. 

• 
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A partir de la fracci6n Iiquida se inocularon frascos de vidrio con capacidad de 250 mL 

los cuales contenian medio de cultivo especifico para BRNS (Nunez-Cardona 2010a). 

La composicion de este se describe en el Anexo 1. 

Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente, a una intensidad luminosa de 2400 

Lux (Hanna) con un fotoperiodo de 16 horas con luz incandescente y 8 horas de 

oscuridad (Niinez-Cardona, 2010a). 

1.2.1 Aislamiento de bacterias a partir de cultivos mixtos 

El aislamiento de las BRNS, se realizo empleando la tecnica descrita por NOnez-

Cardona (2010a), para ello se preparO medio especifico para BRNS sin complementar 

y se le adicion6 15 g/L de agar bacteriologico; posteriormente se esteriliz6 y una vez frio 

se complementO (15 mUL de acetato de sodio, 1 mUL de Solucion de elementos traza, 

1 mUL vitamins B12, 1 mUL de cloruro ferrico). Se adicionaron 20 mL aproximadamente 

• 
	en una caja Petri hasta que solidificaron. 

En tubos de ensaye previamente esterilizados y conteniendo 9 mL de soluciOn salina 

NaCI 0.08% se les agreg6 1 mL del inOculo para realizar las diluciones seriadas (10-'-

10-6) y de cada dilucion se tomaron 100 pL y se sembraron por estriado en placas con 

el medio de cultivo descrito en el anexo 1, los cultivos se colocaron en una bolsa 

especial para anaerobiosis (Merck), incubandose en las condiciones descritas por 

NOnez-Cardona (2010a). 

Una vez que se observ6 el crecimiento de las colonias en la superficie del agar, se 

aislaron las colonias mss separadas y se resembraron en viales de 5.0 mL de 
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capacidad, conteniendo medio especifico para BRNS. Los cultivos se incubaron en las 

condiciones antes mencionadas. 

1.2.2 Observacion al microscopio de los cultivos de BRNS mediante la tincion de 

Gram (Gonzalez LOpez, 2013). 

Se utilize) Ia tecnica de tinciem de Gram, para observar las caracteristicas morfolOgicas 

de los cultivos de las BRNS aisladas del Bordo Poniente. Para ello, con el asa 

bacteriolOgica se tomb una muestra del cultivo de BRNS, se deposit6 sobre un 

portaobjetos, se fijo con etanol, se agreg6 con gotero cristal violeta y se dej6 reposar 

durante un minuto, se lave) con agua hasta eliminar el exceso del colorante, se adicion6 

lugol con un gotero y se dej6 durante un minuto, se lave) con agua y se agreg6 alcohol 

acetona, se adicion6 con un gotero safranina, se dej6 reposar un minuto y se lave) con 

agua, se secO a temperatura ambiente y se observe) al microscopio optic°, a la 

• preparaciOn fija y seca se le agreg6 una gota de aceite de inmersi6n y con el objetivo de 

10X se localiza una zona y con el objetivo de 100X se observar los detalles y conocer Ia 

morfologia celular de las BRNS. 

2.3 Analisis de pigmentos fotosinteticos 

Para el analisis de los pigmentos fotosinteticos de los cultivos aislados de la macrocelda 

del Bordo Poniente se realizaron las tecnicas in vivo (Nunez-Cardona 2010b). 

• 
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2.3.1 Analisis in vivo 

Para el analisis in vivo fueron centrifugados 10 mL de cultivo a 5,000 rpm durante 20 

minutos; se elimin6 el sobrenadante y se le adicion6 5 mL de glicerol puro para 

resuspender a las celulas por inversion. Cada muestra se ley6 agregando 3 mL de la 

mezcla a las celulas resuspendidas en una celda de cuarzo. Se utilize) un rango de 

longitud de onda entre 200 y 1100 nm. Las lecturas se realizaron en un 

espectrofotOmetro Shimadzu UV160, como blanco se utilize) glicerol (NOriez-Cardona, 

2010b). 

2.3.2 Extraccion de los pigmentos con solventes organicos 

Se centrifugaron 10 mL de cultivo a 5,000 rpm durante 20 minutos, se elimin6 el 

sobrenadante y las celulas se resuspendieron en 5 mL de acetona/metanol (7:2). Las 

extracciones se obtuvieron manteniendo las muestras a 4°C durante 18 horas en 

obscuridad. Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, las lecturas se hicieron con el 

sobrenadante, previamente centrifugado evitando resuspender las celulas 

sedimentadas; como blanco se utilize) una mezcla de acetona/metanol 7:2 (Nunez-

Cardona, 2003). Posteriormente, se cuantifico la Bchl a, con la siguiente formula: Bchl a 

g1-1= ((A/CE) (VSNCC)*1000, donde: A=absorbancia registrada a 770 nm, CE= 

coeficiente de extinciOn de la bacterioclorofila a en acetona: metanol a 770 nm=84.1, 

VS=volumen del solvente, VCC=volumen del cultivo centrifugado (Nunez-Cardona, 

2003). 

• 
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3. Enriquecimiento con L-Trp 3 mM de los cultivos puros de BRNS 

Para detectar Ia presencia de indoles en cultivos puros de BRNS, se enriqueci6 el 

medio de cultivo especifico para BRNS contenido en frascos de vidrio de 250 mL de 

capacidad con L-Trp a 3 mM (Koh y Song, 2007), sustituyendo este por la fuente de 

carbono (Mujahid et al., 2011), se incubaron durante 24 y 48 horas, considerando las 

condiciones indicadas por NOnez-Cardona (2010a), este ensayo se realizo en tres 

semanas diferentes. 

3.1 Deteccion de Acido Indolacetico AIA (Koh y Song 2007) 

Para detectar Ia presencia de indoles como el AIA, producido en los cultivos puros de 

BRNS, se utilizaron las tecnicas descritas por Koh y Song (2007), donde se determin6 

Ia producciOn de indoles por el reactivo de Salkowski (Glickmann y Dessaux, 1995; Koh 

y Song, 2007); cada tubo con cultivo de BRNS (3mM de L-Trp) se centrifug6 a 10,000 

• rpm durante 15 minutos, despues se tomb 1.0 mL del sobrenadante y se le adicionaron 

4.0 mL del reactivo Salkowski (150 mL de H2SO4 concentrado, 250 mL de H2O 

destilada, 7.5 mL de 0.5 M de FeCl3.6H2O), se mezclaron y se incubaron a temperatura 

ambiente durante 20 minutos; y se realizaron lecturas a 535 nm con un 

espectrofot6metro con UV (Koh y Song, 2007), este ensayo se realizo con cultivos 

inoculados durante tres semanas en las condiciones antes descritas. 

3.2 Cuantificacisin de AIA por espectrofotometria (Koh y Song 2007) 

Para cuantificar el AIA producido por los cultivos de BRNS, se utiliz6 la metodologia por 

espectrometria colorimetrica propuesta por Koh y Song (2007), para ello se realizO una 

curva estandar de AIA (grado reactivo para cromatografia), partiendo de una alicuota de 
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149.8 pg/mL la que fue la mayor concentracion en la curva estandar, se hicieron 

diluciones seriadas con un factor de diluciOn de 1.5, con un volumen final de 1.5 mL; se 

tomaron 100 pl de la reacci6n y se pasaron a un tubo nuevo y por Ultimo, a cada 

diluciOn, se le adicion6 400 p1 del reactivo Salkowski, se incubaron a temperatura 

ambiente durante 30 minutos en completa oscuridad. El blanco se prepar6 de la misma 

manera pero sin AIA. Posteriormente se ajust6 con el blanco, seguido de la lectura de 

cada dilucion en el espectrofotometro (Thermo Electron Corporation modelo Bionate 3) 

a 535 nm y por medio de una regresion lineal se determine la ecuaciOn de la recta y el 

R2  (tabla 7). 

La determinaci6n de la concentraci6n de AIA producido se hizo con 11 mL de cultivo de 

BRNS, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min, se tomaron 100 pl del 

sobrenadante de cada cultivo y se pasaron a un tubo nuevo y por ultimo se adicion6 a 

cada tubo 400 pl del reactivo Salkowski, se incubaron a temperatura ambiente durante 

30 minutos en completa oscuridad, seguida de la lectura de cada reacciOn en el 

espectrofotOmetro a 535 nm. Los datos obtenidos fueron correlacionados con Ia curva 

estandar antes indicada. 

3.3 Analisis de AIA mediante Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) 

(Gutierrez Castillo, 2014) 

La producciOn de AIA en cultivos de BRNS se analizO por HPLC, para lo cual se tilt() Ia 

muestra por medio de acrodiscos LC PVDF con membranas de 0.45 pm de tame° de 

poro, con la finalidad de evitar el paso de bacterias. Posteriormente, la muestra se 

inyect6 a un cromatografo de liquidos de alta presiOn (Perkin Elmer 785A UVNIS 

Detector), equipado con una columns de C-18 de 150 mm de largo y 4.6 mm de 
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diametro interno para particulas de 5 pm de tamario. La fase mOvil consisti6 en una 

mezcla de acetonitrilo-agua, acido acetico 30:69.75:0.25, respectivamente y el detector 

se ajust6 a una longitud de onda de 282 nm, el volumen de inyecciOn fue de 100 pl. 

El HPLC previamente se acondicion6 y calibr6 con concentraciones conocidas de AIA: 

10, 20, 40, 80, 100 y 150 ppm (modificado de Hoffman et al. 2013). 

En un matraz Erlenmeyer, con medio especifico para BRNS fue complementado y 

enriquecido con succinato y glicina (15 mM de cada uno) (Koh y Song, 2007), mas la 

adici6n de acid° levulinico 10 mM (Sattayasamitsathit y Prasertsan, 2013), de esta 

mezcla se agregaron 10 mL a diferentes tubos con capacidad de 12 mL y 

posteriormente se incubaron durante 24 y 48 horas de acuerdo con lo descrito por 

Niinez-Cardona (2010a). 

4. Deteccidn de AAL (Mauzerall y Granick 1955) 

Para la detecci6n de AAL producido por BRNS, se utilizO la tecnica descrita por 

Mauzerall y Granick (1955); para ello se centrifugaron 5.0 mL del cultivo de BRNS de 

dos dias de edad a 10,000 rpm durante 15 minutos. A 500 pl de sobrenadante se le 

adicionaron 500 pl de acetato de sodio 1 M (pH 4.7) y 50 pl de acetilacetona. Las 

muestras se mantuvieron a ban° Maria durante 15 minutos y se dejaron enfriar para 

agregarles 3.5 mL del reactivo de Ehrlich modificado [1 g p-dimetilaminobenzaldehido, 

42 mL de acid° acetic° glacial y 8 mL de acido perclOrico al 70% (v/v)]. Posteriormente 

se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos y se midi6 la absorbancia de 

la mezcla con un espectrofot6metro (Thermo Scientific BioMate 3S), a 556 nm (Koh y 

Song, 2007). 

• 
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VII.- RESULTADOS Y DISCUSION 

A partir de la muestra de la fracciOn liquida de la Macrocelda B del Bordo Poniente 

etapa IV, (colectada a 20 cm de profundidad), se inocularon botellas de vidrio con 

medio de cultivo especifico de BRNS, despues de 15 dias de incubaciOn en las 

condiciones senalas, se observe) la presencia de BRNS, evidenciado por el cambio de 

color de transparente a rojo, rosa, rosado y café (figura 6). 

Figura 6. Cultivos con BRNS obtenidos a partir de la fracciOn liquida de la macrocelda B del Bordo 

Poniente etapa IV. 

Una vez observada la presencia de BRNS en medio liquido, estas fueron crecidas en 

medios de cultivo sdlidos con la finalidad de aislar este tipo de bacterias, donde 

posteriormente se observaron colonias rojas, rosas y cafés, colores caracteristicos de 

las BRNS, las cuales crecieron en condiciones anaerobias (figura 7). 

• 

0 
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Figura 7. Cultivo en placa de BRNS utilizando bolsas para anaerobiosis 

A partir de la tecnica en placa, se obtuvieron 50 cultivos puros, de los cuales solo 13 

fueron seleccionados para su aislamiento y de esta manera mantener su crecimiento y 

posteriormente detectar la presencia de AIA y AAL en los cultivos (figura 8). 

• 

Figura 8. Cultivos puros de BRNS en viales provenientes de la fraccion liquida del Bordo Poniente. 

• 

41 



A 13 cultivos puros (1, 2, 4, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24 y 25), se les aplic6 la 

tinciOn de Gram para determinar sus caracteristicas morfolOgicas y su uniespecificidad. 

Se observO que los cultivos tenian formas de cocos y bacilos cortos, los cuales 

presentaron una repuesta negativa a la tinciOn de Gram, lo que las identifica como 

miembros de Proteobacteria (figura 9, Tabla 4). 

• 

• 

• 
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• Figura 9. Caracteristicas morfologicas celulares de los cultivos puros de BRNS aisladas del Bordo 

Poniente (100x). 
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Caracteristicas morfolOgicas de 13 cultivos puros de BRNS, aislados de la fracciOn 

liquida del Bordo Poniente (tabla 3). 

Tabla 3. Morfologia celular de los 13 cultivos puros de BRNS aisladas del Bordo Poniente. 

Cultivo Morfologia Color de los cultivos 
liquidos 

1 Coco Rosa 

2 Bacilos Rosa 

4 Bacilos Roja 

11 Bacilos Rosa 

12 Coco Rosa 

14 Bacilos Rosa 

15 Bacilos Roja 

16 Coco Rosa 

18 Coco Rosa 

20 Bacilos Roja 
• 

22 Bacilos Rosa 

24 Bacilos Roja 

25 Bacilos Rosa 

Con la finalidad de contar con cultivos masivos, de los aislados puros de BRNS, los 

cuales fueron incubados para inocularlos en tubos de ensaye con medio especifico para 

BRNS. Se observe) su crecimiento y un cambio de color en el medio de cultivo de 

transparente a diferentes tonalidades; rojo, rosa y rosadas (figura 10 a), esta coloraciOn 

es variable entre los cultivos, indicando la presencia de los principales tipos de 

• 	
carotenoides en estas bacterias (Imhoff y TrUper, 1992) y por lo consiguiente el 
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crecimiento del cultivo celular fue en aumento y este fue colocado en botellas mas 

grandes (figura 10 b). 

Figura 10. a) Crecimiento de 13 cultivos seleccionados de BRNS en tubos de ensaye en medio 

especifico. b) Cultivo masivo de BRNS. 

Las BRNS se han localizado en ambientes acuaticos, sobre todo se ha reportado su 

presencia en lugares que se dedican a la siembra con grandes cantidades de agua 

• como los sembradios de arroz, en sedimentos con lodos activados y en plantas de 

aguas residuales (Montano et al., 2009, Hougardy et al., 2000). 

Actualmente, Nunez-Cardona y colaboradores (2014) han descrito Ia presencia o el 

aislamiento de BRNS de un relleno sanitario o de un tiradero a cielo abierto como lo es 

el Bordo Poniente etapa IV, el cual contiene toda clase de residuos organicos, basura y 

desechos texicos. Con este trabajo se ratified) lo mencionado anteriormente, que las 

BRNS son habitantes comunes en los lixiviados como en los carcamos del Bordo 

Poniente. Por otro lado, Okubo et al. (2006) refieren que aislaron generos de BRNS 

como Rhodobacter y Rhodopseudomonas de una laguna donde hay descargas de 

• 	
desechos de agua de una granja porcina en Ia provincia de Kosai, Japer), asi mismo 
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Kantachote et al. (2005) aislaron 92 cultivos, de una plants de aguas residuales de la 

hoja de goma del sur de Tailandia, pero solo uno (DK6) se adaptO mejor a las 

condiciones de laboratorio: de igual forma Montano et al. (2009) obtuvieron un aislado 

de BRNS de sedimentos de sembradio de arroz en San Jose del Monte, Filipinas. Por 

otro lado Koh y Song (2007) aislaron dos cepas de Rhodopseudomonas (KL9 y BL6) a 

partir de sedimentos del rio Gongii-cheon en Korea. Mujahid et al. (2011) aislaron a Ia 

BRNS Rubrivivax benzoatilyticus JA2 de un sedimento de suelo anegado en un 

sembradio de arroz y de igual forma Sattayasamitsathit y Prasertsan (2013) aislaron a 

Rubrivivax benzoatilyticus PS-5 a partir de sedimentos de sembradios de arroz de Ia 

provincia de Songkhala en Tailandia, esto concuerda con lo referido por Okubo et al. 

(2006), quienes mencionan que debido a su gran versatilidad metabOlica, al poco 

oxigeno disponible, Ia tensi6n, la gran disponibilidad de luz y de nutrientes organicos 

simples, como es el caso de nutrientes ricos en cuerpos de aguas estancadas los 

cuales pueden ser utilizados como fuentes alternativas de carbono, estos factores son 

importantes para la promociOn y proliferaciOn de bacterias como las rojas no sulfurosas 

(Kim et al., 2004). 

Tres generos de BRNS como lo son Rhodobacter sphaeroides, Rhodopseudomonas 

sp. y Rubrivivax benzoatilyticus JA2, han sido investigadas por su potencial en la 

aplicaciOn de estrategias de remediaciOn y en la producciOn de compuestos para use 

agricola, debido a que presentan habilidades para crecer en condiciones aerobias y 

anaerobias, ante Ia presencia o ausencia de luz (Italiano et al., 2012). Siendo estas 

bacterias las mss estudiadas en diversos grupos de investigaciOn, sin que se tenga 
• 
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conocimiento sobre otro tipo de generos que se hayan estudiado para determinar su 

capacidad de producir compuestos Utiles para la agricultura. 

Los espectros de absorbancia del analisis de pigmentos in vivo de los 13 cultivos 

obtenidos en el medio especifico para BRNS mostraron maximos de 276, 463, 489, 

591, 803, 869, y 973 nm (tabla 4), los cuales son muy parecidos a los reportados por 

Pfennig y Tr()per, 1982; Nunez-Cardona, 2003; 588-591, 796-798 y 800-892 nm (in 

vivo), por lo que los picos que se encuentran entre los rangos de 364-367 indican la 

presencia de Bchl a, esto concuerda con la reportado por Pacheco (2007) quien obtuvo 

cultivos de BRNS cuyos maximos de absorbancia in vivo para las BRNS fueron: 375, 

590, 803 y 883 nm. 

• 

• 
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Tabla 4. Absorbancia maxima in vivo de pigmentos de los 13 cultivos de BRNS. 

Cultivo Absorbancia 
	

Pigmentos 
	

Grupo de microorganismos 

max. Bchl a nm 	accesorios 

carotenoides 

nm 

1 869,803,591 463 Rhodopseudomonas spp. 
2 869,803 Rhodoblastus sphagnicola sp. 
4 869,803 490 Rhodopseudomonas palustris 
11 869,803 490 Rhodoblastus sp. 
12 869,803 463 Rhodopseudomonas sp. 
14 868,802 491 Rhodoplanes elegans 
15 869,803 463 Rhodopseudomonas 
16 868,803 463 Rhodobacter Sphaeroides 
18 869, 803,592,377 490, 463, 278 Rhodopseudomonas viridis 
20 868,803 490 Rhodospirillum molischianum 
22 869,803,591 490, 463 Rhodopseudomonas 

Rhenobacensis sp. 
24 868,803,591 Rhodopseudomonas 

Rhenobacensis sp. 
25 868,803 Rhodospirillum 

Xu et a/. (2013), observaron diferentes espectros de absorbancia de R. palustris en 

diversos medios de cultivo (medio sintetico mas Tript6fano, Trp solo, extracto de Stevia 

mas cloruro de amonio, medio sintetico mas cloruro de amonio y extracto de Stevia 

extraido a 95° C suplementado con L-Trp), los picos de 375, 590, 805 y 865 nm, los 

cuales se producen debido a una mezcla de pigmentos y de Bchl a siendo este el 

principal pigmento fotosintetico producido por bacterias fotosinteticas rojas no 

sulfurosas (Madigan et al., 2000). La producci6n de Bchl a, puede ser directs o 
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indirectamente afectada por las variaciones de la temperatura, iluminaci6n, compuestos 

quimicos, iones, sales y disolventes (Bhosale, 2004; Ponsano et al., 2008). 

En esta investigaciOn se identific6 un caso muy caracteristico en los pigmentos 

extraidos in vivo, del cultivo 18, donde se observ6 Ia presencia de diferentes picos 

maximos de absorbancia; 869, 803, 592, 490, 463, 377, 278 nm (table 5), de acuerdo a 

Nunez-Cardona (2006); Pacheco Gonzalez (2007), refieren que los picos 375, 590 

indican la presencia de Bchl a. Por otro lado Hougardy et al. (2000) describen que 

Rhodopseudomonas rhenobacensis sp. present() absorbancias maximas de 805 y 878 

nm, lo cual indica la presencia de Bchl a. 

Las bacterias aisladas presentan Bchl a y carotenos con diferentes maximos de 

absorbancia mediante la tecnica in vivo, los cuales pueden deberse en parte, a los 

complejos que Forman estos con diferentes proteinas, originando diversos espectros de 

absorbancia que son de gran utilidad para la caracterizaciOn de los microorganismos 

(Pacheco, 2007). 

Otro aspecto en el que este estudio coincide es en lo reported° por Montano et al. 

(2009), quienes observaron en cultivos de Rhodopseudomonas sp. un pico a 475 nm, 

mismos que se encuentran en las cepas 12 y 25 en la condiciOn base, de igual manera 

en la condici6n con L-Trp 3mM los cultivos 1, 11, 12 y 24 mostraron un pico identico de 

absorbancia, el cual reporta dicho autor y que corresponde a la presencia de 

carotenoides como la zeaxantina, sin embargo, en este caso no concuerda con lo que 

se conoce sobre Ia presencia del L-Trp y AIA en el sobrenadante de los cultivos en que 

ambos compuestos ayudan a mantener el crecimiento celular, ya que con la adiciOn de 
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L-Trp al medio, los cultivos mantuvieron una fase de crecimiento, lo que se traduce en 

un aumento en la cantidad de Bchl (tabla 6). 

Despues de las absorbancias obtenidas del analisis de pigmentos, se realizO una 

bOsqueda bibliografica de las absorbancias reportadas en BRNS, las cuales nos 

podrian indicar con que genero posiblemente comparten las absorbancias maximas de 

nuestros aislados (tabla 5). 

• 
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Tabla 5. Maximos de absorbancia de pigmentos bacterianos extraidos con acetona-metanol de los 13 

cultivos seleccionados, Iambi& de muestran las cepas reportadas con estas caracteristicas. 

Cultivo Maximo 	de 
absorbancia 
acetona- 
metanol 
Bchl a 

Pigmentos 
(Carotenos) 

nm 

Organismo 	Referencia 
reportado 

1 771 503, 476 Rhodopseudomonas 	Hougardy et a/., 
rhenobacensis sp. 	2000 

2 771 477 Rubrivivax 	 Ramana 	et 	al., 
benzoatilyticus sp. 	2006 

4 771 481 Rhodospirillum 	Tretiak, 2000 
molischianum 

11 771 477 Rhodopseudomonas 	Hougardy et a/., 
rhenobacensis sp. 	2000 

12 771 503, 475 Rhodopseudomonas 	Hiraishi y Ueda, 
rosea 	 1994 

14 771 502, 485 Rhodoblastus 	Kulichevskaya et 
sphagnicola sp. 	a/., 2006 

15 771 478 Rhodopseudomonas 	Hiraishi y Ueda, 
rosea 	 1994 

16 770 478 Rhodobium 	 Pacheco, 2007 

1 18 
20 

889 
771 

504, 474, 448 
504, 476 Rhodoblastus 	Kulichevskaya et 

sphagnicola sp. 	a/., 2006 
22 771 504, 476 
24 771 504, 476 Rhodopseudomonas 	Hougardy et a/., 

rhenobacensis sp. 	2000 
25 771 503, 475 

Por otro lado, los 13 cultivos fueron incubados bajo la condiciOn con el medio especifico 

para BRNS mas la adiciOn de L-Trp como fuente carbono y como donador de 

electrones, donde los espectros de absorbancia observados con acetona-metanol 

oscilaron entre 363, 475, 503, 597 y 771 nm, los cuales son muy parecidos a las 

absorbancias maximas que indican la presencia de Bchl a sin la adiciOn de L-Trp, por lo 

que se identificaron pequenos cambios en la concentraci6n de Bchl a entre ambas 
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condiciones. Posteriormente, se realizo el calculo de Bchl a, en los cuales se 

observaron diferencias en los cultivos; 4, 12, 14, 18 y 25 en Ia condiciOn con L-Trp con 

respecto a la condicion sin este aminoacido, donde estas concentraciones fueron 

mayores, como fue el caso del cultivo 4 con una concentraciOn siete veces mayor 

comparada a su condiciOn sin este compuesto, de la misma forma el cultivo 18 presento 

una concentraci6n unica, ya que no presentO ningan dato en ausencia de este 

aminoacido (tabla 6). 

Durante su crecimiento estas bacterias requieren de nutrientes y elementos esenciales 

que las ayudan a Ilevar a cabo sus funciones vitales, uno de estos elementos es el L-

Trp, que por sus caracteristicas quimicas es un aminoacido que se puede encontrar en 

el ambiente natural, producto de la degradaci6n de desechos organicos de raices y de 

diversos alimentos como el maiz (Arkhipchenko et al., 2006), en este trabajo se 

• incubaron todos los cultivos con y sin la adici6n de L-Trp a 3 mM y se obtuvieron 

diferentes absorbancias por Ia tecnica de acetona: metanol, mostrando de este modo la 

presencia de Bchl a,(771, 588-591 y 364-367 nm). 

i 
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Tabla 6. ConcentraciOn de Bchl a en cultivos de BRNS con y sin L-Trp, extraldos con acetona: metanol 

(7:2). 

Cultivo Sin L-Trp L-Trp 

1 1.54 1.45 
2 0.76 1.06 
4 0.24 1.91 
11 0.96 1.22 
12 1.31 2.03 
14 0.90 2.07 
15 0.71 0.00 
16 1.30 1.19 
18 0.00 0.96 
20 1.50 1.50 
22 1.42 1.27 
24 1.90 1.15 
25 1.06 2.02 

La presencia de AIA en el sobrenadante de los cultivos de BRNS se observ6 despues 
• 

de adicionarles el reactivo de Salkowski, donde las que fueron positivas a la prueba, 

formaron una reacciOn de cambio de color lo cual se debe, de acuerdo con Grolamys et 

al. (2005), a la oxidaciOn de anillos tetrapirrOlicos presentes en el sobrenadante de cada 

muestra, la tonalidad de la coloraciOn de la reaccion es directamente proporcional a la 

cantidad de indol presente (Brie et al., 1991), el cual puede tornarse de un color fucsia a 

una tonalidad purpura intensa (figura 11). De acuerdo con lo anterior los cultivos 2, 4, 

11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22 y 25 resultaron positivos a la produccion de indol y los 

cultivos 1 y 24 fueron de color amarillo tornandose estos como negativos para la 

produccion de este acido. Como control negativo, se utiliz6 a E. coli (tubo Ec) y como 

• 
control de carga fue el medio sin algOn contenido de sobrenadante bacteriano (tubo B). 
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Este resultado se puede comparar a lo reportado por Koh y Song (2007), quienes 

describen Ia presencia de AIA en sobrenadantes de Rhodopseudomonas KL9 a 24 y 48 

horas de incubaci6n con L-Trp ademas de que esta producci6n fue superior a Ia control 

con Pseudomonas putida GR12-2, en condiciones anaerobias. Asi mismo Koh y Song 

(2007), reportan Ia producciOn de AIA en sobrenadantes de BRNS con una 

concentraciOn de 3 mM de L-Trp como precursor, bajo las condiciones aqui estudiadas 

se observe) la presencia con la misma concentraciOn del precursor, caso contrario es lo 

reportado por Mujahid et al. (2011) quienes mencionan que at adieron una 

concentraci6n de 1 mM del precursor y Ia presencia de AIA fue mayor a las 24 horas. 

Por lo que estudios realizados por Ona et al. (2005) indican que Ia presencia de AIA en 

sobrenadantes de R. benzoatilyticus JA2 es independiente a factores como la 

concentraciOn del precursor y del tiempo de incubaciOn, refiriendo que la producciOn de 

AIA puede ser una propiedad comOn entre las BRNS. 

• 

• 

• 

Figura 11. Respuesta de los sobrenadantes de cultivos de BRNS a Ia reacciOn de Salkowski; Rosa = 

positivo a indol y amarillo = negativo a la producciOn de indol, Escherichia coli (Ec) y blanco (B) controles 

de carga. 
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Para la detecciOn y cuantificaciOn de AIA producido por los cultivos, se realizO una 

curva patron con el reactivo Salkowski, a diferentes concentraciones de patron de AIA 

comercial Sigma - Aldrich (figura 12), para determinar la ecuacion de la recta y el valor 

R2, confirmando que los valores de la pendiente y R2  coincidieran con Ios 

estandarizados previamente para la deteccion Optima de AIA (Tabla 7). 

0 	  

0 	10 	20 	30 	40 	50 	60 	70 

Concentracion AIA µg/m1 

Figura 12. Curva patr6n para cuantificar la concentraci6n de AIA mediante el use del reactivo de 

Salkowski. 

• 
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Tabla 7. Concentraciones conocidas de AIA, medidas por espectrofotometria a 535 nm. 

Tubo de dilucion 	Concentracion de AIA Absorbancia nm 
(pg/mL) 

Original 	 149.8 	 1.167 
1 	 99.86 	 0.934 
2 	 66.57 	 0.839 
3 	 44.38 	 0.649 
4 	 29.60 	 0.553 
5 	 19.73 	 0.429 
6 	 13.15 	 0.286 
7 	 8.77 	 0.217 
8 	 5.85 	 0.121 
9 	 3.9 	 0.083 
10 	 2.6 	 0.055 
11 	 1.73 	 0.031 
12 	 1.15 	 0.029 
13 	 0.77 	 0.013 

De esta forma, la cuantificaciOn del AIA presente en el sobrenadante de los cultivos de 

BRNS, se utilizaron los datos obtenidos de la curva patr6n (figura 13, tabla 8). 

Posteriormente, se realizaron tres repeticiones en diferentes semanas a (24 y 48 horas) 

para determinar la producciOn de AIA en el sobrenadante de los cultivos de las BRNS, 

donde a 24 horas la concentracion de AIA en cada cultivo fue menor en relacion a las 

48 horas, con excepcion del cultivo 18, el cual presento una concentracion mayor a las 

24 horas (Tabla 9), por lo que a las 24 horas, el cultivo con menor producciOn fue el 2 

con 7.81 pg/mL y por el contrario, el que present6 concentracion mayor fue el 12 con 

23.79 pg/mL. Por otra parte, se observ6 que a las 48 horas el cultivo 14 fue el que 

• 

• 
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present6 mayor concentraci6n con 47.74 pg/mL y por el contrario el que menor 

concentraci6n presento fue el cultivo 18 con 18.39 pg/mL. Hernandez et al. (2008) 

refiere que Ia presencia de AIA en los sobrenadantes de A. brasilense fue mayor a las 

24 horas y que a las 48 de incubaciOn esta disminuy6, por lo que se difiere, ya que las 

concentraciones detectadas en las BRNS del Bordo Poniente fueron mayores a las 48 

horas, sin embargo, solo la concentraci6n de AIA del cultivo 18 presento esta 

caracteristica antes mencionada. Mutluru y Konada (2007), mencionan que la 

producciOn de AIA por bacterial puede variar en diferentes concentraciones debido a la 

especie y a la cepa, ademas de Ia influencia de las condiciones del cultivo, fase en Ia 

que se encuentra este y la disponibilidad del sustrato. Por lo que comparando los 

resultados con Mujahid et al. (2011) quienes utilizaron una concentraci6n de 1 mM de L-

Trp asi como el tiempo de exposiciOn de luz y temperatura a 30°C a la que se tienen los 

cultivos, periodo de incubaci6n y una agitaciOn de 150 rpm, quienes refieren que esta 

es Ia condiciOn Optima para una producciOn de AIA por R. benzoatilyticus JA2, sin 

embargo estos cultivos presentaron mayor concentraci6n de AIA a las 48 horas con una 

concentraci6n de 3mM de L-Trp, en cuanto a las mediciones realizadas a los 

sobrenadantes de las reacciones de Salkowski con espectrofotOmetro. 
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Tabla 8. Concentraciones de AIA por espectrometria de 11 cultivos puros de BRNS. 

Cultivo Concentracion de AIA pg/mL a 24 
h 

Concentracion de AIA pg/mL a 48 

2 7.81 30.98 
4 18.72 40.21 
11 16.00 38.13 
12 23.79 27.87 
14 15.48 47.74 
15 21.71 39.30 
16 23.14 27.61 
18 22.88 18.39 
20 16.90 28.52 
22 14.96 42.67 
25 19.24 43.19 

Asi mismo el L-Trp es considerado como precursor en Ia sintesis de AIA (Patten y Glick, 

• 1996), por lo que los altos niveles de L-Trp inducen la secrecien de AIA, esto es 

generalmente producido cuando el L-Trp se encuentra disponible en exceso. Algunas 

bacterias pueden utilizar L-Trp pero Ia produce& de AIA es menor cuando es 

adicionado al medio de cultivo o de forma externa (Ryu y Patten, 2008). 

En este estudio se realize el analisis del sobrenadante de los cultivos de BRNS, donde 

se observO la presencia y produce& de AIA en 10 de los 13 cultivos, mediante el use 

de una curva estandar utilizando concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50 y 70 pg/mL de 

AIA, como se observa en la figura 13, se ratifice la presencia de AIA en un solo pico a 

un tiempo de retencien de 5.9 min. 

• 

58 



Tiempo (min) 

• Figura 13. Cromatogramas del HPLC superpuestos con diferentes concentraciones conocidas de AIA y 
tiempo de retenciOn de este compuesto (5.9 minutos). 

En cuanto al analisis de indoles producidos por los cultivos de BRNS por HPLC, en los 

cromatogramas se observe) su presencia en el mismo tiempo de retenciOn, el cual 

correspondi6 al previamente estandarizado, donde la concentraciOn de la producciOn de 

AIA para cada cultivo fueron: 2 (10.88), 4 (21.41), 11 (16.60), 12 (18.70), 14 (10.81), 25 

(20.85) pg/mL (figura 14) donde se observe) que los cultivos que produjeron mayor 

concentraciOn de AIA fueron el 4 y el 25; sin embargo en los cromatogramas, tambien 

se detectaron otros picos de retencion a 3.5 minutos aproximadamente, los cuales son 
• 

originados por el L-Trp (Szkop y Bielawski, 2013). 
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Figura 14. Cromatogramas de HPLC que indican e identifican las diferentes concentraciones de AIA y 

tiempo de retenci6n presentes en los sobrenadantes de los cultivos: 2, 4, 11, 12, 14 y 25 de BRNS. 
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• 

De la misma manera se determind mediante HPLC la presencia de AIA en el 

sobrenadante de los cultivos de BRNS, sin Ia adiciOn de L-Trp, se observd Ia 

producciOn de AIA a concentraciones muy bajas comparadas a la condiciOn con L-Trp 

como precursor, donde el sobrenadante del cultivo que presenta una concentraciOn 

mayor fue el numero 11 con 5 pg/mL y el cultivo 12 fue quien produjo una 

concentraciOn de 1 pg/mL (Tabla 9). 

Tabla 9. Concentraciones de AIA (pg/mL) en el sobrenadante de seis cultivos, mediante una curva 

conocida, con y sin la adicidn de L-Trp. 

Cultivo Medio de cultivo sin L-Trp 
(AIA pg/mL) 

Medio de cultivo con L-Trp 3Mm 
(AIA pg/mL) 

2 4 10.88 

4 4 21.41 

• 
11 5 16.60 

12 1 18.70 

14 3 10.81 

25 2.5 20.85 

Por lo que al mismo tiempo en esta investigacion se compararon los resultados, donde 

se demostro que los aislados bacterianos del Bordo Poniente, produjeron una cantidad 

minima de AIA sin Ia adicidin de L-Trp, esto difiere con la investigaciOn de Tsavkelova et 

al. (2007) en Ia cual ellos refieren que la produccion y concentraciOn de AIA en sus 

aislados bacterianos fue identica en las condiciones con y sin L-Trp. 
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Por otro lado, se observaron diferencias en las concentraciones de AIA de los diferentes 

cultivos, tanto por el metodo colorimetrico del reactivo de Salkowski como por la 

determinaciOn de HPLC, esto se confirma con los resultados de Tsavkelova et al. 

(2007) donde refieren que con la determinaciOn por Salkowski fue dos veces mas 

elevado que por la determinaciOn por HPLC. 

Dicho resultado tambien fue observado por autores como Glickmann y Dessaux (1995); 

Ivanova et al., (2001); Mordukhova et al., (1991), quienes indican que las diferencias se 

deben a la acumulaciOn de diversos compuestos de origen indOlico en el sobrenadante 

bacteriano, los cuales tambien pueden reaccionar con el reactivo Salkowski; se sabe 

que este reactivo es tambien Otil para detectar AIA, acido indol propiOnico (AIP) y acid° 

indol 3 acetamida (AIM), (Glickmann y Dessaux 1995; Patten y Glick 2002). Se ha 

documentado que la presencia de L-Trp conduce a Ia disminuci6n de Ia sensibilidad de 

• este metodo. Un ejemplo de ello, lo refiere Tsavkelova et a/. (2007) quienes observaron 

que en un cultivo de Microbacterium, Ia concentraciOn de AIA por Ia reacci6n con 

Salkowski fue 19 veces mayor que Ia determinada por HPLC, sin duda un caso 

parecido se observO en algunas lecturas de los sobrenadantes, donde las 

concentraciones por el metodo de Salkowski fueron mas elevadas en relaciOn a Ia 

determinada por el metodo de HPLC, donde el promedio de las concentraciones del 

cultivo 12 fueron de 78.76 pg/mL por Salkowski y 18.70 pg/mL en HPLC, en el cultivo 

14; el promedio por Salkowski fue de 71.23 pg/nrIL y por HPLC fue de 10.81 pg/mL y en 

el sobrenadante del cultivo 25; el promedio de la concentraciOn por Salkowski fue de 

80.93 pg/mL y en HPLC fue de 20.85 pg/mL. 
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Con relaciOn a los microorganismos productores de AIA, se sabe que entre los 

parametros que afectan a Ia producciOn de este metabolito, se encuentran el estres a 

los que estan expuestas las bacterias como lo son el agotamiento de la fuente de 

carbono, un exceso en Ia concentracion del precursor, Ia tension del oxigeno, Ia fase 

estacionaria del cultivo (Ona et al., 2005); sin embargo, en los resultados obtenidos 

diferimos a lo reportado con dicho autor y coinciden con lo reportado por Mujahid et al. 

(2011) quienes demostraron que en Rubrivivax benzoatilyticus la producciOn de AIA no 

depende de estos factores, ya que obtuvo una concentraciOn de 58 pg/mL bajo 

diferentes condiciones fisiolOgicas, por lo que considers que Ia producciOn de AIA 

puede ser una propiedad comOn de las BRNS; sin embargo, esta concentraciOn se 

encuentra 2.7 veces por encima del registrado en el cultivo 25 de la BRNS el cual fue 

de 20.85 pg/mL, esto se podria deber a que este aislado no este adaptado a los 

condiciones de laboratorio como R. benzoatilyticus. 
• 

Por otro lado, tambien se ha reportado sobre los efectos de AIA en cultivos, donde este 

ayuda al crecimiento bacteriano; Tsavkelova et al., (2007), observaron en cultivos que 

el crecimiento bacteriano dependia de Ia concentraciOn de AIA en el medio y que una 

concentraciOn de 100 pg/mL estimuld el aumento de la biomasa en cultivos de 

Mycobacterium sp. y Sphingomonas sp. registraron aumentos de 1.3 y 1.5 veces mss 

respectivamente en comparacion con Ia condiciOn control. 

Sin duda es un resultado el cual se puede fortalecer con el que dichos autores reportan 

ya que el nOmero de celulas en los cultivos con una concentraci6n de 3 mM de L-Trp 

• fue aumentado en relaciOn con el periodo de incubaciOn que fue de 24 a 48 horas, 

63 



donde se hizo evidente en todos los cultivos que el crecimiento celular fue exponencial 

en relaciOn al periodo de incubacion, donde Tsavkelova et al., 2007, refieren que Ia 

auxina estimula el crecimiento y acumulaciOn de biomasa, por lo que se piensa que 

esta actila como un promotor de crecimiento bacteriano. 

De los 13 cultivos analizados, solo se observ6 la presencia de AAL en el sobrenadante 

del cultivo 25, lo que se evidencio mediante Ia formaci6n de un anillo rosa en la 

superficie del sobrenadante, que es el resultado de la oxidaci6n de un anillo 

tetrapirrOlico, tanto en los sobrenadantes de los cultivos incubados a 24 y a 48 horas, 

no se observo la presencia del anillo, asimismo se utilizO como control positivo a 

Klebsiella oxygen y como control negativo a Escherichia coli (figura 15). 

Figura 15. Determinaciem por colorimetria de la presencia de ML en el sobrenadante de cultivos de 

BRNS, donde se puede observer en el sobrenadante del cultivo 25 con el anillo tetrapirrOlico Klebsiella 

Oxygen y Escherichia coli como controles de carga. 

Cabe senalar que a los 13 cultivos, se les adicion6 15 mM de succinato, 15 mM de 

• 

• 
glicina y 10 mM de acid° levulinico, a las 24 y 48 horas. Asi despues de este tiempo de 
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• 

incubaciOn y tras aplicar la tecnica colorimetrica se observ6 que en el sobrenadante del 

cultivo 25 hubo produccion de AAL esto coincide, en gran medida, con lo reportado con 

Sattayasamitsathit y Prasertsan (2013), quienes identificaron a Rubrivivax 

benzoatilyticus PS-5 y observaron que esta es capaz de producir AAL y que esta 

bacteria metabolizo el acid° levulinico a acetato y propionato bajo condiciones 

anaerobias con luz (Okayama et al., 1990), por lo que se piensa que el acid° levulinico 

puede ser incorporado dentro de su metabolismo, el cual debe de pasar primero a 

traves de la glucOlisis para formar piruvato y acetil-CoA (Yaremko y Yu, 2011). Otro 

aspecto importante, es que el acid° levulinico es estructuralmente similar al AAL 

excepto por la ausencia del grupo amino, donde se piensa que el cultivo 25 puede estar 

utilizando la ruta metabOlica C4 o Ia ruta de Shemin la cual es muy com6n en bacterias 

fotosinteticas como las rojas no sulfurosas (Sasaki et al., 1990). 

• Koh y Song (2007) reportaron que Rhodopseudomonas sp. KL9 y Rhodopseudomonas 

sp. BL6, fueron capaces de producir AIA y AAL, un reporte poco comun donde se 

identifica a Ia misma cepa, pero en cultivos diferentes que producen dos compuestos 

diferentes en un periodo de incubaci6n de 24 y 48 horas. 
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VIII.- CONCLUSIONES 

Se ratific6 que la fracciOn liquida contenida en carcamos del Bordo Poniente presenta 
BRNS. 

La adiciOn de L-Trp al medio de cultivo de BRNS es necesaria para incrementar Ia 
producci6n de AIA. 

Las concentraciones de AIA registradas en ambos analisis difieren entre si; ya que en 
espectrometria se observaron concentraciones superiores y en HPLC se identificaron 
que estas fueron menores. 

La producciOn de IAA puede ser una propiedad comOn entre las BRNS, ya que la 
mayoria de las cepas aisladas fueron capaces de producir AIA lo cual se confirm6 por 
HPLC. 

Los cultivos evaluados produjeron AIA aOn sin la adiciOn de L-Trp, lo cual indica que no 
son dependientes de este precursor para Ia produccitin de este compuesto. 

Se detectO la producciOn de ML a las 24 y 48 horas en una sola cepa (25), utilizando 
acido levulinico como precursor en el medio de cultivo. 

La cepa 25 fue la mas eficiente, ya que pudo producir AIA y AAL con Ia adici6n de 
precursores y sin Ia adiciOn de estos. 
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IX.- PERSPECTIVAS 

Se propone realizar mas estudios sobre el cultivo numero 25, el cual es el productor de 
AIA y AAL, ademas de que se sugiere identificarla y caracterizarla molecularmente, 
para tener una certeza de que genero y especie se trata. 

Una vez conocidos estos datos, se propone realizar mas pruebas con diferentes 
concentraciones de cada precursor para determinar cual de ellas es la ideal para una 
mayor producci6n y concentraciOn de cada metabolito en un menor periodo de 
incubaciOn. 

Se sugiere realizar diferentes metodos para escalar el cultivo 25 a cantidades 
intensivas, debido a que este presento Ia producci6n de AIA y AAL. 

Tambien se propone realizar diversas pruebas para determinar que ruta metabOlica es 
Ia Optima para la producci6n de AAL, ya que Sattayasamitsathit y Prasertsan (2013) 
proponen que la ruta C5 en R. benzoatilyticus PS-5 es la ideal para este compuesto, 
ademas de que esto determinaria un mecanismo preciso para disminuir los costos de 
producci6n de este metabolito. 

Realizar ensayos con NA y AAL producidos por estas bacterias, ademas de utilizarlas 
directamente en los cultivos de prueba, ya que se ha observado que ambos 
tratamientos combinados (aspersion e inoculaciOn) son mas eficientes que separados. 

Concientizar a la poblaciOn sobre los beneficios que otorgan las BRNS, las cuales 
fueron aisladas de un sitio de residuos sOlidos urbanos como el Bordo Poniente, siendo 
este catalogado como un lugar de desperdicios o de basura, donde se piensa que no 
hay nada rescatable o de interes para el hombre. 

El resultado de este estudio puede ser un precedente en el aislamiento de BRNS 
provenientes del Bordo Poniente con un potencial use en la agricultura, ya que la 
producci6n de AIA y AAL, metabolitos secundarios de estas bacterias puede ayudar a 
prevenir Ia contaminaciOn ambiental a causa de aplicaciones excesivas de fertilizantes 
quimicos en los cultivos. 
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XI.- ANEXOS 

Soluciones para preparar medio enriquecido para medio de cultivo para BRNS 
(Nunez-Cardona 2010a) 

1.- Solucion de Cloruro ferric° 

1,000 mL 	Agua destilada 

1.2 g 	 Cloruro ferric° 

Esterilizar por autoclave a 115 libras de presiOn o 120 °C durante 20 minutos. 
Posteriormente se agregara 1.0 mL de esta soluciOn por cada 1,000 mL de medio 
base, la soluciOn, una vez fria se conserva a 4 °C. 

2.- Solucion vitamina B12 

100 mL 	 Agua destilada 

2.0 mg 	 Cianocobalamina (Vitamina B12) 

Esterilizar por filtracion utilizando un acrodisco LC PVDF que cuenta con una 
membrana con poros de 0.45 pm de diametro. Se agregara 1.0 mL de esta soluciOn por 
cada 1000 mL de medio base, conservar a 4 °C. 

3.- SoluciOn de elementos traza (SL7, Nunez-Cardona 2010) 

1,000 mL 	Agua destilada 

10 mg 	 ZnSO4. 7 H2O 

3.0 g 	 MnC12. 4 H2O 

30 mg 	 H3B03  

2.0 mg 	CoC12- 6 H2O 

1.0 mg 	CuC12. 2 H2O 

2.0 mg 	NiCl2. 6H20 

3.0 mg 	Na2Mo04. 2H20 

• 
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Se esterilizara por autoclave a 115 libras de presi6n o 120 °C durante 20 minutos. 

Se agregara 1.0 mL de esta solucion por cada 1,000 mL de medio base. Conserver a 4 
°C. 

Medio de cultivo base pH 7 

1,000 mL 	 Agua destilada 

0.50 g 	 KH2PO4 

1.5 g 	 MgCl2.6H20 

1.0 g 	 NaCI 

0.40 g 	 NH4CI 

0.05 g 	 CaCl2.2H20 

Se ajustara pH a 7.0 y se esterilizara en autoclave a 121 °C o 15 libras de presiOn 
durante 20 minutos. Conserver a 4 °C. 

• 
	 1.0 g 	 Succinato de sodio (pH 7.0) 

1.0 mL 	 SoluciOn de cloruro ferric() 

Posteriormente cuando el medio este tibio y en condiciones esteriles se le adicionara 
succinato de sodio (fuente de carbono), 1.0 mL de cloruro ferric°, 1.0 mL de vitamina 
B12 y 1.0 mL de solucion de elementos traza SL7. 

r 
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Anexo 2 

Tecnica para la tincion de Gram (Madigan et al., 2009) 

Cristal violeta-oxalato de amonio 

Solucion A 	 Solucion B 

200.0 ML Alcohol ethic() 96% 	 80.0 mL Agua destilada 

0.2 g Cristal violeta 	 0.8 g Oxalato de amonio 

Combinar ambas soluciones y filtrar, dejar reposar durante 24 horas 

Lugol 

Solucion 1 	 Solucion 2 

240.0 mL 	Agua destilada 	 60.0 mL 	NaHCO3  al 5% 

1.0 g 	Yodo (cristales) 

• 
	1.0 g 	Yoduro de potasio 

Combinar las soluciones 1 y 2; filtrar con papel filtro y dejar y dejar reposar durante 24 
horas en obscuridad antes de ser utilizado. 

Safranina 

100.0 mL 	Alcohol etilico (96%) 

1.0 g 	Polvo de safranina 

Agitar hasta que se disuelva y dejar reposar durante 24 horas antes de ser utilizado. 

• 
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SELECCION DE BACTERIAS ROJAS NO SULFUROSAS PRODUCTORAS DE ACIDO 

INDOL ACETICO (MA) V ACIDO AMINOLEVULiNICO (AAL) LOCALIZADAS EN 

LIXIVIADOS DEL BORDO PONIENTE 

Sanchez Cruz Cristhianl, Tovar Galvez Luis Ra612, Gutierrez Castillo Maria Eugenia2, 

Nunez Cardona Maria Teresa' 

RESUMEN 

Las bacterias rojas no sulfurosas (BRNS) son microorganismos Gram negativos que poseen una 
extraordinaria versatilidad metabOlica convirtiendo la energia luminosa en energia quimica y 
pueden realizar la fotosintesis anoxigenica utilizando bacterioclorofila (Bchl) a o b. Las BRNS 
han recibido mucha atenciOn, ya que tienen la habilidad de producir metabolitos secundarios 
como AIA y AAL los cuales son utilizados en la agricultura promoviendo el crecimiento de 
plantas y como herbicidas, siendo estos inocuos para el humano y el medio ambiente. Por to que 
el objetivo de este trabajo fue aislar BRNS de un carcamo del Bordo Poniente de la ciudad de 
Mexico y de este modo determinar si sintetizaban dichos metabolitos. Se aislaron diversas 
colonias en medio especifico para BRNS, a las cuales se realizO un andlisis de pigmentos in vivo, 

• se observ6 su morfologia por tinci6n Gram, para su posterior crecimiento masivo se 
seleccionaron 13 cultivos de BRNS incubandose con precursores como L-Trp para AIA y glicina, 
succinato y acid° levulinico para AAL en 24 y 48 h. Se aislaron diversas colonias de la muestra 
del Bordo Poniente, observdndose morfologias de bacilos cortos y cocos, en el andlisis de 
pigmentos se obtuvieron absorbancias maximas entre: 364, 477, 485, 590-591, 803-869 
caracteristicas de Bchl a. Para ALA se determinO su presencia por el reactivo de Salkowski 
cuantificandose por espectrofotometria y analizdndose por HPLC, para AAL solo se evidenciO su 
presencia por la tecnica de Mauzarell y Granick (1955), de los cuales cultivos 11 fueron 
productores de AIA y solo un cultivo fue el productor de AAL, observandose que el cultivo 25 
fue el imico productor de ambos metabolitos a 24 y 48 horas. Por to que se sugiere identificar a la 
BRNS mediante estudios moleculares y de esta forma optimizar la produccion de ambos 
metabol itos. 

PALABRAS CLAVE 

Bacterias rojas no sulfurosas (BRNS), 3-Acido indolacetico (AIA), Acido aminolevulinico 

• (AAL), L- Tripthfano (trp), Metabolito, Sintesis 
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INTRODUCCION 

Las bacterias rojas no sulfurosas (BRNS) son microorganismos Gram negativos, tienen la 

habilidad de producir metabolitos secundarios de bajo peso molecular (<3,000 daltons), los 

cuales son producidos por la presencia de precursores (Strohl, 2000). Las BRNS poseen una 

extraordinaria versatilidad metabOlica, convierten la energia luminosa en energia quimica, 

pueden realizar la fotosintesis anoxigenica utilizando bacterioclorofila (Bchl) a o h y 

carotenoides como pigmentos fotosinteticos, su color caracteristico es rojo, marron, café, o rosa. 

En las bacterias fotosinteticas, este es el grupo mas diverso (Imhoff y Truper, 1989). 

Actualmente se conocen 21 generos de BRNS, que son estudiadas debido a que algunas habitan 

ambientes extremofilos (Madigan y Jung, 2009). Estas bacterias han recibido mucha atenci6n, ya 

que en diversas investigaciones se reportan efectos beneficos en la agricultura, como la 

producciOn de fitohormonas las cuales son producidas y utilizadas de forma exOgena como un 

6 

	

	mecanismo de crecimiento por las plantas (Rajasekhar et al. 1999). Algunos reportes mencionan 

a los metabolitos secundarios como reguladores de crecimiento para mejorar la producciOn en 

horticultura y agricultura (Gianfagna, 1995) y tambien como herbicidas y control de plagas 

(Sterling y Hall, 1997; Grossmann, 2003; Fedtke y Duke, 2009), el Acido indol acetic() (AlA); es 

la principal auxina promotora de crecimiento en plantas, generalmente regula la division celular, 

elongation y procesos de desarrollo en tejidos vasculares y la diferenciaciOn en el meristemo 

floral, initiation de hojas, filotaxia, senescencia, dominancia apical y formaciOn de raices 

(Grossman, 2010). El Acido aminolevulinico (AAL) el cual es un precursor de tetrapirroles clave 

en la biosintesis de porfirinas como la clorofila y hemo (Balestrasse et al 2010). Diversas BRNS 

como Rhodopseudomonas eapsulata, Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter sphaeroides y 
• 

Rubrivivax benzoatilyticus han sido empleadas para la producciOn de AIA y AAL; debido a sus 
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aplicaciones la sintesis de estos compuestos han cobrado mayor interes en paises como Tailandia, 

China y JapOn, ya que la gran mayoria de fertilizantes quimicos utilizados en la agricultura 

contaminan los ecosistemas, afectando la microbiota de los suelo y pueden ser lixiviados a 

mantos freaticos, rios y tomas de agua, causando graves problemas de salud a quienes consumen 

ese liquido, por esta razOn es necesario identificar nuevas estrategias para la biosintesis de ALA y 

AAL de manera natural que permitan lograr una produccion sostenida y fomentar el manejo 

adecuado de los recursos bioticos y abioticos de los agroecosistemas. Una de estas alternativas es 

el estudio de BRNS que biosintetizan A1A y AAL. En respuesta a lo anterior, el objetivo de este 

trabajo fue aislar BRNS de un carcamo del Bordo Poniente de la ciudad de Mexico y determinar 

si sintetizan los metabolitos A1A y AAL. 

MATERIALES Y METODOS 

Se tomO una muestra de la fraction liquida que se genera en la planta de composta de 

Bordo Poniente de la ciudad de Mexico, almacenada en carcamos, se incubO en medio de cultivo 

especifico para BRNS (mg/1: 1.0 gr C2 H3NaO2, 1.0 ml de citrato ferric° al 1%, 0.50 gr KH2 PO4  , 

0.40 gr MgC12.6H20, 0.40 gr NaCl, 0.40 gr NH4C1, 0.05 CaC1-2H20, 1 ml vitamina B12, 1 ml 

Solution de Elementos Traza), a temperatura ambiente con luz incandescente (2,400 lux) con 16 

h iluminaciOn y 8 h obscuridad, hasta observar el cambio de color en el medio de cultivo (Niiez-

Cardona, 2010), posteriormente se tom6 1 ml de este cultivo 6 y se inoculO en 10 ml medio, 

despues se realizO el aislamiento con diluciones seriadas utilizando la tecnica de placa en medio 

de cultivo sOlido para BRNS (Archana et al. 2004) y se colocaron en una bolsa para anaerobiosis 

(Merck) incubandose como lo describio Naez-Cardona (2010). Posteriormente, se seleccionaron 

S 
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colonias y se escalaron a un crecimiento masivo en tubos de 11 ml con medio especifico para 

BRNS. 

Se realizO analisis de los pigmentos fotosinteticos, por espectro de absorbancia in vivo para 

to cual las bacterias se crecieron en dos condiciones; en medio especifico para BRNS con y sin L-

Tript6fano (L-Trp) 3mM. Los tubos con cultivo, fueron centrifugados a 5,000 rpm durante 20 

min, posteriormente se desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 5 ml de glicerol, 

como blanco se utilizO medio de cultivo de este modo determinando la presencia de Bchl a. Para 

el analisis de pigmentos con solventes organicos se utilizaron 11 ml de cultivo y se centrifugaron 

a 5,000 rpm 20 min, se decant6 el sobrenadante y las celulas se resuspendieron en 5 ml de 

acetona: metanol (7:2) incubandose en obscuridad a 4°C 18 h. Posteriormente las muestras se 

centrifugaron y se midi6 la absorbancia en un espectrofot6metro Shimadzu UV160, como blanco 

se use la mezcla de acetona: metanol (Stal et al 1984; Nafiez-Cardona, 2003). 

r 	
Para la determinaci6n de AIA se incubaron 24 y 48 h. los cultivos en medio especifico para 

BRNS con L-Trp 3mM como fuente de carbono. (Koh y Song, 2007), utilizando a E. coli como 

control negativo en la produccion de AIA, posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm durante 

15 min, 1 ml del sobrenadante fue mezclado con 4 ml del reactivo de Salkowski (150 ml de 

H2SO4  concentrado, 250 ml de H2O destilada, 7.5 ml de 0.5 M FeCl3.6H2O) e incubado a 

temperatura ambiente en obscuridad por 20 min. La produccion de AIA se determin6 por el 

cambio de coloraciOn de la mezcla de blanco a rojo y por absorbancia a 535 nm en un 

espectrofotometro (Thermo Electron Corporation), previamente se prepar6 una curva estandar 

con diluciones seriadas de AIA grado molecular (0.77, 1.15, 2.6, 3.9, 5.85, 8.77, 13.15, 19.73, 

• 29.60, 44.38 µg/m1). Se determine la presencia de AIA por cromatografia liquida de alta presi6n 
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(HPLC) Perkin Elmer 785A UVNIS Detector, de un metodo modificado de Hoffman (2013), 

utilizando una columns C18, de 150 mm de largo y 4.6 mm de diametro interno para particulas 

de 5 pm de tamano. La face movil fue una mezcla de acetonitrilo-agua, acid° acetic() 

30:69.75:0.25 y el detector se ajusto a 282 nm, el volumen de inyeccion de la muestra fue de 100 

µl, previamente se acondiciono y calibre) con concentraciones conocidas de AIA: 10, 20, 40, 80, 

100 y 150 ppm. 

Para producir AAL en los cultivos de BRNS, se adiciono al medio, succinato y glicina 15 

mM, y acid° levulinico 10 mM como fuente de carbono; incubandose 24 y 48 h 

(Sattayasamitsathit y Prasertsan, 2013); posteriormente para la determinaciOn de AAL se utilize) 

el metodo colorimetrico de Mauzerall y Granick (1955), las muestras se centrifugaron a 10,000 

rpm 15 min, a 0.5 ml de sobrenadante se le adicion6 0.5 ml de buffer de acetato de sodio 1M (pH 

4.7) y 50 µI de acetil-acetona incubandose en ban() Maria 15 min, se dejaron enfriar y a cada 

• muestra se le adicion6 3.5 ml de reactivo de Ehrlich (Koh y Song, 2007). La presencia de ALA se 

determin6 por la formacion de un anillo de color rosa o rosado en la parte superior de la muestra, 

como control negativo para la produccion de AAL se utilize, a la bacteria E. coli. 

RESULTADOS V DISCUSION. 

Aislamiento, seleccion e identificacion de bacterias fotosinteticas. 

A partir de la muestra tomada de la macrocelda del Bordo Poniente en la ciudad de Mexico, 

se identificaron 13 colonias con morfologias celulares de cocos y bacilos curvos Gram negativas, 

lo cual coincide confirmado por Madigan y Jung, quienes refieren que las BRNS pueden 

presentar dichas morfologias, esto concuerda a lo reportado por Soon et al., (2014) quienes 

aislaron de un sistema acuatico en Malasia, diversas colonias de BRNS, siendo estas Gram 
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negativas y con morfologias de bacilos Asi mismo los cultivos presentaron coloraciones rosa, 

rosada y rojiza, la diferencia en la coloracion que presentan los cultivos indican la presencia de 

los principales carotenoides que se encuentran en estas bacterias (Imhoff, y Triiper 1992), los 

cultivos se clasificaron como: 1, 2, 4, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24 y 25. Aunque la mayoria 

de las especies son capaces de crecer fotoheterotroficamente en condiciones anoxicas con luz, 

otras pueden ser sensibles al oxigeno y habitar en la oscuridad (Imhoff, 2008), este resultado fue 

muy interesante, ya que hasta el momento, no se han encontrado reportes donde se mencione el 

aislamiento de BRNS de un tiradero a cielo abierto, como el Bordo Poniente en la Ciudad de 

Mexico, Okubo et al., (2006) refieren que aislaron generos de BRNS como Rhodobacter y 

Rhodopseudomonas de una laguna con descargas de desechos de agua de una granja porcina en la 

provincia de Kosai, JapOn, asi mismo Kantachote et al. (2005) aislaron 92 cultivos, de una planta 

de aguas residuales de la hoja de goma del sur de Tailandia, pero solo uno (DK6) se adapto mejor 

a las condiciones de laboratorio y con estos resultados confirmamos la presencia de BRNS en 
• 

medios acuaticos. 

Los maximos de absorbancia de los pigmentos fotosinteticos analizados in vivo en los 13 

cultivos de BRNS sin L-Trp, fueron: 364, 477, 485, 590-591, 803-869 nm, todos estos son 

caracteristicos de Bchl a, estos resultados son similares a los registrados por Nunez-Cardona et 

al., 2011, de unos aislados de BRNS provenientes de un humedal en Veracruz, donde 

coincidimos que estos pigmentos son caracteristicos de estas bacterias. 

Los espectros del analisis con acetona/metanol de los 13 cultivos, en la condici6n con 

L-Trp 3mM presentaron maximos de absorbancia que se encuentran entre 363, 475, 503, 597 y 

• 771 nm, los cuales son muy parecidos a los observados a la condiciOn sin L-Trp, por lo que no se 
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identificaron cambios en estos espectros, por lo que los rangos se encuentran entre 364-367 y 

769-771 los que indican Ia presencia de Bchl a (Pfennig y Triiper, 1977), de la misma forma 

Bustillos et al. (2000) reportaron maximos de absorbancia entre 450 y 476 nm los cuales son 

caracteristicos de carotenoides, un caso muy similar es reportado por Xu et al. (2013) donde 

observaron diferentes maximos de absorbancia en diversos medios complementados con L-Trp, 

los cuales son producidos por carotenoides y/o Bchl a que es el principal pigmento producido por 

las bacterias fotosinteticas (Madigan et al. 2000). La presencia de estos pigmentos, los cuales 

forman complejos con diversas proteinas, dan lugar a diferentes absorbancias que son de gran 

utilidad para la caracterizacion de estos microorganismos (Nitnez-Cardona, 1999; Pacheco, 

2007). 

Produccion de AIA 

Las bacterias poseen diversas rutas para la producci6n de metabolitos como el ALA y AAL, 

se identifico la producciOn por colorimetria en donde el sobrenadante viro de transparente a rosa, 

II de 13 sobrenadantes (2, 4, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22 y 25) fueron positivos al reactivo 

Salkowski a 24 y 248 h, este resultado comparable a lo reportado por Koh y Song (2007), quienes 

describen la presencia de AIA en sobrenadantes de Rhodopseudomonas KL9 en el mismo periodo 

de incubacion con L-Trp 3mM, ademas de que nuestra produccion fue superior a la control que 

ellos reportan con Pseudomonas putida GR12-2, en condiciones anaerobias. Las concentraciones 

de AIA por espectrofotometria indican una gran concentraciOn de este compuesto a 48 h (Cuadro 

1) comparada a la reportada por Mujahid et al., (2011) quienes utilizaron una concentraci6n de 

1mM de L-Trp asi como Ia exposiciOn de luz e incubaciOn a 30°C y una agitaciOn de 150 rpm, 

• refieren que estas son las condiciones Optimas para la producci6n de AIA por R. henzoatilyticus 
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JA2 en 24 h. Mutluru y Konada (2008), mencionan que la producciOn de AIA por bacterias puede 

variar en diferentes concentraciones debido a la especie y a la cepa, ademas de la influencia de 

las condiciones del cultivo, face estacionaria y disponibilidad del sustrato. Patten y Glick (1996) 

refieren que L-Trp es considerado como precursor en la sintesis de AIA, por lo que los altas 

concentraciones de L-Trp inducen la secreci6n de AIA, este es generalmente producido cuando el 

L-Trp se encuentra disponible en exceso. Algunas bacterias pueden utilizar L-Trp pero la 

producciOn de ALA es menor cuando es adicionado al medio de cultivo o de forma externa (Ryu y 

Patten, 2008). 

Cuadro 1. Concentraci6n µg/m1 por espectrofotometria de AIA en 11 sobrenadantes de cultivos 

de BRNS a 24 y 48 h. 

Cultivo 	24 h 	48 h 

Ag/m1 	fig/mi 

2 17.72 80.93 

4 34.00 85.56 

11 28.63 85.91 

12 78.76 39.98 

14 71.23 83.66 

15 75.78 50.11 

16 29.54 59.41 

18 28.24 46.08 

20 71.53 75.91 

411 
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22 	28.20 	47.59 

25 	80.93 	83.70 

De Ia misma manera, los 13 cultivos se incubaron sin adici6n de L-Trp y los resultados de 

la prueba colorimetrica de Salkowski, indicaron la presencia de AIA pero a concentraciones muy 

bajas (datos no presentados), por to que se puede confirmar to descrito por Patten y Glick (1996) 

quienes refieren que altos niveles o un exceso de triptofano en el medio, inducen a la secreciOn de 

AIA. Por otro lado, nuestros resultados difieren a to publicado por Ryu y Patten (2008) quienes 

describen que algunas bacterias pueden utilizar L-Trp; pero Ia producciOn de AIA puede ser 

menor cuando este es adicionado de forma externa el medio de cultivo. 

DeterminaciOn de AIA por HPLC 

• 
Se eligieron seis sobrenadantes (2, 4, 11, 12, 14 y 25) los cuales se analizaron bajo una 

curva estandar en HPLC, donde se obtuvo un pico a 282 nm con un tiempo de retenci6n de 5.9 

minutos, el cual todas las muestras lo presentaron indicandonos la presencia de este metabolito, 

de Ia misma manera se observo la concentracion de AIA en cada cultivo la cual fue de: 2 (10.88), 

4 (21.41), 11 (16.60), 12 (18.70), 14 (10.81), 25 (20.85) fig/m I, estos resultaron evidenciaron que 

los cultivos 4 y 25 produjeron mayor concentraci6n de AIA. De la misma manera el analisis de 

HPLC se realiz6 a los dichos cultivos, pero sin la adiciOn de L-Trp, donde los cromatogramas 

indicaron la producciOn de AIA en concentraciones bajas (Cuadro 2). Por to que en nuestros se 

observ6 que la adicion de L-Trp a 3 mM, aumento considerablemente la producciOn de AIA en 

comparaciOn a Ia condici6n sin este aminoacido. Mujahid et al., 2011 refieren que Ia producci6n 

111, 
de AIA en R. benzoatilycus aumento de (12 a 20 µgimp al adicionarle L-Trp al medio de cultivo. 
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Mutluru y Konada (2008) reportan que Ia producciOn de AIA en diferentes bacterias y especies 

esta influenciada por las condiciones del cultivo, fase de crecimiento y disponibilidad del 

sustrato, sin duda este trabajo fue un caso evidente, ya que en los seis cultivos sin la adiciOn de 

triptofano al medio; Ia producciOn de AIA fue menor, pero cuando se les agrego L-Trp la 

produccion de AIA fue mucho mayor (Cuadro 2). Halda y Alija, 2003; Ahmad et al. (2008) 

refieren que los altos niveles de AIA secretado es debido al L-Trp el cual se encuentra 

generalmente disponible en exceso. Sin embargo, en esta investigation se difiere a to publicado 

por Tsavkelova et al. (2007) ya que ellos mencionan que la produccion y concentration de AIA 

de sus aislados bacterianos fue Ia misma en las condiciones con y sin L-Trp. 

Cuadro 2. Concentraciones µg/m1 de AIA en el sobrenadante en seis cultivos de BRNS, mediante 

una curva estandar, sin y con la adicion de L-Trp. 

Cultivo Concentracion de AIA en medio de ConcentraciOn de AIA en medio de 

cultivo sin L-Trp 	 cultivo complementado con L-Trp 3Mm 

2 	4 µg/ml 	 10.88 µg/ml 

4 	4 µg/ml 	 21.41 µg/m1 

11 	5 µg/ml 	 16.60 µg/ml 

12 	1 µg/ml 	 18.70 µg/ml 

14 	3 1.1g/m1 	 10.81 µg/ml 

25 	2.5 1.1.g/m1 	 20.85 µg/ml 

• 

• 

11 
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Por otro lado se observaron diferencias en las concentraciones de AIA en los cultivos en 

ambos metodos (Salkowski y HPLC), esto se confirma por to publicado por Tsakelova et al. 

(2007) donde refieren que la determinacion por Salkowski fue dos veces mas elevada que Ia 

determinacion por HPLC. En este trabajo, solo cuatro de seis sobrenadantes de BRNS 

presentaron esta caracteristica 4, 11, 14 y 25 (Cuadro 3). Dicho resultado tambien fue observado 

por Mordukhova et al. (1991); Glickmann y Dessaux (1995); Ivanova et al. (2001); quienes 

mencionan que esto es debido a Ia acumulaciOn de diversos compuestos de origen indolico en el 

sobrenadante bacteriano, los cuales tambien pueden reaccionar con el reactivo Salkowski. Se 

sabe que el reactivo es especifico para acid° indol acetico (AIA), acido indol propiOnico (A1P) y 

acid° indol 3 acetamida (AIM) y no solo para AIA (Glickmann y Dessaux 1995; Patten y Glick 

2002). Tambien es conocido que la presencia de L-Trp conduce a la disminuciOn de la 

sensibilidad de este metodo. Un ejemplo de ello, to refiere Tsavkelova et al. (2007) quienes 

observaron diferentes concentraciones de un cultivo de Alicrobacterium, donde Ia concentracion 

con Salkowski fue 19 veces mayor que Ia determinada por HPLC, sin duda un caso parecido se 

observe:, en algunas lecturas de los sobrenadantes, donde las concentraciones por el metodo de 

Salkowski fueron mas elevadas en relaciOn a la determinacion por HPLC (Cuadro 3). 

Cuadro 3. ComparaciOn de las concentraciones tg/m1 de AIA en seis sobrenadantes de cultivos 

de BRNS por el metodo de Salkowski y HPLC. 

• 

• 
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Cultivo Concentracion de AlA µg/ml por Concentraci6n de AIA µg/ml por 

Salkowski 	 HPLC 

2 30.98 10.93 

4 18.72 13.27 

11 46.96 17.36 

12 171.76 19.89 

14 38.65 19.63 

25 56.70 20.85 

♦ Con relacion a los microorganismos productores de AIA se sabe que entre los parametros 

que afectan a la producciOn de este metabolito, se encuentran el estres a los que esta expuesta la 

bacteria como to son el agotamiento de la fuente de carbono, un exceso en Ia concentraciOn del 

precursor, la tension del oxigeno, la fase estacionaria del cultivo (Ona et al. 2005), sin embargo, 

nuestros resultados difieren a lo reportado con dicho autor y coinciden a to reportado por Mujahid 

et al. (2011) demostrando que Ia produccion de AlA es independiente a estos factores en 

Rubrivivax benzoatilylicus, ya que obtuvieron una concentracion de 58 µg/ml bajo diferentes 

condiciones fisiolOgicas, por to que considera que Ia producciOn de AIA puede ser una propiedad 

en comun de las BRNS, sin embargo esta concentraciOn se encuentra 2.7 veces por encima de lo 

que nosotros reportamos del cultivo 25 con 20.85 µg/ml, esto se podria deber a que nuestras 
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muestras son aisladas de una muestra natural y el cultivo de dicho autor es una cepa ya adaptada 

a las condiciones de laboratorio. 

Presencia de ALA en cultivos de BRNS 

La presencia de AAL se observ6 unicamente en el sobrenadante del cultivo 25, mediante Ia 

evidencia de Ia oxidaci6n de un anillo tetrapirrOlico, el cual cambia de transparente a un color 

rosado en la parte superior de este a 24 y 48 horas, debido la presencia de acid° levulinico (AL), 

el cual es un compuesto estructuralmente similar al 5-acido aminolevulinico, excepto por la 

ausencia del grupo amino, donde Sasikala et al. (1995) recomiendan la adiciOn este en la fase 

logaritmica del cultivo para incrementar la concentracion de ALA. Sin embargo en este estudio 

solo se determin6 la presencia de ALA a 24 y 48 h, coincidiendo a lo reportado por 

Sattayasamitsathit y Prasertsan (2013) que indican que la bacteria fotosintetica Rubrivivax 

benzoatilycus PS-5 produjo ALA en una concentracion mayor con la adiciOn de AL sin que se 

observara la presencia de este compuesto en el sobrenadante de los otros doce cultivos. Un caso 

muy particular es el reportado por Koh y Song (2007) donde mencionan dos cepas de BRNS 

Rhodopseudomonas sp. KL9 y Rhodopseudomonas sp. BL6, las cuales tienen la capacidad de 

producir AIA y AAL, un aporte poco cormln donde se identifica a Ia misma cepa que produce dos 

compuestos diferentes en un periodo de incubaci6n de 24 y 48 horas. 

CONCLUSIONES. 

Los lixiviados del Bordo Poniente es un medio del cual se aislaron BRNS, las cuales tienen 

una importancia de tipo biotecnolOgica, ya que se aislaron 13 cultivos de BRNS de las cuales 11 

11 
	tienen la habilidad de producir AIA, donde se demostr6 ademas que seis de ellas lo pueden 

biosintetizar sin la adiciOn L-Trp. Se observo que el cultivo 25 es el mas eficiente, ya que produjo 
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ambos metabolitos (AIA y ALA) a 24 y 48 h, to cual sugiere que esta bacteria cuenta con 

diversas rutas involucradas en la sintesis de estos compuestos, los cuales son de importancia en la 

agricultura. 
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