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ABSTRACT. The characterization and identification of a strain of
cellulolytic bacteria was carried out by means of traditional methods
as well as by the method of polyacrylamide gel electrophoresis of solu-
ble proteins. A characteristic paitern was found for the strain, with
some common bands to another Cellulomonas’ strain, thus supporting
the classification into this genus given up by the biochemical tests. Two
variants were assayed for the determination of the protein content of
the strain, and its vitamin requirements were investigated by the
growth in different culture media, for the more complete characteriza-
tion of the strain.

RESUMEN. Se realizé la identificacién y caracterizacion de una cepa de
bacterias celulaliticas por métodos trhadicionales, asi como empleando el
método de electroforesis de las proteinas solubles en gel de poliacrila-
mida. Se encontré un patrén electroforético caracteristico para la cepa
con algunas bandas comunes a otra cepa del género Cellulomonas,
apoyando la clasificacion dentro de este género dada por las pruebas
bioquimicas tradicionales. Se ensayaron dos variantes para la deter-
minacién del contenido de proteinas de la cepa y se investigaron sus
requerimientos vitaminicos por el crecimiento en distintos medios de
culiivo, como elementos para su mas completa caracterizacién.

INTRODUCCION

Las bacterias celuloliticas han sido objeto de estudio desde hace algan
tiempo, con vistas a su aplicacién en la obtencién de proteina unice-
lular, mediante la fermentacién de desechos celulésicos {Dunlap, 1975;
Herrera, 1975; Enriquez, 1978),
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Un aspecto importante al acometer este tipo de estudio es la adecuada
identificacién y caracterizacién de los microorganismos a utilizar.

Los métodos tradicionales de identificacién enfrentan la necesidad cada
vez més imperiosa de complementarse y apoyarse en técnicas mas mo-
dernas que brinden una mayor confiabilidad y precisién en correspon-
dencia con el moderno concepto bioldgico de especie.

En general, técnicas como la determinacion de la composicion de bases
del DNA, cromatografia gaseosa, composicion de la pared celular y otras,
son yva empleadas en este sentido. Dentro de ellas la electroforesis de
proteinas solubles en gel de poliacrilamida ha probado ser un método
atil y prometedor a estos propdsitos {Razin y Rottem, 1967; Garbey y
Rippon, 1968; Davies y Goitlieb, 1973; Haas vy cols., 1974).

En el género Cellulomonas ha sido propuesta la aplicacién de esta técnica
en la caracterizacién de cepas y como un apoyo importante en los cri-
terios de clasificaciéon de estas bacterias (Rodriguez y Enrigquez, 1980).

Los objetivos de este trabajo son la identificacion y caracterizacién de
una cepa de bacterias celuloliticas, utilizando los métodos bioquimicos
tradicionales, paralelamente a la aplicacién de la electroforesis de sus
proteinas solubles, asi como la determinacién del contenido de protei-
nas y los requerimientos vitaminicos de la cepa, como elementos impor-
tantes en su caracterizacién, con vistas a su aplicacién como proteina
unicelular.

MATERTALES Y METODOS
Microorganismos

Se empled la cepa Giur, obtenida tras un proceso de seleccion aplicado a
una cepa aislada de pedazos de cafia atacados (Rodriguez y cols., 1981).

Pruebas morfoldgicas

Se hicieron observaciones microscopicas para apreciar forma, tamafno,
motilidad y agrupacién de las células, asi como la prueba de tincién
de Gram. Se precisaron las caracteristicas morfoldgicas que presenta-
ban las colonias, asi como €l crecimiento en cufias.
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Pruebas bioquimicas

En general para la realizacién de estas pruebas se siguieron los proce-
dimientos descritos por Harrigan y Mc Cance (1968) v Hugh y Leifson
(1953), asi como las pruebas indicadas en el Manual de Bergey (Bucha-
man y Gibbons, 1974).

Caracterizacion electroforética

Con vistas a la aplicacién de Ia técnica de la electroforesis de las pro-
teinas solubles en gel de poliacrilamida en la caracterizacién de nuestra
cepa, se procedié a la obtencién de sus patrones electroforéticos, para-
lelamente a los de una cepa conocida de Cellulomonas (cepa IIbc) (En-
riquez, 1978), para su comparacién entre si, siguiendo el procedimiento
descrito por Rodriguez y Enriquez (1980), con las modificaciones siguien-
tes:

La preparacién de los extractos se realizé partiendo de cultivos en za-
randa a 30°C en medic M9 mads tiamina (Rodriguez y cols., 1981), en
fase log de crecimiento. La ruptura celular fue realizada en un desin-
tegrador Braun, con perlas de vidrio de 60 y 100 mesh durante 50 segun-
dos.

La electroforesis en gel de poliacrilamida se llevé a cabo por un tiempo
de 3 horas a 9°C, utilizdndose una pre-electroforesis de 5 minutos y mues-
tras conteniendo entre 300-400 g de proteinas. Se hicieron varias corri-
das para probar la repetibilidad de los extractos, de ambas cepas, Gimr
y IIbc paralelamente. Los geles fueron registrados en un densitémetro.

Determinacion de proteinas

Para determinar el por ciento de proteinas de la cepa, se ensayaron dos
variantes del método de Biuret (Robinson y Hogden, 1940). En la pri-
mera variante se empleé para la extraccién de las proteinas el trata-
miento descrito por Stickland (7957) para levaduras y cocos Gram posi-
tivos (cinco minutos a ebullicién con NaOH). Simultdneamente se realizé
para la misma biomasa el procedimiento descrito por Robinson y Hog-
den (1940}, consistente en tratar las muestras con NaOH en frio, pero
durante 24 horas, Se realizé un andlisis estadistico (test de Student)
para la comparacién de ambas variantes y se calculd el intervalo de
confianza con la variante finalmente escogida.



4 H. RODRIGUEZ,.A. ENRIQUEZ Y W. FERNANDEZ

Requerimientos vitaminicos

La cepa fue cultivada en zaranda simultaneamente en medio M9 con
y sin tiamina (Unico suplemento vitaminico utilizado en los cultivos
en placas durante el aislamiento y la purificaciéon de la cepa) (Rodri-
guez v cols., 1980), asi como en medio de Srinivassan, que contiene ex-
tracto de levadura, para determinar en su conjunto si la cepa presentaba
0 no requerimientos vitaminicos para su crecimiento. El crecimiento
en el medio sin vitaminas fue comparado con el de la cepa Ilbc, auxo-
trofica a la tiamina, corrida paralelamente

RESULTADOS Y DISCUSION

Observaciones microscOpicas v morfoldgicas

Bacilos cortos, pleomoérficos, sin organizacién apreciable, algunas formas
curvas. Gram variable, Mdtil. En placas de agar-CMC, colonias lisas,
céncavas, de bordes regulares, pequefias v de color blanco.

Pruebas bioguimicas

Un resumen de algunas caracteristicas generales de nuestra cepa en
comparacion con las de distintos géneros de bacterias celuloliticas apa-
recen en la Tabla I. De ella podemos inferir que todos los géneros,
excepto Cellulomonas, tienen caracteristicas excluyentes con relacién a
nuestra cepa, por lo que nos inclinamos a pensar que la misma perte-
neciera a este género. '

Los resultades del conjunto de pruebas bioquimicas y otras caracteris-
ticas se muestran en la Tabla 1I, en comparacién con el género Cellu-
lomonas. La mayvoria de las caracteristicas, tanto bioquimicas como
morfoldgicas coinciden con las reportadas para este género en el Manual
de Bergey.

La ausencia de requerimientos de biotina y tiamina puede explicarse
dado que en el proceso de aislamiento se utilizaron medios en placas
sin suplemento vitaminico alguno {Rodriguez y cols., 1980) lo cual pudo
conducir al aislamiento de un mutante prototréfico de una Cellulomona
del suelo.

Por ello en primera instancia, consideramos que la cepa Gimn debe per-
tenecer al género Cellulomonas, familia Corinebacteriaceae,
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TABLA I

celuloliticas

Eubac-
terium

Clostri-
dium

Cellvibrio

Cellfal
cicula

Sparocy-
tophaga

Crtophaga

Polyan-
glum

Bacillus

Cellulo-
monas

GiIII

Anaerobio
obligado

No crece
en caldo
nutriente

No crece
en agar
almidon

Agar nutriente
ne es emplea-
do como tnica
fuente de car-
bono y energia

Forma espo-
rangios

Formacion de
esporas

+

+




TABLA II

Resuitados de las pruebas bioquimicas y otras para la cepa Gimr en comparacion con el género

Cellulomonas
Creci- Produc-
N inorga- Creci- miento en cién
Requeri- nico co- miento agua de de dci- Hidrd-
mientos Requeri- mo dni- en peptona do a par- Hidroli- lisis de Reduc-
Tempe- Vitamini- mientos de ca fuen- agar nu- papel de Moti- tirde sisdel lage- cidnde Cata-
Habitad ratura pH cos Uxigeno te de N triente filtro lidad glucosa almidén latina NO,N, losa
Reduce
. el NO,
. Anaerobic 4
Gi 11T Suelo  30° Neutral . is alla
. facultativo + + + + + + ; masata
del esta-
do de
NO,
Cellulo- Suele 30° Neutral Biotina . + +
monas y Anaerobio Lenta- La Ma-

Tiamina facultativo + -+ +

I+
+

+ mente yoria +
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Caracterizacion electroforética

En la Fig. 1 se presentan los patrones electroforéticos de las cepas
Giy y ITbe con los correspondientes registros del densitémetro y dia-
gramas realizados en base al calculo de las movilidades relativas de
cada banda con respecto al frente (Ef).

Gior i I be

—_—

Fig. 1. a. Patrones electroforéticos en gel de poliacrilamida de las cepas Gim ¥
ITbc. b. Registros densitométricos. c. Representacién diagramatica,

Podemos observar que el patrén obtenido para la cepa Gim presenta
24 bandas, y el de la cepa IIbc, 26 bandas. Méds detalladamente en la
Fig. 2 podemos precisar que existen un total de 17 bandas comunes
a ambos patrones en cuanto a sus movilidades relativas. Sin embargo,
existen 9 bandas que estdn presentes en la Ilbc y no en la Ginr (Ef. 0.02,
0.07, 0.13, 0.32, 0.36, 0.40, 0.44, 0.51, 0.89), y 7 bandas en esta ultima
que no aparecen en la Ilbc (Ef. 0.06, 0.17, 0.30, 0.35, 0.41, 0.50, 0.60).
Ademds, entre las 17 bandas comunes existen 7 cuyas intensidades difie-
ren entre ambos patrones, teniendo el resto intensidades similares, como
puede observarse a partir de los registros densitométricos de los geles
v de la fotografia de los mismos (Fig 1).
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Fig. 2. Representacién diagramdtica de los patrones electroforéticos de las cepas
Gim y IIbe, con los Ef correspondientes a cada banda.

De todo esto podemos concluir que la cepa Gim tiene un patrén electro-
forético caracteristico, diferente al de la cepa Ilbc, v a la vez con una
serie de bandas comunes o semejantes, lo cual sugiere, por una parte
un apoyc a su clasificacién dentro del gBnero Cellulomonas (bandas
comunes), ¥y a la vez concuerda con resultados anteriores que sugirie-
ron la posibilidad de que en el género Cellulomonas cada cepa pudiera
presentar un patrén electroforético caracteristico y diferenciable, (apo-
vado en la gran variabilidad de cepas dentro del género, al reconocerss
una sola especie actualmente) (Buchaman y Gibbons, 1974), con algunas
bandas comunes entre las diferentes cepas del género. Los resultados
presentes sugieren nuevamente un patrén con bandas comunes al género
y otras caracteristicas para cada cepa en cuestién.
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Esto debe, no obstante, confirmarse mas adelante continuando el estu-
dio de un mayor nimero de cepas. No obstante, el patrdn electroforé-
tico de las proteinas solubles de la cepa Gim puede de hecho constituir
un marcador para su caracterizacion tanto desde el punto de vista prac-
tico como genético, teniendo en cuenta que constituye de un modo indi-
recto una representacién fenotipica de su genoma.

Determinacion de Proteinas

El resultado de la comparacién estadistica de las dos variantes ensaya-
das del método de Biuret arrojé que la variante de ebulliciéon por 5 mi-
nutos en NaOH da valores significativamente superiores con un 95%
de confianza, extrayéndose con el tratamiento en frio aproximadamente
un 83% de las proteinas extraidas con el método de ebullicién. Esto
estd en concordancia con los resultados de Herber y cols., (1971}, quienes
encontraron que en general, la extraccién con NaOH en frio en bacterias
Gram negativas y bacilos no es completa, y en Gran positivas y leva-
duras apenas se realiza, lograndose con el calentamiento 5 minutos al
parecer la extraccidn total, sin afectar el color dado por la proteina.

A similares resultados llegaron Iglesias y cols. (7978) con la cepa IIbc.
Sin embargo, es necesario tener en cuenta que en nuestro sistema exis-
ten compuestos como la celulosa y la lignina que pudieran interferir
en la determinacién colorimétirica de las proteinas, por lo que es nece-
sario para resultados méds concluyentes, continuar el estudio de esta
técnica para nuestras condiciones, tomando en cuenta estos factores
vy sus posibles interferencias.

Requerimientos vitaminicos

En la Fig. 3 sc muestran las curvas de crecimiento representativas
de las distintas corridas de la cepa Gim en medio de Srinivassan, M9
suplementado con B; y M9 sin vitaminas. En ella puede apreciarse que
el crecimiento en el medio sin ningin suplemento vitaminico resulta
superior en D.O. maxima alcanzada incluso al medio de Srinivassan,
que contiene extracto de levadura, por lo que podemos inferir que nin-
gun factor vitaminico externo resulta necesario a la cepa Gimr para
alcanzar un buen crecimiento, al menos en las condiciones hasta ahora
ensayadas. (Tabla III).
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Fig. 3. Curvas de crecimiento de la cepa Gim en 3 medios diferentes. @ Srinivassan
O M9 + tiamipa & M9 sin tiamina

TABLA III

Contenido de proteinas de la cepa Giur crecida en distintos medios

Medio % Proteinas
Srinivassan 39+ 2
M9 4+ B, 383 = 08
M9 40 + 3

Resulta ilustrativo en este sentido la comparacién del crecimiento de
la cepa Gim con el de una Cellulomonas auxotréfica a la tiamina (IThc),
que se muestra en la Fig. 4. Puede apreciarse el escaso crecimiento
de la Ilbc en comparacién con la Gim, lo cual apoya las conclusiones
anteriores.
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Fig. 4. Curvas de crecimiento de las cepas Giu v ITbe, en medic M9 sin vitaminas.
[ ] Gim O ITbe

CONCLUSIONES

Se identificéd la cepa en estudio como perteneciente al género Cellulo-
monas.

La aplicacion de la técnica de electroforesis de proteinas solubles en
gel de poliacrilamida reafirmé las posibilidades de su aplicacién en la
caracterizacion de este tipo de bacterias, al obtenerse un patrén carac-
teristico para la cepa, con una serie de bandas comunes a olra cepa
del género Cellulomonas, que apoya su ubicacién dentro del género
y provee a la vez un marcador de caracterizaciéon de la cepa.

La variante de ebullicién por 5 minutos en NaOH para la extraccién de
las proteinas resulté la mas apropiada en la aplicaciéon del método de
Biuret de determinacion de proteinas. Esta arrojo un contenido de pro-
teinas para la cepa entre 38-40%.

La cepa nc mostré poseer requerimiento vitaminico alguno, al menos
en las condiciones ensayadas, lo cual representa una ventaja econdmica
en relacion con la cepa hasta el momento utilizada (auxotréfica a la
tiamina).
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