TRABAJO DE REVISION Revista FABICIB, Ao 2000, Volumen 4, pags. 207-216

Triacilglicéridos en bacterias Rhodococcus

Alvarez, Héctor M.": Kalscheuer, Rainer %; Steinbiichel, Alexander?

Dpto. Bioquimica. Facullad de Ciencias Nalurales
Universidad Nacional de la Palagonia San Juan Bosco

Km 4, Ciudad Universilaria

(9000) Comodoro Rivadavia (Chubut). Argentina

Tel y FAX: 0297- 4550339, E-mail halvarez@unpata.edu.ar

RESUMEN: La sintesis y acumulacién de triacilglicéridos no ser una propiedad habitual en bacterias, y solo estd restringida a
ciertos géneros, como por ejemplo Rhadococcus.

En los oltimos afios se han realizado avances en el entendimiento de los procesos de sintesis, acumulacion y movilizacién de
triglicéridos en estas bacterias, asi como sus relaciones con la biosintesis de otros lipidos de reserva, como son los polihidroxialcanoatos
(PHA), y su funcién en la célula.

Este trabajo resume los principales resultados de las investigaciones desarrolladas en bacterias Rhodococcus y en géneros
taxondmicamente relacionados, respeclo de la fisiologia, bioquimica y biologia molecular de la acumulacidn de triacilglicéridos.
Palabras claves: Triacilglicéridos - Rodococcus

SUMMARY: Triacylglycerols in Rhodococcus bacteria. Alvarez, Héctor M. ', Kalscheuer, Rainer 2, Steinbiichel, Alexander 2.
The biosynthesis aand accumulation of triacylglycerols is an unusual feature for bacteria which has been described only for few
genera, such as Rhodococcus,

Significant advances have been made lately in our understanding of the biosynthesis, accumulation and mabilisation of triacylglycerols
by these bacteria, as well as on their relationship with the biosynthesis of other storage lipids, such as polyhydroxyalkanoates (PHA),
and their role in the cells.

This work discusses the most important results of the research on the physiology, biochemistry and molecular biology of the

triacylglycerols accumulation by Rhodococcus and taxonomic related bacteria,

Key words: Triacylglycerols - Rodococcus.

Introduccion

Tanto las células eucariotas como las
procariotas poseen la capacidad de acumular lipidos
como compuestos de reserva de carbono y ener-
gia. Los lipidos representan una forma conveniente
de almacenamiento de energia en la célula por su
alto valor calérico, en comparacidn con los carbo-
hidratos y las proteinas. La mayoria de las bacterias
acumulan lipidos especializados, como por ejemplo
los polihidroxialcanoatos (PHA), entre los cuales, el
mas comdn es el polihidroxibutirato (PHB) (1). Los
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PHA son almacenados en forma de inclusiones in-
solubles en el citoplasma de la célula durante el cul-
tivo en presencia de un exceso de la fuente de carbo-
no y un déficit de un nutriente esencial que limite el
crecimiento, como por ejemplo la fuente de nitrdge-
no o fosforo (1). Estos compuestos han generado en
los ultimos afos un considerable interés en el &mbi-
to cientifico e industrial debido a las numerosas apli-
caciones potenciales de estos poliésteres
termoplasticos biodegradables (2). Esto ha produci-
do un gran avance en el conocimiento de aspectos
bésicos relacionados con la bioquimica, fisiologia y
biologia molecular del proceso de acumulacion de
PHA en bacterias.

Otro tipo de compuestos de acumulacion
lipidicos hallados en ciertos géneros bacterianos son
las ceras, que son ésteres de acidos grasos y alco-
holes de cadena larga. Estos compuestos
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hidrofébicos han sido descriptos en bacterias del
género Acinetobacter, Moraxella, Neisseria (3, 4, 5,
6, 7) y en Actinomycetes (8, 9). Las ceras se acu-
mulan en el interior de inclusiones citoplasmaticas,
que contienen, ademas, fosfolipidos y proteinas como
componentes menores (4, 7).

La acumulacién de lipidos de mayor compleji-
dad como son los triacilglicéridos no es una carac-
teristica comun en bacterias y s6lo esté restringida
a unos pocos géneros bacterianos, como Aci-
netobacter (6, 7) y microorganismos pertenecien-
tes al grupo de los Actinomycetes: Mycobacterium
(10), Streptomyces (11), Nocardia y Rhodococcus
(8,9, 12). Se han llevado a cabo numerosos estu-
dios sobre la bioquimica, genética y biologia
molecular de la acumulacién de triglicéridos en plan-
tas y semillas (13, 14, 15). Sin embargo, reciente-
mente han comenzado estudios bésicos relaciona-
dos con la biosintesis y acumulacion de
triacilglicéridos en bacterias. Este trabajo tiende a
resumir los resultados de las investigaciones de los
Gltimos seis anos realizadas en bacterias del géne-
ro Rhodococcus.

Acumulacion de triacilglicéridos en bacterias
Rhodococcus y en otros Actinomyceles

Hace unos afios atrés se aislo de una muestra
de suelo una cepa bacteriana que fue identificada
como Rhodococcus opacus PD630, con la capaci-
dad de producir gran nimero de inclusiones celula-
res durante el crecimiento con diferentes fuentes
de carbono, tales como azicares, acidos organi-
cos y alcanos (12). Estas inclusiones estaban com-
puestas por lipidos neutros (98 %, p/p), fosfolipidos
(1,2 %, p/p) y proteinas (0,8%, p/p). Los tria-
cilglicéridos fueron los componentes mayoritarios
de los lipidos neutros, ademas de cantidades me-
nores de diacilglicéridos, monoacilglicéridos y 4ci-
dos grasos libres (12, 16). El contenido total de
acidos grasos en las células de R. opacus PD630
fue de 76 y 87 % del peso celular seco durante el
cultivo con gluconato y aceite de oliva, respectiva-
mente. Esta caracteristica de la cepa PD630, llevo
posteriormente a investigar otros representantes del
género Rhodococcus y Nocardia, y mas reciente-
mente bacterias del grupo de los Actinomycetes
autoctonas de suelos de la Patagonia Central, res-
pecto a la acumulacion de triacilglicéridos. En la tabla
1 se muestran las cepas bacterianas utilizadas para
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el estudio mencionado. Todas las bacterias investi-
gadas tuvieron la capacidad de sintetizar y acumu-
lar cantidades variables de triacilgliceroles, ademas
de cantidades menores de diacilglicéridos y ceras,
a partir de diferentes fuentes de carbono bajo con-
diciones limitantes de nitrgeno (8, 9). Esto sugiere
que la acumulacion de los lipidos neutros es una
propiedad usual en bacterias del grupo de los
Actinomycetes.

Ademés de los lipidos neutros mencionados,
todas las bacterias investigadas, excepto la cepa
PD630, acumularon PHA compuesto por un
copoliester de écido 3-hidroxibutirico (C,) (3HB) y
acido 3-hidroxivalérico (C,) (3HV) como moné-
meros, 0 un homopoliester de 3HB; durante el cre-
cimiento con substratos no relacionados, tales como
el gluconato o acetato (8, 9). Sin embargo, ninguno
de estos microorganismos sintetizaron PHA a par-
tir de alcanos u ofros hidrocarburos, pero si lipidos
neutros.

Las mutantes de R. ruber incapaces de acumu-
lar PHA o con una produccion disminuida de
poliesteres investigadas, acumularon cantidades
variables de triacilgliceroles (8). En algunas de ellas,
el contenido total de lipidos neutros fue mayor que
en el tipo salvaje. Esto puede explicar el comporta-
miento diferente de las mutantes PHA-negativo de
R. ruber y de Ralstonia eulropha, respecto de la ex-
crecion de piruvato al medio de cultivo durante el
cultivo con gluconato o fructosa como fuentes de
carbono. Mientras que la segunda excreta grandes
cantidades de piruvato en las condiciones mencio-
nadas (17), las mutantes PHA-negativo de R. ruber
no lo hacen (18). En estas ultimas, los intermedia-
rios metaboélicos son utilizados probablemente para
1a sintesis de los triacilglicéridos en ausencia de
PHA.

Fisiologia de la acumulacion de triacilglicéridos en
bacterias Rhodococcus

Se investigo el proceso de acumulacion de
triglicéridos y otros lipidos a lo largo del tiempo en
las bacterias R. opacus PD630 y R. ruber cultiva-
das en presencia de un exceso de la fuente de car-
bono y un déficit de la fuente de nitrégeno. La sinte-
sis y acumulacion de triacilglicéridos en R. opacus
PD630 se llevo a cabo durante la fase estacionaria
de crecimiento, una vez se consumio la fuente de
nitrégeno del medio (19). Los dcidos grasos sinte-
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tizados durante la fase exponencial se utilizaron prin-
cipalmente para la produccidn de fosfolipidos de la
membrana celular. Una vez que se consumio el
amonio del medio, se restringid la proliferacion celu-
lar y las células ingresaron en la fase estacionaria.
Durante este periodo, las células continuaron utili-
zando la fuente de carbono principalmente para la
sintesis de dcidos grasos. Sin embargo, el flujo de
acidos grasos se dirigié predominantemente hacia
la sintesis de triglicéridos, que fueron acumulados
en forma de inclusiones insolubles. La composicitn
de dcidos grasos se mantuvo constante durante el
periodo de estudio, con el 4cido hexadecanoico (4ci-
do palmitico) (C,,,) y el &cido octadecenoico (4cido
oleico) (C,,.,A%) como componentes predominan-
tes de los triacilglicéridos (16).

La sintesis y acumulacion del poliester
poli(3HB-co-3HV), y de los triacilglicéridos en R.
ruber tuvieron lugar en diferentes fases de creci-
miento. Esto sugiere que la biosintesis de ambos
lipidos de almacenamiento estd regulada indepen-
dientemente en esta bacteria. Durante la fase
exponencial de crecimiento, las células utilizaron las
fuentes de carbono y de nitrégeno no sélo para la
produccion de componentes esenciales para la pro-
liferacion celular, sino también para la sintesis de
PHA. La acumulacién de triacilglicéridos comenz6
en |a etapa tardia de la fase exponencial, cuando
desaparecio la fuente de nitrégeno del medio, y con-
tinué durante la fase estacionaria. En Ia fase estacio-
naria temprana, el contenido de PHA en las células
alcanzo el maximo. Durante este periodo se produjo
la mdxima competencia de las rutas biosintéticas de
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PHA y triacilglicéridos por precursores comunes,
como el acetil-CoA y el propionil-CoA (8). En la fase
estacionaria tardia, los precursores fueron utilizados
preferentemente para la sintesis de 4cidos grasos
de novo para la acumulacion de triglicéridos (19).

Estos resultados demuestran que la sintesis de
novo de dcidos grasos en las bacterias Rhodococcus
contintia durante la fase estacionaria de crecimien-
to, aunque cambia el destino de los 4cidos grasos
sintetizados en las diferentes etapas del crecimien-
to, adaptandose a las necesidades de la célula. Esto
contrasta con otras bacterias, como por ejemplo
Escherichia coli, quien bloquea la sintesis de novo
de acidos grasos al entrar en |a fase estacionaria de
crecimiento (20). Esto permite a las bacterias
Rhodococcus aprovechar el exceso de la fuente de
carbono y transformario en un compuesto enddgeno
de alto rendimiento energético.

Bioguimica de la acumulacion de triacilglicéridos
en bacterias Rhodococcus

En los lipidos producidos por las bacterias in-
vestigadas se encontraron dcidos grasas de cade-
na larga saturados e insaturados con un largo de
cadena principalmente entre 13 y 19 4tomos de
carbono, con predominio de 16:0, 17:0,17:1y 18:1
(12, 16).

En la Fig. 1 se muestran las vias metabdlicas
involucradas en Ia biosintesis de 4cidos grasos y
de las unidades monoméricas de los PHA propues-
tas para las bacterias Rhodococcus y Nocardia a
partir de diferentes fuentes de carbono (8).
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Figura 1: Rutas de biosintesis de PHA y triacilglicéridos propuestas para las bacterias Rhodococcus y Nocardia
investigadas.
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Las reacciones involucradas en la sinlesis de PHA mostradas en el lado izquierdo parecen estar ausenles en A. opacus PD630. Del lado
derecho se abservan las rutas metabdlicas de la sintesis de 4cidos grasos y de Iriglicéridos. En el cenlro se observan las reacciones
de formacion de los precursores acetil-CoA y propionil-CoA, que son compartidos por ambas rulas biosintélicas. Las fuentes de
carbono estan represenladas en Ietra negrila. Las doble barras representan los silios de blogueo de los inhibidores metabélicos

utilizados para el estudio. Abrevialuras: AX, alloxan; 3NP 3 nitropropionalo; CL, cerulenina; AC, 4cido acrilico; 3HB, 3-hidroxibutiralo;
3HV, 3-hidroxivalerato. (Fuente: Alvarez el al. 1997 [8))
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Los principales precursores de la sintesis de
novo de acidos grasos son el acetil-CoA y el
propionil-CoA. Este Ultimo compuesto es produci-
do en estas bacterias principalmente por la ruta del
metil-malonil-CoA a partir del intermediario del ci-
clo de los 4cidos tricarboxilicos, succinil-CoA (8,
21). El propionil-CoA es posteriormente utilizado
como precursor para la sintesis de los dcidos grasos
de cadena impar y del mondmero 3HV (C,) del
copoliester. En aquellas cepas que acumulan simi-
lares cantidades de PHA v triacilglicéridos, como
R. ruber o N. coralfina, las rutas biosintéticas de
ambos lipidos de almacenamiento compiten por los
precursores acetil-CoA y propionil-CoA (8). El flujo
de estos intermediarios se vuelca hacia la sintesis
de poliesteres en R. ruber cuando se bloquea la sin-
tesis de novo de 4cidos grasos por la presencia de
cerulenina, un inhibidor de las enzimas cetoacil
sintetasa | y Il, de manera que aumenta el conteni-
do total de copoliester en la célula y varia la compo-
sicion de mondmeros del mismo, con mayor pro-
porcion del componente 3HB (8). En R. opacus
PD630, que solo acumula lipidos neutros y no PHA,
no hay competencia por los precursores de la sin-
tesis de dcidos grasos, y por lo tanto, hay mayor
contenido de la fraccion de acidos grasos impares
en comparacion con R. ruber. En estas bacterias,
los substratos que se derivan directamente al ciclo
de los dcidos tricarboxilicos, como el acetato, citrato,
0 succinato, determinan un aumento de la propor-
cion de acido grasos impares comparado con el
obtenido a partir de gluconato o glucosa como (ni-
ca fuente de carbono (8).

Cuando se utilizan alcanos como Unicas fuen-
tes de carbono, como el pentadecano o hexadecano,
los dcidos grasos derivados directamente del
substrato y la ruta de la f-oxidacion son las fuentes
principales de acidos grasos contenidos en los
triacilglicéridos. Probablemente, la oxidacion de los
alcanos por estas bacterias en condiciones
limitantes de nitrégeno no es completa, por lo que
no habria en las células precursores disponibles para
la sintesis de PHA. Esto podria explicar la ausencia
de poliésteres en las células de este tipo de bacte-
rias cultivadas con los hidrocarburos mencionados
(12,22).

Las enzimas de la sintesis de triacilglicéridos
en A, opacus PD630 parecen ser altamente especi-
ficas y con un rango de substratos diferentes de las
enzimas respectivas de plantas. La distribucion de
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acidos grasos en las diferentes posiciones de la
molécula de glicerol no es al azar. Los acidos grasos
saturados mas cortos se encuentran preferentemen-
te en la posicion 2, mientras que los dcidos grasos
insaturados en la posicion 3 (16).

Los trabajos desarrollades han demostrado la
importancia de la ruta de la B-oxidacion en las bac-
terias del género Rhodococcus. El perfil de utiliza-
Cion de hidrocarburos realizado en estas bacterias
ha revelado la gran afinidad por compuestos que
son derivados a esta ruta catabélica para su degra-
dacion. Las cepas investigadas crecieron mejor con
mezclas de hidrocarburos ricas en aliféticos, como
el gas-oil y kerosene, con alcanos lineales o
ramificados y con fenilalcanos (9, 12). Sin embar-
go, las células no crecieron o presentaron un creci-
miento muy pobre con hidrocarburos aromaticos
no substituidos. El hidrocarburo fenildecano fue ata-
cado enzimaticamente en la cadena alifatica por R.
opacus PD630 y derivado directamente a la ruta de
la B-oxidacidn previa oxidacién monoterminal (12).
Los intermediarios derivados de la oxidacion del
fenildecano fueron almacenados en las inclusiones
insolubles junto con los lipidos neutros producidos.

Otro de los hidrocarburos utilizadas como fuente
de carbono por varias de las cepas estudiadas fue el
alcano ramificado 2, 6, 10, 14 —tetrametil pentadecano
(pristano). Este compuesto fue también derivado ala
ruta de la B -oxidacion en la bacteria Nocardia
globerula 432 (datos no publicados). Los
triacilglicéridos acumulados en este microorganis-
mo durante el crecimiento con pristano, contenian
una variedad de 4cidos grasos ramificados deriva-
dos del hidrocarburo.

Aislamiento de las inclusiones lipidicas y purifica-
cion de proteinas asociadas

Los lipidos neutros sintetizados por las bacte-
rias Rhodococcus fueron almacenados en forma de
inclusiones insolubles en el citoplasma celular (9,
12). Estudios de la ultraestructura celular realiza-
dos en R. opacus PD630 revelaron la presencia de
gran cantidad de granulos citoplasmaticos en una
misma célula y de limites totalmente definidos (Fig.
2). Esto sugiri6 que los granulos debian poseer com-
ponentes que estabilicen los compuestos altamen-
te hidrofobicos acumulados en el medio acuoso del
citoplasma. La presencia de una estructura de mem-
brana separando el contenido de triacilglicéridos del
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citoplasma ha sido también descripta en bacterias
del género Streptomyces (23). Los granulos lipidicos
de A. opacus PD630, R. ruber y de otras bacterias
del género fueron aislados por centrifugacion en
gradientes discontinuos de glicerol o sacarosa (12,
24). Las inclusiones purificadas de las bacterias
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investigadas presentaron gran semejanza con los
granulos de triglicéridos de semillas vegetales, como
su estabilidad en buffer, el material lipofilico en es-
tado liquido, |a presencia de una envoltura rodean-
do el contenido y de proteinas asociadas a su su-
perficie (13, 14).

Figura 2: Microscopia electronica de una célula de Rhodococcus opacus PD630 cultivada con gluconato en condi-

ciones limitantes de nitrgeno

Se observa gran numero de inclusiones lransparenles a los eleclrones (ET1), esféricas. y con una fina envollura rodeando el conlenido
hidrolobico (B). El largo de la barra es en mm. (Fuente: Alvarez el al. 1986 [12]).

Mientras que en R. opacus PD630 se aislé un
solo tipo de granulos, en la bacteria R. ruber fue
posible purificar dos tipos de inclusiones con dife-
rente densidad especifica y diferente perfil de pro-
teinas asociadas en andlisis de SDS-PAGE (24). Los
granulos de menor densidad especifica presenta-
ron un patrén de proteinas asociadas tipico de in-
clusiones de PHA descriptas en otras bacterias, con
pocas proteinas asociadas, como la PHA-sintasa,
la PHA-depolimerasa y las proteinas estructurales
denominadas fasinas (25). En contraste, junto con
los granulos de mayor densidad especifica de R.
ruber se copurificaron numerosas proteinas, al igual
que en las cepas A. apacus PD630 y MR22 y la
mutante de R. ruber PHA-negativo RM8, quienes solo
acumulan triacilglicéridos y no PHA y poseen un
solo tipo de inclusiones. Esta caracteristica es tam-
bién tipica de inclusiones lipidicas aisladas de se-
millas vegetales, que contienen siempre un alto nd-

mero de proteinas asociadas (14, 26). Los resulta-
dos obtenidos hasta el momento sugieren que R.
ruber posee dos sistemas independientes de
biosintesis y acumulacion de PHA y triacilglicéridos
con diferentes sets de proteinas involucradas.
Estudios de solubilizacién con detergentes,
agentes caotrépicos y otros compuestos permitie-
ron clasificar a las proteinas asociadas a los granu-
los de triacilglicéridos de las bacterias Rhodococcus
en tres grupos: (i) proteinas inespecificas unidas
débilmente a las inclusiones probablemente median-
te interacciones iénicas durante el proceso de rup-
tura de las células, (i) proteinas unidas més firme-
mente a los granulos que pueden ser solubilizadas
por tratamientos fuertes con agentes caotrépicos
como el cloruro de guanidina o urea, y (iii) protel-
nas fuertemente asociadas a los granulos, que per-
manecen unidas después de tratamiento con
dodecilsulfato de sodio (SDS) hasta una concen-
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tracion del 8 % (p/p) (24). Estas Gltimas proteinas se
encuentran unidas probablemente mediante
interaccion directa con la matriz hidrofébica del
granulo a través de un dominio hidrofobico que se
interna profundamente en el mismo. Se sugiere que
estas proteinas tendrian un rol especifico en el pro-
ceso de sintesis, acumulacién y movilizacion de los
triacilglicéridos en estas bacterias. Se posee la se-
cuencia de aminodcidos N-terminal de 10 protei-
nas del segundo y tercer grupo, aunque aun no se
conoce la funcion exacta de estas proteinas. Sin
embargo, fue posible identificar una proteina de bajo
peso molecular copurificada continuamente con los
granulos de triacilglicéridos de R. opacus PD630 y
R. ruber por su gran homologia con la proteina
ribosomal L7 de diferentes Actinomycetes, lo cual
indica que la sintesis de proteinas involucradas en el
metabolismo de los lipidos serian sintetizados in situ
en la superficie de las inclusiones de lipidos (24).

Actualmente continian los estudios tendien-
tes a clarificar la biologia molecular del proceso de
acumulacion de lipidos.

Funcion de los triacilglicéridos en bacterias
Rhodococcus

Las bacterias del género Rhodococcus y de
géneros relacionados son ubicuas de ambientes
naturales, principalmente en suelo (27). Los
microorganismos ambientales estan sometidos
constantemente a condiciones fluctuantes, como
cambios de temperatura, humedad o en la disponi-
bilidad de nutrientes. Por otro lado, se encuentran
en contacto directo con el medio que los rodea y de
esta manera estan fuertemente influenciadas por
las condiciones del mismo. Debido a esto, los
microorganismos deben desarrollar ciertos meca-
nismos que les permitan responder favorablemen-
te a los cambios del ambiente y de esta manera
sobrevivir en los periodos de condiciones no favo-
rables. Una estrategia comdn es la acumulacion
intracelular de compuestos de reserva, que sirven
de fuentes de carbono y energia en periodos de es-
casez de nutrientes externos. En este contexto, se
demostré que los triacilglicéridos acumulados por
las bacterias investigadas sirven con este propdsito.
Las bacterias A. opacus PD630 y R. ruber fueron
capaces de movilizar los lipidos acumulados pre-
viamente, durante el cultivo en medio mineral en
presencia de una fuente de nitr6geno y ausencia de
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una fuente externa de carbono (19). A. ruber movilizd
simultaneamente los triacilglicéridos y los PHA en
las ¢ondiciones mencionadas. Esto demuestra que
las cepas mencionadas poseen lipasas y PHA-
depolimerasas intracelulares responsables de la mo-
vilizacion de los lipidos de reserva respectivos.

La presencia de triacilglicéridos como mate-
rial de reserva en estas bacterias puede represen-
tar una ventaja selectiva en el ambiente, conside-
rando que estos lipidos poseen un alto rendimiento
energético en comparacion con otros compuestos
de almacenamiento. Estudios recientes de las co-
munidades bacterianas autdctonas de suelos semi-
dridos de la Patagonia revelaron el predominio de
bacterias Gram-positivas del grupo de los
Actinomycetes (28). Se determind también que es-
tos microorganismos juegan un rol importante en
los procesos de biorremediacion de hidrocarburos
en la Patagonia (28, 29). Los suelos de la Patagonia
Central poseen caracteristicas muy particulares,
como son la aridez, las bajas temperaturas y el bajo
contenido de materia orgénica. Trabajos realizados
recientemente indican la gran capacidad de adap-
tacion de las bacterias del género Rhodococcus y
géneros relacionados a estas condiciones extremas.
Las bacterias autéctonas aisladas fueron
psicrétrofas, con un amplio rango de temperaturas
de crecimiento, y con la capacidad de sobrevivir
largos periodos de tiempo en condiciones de total
sequedad y ausencia de nutrientes externos (9). La
adaptacién de estas bacterias a la desecacion fue
totalmente dependiente de los lipidos acumulados
previamente. La energia necesaria para el proceso
de adaptacion y para mantener la viabilidad de las
células praviene de la oxidacion de los dcidos grasos
esterificados en los lipidos neutros como se demos-
tré en R. opacus PD630 (30). Cuando se bloqued la
ruta de la 3-oxidacion por adicién del 4cido acrilico,
un inhibidor de la enzima pB-cetotiolasa, se produjo
una rapida pérdida de la viabilidad de las células
sometidas a desecacién (30). Esto demuestra la
importancia de los lipidos de reserva y de la ruta de
la B-oxidacion en estas bacterias ambientales.

Discusién y Conclusiones

Los estudios realizados en las bacterias del
género Rhodococcus han permitido profundizar el
conocimiento sobre un tema poco investigado hasta
el momento, como es la acumulacién de triacil-
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glicéridos en bacterias. Los resultados muestran
analogias con procesos bioldgicos de células euca-
riotas, como son la acumulacién de triglicéridos
como material de reserva y la estruciura molecular
de los granulos lipidicos, entre otras.

La acumulacion de triglicéridos parece ser una
caracteristica habitual de las bacterias Rhodococcus
y de los géneros taxondmicamente refacionados.
Varios representantes de estos microorganismos
son capaces de acumular dos tipos de lipidos re-
serva diferentes en forma simultanea, acidos
hidroxicarboxilicos de cadena corta (PHA), tipicos
de procariotas, y acidos carboxilicos de cadena lar-
ga en forma de triglicéridos, caracteristicos de
eucariotas. Cada lipido de reserva parece tener su
propio sistema de genes y enzimas independiente-
mente regulados. Las bacterias, como por ejemplo
R. ruber, constituyeron un modelo de investigacion
adecuado para establecer las relaciones meta-bolicas
entre ambos tipos de lipidos de reserva. El entendi-
miento de estas interrelaciones permitio dirigir el
flujo de los metabolitos hacia la biosintesis de algu-
no de los lipidos de almacenamiento con el fin de
obtener un mayor contenido de PHA enla célula o un
mayor contenido de algtn mondmero en el poliester,
lo cual es de importancia desde el punto de vista
biotecnolégico.

La presencia de los triacilglicéridos en estas
bacterias podria ser uno de los factores que determi-
na su amplia distribucion en la naturaleza y su gran
adaptacidn para ambientes adversos. En este con-
texto, los miembros de este grupo de bacterias cons-
fituyen buenos candidatos para procesos de
biorremediacion de hidrocarburos contaminantes en
el ambiente. Los resultados de los estudios han de-
mostrado que estos microorganismaos contintian
utilizando los hidrocarburos atin en condiciones
desbalanceadas, que son las que predominan co-
munmente en la naturaleza, y transforman estos
contaminantes en compuestos celulares no toxicos.
Los hidrocarburos alifaticos son transformados ra-
pidamente en dcidos grasos que son posteriormente
esterificados en forma de triglicéridos.

Son necesarios mas estudios para una mejor
comprension de los procesos basicos de la acu-
mulacion de triacilglicéridos en bacterias, asi como
el rol de estos en las células, lo que permitira en el
futuro disefar estrategias adecuadas para la utiliza-
cion de estos microorganismos en procesos de
biorremediacion de contaminantes en el ambiente o
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en la produccion de compuestos con interés
biotecnoldgico.
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Tabla 1: Cepas bacterianas utilizadas en el estudio
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Bacterias

Fuentes o referencias

Rhodococcus opacus PD630
Rhodococeus opacus MR22
Rhodococcus ruber
Rhodococcus ruber mutante RM8
Rhodococcus fascians D 188-5
Rhodococcus erythrapolis
Nocardia corallina N° 724
Rhadococcus sp. 20
Rhodococcus erythropolis 17
Rhodococcus fascians 123
Nocardia asteroides 419
Nocardia globerula 432
Nocardia restricta 560

Gordona amarae 106

Dietzia maris 53

DSMZ 44193, Alvarez et al. (12)
DSMZ 3346

NCIMB 40126, Anderson et al. (31)
Pieper (18)

Desomer et al. (32)

DSMZ 43060

Valentin and Dennis (21)
Peressutti (29)

Peressutti (29)

Alvarez and Pucci (9)

Alvarez and Pucci (9)

Alvarez and Pucci (9)

Alvarez and Pucci (9)

Alvarez and Pucci (9)
Peressutti (29)
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