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Resumen

El desarrollo de alternativas sostenibles para reducir la dependencia de plésticos de
origen petroquimico y mitigar la contaminacién ambiental ha incrementado el interés por los
polihidroxialcanoatos (PHA), biopolimeros con capacidad de biodegradacion en condiciones
naturales y en tiempos relativamente cortos. En este trabajo se presenta una revision sistematica
que integra evidencia sobre rutas metabolicas y secuencias génicas vinculadas a la biosintesis
de PHA en bacterias tropicales del género Ralstonia spp., con énfasis en su proyeccion para
optimizacion biotecnoldgica. La busqueda y seleccion se efectud siguiendo PRISMA 2020,
mediante la consulta de Scopus, PubMed, ScienceDirect y MDPI, priorizando estudios
recientes entre los ultimos (2020-2026) y criterios de elegibilidad reproducibles. El andlisis
bibliométrico evidencid una concentraciéon marcada de investigaciones en torno a Cupriavidus
necator como organismo modelo, mientras que los reportes enfocados en Ralstonia tropical
permanecen limitados y dispersos. No obstante, la comparacion de rutas resalté el rol central
del sistema PhaA—PhaB—PhaC y la relevancia de enzimas de movilizacion, y el analisis de
homologia mostro alta conservacion de genes clave como phaA, phaB1, phaCl, phaZl y phaZ2,
con coberturas e identidades consistentes frente a referencias de C. necator H16. Asimismo, los
analisis filogenéticos basados en secuencias nucleotidicas y proteicas sugirieron relaciones
evolutivas cercanas, compatibles con conservacion funcional del sistema pha. En conjunto, la
evidencia integrada posiciona a Ralstonia spp. tropical como candidata promisoria para
estudios posteriores, incluyendo priorizacion de aislamientos, evaluacion comparativa de
desempefio y estrategias de optimizacién en el marco de la bioeconomia circular y la

sostenibilidad ambiental.

Palabras clave: Polihidroxialcanoatos, Cupriavidus necator, PHA, modelaje de

proteinas, cepas locales.



Abstract

The development of sustainable alternatives to reduce dependence on petrochemical-
based plastics and mitigate environmental pollution has increased interest in
polyhydroxyalkanoates (PHAs), biopolymers capable of biodegradation under natural
conditions within relatively short timeframes. This work presents a systematic review
integrating evidence on metabolic pathways and gene sequences involved in PHA biosynthesis
in tropical bacteria of the genus Ralstonia spp., with emphasis on their potential for
biotechnological optimization. The search and selection were conducted following PRISMA
2020 guidelines by consulting Scopus, PubMed, ScienceDirect, and MDPI, prioritizing recent
studies within the last (2020-2026) and reproducible eligibility criteria. Bibliometric analysis
revealed a marked concentration of research on Cupriavidus necator as the predominant model
organism, whereas reports focused on tropical Ralstonia remain limited and fragmented.
Nevertheless, pathway comparisons highlighted the central role of the PhaA—PhaB—PhaC
system and the relevance of mobilization enzymes, and homology analysis showed high
conservation of key genes such as phaA, phaB1, phaCl, phaZ1l, and phaZ2, with consistent
coverage and identity relative to C. necator H16 reference sequences. Likewise, phylogenetic
analyses based on nucleotide and protein sequences suggested close evolutionary relationships,
consistent with functional conservation of the pha system. Overall, the integrated evidence
positions tropical Ralstonia spp. as a promising candidate for further studies, including the
prioritization of isolates, comparative performance assessment, and optimization strategies

within the framework for a circular bioeconomy and environmental sustainability.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates, Cupriavidus necator, PHA, protein modeling,

local strains.
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Capitulo I

1. Antecedentes

1.1. Introduccion

En el transcurso de las ultimas décadas, se ha registrado un incremento sostenido en la
produccion de materiales sintéticos derivados del petréleo, los cuales han reemplazado
progresivamente a materiales convencionales como la madera, el vidrio y diversas aleaciones
metalicas. Este desplazamiento se atribuye principalmente a sus ventajas econdémicas y
tecnologicas, entre las que se incluyen bajos costos de produccion, elevada durabilidad,
resistencia a la corrosion y alta escalabilidad industrial (Getino et al., 2024). Sin embargo, este
crecimiento acelerado ha generado una creciente preocupacion ambiental, dado que desde 2010
la produccion mundial de plésticos ha aumentado de manera constante, pasando de
aproximadamente 265 millones de toneladas a 367 millones de toneladas en 2020, lo que
representa un incremento cercano al 40% (Acharjee et al., 2023). Se estima que para el afio
2030 la produccion global podria alcanzar valores cercanos a los 500 millones de toneladas, de
las cuales tnicamente alrededor del 7% es recuperado y reciclado. El resto se acumula como
residuo en ecosistemas terrestres y marinos, donde se ha reportado una densidad aproximada

de hasta 6 millones de fragmentos plasticos por kildmetro cuadrado (R. Kumar et al., 2024).

Esta problematica se vio significativamente agravada durante la pandemia de COVID-
19, periodo en el cual la demanda de productos plasticos se increment6 de forma abrupta debido
al uso masivo de equipos de proteccion personal. Se estima que, solo en 2020, alrededor de
1,56 billones de mascarillas fueron desechadas de manera inadecuada, contaminando océanos
y otros ecosistemas naturales (Vicente et al., 2023). Frente a este escenario, surge una necesidad
urgente de desarrollar alternativas sostenibles que permitan reducir la dependencia de los
plasticos de origen petroquimico. En este contexto, los polihidroxialcanoatos (PHA) han

despertado un interés considerable como sustitutos potenciales, debido a su menor impacto



ambiental y a un conjunto de propiedades que los posicionan como competidores viables frente

a los polimeros convencionales (Muigano et al., 2025).

Los PHA constituyen una familia de biopoliesteres intracelulares sintetizados por
diversos microorganismos y han cobrado relevancia por su potencial para sustituir plasticos
derivados del petroleo. Estos biopolimeros destacan por su biodegradabilidad,
biocompatibilidad y por presentar propiedades térmicas y mecéanicas comparables a las del
polipropileno (PP) y el polietileno (PE) (Trakunjae et al., 2022). Desde el punto de vista
bioldgico, los PHA actiian como macromoléculas de almacenamiento de carbono y energia,
cuya sintesis ocurre cuando los microorganismos son expuestos a condiciones de exceso de
fuente carbonada y limitaciéon de otros nutrientes esenciales, como nitrégeno, fosforo o
componentes necesarios para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Zhila, Sapozhnikova,

Kiselev, Vasiliev, Nemtsev, Shishatskaya, Volova, et al., 2021).

Entre los microorganismos productores de PHA, los procariotas principalmente las
bacterias y, en menor medida, las arqueas han sido ampliamente estudiados. Estos organismos
pueden utilizar una amplia variedad de sustratos ricos en carbono, tradicionalmente
representados por polisacaridos como almidéon o celulosa; otras especies bacterianas han
demostrado la capacidad de metabolizar fuentes alternativas de carbono provenientes de
residuos agroindustriales, los cuales son considerados como desechos (Zhou et al., 2023).
Residuos generados por las industrias azucareras, agroalimentaria y lactea, bagazos de frutas y
hortalizas, materiales lignocelulosicos, aceites usados, subproductos del biodiésel e incluso
aguas residuales han sido evaluados como materias primas viables para la produccion de PHA
(Gonzélez-Rojo et al., 2024). Este enfoque permite establecer un modelo de economia circular,
en el cual los residuos son valorizados para la obtencion de biopolimeros biodegradables que,

al finalizar su ciclo de vida, pueden ser mineralizados en procesos naturales o bioldgicos,



liberando didxido de carbono que puede ser reutilizado por sistemas vegetales, cerrando asi el

ciclo del carbono (Mahato et al., 2023), como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Un ciclo cerrado de produccién de PHA a partir de materias primas residuales (Zhou
etal., 2023).
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Nota: Elaborado por los autores, 2026

Dentro de los microorganismos productores de PHA, las bacterias han sido las mas
investigadas, consolidandose ciertos modelos bioldgicos para su estudio y aplicacion industrial.
Entre ellas, destacan Ralstonia eutropha también conocida como Cupriavidus necator,
particularmente la cepa C. necator H16 (Morlino et al., 2023) siendo el microorganismo
modelo para la produccion de PHA. Bacterias del género de Bacillus (Bacha et al., 2023;
Kankonkar & Khandeparker, 2022) y de Pseudomonas (Kacanski et al., 2023, Rebocho et al.,
2020), cuentan con la capacidad para formar este biopolimero, las cuales han demostrado altos
rendimientos y versatilidad metabodlica bajo diferentes condiciones de cultivo. En la Tabla 1 se
resume algunos ejemplos de organismos productores de PHA, recopilando el tipo de sustrato

utilizado, el porcentaje formado y el tipo de PHA que producen.



Tabla 1. Ejemplos de microorganismos productores de PHA

. . Tipo de Contenido  Rendimiento .
Microorganismo Sustrato PHA (%) (@L) Referencia

. (Kankonkar &
Bacillus sp. CM27  Glucosa PHB 37.69 0.53 Khandeparker, 2022)
Vibrio alginolyticus e o1 P(3HB) 60.97 5.08 g/L (Lietal., 2021)
LHFO1
Haloferax .
mediterranei ATCC Rc.a51duos de PHBV 43-57 - (Wang & Zhang, 2021)

alimento
33500
Pseudomonas Extracto de
citronellolis NRRL pulpa de mcl-PHA 30 1.20 (Rebocho et al., 2020)
B-2504 manzana
Pseudomonas Acido
citronellolis DSMZ . mcl-PHA 24.89 3.79 (Kacanski et al., 2023)
acético
50332
Bacillus
amyloliquefaciens Glucosa PHB 30.2 0.14 (Bacha et al., 2023)
strain OMS81
Alcaligenes faecalis .
UMTKB-7 Glucosa mcl-PHA 61.1 - (Alsaadi et al., 2022)
Mycolicibacterium — Bagazo de g 28 0.30 (Hassan et al., 2025)
smegmartis cana
Cupriavidus o
L Brea de P(3HB-co- (Amarajothi et al.,

malaysiensis licerina AHB) 34 4.45 2025)
USMAHM13 &

Nota: Elaborado por los autores, 2026

La literatura muestra bacterias consolidadas, que son elegidas entre las mejores cepas que se

mencionan en sus articulos, excluyendo a bacterias del género Ralstonia. Gracias al impacto generado por

la investigacion y produccion del PHA, han surgido alternativas novedosas para la produccion del

biopolimero, no solo el utilizar las bacterias por individual con sustratos considerados desechos, sino

mvestigaciones pioneras en usos de combinacion de microorganismos (Rodrigues et al., 2024; Sun et al.,

2025), sustratos poco convencionales (Pillot et al., 2022; Sun et al., 2025), de los cuales en su mayoria, no

se tiene mucha informacion acerca de sus rendimientos reales, pero es de importancia mencionarlos para

entender la situacion en la que se encuentra la produccion de PHA.



Tabla 2. Estrategias novedosas para la produccion de PHA

. . . Contenido Rendimiento .
Microorganismo Sustrato Tipo de PHA (%) (/L) Referencia
. CO-, electro .

Kyrpidia . sintesis en P(3HB) - 0.0293 (Pillot etal,
spormannii EA-1 . 2022)

biocatodo

MC M9 Acido
Pseudomonas L. (Cha et al.,
putida EM42 levulinico (LA) P(3HV-co-4HV) 25 1.2 2020)

+ glucosa
Comunidad Desechos de P(3HB-co-3HV-co- 66.8 ) (Rodrigues
microbiana mixta tomates 3HHx) ' et al., 2024)
Jeongeupia sp. Gluconato  de ) (Zain et al.,
USM3 sodio P(HB) 24 2020)
Pseudomonas Octanoato  de (Manoli et al.,
putida KT2440 sodio smM  SCI-PHA 4490 030 2023)
Pseudomonas Acido octanoico Mix de mel-scl 51 ) (Cerrone et al.,
umsongensis GO16  + acido butirico 2023)
Microbioma de (Sun et al.,
cianobacterias €O PHBV 10.7 ) 2025)

Nota: Elaborado por los autores, 2026

El incremento sostenido en la produccion de plasticos derivados del petroleo ha generado una
problematica ambiental de escala global, impulsando la bisqueda de materiales alternativos que sean

sostenibles, biodegradables y compatibles.

1.2. Planteamiento del problema

El incremento sostenido en la produccion de plasticos derivados del petroleo ha
generado una problematica ambiental de escala global, impulsando la bisqueda de materiales
alternativos que sean sostenibles, biodegradables y compatibles con los principios de la
economia circular. Los PHA han emergido como una de las alternativas mas prometedoras
debido a sus propiedades fisicoquimicas y su origen bioldgico. A pesar del creciente interés
como principal uso en la creacion de materiales biodegradables, su adopcion a escala industrial
contintia condicionada por factores como el costo de produccion, el proceso de extraccion del

biopolimero y la disponibilidad de materias primas adecuadas.

No obstante, mas alla de estas limitantes, la comprension de los determinantes
bioldgicos que regulan la biosintesis del PHA ha sido poco estudiada. En la literatura cientifica,

la evidencia disponible sobre estos procesos se encuentra dispersa y reportada bajo diversos



enfoques experimentales, que, si bien es algo alentador para la difusion de informacion, esto
dificulta que exista una evaluacion integrada del potencial competitivo de estos biopolimeros

al no consolidar una metodologia principal y optimizarla hasta lograr su mayor potencial.

Para bacterias del género Ralstonia, incluyendo aquellas reportadas bajo la
denominacién Cupriavidus necator, considerada por ser una denominacion que los autores
utilizan para referirse a la bacteria Ralstonia eutropha, la informacion relacionada con las rutas
metabolicas implicadas, las proteinas involucradas y las secuencias génicas asociadas a la
biosintesis de PHA no se presenta de manera homogénea ni descrita para hacer modelos
replicables. El enfoque de los estudios se centra en describir la cepa utilizada, el tipo de
biopolimero producido y el rendimiento obtenido, sin integrar de forma sistematica la férmula
de produccién que se ha empleado para su obtencion. Esta situacion se acenttia en el caso de

cepas de origen tropical, cuyos reportes son aiin mas limitados y aislados.

Esta fragmentacion del conocimiento dificulta el identificar, qué condiciones
experimentales se asocian con mejores desempeios productivos y qué vacios persisten en la
caracterizacion del potencial biosintético de las bacterias tropicales del género Ralstonia. En
consecuencia, el problema central de esta investigacion radica en la ausencia de una
comparativa estructurada que retina la evidencia cientifica disponible los componentes génicos
y proteicos involucrados en la biosintesis de PHA en Ralstonia de origen tropical, lo cual limita
la comprension del estado actual del conocimiento y ver el potencial que pueden tener cepas
promisoras con potencial de optimizacion biotecnoldgica, por lo tanto, esta revision cientifica

puede ayudar a futuras investigaciones.



1.3. Justificacion

La presente revision sistematica busca analizar las rutas metabolicas asociadas a la
produccion de PHA, asi como, la funcionalidad de las proteinas involucradas en la biosintesis
de PHA en bacterias tropicales promisorias, con énfasis en el género Ralstonia spp.. Este interés
surge en el contexto de una creciente preocupacion por el impacto ambiental de los plésticos
derivados del petréleo, problematica que ha impulsado a la buisqueda de biopolimeros
biodegradables y sostenibles capaces de contribuir a la reduccion de la contaminaciéon y al

desarrollo de alternativas mas responsables.

La eleccion del tema se sustenta en la relevancia biotecnologica de los PHA como
biopolimeros microbianos con potencial de aplicaciéon en diversos sectores, asi como la
necesidad de comprender con mayor claridad los procesos biologicos que determinan su sintesis.
En este sentido, el presente estudio recopila informacion cientifica sobre rutas metabolicas,
proteinas y condiciones asociadas a la producciéon de PHA en Ralstonia spp. y bacterias
tropicales, permitiendo identificar tendencias, enfoques metodoldgicos recurrentes y criterios
de comparacion utilizados en la literatura. Prefiriendo abordar las bacterias tropicales debido a
su diversidad y adaptacion a condiciones ambientales particulares, lo que puede reflejarse en

caracteristicas metabdlicas de interés para estrategias de optimizacidn biotecnologica.

Como aporte de novedad, esta investigacion se orienta a reunir y sistematizar
informacion especifica sobre el género Ralstonia y su relacion con la biosintesis de PHA,
integrando hallazgos que suelen encontrarse dispersos en distintos estudios cientifico. Para ello,
la revision sistematica se empleard como herramienta metodologica que permita identificar,
seleccionar y sintetizar de manera rigurosa los trabajos disponibles, fortaleciendo la base
cientifica para comprender el potencial de estas bacterias y apoyar el avance hacia una

bioeconomia circular y sustentable mediante el uso responsable de recursos naturales.



1.4.

1.4.1.

Objetivos

Objetivo general

Revisar sistematicamente las rutas metabolicas y las secuencias génicas involucradas en

la biosintesis de polihidroxialcanoatos en bacterias del género Ralstonia spp. de origen tropical.

1.4.2.

1.5.

Objetivos especificos

Recopilar informacion cientifica de las rutas metabodlicas de la biosintesis de
polihidroxialcanoatos en bacterias del género Ralstonia spp. mediante la metodologia
de PRISMA 2020.

Analizar las secuencias génicas de la biosintesis de polihidroxialcanoatos evaluando su
conservacion, variabilidad estructural y posibles implicaciones en la eficiencia de
sintesis del biopolimero mediante la plataforma biotecnologica NCBI.

Reconstruir un arbol filogenético con los resultados de la comparacion metabdlica en

las bacterias del género Ralstonia spp. promisorias mediante el software MEGA 12
Hipotesis

Las bacterias tropicales del género Ralstonia, presentan una divergencia evolutiva que

les da la capacidad para producir PHA.



Capitulo II
2.  Marco teorico
2.1. Problematica de la contaminacion por plasticos derivados del petroleo y necesidad

de alternativas

La produccion y el consumo de plasticos derivados del petroleo han crecido por su bajo
costo, versatilidad y resistencia; sin embargo, esa misma durabilidad favorece su persistencia
ambiental cuando el material se convierte en residuo. Como resultado, se acumula en
ecosistemas terrestres y marinos, con impactos ecoldgicos y econdmicos que se expresan a nivel
mundial (Ibrahim et al., 2025). Un indicador critico de esta problematica es incremento anual
hacia el océano: se ha reportado que aproximadamente 1.7 millones de toneladas de residuos
plasticos ingresan cada afio a ambientes marinos, lo que evidencia los problemas estructurales

en prevencion, recoleccion y disposicion (Ibrahim et al., 2025).

La situacion se agrava porque los macroplésticos se fragmentan en microplasticos,
incrementando su dispersion e interaccion con biota y contaminantes. Revisiones describen que
la contaminacion plastica implica efectos ecoldgicos y econdmicos, y que el problema se
mantiene por la persistencia del material, pese a los esfuerzos tecnoldgicos y de gestion, una
proporcion limitada de residuos se recupera efectivamente, manteniéndose volimenes

importantes en vertederos o dispersos en el ambiente (Hadri et al., 2025).

En este contexto, los biopolimeros generados por microrganismos se consideran
alternativas en aplicaciones especificas donde el impacto ambiental es frecuente. Entre ellos,
los PHA destacan por su origen biologico y por la posibilidad de ajustar su composicion segiin
rutas metabdlicas y genes involucrados en el proceso; por ello, el anélisis de rutas y secuencias

génicas asociadas a PHA en bacterias del género Ralstonia spp. constituye un enfoque
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pertinente para sustentar el potencial biosintético desde evidencia molecular y metabdlica

(Getino et al., 2024).

2.2. Polihidroxialcanoatos (PHA): definicion, clasificacion y relevancia tecnologica

Los PHA son poliésteres intracelulares que muchas bacterias sintetizan como reserva
de carbono y energia, principalmente cuando existe exceso de carbono y limitacion de
nutrientes como nitrégeno o fésforo. En condiciones de desbalance, el microorganismo redirige
parte del carbono disponible hacia la formacion de granulos de PHA, lo que permite sobrevivir
a periodos de escasez y, en bioprocesos, facilita a inducir acumulacion del polimero (Getino

et al., 2024).

Dentro de la familia PHA, el PHB (poli(3-hidroxibutirato)) es el ejemplo méas estudiado
y suele emplearse como referencia para describir la ruta biosintética “principal” desde acetil-
CoA. No obstante, PHA no se limita a PHB: existen PHA de cadena corta (SCL) y de cadena
media (MCL), ademds de copolimeros, lo que influye en propiedades mecanicas y térmicas.
Esta diversidad depende en gran medida del origen metabolico de los mondmeros CoA-
activados y de la especificidad de la enzima polimerizante (PhaC), por lo que caracterizar genes
y rutas es esencial para anticipar el tipo de polimero que puede producir una cepa (Getino et al.,

2024; Zher Neoh et al., 2022).

Por ende, es necesario diferenciar polimeros de componentes biosintéticos: PHA/PHB
son productos; en cambio, PhaC y PhaZ son proteinas codificadas por genes del sistema PHA
que determinan, respectivamente, la sintesis y la degradacion intracelular del polimero (Vital-
Vilchis & Karunakaran, 2024). Esta distincién es clave porque el potencial productor se
sustenta en la presencia y funcionalidad de estas proteinas, ademas de la disponibilidad

metabolica de precursores y cofactores.
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2.3. Importancia de Ralstonia spp. y linajes relacionados en la biosintesis de PHA

El género Ralstonia incluye bacterias Gram negativas con una gran capacidad para
sintetizar PHA, especialmente en condiciones de desequilibrio nutricional. El organismo
modelo més utilizado en la investigacion de PHA es Cupriavidus necator (anteriormente
conocido como Ralstonia eutropha), que ha sido estudiado ampliamente debido a su capacidad
para acumular grandes cantidades de PHA en forma de PHB bajo condiciones controladas.
Estas bacterias tienen la capacidad de utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono, lo
que les permite producir PHA a partir de materiales renovables o incluso residuos industriales,
lo que hace que su produccion sea mas sostenible y econdmicamente viable (Morlino et al.,

2023).

La produccion de PHA se ha desarrollado ampliamente en bacterias con alta capacidad
de acumulacion y versatilidad metabolica. En ese marco, linajes cercanos a Ralstonia spp. han
sido centrales para comprender mecanismos de sintesis, regulaciéon y estrategias de
optimizacién. Revisiones recientes sobre plataformas modelo u organismos plataforma
relacionadas con este grupo destacan la flexibilidad de sustratos, la elevada acumulacion
intracelular, el analisis metabdlico y del modelamiento para guiar mejoras en produccion

(Morlino et al., 2023).

El rendimiento de PHA depende simultdneamente de la presencia, funcionalidad de
genes PHA y de la capacidad del metabolismo central para suministrar precursores y poder
reductor. Por ello, la evaluacion del potencial productor requiere integrar secuencias génicas,
rutas metabolicas asociadas y condiciones fisiologicas que favorezcan acumulacion, mas que

limitarse a reportes aislados de produccion (Getino et al., 2024; Morlino et al., 2023).

En el caso de cepas de origen tropical, la pertinencia cientifica aumenta al considerar

que pueden existir presiones ambientales particulares (temperatura, disponibilidad de sustratos,
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estrés osmotico o nutricional) que se reflejen en variacion genética o metabolica. Por lo tanto,
compara las rutas y secuencias de genes asociados a PHA en Ralstonia spp. tropicales permite
identificar patrones de conservacion o divergencia en componentes clave como phaC y phaZ,

con implicaciones para productividad y estabilidad del biopolimero (Getino et al., 2024).

2.4. Ruta metabdlica y biosintesis de PHA/PHB: papel de PhaA, PhaB, PhaC y PhaZ

2.4.1. Concepto de ruta metabdlica aplicada a PHA

Una ruta metabdlica puede definirse como una secuencia organizada de reacciones
enzimdticas en donde se transforma el sustrato en productos mediante intermediarios,
conectando el metabolismo central con funciones especificas. En PHA, la ruta no se limita a un
conjunto aislado de genes pha: depende de coémo el carbono ingresa al metabolismo (glucdlisis,
ciclo TCA, vias anapleréticas) y de como se generan precursores (acil-CoA) y cofactores un
ejemplo de esto es NADPH necesarios para convertir intermediarios en monomeros
polimerizables (Morlino et al., 2023). Asi, la biosintesis de PHA debe entenderse como una
extension del metabolismo de carbono, activada y regulada seglin la ruta metabdlica empleada

(Getino et al., 2024)

2.4.2. Biosintesis “clasica” de PHB desde acetil-CoA (PhaA—PhaB—PhaC)

La biosintesis de PHB (un PHA de cadena corta) suele describirse como la via “principal”
porque parte de un nodo central: acetil-CoA (Ilustracion 2). En términos generales, el flujo

comprende de al menos tres etapas principales:

1. Condensacion de dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA (catalizada
por PhaA, B-ceto-tiolasa).
2. Reduccion de acetoacetil-CoA a (R)-3-hidroxibutiril-CoA (catalizada por PhaB,

acetoacetil-CoA reductasa), etapa que consume poder reductor (tipicamente NADPH).
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3. Polimerizacion de monémeros CoA-activados para formar el polimero (catalizada por

PhaC, PHA sintasa) (Getino et al., 2024).

Acetil—CoA

\ 3-p-ceto-tiolasa (Pha A) /
‘ Acetoacetil-CoA ‘

r\ 0 ’ o
Acetoacetil-CoA H3C—C”3—C2—C//\

reductasa (Pha B)
 3-hidroxibutiril-CoA

/\l »

PHA sintasa (Pha C)

S—CoA

H O

||IIO

-

_CoA

' Poli-3-hidroxibutirato (PHB)

Figura 2. Diagrama esquematico que muestra la via metabdlica de la produccion de PHB junto
con su estructura quimica (Acharjee et al., 2023). Modificado por los autores.

Nota: Modificado por los autores

La sintesis de PHB no depende tnicamente de la presencia de los genes phaA, phaB y
phaC, sino que requiere un contexto metabodlico favorable que asegure un suministro adecuado
de acetil-CoA y un equilibrio apropiado de cofactores reductores como el NADPH. Por ello,
las rutas que generan NADPH se convierten en factores decisivos para maximizar la
acumulacion de este biopolimero, especialmente en condiciones de limitacion de nitrégeno y
exceso de carbono, donde la célula canaliza su metabolismo para el almacenamiento de carbono

en forma de PHB.

2.4.3. PhaC (lo que se suele confundir como “PHC”): estructura, clases y mecanismo

catalitico

PhaC es la enzima clave porque realiza el paso irreversible que convierte mondmeros

activados (3-hidroxiacil-CoA) en una cadena polimérica. La evidencia estructural y de revision
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describe que PhaC presenta una arquitectura tipo hidrolasa o/p y que su sitio activo incluye una
triada catalitica conservada Cys—His—Asp (Chek etal., 2017), esencial para formar un
intermediario acil-enzima y permitir la elongacion de la cadena polimérica (Zher Neoh et al.,
2022). Ademas, las PHA sintasas se clasifican en cuatro clases segiin composicion subunitaria
y especificidad: clases I y II (una sola subunidad PhaC), clase III (PhaC + PhaE) y clase IV
(PhaC + PhaR). Esta clasificacion se utiliza para inferir tendencias de produccioén (SCL vs
MCL) y para comparar funcionalmente secuencias de phaC entre cepas, lo que es especialmente

util para relacionar la variacion genética con potencial biosintético (Zher Neoh et al., 2022).

El PhaC no solo determina “si se produce PHA”, sino también qué tan amplia puede ser
la gama de mondmeros incorporados. Revisiones sefialan que diferencias entre sintasas influyen
en el rango de sustratos aceptados y en propiedades del polimero resultante, lo que demuestra
la necesidad de analizar secuencias de phaC en Ralstonia spp. para interpretar capacidad

potencial y variabilidad funcional (Zher Neoh et al., 2022).

2.4.4. PhaZ (lo que se suele confundir como “PHZ”): movilizacion intracelular y control del

rendimiento

Desde la perspectiva de analisis génico, identificar phaZ y evaluar su localizacion con
genes pha, presencia de variantes, motivos funcionales, modo que PhaZ corresponde a
despolimerasas intracelulares que participan en la movilizacion del PHA almacenado, cuando
el microorganismo requiere recuperar carbono y energia (Zhou et al., 2023). Estudios realizados
por Eugenio y colaboradores, muestran que phaZ codifica despolimerasas localizadas en
asociacion a granulos de PHA y que su actividad genera productos de hidrolisis (mondémeros u
oligomeros de 3-hidroxiacidos), facilitando su reutilizacion metabolica (Eugenio et al., 2007;

Gao et al., 2001). Esta funcion es crucial para interpretar rendimiento: una cepa puede tener alta
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capacidad biosintética, pero si la movilizacion se activa durante el proceso, el contenido final

de polimero puede disminuir.

En el caso de rutas orientadas a PHB, una revision especifica sobre fermentacion de C.
necator (plataforma modelo) describe que la despolimerasa phaZ rompe enlaces del polimero
y genera 3-hidroxibutirato, integrandose al metabolismo celular cuando cambian las

condiciones (Zhang et al., 2022).

2.4.5. Rutas alternativas para PHA distintos a PHB: origen de monomeros MCL

Cuando se sintetizan PHA de cadena media (MCL) o copolimeros, los monémeros 3-
hidroxiacil-CoA suelen originarse de rutas como B-oxidacion y/o sintesis de 4cidos grasos, mas
que del flujo directo desde acetil-CoA hacia 3HB-CoA. En estos casos, la especificidad de PhaC
es determinante para incorporar mondmeros mas largos, lo cual modifica propiedades del
material y complejiza la interpretacion metabolica (Elazzazy et al., 2024; Vital-Vilchis &

Karunakaran, 2024).

2.4.6. “Ruta metabolica eficiente” para PHA: determinantes metabdlicos, regulacion y

estrategias de optimizacion

En produccion de PHA, la eficiencia se entiende como la capacidad de convertir carbono
disponible en polimero con pérdidas minimas durante el proceso, manteniendo estabilidad del
almacenamiento y buen desempefio fisiologico. A nivel bioquimico, una ruta eficiente sostiene
(1) un pool adecuado de monomeros CoA-activados, (ii) suficiente poder reductor (NADPH)
para reacciones clave (como PhaB en PHB) y (iii) una polimerizacion efectiva mediada por

PhaC (Getino et al., 2024; Morlino et al., 2023).

A nivel fisioldgico, la eficiencia se vincula con el estado nutricional: la acumulacion de

PHA se favorece tipicamente cuando existe exceso de carbono y limitacion de nutrientes,
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escenario en el cual la célula redirige flujos hacia almacenamiento. En organismos modelos
asociados a este campo, se describe que el control de condiciones de cultivo por condiciones
como, relacion carbono y nitrégeno, la disponibilidad de oxigeno y la estrategia de alimentacion
modula el equilibrio entre crecimiento y acumulacion, y puede influir en el grado de

movilizacion posterior del polimero (Zhang et al., 2022).

En términos de ingenieria y optimizacion, revisiones recientes destacan que la mejora
de produccion en bacterias modelo se apoya en estrategias de ingenieria metabdlica que ajustan
flujos y reducen “fugas” hacia rutas competidoras, ademas de intervenir genes que influyen en
acumulacion y movilizacién. Un enfoque recurrente en la literatura es comprender y modelar
la red metabdlica para permitir identificar cuellos de botella y proponer intervenciones con
mayor probabilidad de éxito (Morlino etal.,, 2023). Asimismo, revisiones enfocadas en
estrategias metabdlicas para incrementar PHB y copolimeros resaltan la relacion entre
flexibilidad de sustratos, acumulacion intracelular y la expresion génica, lo que denota la
necesidad de estudiar genes y rutas en linajes relacionados con Ralstonia spp. (Hectors et al.,

2025).

En consecuencia, la “ruta eficiente” no se reduce a un nico gen por lo que se interpreta
como procesos continuos donde (i) PhaC determina la capacidad y selectividad de
polimerizacion, (ii) el metabolismo central sostiene precursores y NADPH, y (iii) PhaZ y la
regulacion del granulo condicionan la estabilidad del almacenamiento (De Eugenio et al., 2007;

Getino et al., 2024).

2.5. Bioinformatica, software y analisis.

La bioinformatica integra métodos computacionales para analizar secuencias de ADN
y proteinas con el fin de identificar genes, inferir funcion y establecer relaciones evolutivas, lo

cual resulta esencial para estudiar la biosintesis de PHA en Ralstonia spp. En este contexto, la
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bioinformatica permite detectar y comparar genes clave del sistema pha (por ejemplo, phaA,
phaB, phaC y phaZ), evaluar su conservacidon y asociarlos con rutas metabdlicas que
suministran precursores y cofactores para la sintesis del biopolimero (Getino et al., 2024;

Morlino et al., 2023).

Las secuencias se manejan habitualmente en formato FASTA, que estandariza el
almacenamiento y el intercambio de datos, y constituye la entrada tipica para herramientas de
comparacion (Pearson & Lipman, 1988). El primer paso para identificar genes candidatos suele
ser el uso de BLAST, una herramienta de alineamiento local basada en similitud que compara
una secuencia “consulta” contra bases de datos para recuperar homologos; sus resultados se
interpretan principalmente mediante E-value (probabilidad de coincidencia por azar), %
identidad y cobertura (porcion de la secuencia alineada) (Altschul et al., 1990). En genes
funcionales como phaC (PHA sintasa), se considera importante exigir simultineamente bajo E-
value, alta cobertura y conservacion de regiones clave, ya que coincidencias parciales pueden

inducir anotaciones erroneas.

Posteriormente, se emplean alineamientos multiples (MSA) para comparar varias
secuencias del mismo gen, identificar regiones conservadas, detectar variacion y preparar datos
para analisis evolutivo. Un método clasico ampliamente citado es Clustal W, disefiado para
mejorar la sensibilidad del alineamiento progresivo (Thompson et al., 1994). Con base en estos
alineamientos, el analisis filogenético permite organizar secuencias en un marco evolutivo y
respaldar comparaciones entre variantes de genes pha en Ralstonia spp., usando programas
como MEGA vy enfoques de méaxima verosimilitud, usualmente con evaluacién de soporte
(bootstrap) (S. Kumar et al., 2024; Stamatakis, 2014). En conjunto, estas herramientas permiten
sostener con evidencia la relacion entre secuencias génicas, rutas metabolicas y potencial

biosintético de PHA en cepas de Ralstonia spp.
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Capitulo 111

3. Metodologia

3.1.  Estructura metodolégica PRISMA 2020

Para la presente investigacion se basara en las directrices establecidas en la metodologia
PRISMA 2020 (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) aquella
que tiene como finalidad mejorar la claridad y transparencia en las revisiones sistematicas,
mediante rigurosos procesos de busqueda y seleccion de informacion utilizando literatura

cientifica fiable (Page et al., 2021).

3.1.1. Definicion del problema

La tendencia en el uso de alternativas sostenibles a los derivados del petroleo es una
realidad, en el cual los PHA estan ganando terreno en el campo investigativo a nivel global, sin
embargo, esta curva se ve limitada en regiones de Latinoamérica (Ascencio-Galvan et al., 2024),
mas en especifico en Ecuador, donde no se tiene un microorganismo plataforma o caracteristico
con la posibilidad producir este biopolimero con certeza. Esta revision proporcionard
informacion acerca de bacterias con posibilidad de producir PHA y ver qué condiciones

permiten lograr dar los mejores rendimientos.

3.1.2. Busqueda sistemdtica

El proceso de busqueda de la literatura cientifica para la revision sistematica se realizara
mediante las bases de datos de Scopus, Pubmed, ScienceDirect, y MDPI, seleccionadas por el
amplio alcance de informacidon que contienen. La correcta combinacion de los operadores
booleanos permitird obtener una cantidad importante de estudios encasillados a nuestra
investigacion, como base se utiliz6 la combinaciéon de ((PHA) AND (Ralstonia) AND
(biosynthesis) AND (genes)), el cual se ira adecuando para los distintos motores de busqueda

que las bases manejan.
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3.1.3. Filtros preliminares

De los estudios recopilados se utilizaran filtros preliminares para ir segregando los
articulos que se consideraran para la revision, acotando los resultados de los estudios publicados
desde enero del 2020 hasta la fecha de corte de enero de 2026. Aquellas investigaciones de libre
acceso, sin restricciones ocasionadas por muros de pagos, que dificulten la obtencion de la
informacion, los articulos que se encuentren en el idioma de inglés y espafiol, luego se seguiran

con los criterios mencionados en la Tabla 3.

3.1.4. Criterios por utilizar

Tabla 3. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

Estudios que trabajen con bacterias del género No corresponde al género Ralstonia o
Ralstonia o Cupriavidus necator. Cupriavidus necator como un productor
principal.

Estudios que aborden la biosintesis de PHA y Enfoque ligado a usos como material biomédico
tengan clara su ruta metabolica. o0 aplicacion directa.

Estudios originales con capacidad de Informacion insuficiente para evaluar su
reproducibilidad de resultados. relevancia e impacto.

Nota: Elaborado por los autores, 2026

3.1.5. Depuracion de articulos

Para el proceso del cribado de articulos en base a titulos y resumen, se utilizara el
software Rayyan.ai, que es una plataforma colaborativa de investigacion impulsada por
inteligencia artificial, que es utilizada para la seleccion y etiquetado de los articulos, permite
acelerar el proceso de las revisiones sistematicas y de literatura con herramientas inteligentes
de cribado y gestion (Gonzalez-Fernandez et al., 2025). Con este software se podra clasificar
de mejor manera los articulos rescatados del primer filtro, permitiendo clasificar aquellos que
coincidan con nuestros criterios de inclusion y exclusion, con la caracteristica que permite

eliminar articulos duplicados al comparar diferencias claves de manera manual, segregando y
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registrando segun su posterior utilidad, lo que permitird mantener una mejor trazabilidad de la

informacion.

3.1.6. Analisis bibliométrico

De los estudios extraidos de la filtracion preliminar, seran utilizados para el analisis
bibliométrico mediante el software VOSviewer, esta herramienta permite analizar patrones de
coocurrencia entre las palabras claves, términos frecuentes y de relevancia agrupando los temas

en clusters, complementando la revision sistematica al identificar tendencias en los conceptos.

Una problemética comun al consultar informacién de distintas bases de datos radica en
que no se pueden analizar todos los documentos al mismo tiempo, al generar diferentes tipos
de formatos de lectura (.Ris, .Bib, .CSV) que manejan los motores de busqueda, limitando los
articulos que se pueden trabajar y excluyendo posibles términos que no se encuentren en un
mismo formato. Como solucién ante esta problematica se empleard Zotero, un software de
gestion de referencias de codigo abierto, que permite la gestion y unificacion de articulos
cientificos (Morgan, 2024). Con este software se pueden agrupar todos los distintos formatos
de almacenamiento de datos, exportando como un solo formato. .Ris exportable, el formato
legible por el software VOSviewer, siendo la solucion que permite ejecutar el analisis

bibliométrico.

3.1.7. Gestion de referencias

Para la gestion general de las referencias que se consideraran para la revision, se
utilizara el software Mendeley, gestor principal para recolectar las citas de los articulos ya
leidos y emplearlos en la revision, ajustando al formato de citacion actual APA 7ma edicion,

minimizando errores por citacion manual.
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3.2.  Procedimiento general del analisis bioinformatico y comparativo

Con el fin de caracterizar y comparar los componentes asociados a la biosintesis de PHA,
se aplicara un flujo metodolégico secuencial basado en recuperacion de secuencias, evaluacion
de homologia, alineamientos multiples, anotacion funcional estructural. Esta estructura
permitird integrar evidencia de bases de datos especializadas y herramientas computacionales
para contrastar el organismo modelo Cupriavidus necator con bacterias tropicales del género
Ralstonia spp., garantizando criterios de seleccion reproducibles y una interpretacion biologica

coherente.

3.2.1. Busqueda y comparacion de secuencias

Las herramientas bioinformaticas conformaran la base para el analisis de secuencias
génicas y proteicas asociadas a la biosintesis de PHA, con énfasis en enzimas clave del sistema
PhaA, PhaB y PhaC. Para ello, se realizara la recuperacion de secuencias desde bases de datos
especializadas como NCBI, UniProt y KEGG y se establecerda como microorganismo de
referencia a Cupriavidus necator, dado su amplio respaldo como productor de PHA y la
disponibilidad de informacion sobre ruta metabdlica y componentes enzimaticos. Las
busquedas de homologia se depurardn priorizando alineamientos con el uso de BLAST
verificando que se incluyan consultas de alta cobertura “Query cover” y alto porcentaje de
identidad “%ID”, ya que estos parametros reflejan una correspondencia amplia del segmento
comparado y una mayor similitud a nivel de secuencia, lo cual aumenta la confianza en la
equivalencia funcional. Adicionalmente, se considerara el E-value cercano a cero como criterio
de significancia estadistica del alineamiento, debido a que indica una baja probabilidad de

coincidencias por azar.
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3.2.2. Alineamiento, anotacion funcional, filogenia y andlisis estructural.

Posteriormente, las secuencias seleccionadas seran sometidas a alineamientos multiples
y control de consistencia mediante herramientas como MEGA 12 y plataformas especializadas
como T-Coffee, con el fin de evaluar conservacion, variaciones y regiones informativas. Para
apoyar la caracterizacion funcional, se emplearan recursos de anotacion y mapeo metabdlico
con KEGG que permitan contextualizar las secuencias dentro de rutas asociadas a sintesis y
movilizacion del biopolimero. En paralelo, el andlisis estructural se respaldara en la consulta
de estructuras disponibles en RCSB-PDB vy, cuando corresponda, en modelado por homologia
utilizando SWISS-MODEL, con visualizacién y exploracion de caracteristicas estructurales
mediante PyMOL. Este flujo permitira integrar evidencia de secuencia, contexto metabolico,
relacion evolutiva y estructura para comparar el organismo modelo con bacterias tropicales del

género Ralstonia spp.

3.3.  Creacion del arbol filogenético

Los genomas de Ralstonia spp., seran minados usando como query las secuencias de
los genes involucrados en la biosintesis de PHA en el repertorio de enzimas involucradas en la
biosintesis del PHA Cupriavidus necator, con la finalidad de encontrar homoélogos de genes
involucrados en la sintesis de PHA en cepas de Ralstonia spp., mediante el programa BLASTp,
se realizara el andlisis filogenético comenzando por alineacion de las secuencias con el
programa MAFFT, para detectar aquellas regiones conservadas o variaciones en residuos
aminoacidicos. Para agregar relevancia a la investigacion se examinara los dominios, motivos
funcionales y estructurales con el programa InterPro. Para la construccion del arbol filogenético
se utilizara la web PhyML la cual ayudara a inferir posibles relaciones filogenéticas entre las

bacterias.



23

Con las secuencias ya obtenidas y descargadas en el formato FASTA, se debera asegurar
que exista una correspondencia entre sus respectivas proteinas. A partir de aqui se podra
ejecutar el andlisis filogenético, iniciando por ver si las secuencias rescatadas se evidencian en
las bacterias tropicales mediante el programa BLASTp. Una vez confirmado que las proteinas
existen dentro de su genoma, se alineara las secuencias con el programa MAFFT, para detectar
aquellas regiones conservadas o variaciones en residuos aminoacidicos. Para agregar relevancia
a la investigacion se examinara los dominios motivos funcionales y estructurales con el
programa InterPro. Para la construccion del arbol filogenético se utilizara tentativamente el
software MEGA12, los cuales ayudaran a inferir posibles relaciones filogenéticas entre las
bacterias (Hohler et al., 2022) esto agilizard la comprension entre las divergencias evolutivas y
observar la capacidad biosintética de las bacterias promisorias tropicales, asi como comprender

su divergencia evolutiva y la capacidad biosintética de cada una.
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Capitulo IV

4. Resultados y discusiones

4.1. Seleccion de estudios

Los estudios incluidos en esta investigacion se seleccionaron a partir de literatura
cientifica relacionada con las rutas metabolicas y secuencias génicas involucradas en la
biosintesis de PHA en bacterias del género Ralstonia spp. de origen tropical. Para asegurar un
proceso reproducible y transparente, la revision sistemdtica se desarrolld siguiendo las

directrices de PRISMA 2020.

La busqueda se realizo en las bases de datos Scopus, PubMed, ScienceDirect y MDPI,
complementando con una exploracion adicional en Google Scholar y trabajos de titulacion
nacionales para identificar posibles registros relevantes no indexados en las anteriores. Se
consideraron publicaciones desde enero de 2020 hasta la fecha de corte establecida (enero de
2026). Para la recuperacion de estudios se empled una estrategia con operadores booleanos
centrada en los términos ‘“polyhydroxyalkanoate-PHA”, “Ralstonia-Cupriavidus necator-
Ralstonia eutropha” y componentes vinculados a biosintesis, rutas metabolicas, genes y
enzimas del sistema PHA (p. ¢j., phaA, phaB, phaC, phaZ), la cual fue adaptada segtin los

criterios que delimitan cada motor de bisqueda.



25

Tabla 4. Términos y filtros de las busquedas en las bases de datos seleccionadas

Base de dato

Combinaciones utilizadas

Filtros
utilizados

Cantidad de
resultados

Scopus

( polyhydroxyalkanoate OR PHA ) AND ( Ralstonia
OR "Cupriavidus necator" OR "Ralstonia eutropha" )
AND ( biosynthesis OR pathway OR "metabolic
pathway" OR "metabolic engineering" OR gene OR
protein OR enzyme ) AND ( phaA OR phaB OR phaC
OR phaP OR PhaR OR phaZ OR synthase OR
depolymerase )

Espafiol,
Inglés

3,421

2020-2026

1,461

PubMed

( polyhydroxyalkanoate OR PHA ) AND ( Ralstonia
OR "Cupriavidus necator" OR "Ralstonia eutropha" )
AND ( biosynthesis OR pathway OR "metabolic
pathway" OR "metabolic engineering" OR gene OR
protein OR enzyme ) AND ( phaA OR phaB OR phaC
OR phaP OR PHAR OR phaZ OR synthase OR
depolymerase )

Espaiiol,
Inglés

279

2020-2026

51

ScienceDirect

polyhydroxyalkanoate ~AND ( Ralstonia OR
"Cupriavidus necator" OR "Ralstonia eutropha" )
AND ( biosynthesis OR "metabolic pathway" OR
gene ) AND ( phaC OR phaZ )

Espaiiol,
Inglés

730

2020-2026

419

MDPI

( polyhydroxyalkanoate OR PHA ) AND ( Ralstonia
OR "Cupriavidus necator" ) AND ( biosynthesis OR
metabolic pathway OR gene )

Espaiiol,
Inglés

89

2020-2026

73

Nota: Elaborado por los autores, 2026

En la fase inicial se obtuvieron 4.519 registros en total, correspondientes 3.421 en

Scopus, 279 en PubMed, 730 en ScienceDirect y 89 en MDPI. Posteriormente, al aplicar el

filtro preliminar sin cribar, de enero del 2020 hasta enero del 2026 se redujo el conjunto a 2,004

registros, correspondientes 1.461 en Scopus, 51 en PubMed, 419 en ScienceDirect y 73 en

MDPL.

A partir de la aplicacion inicial de filtros, fechas de corte, archivos sin acceso completo,

se procedio con el cribado conforme a PRISMA 2020, como se ve en la Figura 3.
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[ Identificacion de nuevos estudios via bases de datos y archivos ]

Registros identificados desde*:
Bases de Datos ( n= 2,004 )
Scopus (n =1,461) PubMed (n=51)

ScienceDirect (n =419 ) MDPI (n =73)

Texto no recuperable o acceso

restringido ( n= 1,127)

Registros cribados (n=128) Excluidos tras leer el titulo (n =725)

Duplicados eliminados (n =24 )

Eliminados tras lectura del resumen y texto completo :

No corresponde al género Ralstonia como productor
Publicaciones evaluadas para P & P

rincipal ( n=23
ver elegibilidad (u =56 principal (n=23)

l No especifica cepa, sustrato, condiciones ( n=8)

Total de estudios incluidos en la Enfoque ligado a usos como material biomédico o

aplicacion directa (n=41)

revision (n =56)

Figura 3. Diagrama de flujo PRISMA 2020 establecido para revisiones sistematicas de
literaturas e inclusion de articulos. Modificado de (Page et al., 2021).

Nota: Elaborado por los autores, 2026

Se obtuvo una revision con articulos altamente selectivos, si bien la tematica principal
se encuentra en los términos de “PHA” y “Ralstonia”, esta informacion se encuentra, en su
mayoria dispersada, no siguiendo un orden para ser integrada, no todas las investigaciones
coincidieron con los criterios preliminares de busqueda, teniendo una pérdida grande de
articulos por no tener el libre acceso que se pedia, eliminando 1,127 articulos. Se traslado los
articulos filtrados al software Rayyan.ai, con el cual se agilizo la lectura de titulos y permitio
segregar documentos con mayor facilidad al clasificarlos con etiquetas y asignarle un posterior
uso en las investigacion, eliminando 725 articulos. El software de Rayyan.ai tiene incorporado
una funcién para gestionar los archivos duplicados, comparando entre la informacion de las

bases de datos obtenido, para elegir el de mejor caracteristica, eliminando 24 articulos.
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Se inici6 el proceso del cribado con 128 articulos de base, para leer su resumen y texto
completo, accion que se facilitd gracias a la funcion de asignar etiquetas y filtros que tiene el
software de Rayyan.ai, para esto se aplicaron 3 criterios de exclusion principales siendo
aquellos que no correspondan al género Ralstonia como productor principal, se eliminaron 23
articulos; que no incluyan las condiciones para replicarlo, concentraciones de sustrato o cepa
general utilizada, se eliminaron 8 articulos; el criterio de mayor peso fue que se excluyan
articulos donde la temaética principal no sea la produccion de PHA, sino que este mas ligada a
las revisiones en el ambito biomédico como material sustitutorio en ese campo, por no ser el
foco de la revision, en el que eliminaron 41 articulos. Teniendo 56 articulos listos para la

elegibilidad que posteriormente se utilizaron en la propia revision.

4.1.1. Revision bibliométrica

Se realizo el analisis del mapa de términos generado por el software VOSviewer, se
evaluaron los 807 articulos obtenidos de la filtracion preliminar, con ejecucion de los
operadores booleanos especificados en la Tabla 4., cortes en las fechas y los que no se tiene
acceso publico, de las bases de datos de Scopus, PubMed, ScienceDirect y MDPI, la unificacion
de los formatos por individual se logrdé con el software de Zotero. Para los resultados
visualizados en el mapa se incluyeron las coocurrencia encontradas en los campos de titulos y
resumenes, no ignorando etiquetas de resumen estructurado, se aplicd un conteo completo entre
las ocurrencias de cada documento, con un minimo de “28” ocurrencias para ser permitida,
dejando a 217 de 18332 términos que cumplieron con el umbral. Se elimin6 algunos términos
relacionados a bacterias ajenas a Ralstonia eutropha y Cupriavidus Necator, como fue el caso
de “E. coli”, “Escherichia coli”, “Bacillus”, términos o abreviaciones de pesajes y palabras sin
relacion como “vv w”, “inf”, “g I, “kda”, y finalmente se excluyeron palabras relacionadas a

29 ¢ 29 <¢

estudios que solo ocasionaban ruido entre los nodos como “revision”, “articulo”, “estudio”. Se
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termind con 188 términos como los mdas destacados entre las publicaciones analizadas y

conllevaban una coherencia con la revision, como se observa en la Figura 4.

-
@3hbice yd rowlerate

.. mclpha
Wp @ coﬁ%n o v
Qh—- L PR

-

feld

®

L] ¢ \
deletion ch ge

65%5 VOSviewer PREaR phasin

Figura 4. Red bibliométrica de coocurrencia de palabras clave en VOSviewer del conjunto de
articulos recuperados tras filtrado preliminar.

Se observa como los nodos méas dominantes son los pertenecientes a PHA con 1050 y
produccion con 1039 apariciones en total, formando los nodos principales de todo el mapa, de
los cuales se iran dividiendo los demas nodos secundarios. En el cluster rojo se observan
términos mas ligados a los aplicativos industriales y el valor que estos pueden llegar a tener
competitivamente. En el cluster verde se observan términos mas arraigados a la parte bioldgica,
de como se comportan los microorganismos productores, tocando temas como el
acondicionamiento, mejoramiento genético y genes que participan en la biosintesis. En el
cluster azul, se encuentran relacionado los términos que hablan de la composicion del
biopolimero, derivados del PHB, y sustratos de interés que producen las cadenas SCL, MCL y

LCL.
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4.1.2. Comparativa entre bacterias del género Ralstonia WT

De los estudios evaluados de cepas del complejo Cupriavidus necator / Ralstonia
eutropha no modificadas genéticamente, de acuerdo con la Tabla 5, se reportaron las cepas
utilizadas, el tipo de sustrato empleado, la metodologia con las condiciones y parametros
utilizados en los estudios, el contenido intracelular de PHA y la concentracion final, como final

se coloco el tipo de polimero y/o copolimero sintetizado.



Tabla 5. Comparativa de rendimientos de PHA en bacterias del género Ralstonia.
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Microorganismo ID de Sustrato Metodologia Contenido Rendimiento  Tipode  Referencia
cepa (p/p %) (g/L) PHA
C. necator / R. VKP Fructosa Cultivo batch en medio mineral de 80 + 2% *6.6 P (3HB- (Zhila etal.,
eutropha M B- o Schlegel; acumulacion por co-3HV-  2022)
10646  butirato  limitaciéon de nutrientes y exceso de co-4HV
de sodio C. Dosificacion del sustrato a las 24,
+ GVL 48 y 72 h, manteniendo 1.5-2.0 g/L
por realimentacion.
C. necator / R. 1BP/S  Aceite Batch en matraz 0.5 L, medio 80% 6.6 P(3HB- (Zhila et al,
eutropha FU-1 de palma mineral de Schlegel; agitacion 200 co-3HV-  2021)
rpm, 30 °C; cultivo reportado a 72 h co-
para comparar sustratos; 3HHx)
cuantificacion por DCW y PHA.
C. necator / R. USM Glicerin  Medio en MSM, 30 °C, 200 rpm, 72 49+ 1% 293+0.12 P(3HB- (Zhila et al,
eutropha AHM1 a+ 1,4 h; combinacion de fuentes de C co-4HB)  2021)
3 butanodi como cosustrato para para inducir
ol incorporacion de 4HB.
C. necator / R. H 16 Aceite Biorreactor batch de 5 L; medio 72-76 % 7.2 PHB (Oh  etal,
eutropha DSM vegetal mineral; 30 °C, pH 7.0, 1 vvm, 2024)
428 agitacion 600 rpm; acumulacién por
limitacion de N con exceso de
carbono lipidico; tiempo total 72 h;
cuantificacion por DCW.
C. necator / R. USM Acido Matraz con medio MSM; optimizado  60.8% 7.6 P(3HB) (Zhila et al,
eutropha AA2-4 oleico + con C/N 30, K:HPO: 6.1 g/L, 32 °C, 2021)
(NH4):S  a 200 rpm por 66 h.
O4
C. necator / R. VKP Acidos Cultivo batch en medio mineral de 79% 7 P(3HB) (Zhila et al.,
eutropha M B- grasos Schlegel, NH4Cl 0.7 g/L como 2022)
10646  saturado limitante de N tras 25-35 h, se uso
S aerobiosis, 30 °C, matraces 0.5 L;
seguimiento cada 24 h; tiempo total
72 h.
C. necator / R. VKP Aceite Cultivo batch en matraz 0.5 L, medio  72% 33 P(3HB- (Zhila et al.,
eutropha M B- de mineral Schlegel. Proceso en dos co-3HV-  2023)
10646  pescado  etapas: 25-35 h con NH4Cl 0.5 g/L co-
residual  y luego sin N hasta completar 72 h. 3HHx)
C. necator / R. HI6 Aguas Biorreactor de 2L; medio SM; 30 °C, 85% 16 P(3HB) (Hernandez-
eutropha WT residuale 1 vvm, DO 20%; pH controlado. Herreros
s Optimizacion por fed-batch et al., 2025)
agroindu alimentacion 8-32 h y control para
striales evitar acumulacion/de VFAs.
fermenta
das
(VFAs)
C. necator / R. A-04 Extracto  Cultivo en matraz 500 mL con 100 60% 7.8 P(3HB- (Sukruansuw
eutropha crudo mL, 30 °C, 200 rpm, hasta 96 h, sin co-4HB) an &
acuoso detoxificacion con  suplemento Napathorn,
de pila  mineral 2018)
C. necator / R. BM3-  Fructosa Fed-batch en fermentador SL 2 L 76% 11.1 P(3HB) (Shin etal.,
eutropha 1 + aceite trabajo): pH 6.5, 30 °C; N: urea 2024)
vegetal 0.2%. A las 18 h alimentan aceite

(6.9 g/L) y detienen al suministrar
300 g de aceite. Cosecha ~115 h.

Nota: Elaborado por los autores, 2026
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La relacion entre la capacidad de acumulacion y la produccion volumétrica, son factores
que se encuentran relacionados con el sustrato inicial que se utilice, viendo como con el tipo de
sustrato convencional de azucares; usando fructosa junto al precursor y-valerolactona, producen
82% con rendimiento de 6.6 g/L (Zhila et al., 2022); usando extracto crudo acuoso de pina,
producen 60% con rendimiento de 7.7 g/L (Sukruansuwan & Napathorn, 2018) ; por parte de
los sustratos lipidicos; usando aceite de palma, producen 80% con rendimiento de 6.6 g/L (Zhila
et al, 2021); usando 4cidos grasos saturados, producen 76% con rendimiento de 11.1 g/L. (Zhila
et al., 2022); tiende a favorecer a una produccion y acumulacion estables con porcentajes altos
en relacion acumulacion-rendimiento; los sustratos alternativos obtenidos de residuos
agroindustriales como el aceite de pescado residual, producen 72% con rendimiento de 3.3 g/L
(Zhila et al., 2023); de aguas residuales se obtiene VFAs, producen 85% con rendimiento de 16
g/L (Hernandez-Herreros et al., 2025); tienen altos porcentajes en acumulacion pero variables
en cuanto a rendimiento. A rasgos breves se ve que los sustratos convencionales son tienen
menor sesgo de variabilidad, algo relevante en escalados y produccion industrial, pero los
residuos al ser de menor costo operativo carecen de una estabilidad que los vuelve relevantes
por su potencial de valorizacién econdmica y sostenibilidad ambiental.

4.1.3. Comparativa entre bacterias del género Ralstonia genéticamente modificadas

De los estudios evaluados de cepas del complejo Cupriavidus necator / Ralstonia
eutropha que han recibido un tipo de mejora genética, en la supresion o sobreexpresion de un
gen, de acuerdo con la Tabla 6, se reportaron las cepas utilizadas, el tipo de sustrato empleado,
la metodologia con las condiciones y pardmetros utilizados en los estudios, el contenido
intracelular de PHA y la concentracion final, como final se colocé el tipo de polimero y/o

copolimero sintetizado.
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Tabla 6. Comparativa de rendimientos de PHA en bacterias del género Ralstonia
modificadas genéticamente.

Microorganismo ID de Sustrato Metodologia Contenido Rendimiento  Tipo de Referencia
cepa (p/p %) (g/L) PHA
C. necator / R. HI16 Fructosa Cultivo batch en medio mineral; 89.1 + *73 PHB (Tang etal.,
eutropha DSM sobreexpresion de phaP y genes 1.8% 2022)
428 reguladores (phaR/phaQ),
induciendo mayor formacion de
granulos de PHB. Acumulacion bajo
exceso de carbono y limitacion de
nutrientes; analisis de biomasa y
PHB tras 72 h.
C. necator / R. DSM mezcla Cultivo autotréfico en matraz con 64.6 + *73 PHBHHx (Tanaka
eutropha 428 gaseosa  medio mineral; sulfato de amonio = 8.1% etal., 2021)
MF01  H2/O/C 1.0 g/L; intercambio gaseoso cada 12
ABlp O h; muestreo a 120 h; se reporta DCM
BBP- y PHA.
cervel
4a-
emd
C. necator / R. Re2l3 Aceite Biorreactor batch de 400 mL con 20.4% 1.09 P(3HB- (Lee etal,
eutropha 3/pCB detung  medio optimizado; 30 °C, pH 6.8 co-3HV-  2021)
81 0.1, aire 5 vvm, 400 rpm, 96 h; co-
cuantificacion por DCW y PHA 3HHXx)
C. necator / R. 1F2 Fructosa  Cultivo heterdtrofo en matraz de 500 55.9 + 09+0.1 P(3HB- (Wang et al.,
eutropha mL con 100 mL medio MS, 30 °C, 1.8% co-3HV-  2024)
130 rpm, 72 h; mantenimiento de co-
plasmidos con antibidticos. 3H4MV)
Expresan phaC de 4. caviae mutante
(phaC_Ac_NSDGQG) +
sobreexpresion bktB y expresion
heterdloga kivd (L. lactis) + padA
(E. coli).
C. necator / R. DSM Aceite Biorreactor batch de 3 L, 72 h, T30 89.6 + 8.0+0.3 P(3HB- (Ingram &
eutropha 545 de café +2 °C, pH 7.0 £ 0.1; aire 1.0 vvm; 2.6% co-3HV)  Winterburn,
DO > 30% ajustando agitacion 600— 2021)

800 rpm.

Nota: Elaborado por los autores, 2026

Larelacion entre la capacidad de acumulacion y la produccion volumétrica, son factores

que se encuentran relacionados con el sustrato inicial que se utilice, asi como con las cepas de

Ralstonia que no han recibido mejoras, se puede observar como con sustratos convencionales,

usando fructosa, producen 90.9% con rendimiento de 7.3 g/L (Tang et al., 2022); y con aceite

de café producen 92.2% con rendimiento de 8.03 g/L (Ingram & Winterburn, 2021); obtienen

una proporcion de produccion y acumulacion mucho mayor, viendo como el uso de estrategias

de modificacién genética y el modo metabolico utilizado, eleva los contenidos de PHA
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producidos. Al ser cepas modificadas, se trabajan con la idea de usar sustratos mas comunes,
usando aceite de tung, producen 20.4% con rendimiento de 1.09 g/L (Lee et al., 2021); valor
demasiado bajo, demostrando que sustratos como azucares y lipidos tienden a una mayor

acumulacion y diversidad estructural de PHAs.

4.2. Conjunto de genomas analizados

Este capitulo presenta de manera integrada los resultados derivados de la mineria
genOmica, las busquedas de homologia mediante BLAST, los alineamientos multiples
realizados con MAFFT y los analisis filogenéticos construidos con PhyML, tomando como
marco de referencia el conjunto de genes asociados a PHA descrito en Cupriavidus necator
H16 (AM260479.1). La discusion de los resultados se estructura en apartados tematicos, de
modo que cada analisis se vincula con su interpretacion bioldgica y con su importancia en el

contexto de la biosintesis de PHA en linajes tropicales de Ralstonia spp.

4.2.1. Ensamblaje genomico de Ralstonia solanacearum

Se analizaron siete ensamblajes gendmicos correspondientes a Ralstonia solanacearum
provenientes de Ecuador, los cuales fueron seleccionados bajo criterios estrictos de trazabilidad
genomica, considerando tanto los identificadores GI como los coédigos de ensamblaje
(Assembly). Esta estrategia permitid garantizar la consistencia entre las secuencias analizadas

y su origen, asi como la reproducibilidad de los andlisis posteriores.

Todos los ensamblajes evaluados presentaron resultados positivos en las busquedas de
homologia mediante BLAST frente a genes asociados al sistema de biosintesis de
polihidroxialcanoatos (PHA), lo que sugiere que estos genomas conservan, en mayor o0 menor
medida, componentes clave de esta ruta metabdlica. No se registraron ensamblajes sin
coincidencias significativas, lo que indica una distribucion relativamente homogénea del

sistema PHA dentro del conjunto de genomas analizados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Ensamblajes Ralstonia solanacearum utilizados

Assembly GI Estado de BLAST
ASM3969333v1 2734481747 Resultados Obtenidos
ASM3969254v1 2734476896 Resultados Obtenidos
ASM4171472v1 2796658750 Resultados Obtenidos
ASM4171471v1 2796655393 Resultados Obtenidos
ASM4171470v1 2796650536 Resultados Obtenidos
ASM4171469v1 2796644150 Resultados Obtenidos
ASM4171468v1 2796665147 Resultados Obtenidos

Nota: Elaborado por los autores, 2026

4.2.2. Genes de referencia en Cupriavidus necdator H16 y su funcion

El genoma de Cupriavidus necator H16 fue utilizado como organismo modelo para la
obtencion de secuencias de referencia del sistema PHA, debido a su caracterizacion exhaustiva
y a su reconocida capacidad para producir PHA a nivel industrial. Se seleccionaron genes

representativos tanto de la fase de biosintesis como de la movilizacion del polimero.

En particular, se incluyeron genes involucrados en la sintesis del mondmero precursor,
como phaA (B-ceto-tiolasa) y phaB (reductasas), asi como genes responsables de la
polimerizacion (phaCl y phaC2) y de la degradacion intracelular del polimero (phaZ1 y phaZ2).
La presencia de multiples isoenzimas reductasas (phaB1, phaB2 y phaB3) y despolimerasas
sugiere un sistema metabdlicamente flexible, capaz de responder a distintas condiciones

fisiologicas y ambientales analizada en la Tabla 8.

Estas secuencias fueron empleadas como queries tanto para las busquedas BLAST como
para los alineamientos multiples, teniendo como referencia para la comparacion evolutiva y

funcional con los genomas de Ralstonia solanacearum.
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Tabla 8. Genes de PHA en C. necator H16

Gen Gen ID Funcion principal

phaA H16 A1438 B-ceto-tiolasa: Condensa dos acetil-CoA —
acetoacetil-CoA

phaB1 HI16 A1439 Reductasa: Acetoacetil-CoA - (R)-3-
hidroxibutiril-CoA (NADPH)

phaB2 H16 _A2002 Isoenzima reductasa: Variaciéon funcional y
regulacion

phaB3 HI16 A2171 Isoenzima reductasa: redundancia/adaptacion

phaCl H16 A1437 PHA sintasa clase I: Polimeriza 3-hidroxiacil-CoA
(preferencia SCL)

phaC2 H16 A2003 PHA sintasa clase II: Amplia rango de mondémeros
(MCL)

phaZi H16 A1150 Despolimerasa intracelular: Movilizacion de PHA
desde granulos

phaZz2 H16_A2862 Despolimerasa intracelular: Variacion en regulacion

y actividad

Nota: Elaborado por los autores, 2026

4.2.3. Resultados de BLAST y alineamientos multiples

Para los identificadores GI que arrojaron resultados positivos, se realizaron blisquedas
BLAST complementarias y alineamientos multiples mediante MAFFT. Con base en estos
analisis, se expone a continuacion un resumen preliminar de las métricas obtenidas y de los

principales hallazgos correspondientes a cada gen analizados en la Tabla 9.



36

Tabla 9. Resultados preliminares Blast por GI y Genes PHA

GI Genes detectados Query Cover E-value Per.Ident

phaA 82% 0.0 86.17%

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2734481747 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

PhaZ2 86% Se-161 76.82%

phaA 82% 0.0 86.17%

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2734476896 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

PhaZ2 86% Se-161 76.82%

phaA 82% 0.0 86.17%

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2796658750 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

PhaZ2 86% Se-161 76.82%

phaA 82% 0.0 86.17%

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2796655393 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

PhaZ2 86% Se-161 76.82%

phaA 82% 0.0 86.17%-

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2796650536 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

PhaZ2 86% Se-161 76.82%

phaA 82% 0.0 86.17%

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2796644150 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

PhaZ2 86% Se-161 76.82%

phaA 82% 0.0 86.17%

PhaBl1 100% 0.0 87.06%

2796665147 PhaCl 83% 0.0 80.22%
PhaZ1 98% 0.0 85.90%

Phaz2 86% Se-161 76.82%

Nota: Elaborado por los autores, 2026

4.2.4. Gen phaA p-ceto-tiolasa

El gen phaA, que codifica una B-ceto-tiolasa responsable de la condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, fue detectado de manera consistente en
los siete ensamblajes gendmicos analizados. En todos los casos, se obtuvo un 82 %, lo que
indica que una porcion sustancial de la secuencia de referencia se encuentra representada en los

genomas de Ralstonia.
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El porcentaje de identidad observado, cercano al 86 %, sugiere una elevada similitud a
nivel de aminoacidos entre la B-ceto-tiolasa de C. necator H16 y sus homologos en Ralstonia.
Este grado de conservacion es particularmente relevante, dado que phaA cataliza el primer paso
comprometido en la ruta de biosintesis de PHA. La conservacion de esta enzima sugiere que
las cepas analizadas poseen la maquinaria necesaria para canalizar intermediarios del

metabolismo central del carbono hacia la formacion de precursores de PHA.

Adicionalmente, el valor de E-value igual a 0.0 confirma que las coincidencias
obtenidas son estadisticamente significativas, descartando la posibilidad de alineamientos
fortuitos. En conjunto, estos resultados indican que la funcion catalitica asociada a phaA

probablemente se encuentra preservada en los genomas evaluados.

4.2.5. Gen phaBl (Acetoacetil-CoA reductasa)

El gen phaB1, que codifica una reductasa dependiente de NADPH encargada de
convertir el acetoacetil-CoA en (R)-3-hidroxibutiril-CoA, mostré los resultados mas robustos
entre los genes biosintéticos analizados. En los siete ensamblajes, la cobertura de la consulta
alcanzo el 100 %, lo que indica que la secuencia de referencia fue alineada en su totalidad con

las secuencias homologas detectadas.

El porcentaje de identidad observado fue aproximadamente del 87 %, lo que refleja una
alta conservacion estructural y funcional de esta enzima. Dado que phaB1 participa en una etapa
clave que determina la disponibilidad del monémero inmediatamente previo a la polimerizacion,
su conservacion sugiere que el flujo metabolico hacia la sintesis de PHA podria mantenerse

activo bajo condiciones fisiologicas adecuadas.

El valor de E-value igual a 0.0 respalda nuevamente la significancia estadistica de los

alineamientos. La combinacion de cobertura completa, alta identidad y significancia estadistica
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indica que phaB1 representa uno de los componentes mas conservados del sistema PHA en los

genomas de Ralstonia solanacearum analizados.

4.2.6. Gen phaCl (PHA sintasa clase 1)

El gen phaCl, que codifica la PHA sintasa de clase I, responsable de la polimerizacion
de mondmeros de cadena corta (SCL) en granulos intracelulares de PHA, fue identificado en
todos los ensamblajes analizados. La cobertura de la consulta fue del 83 %, lo que indica que

la mayor parte de la secuencia de referencia presenta homologia con las secuencias detectadas.

El porcentaje de identidad, cercano al 80 %, fue inferior al observado para phaA y
phaB1, lo que sugiere un mayor grado de variabilidad en esta enzima. Este resultado es
consistente con el hecho de que la PHA sintasa suele presentar variaciones estructurales que
influyen en la especificidad de sustrato, la longitud del polimero y las propiedades

fisicoquimicas del PHA producido.

A pesar de esta variabilidad relativa, los valores de E-value igual a 0.0 indican que las
homologias son altamente significativas. En conjunto, estos resultados sugieren que los
genomas de Ralstonia analizados podrian poseer la capacidad de sintetizar PHA de cadena corta,
aunque con posibles diferencias en eficiencia o caracteristicas del polimero respecto a C.

necator H16.

4.2.7. Gen phaZl (despolimeriza intracelular)

El gen phaZl, asociado a la degradacion intracelular del PHA almacenado en forma de
granulos, present6 una cobertura de la consulta del 98 % en todos los ensamblajes analizados.
Este alto nivel de cobertura indica una correspondencia casi completa con la secuencia de

referencia.
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El porcentaje de identidad observado, superior al 85 %, sugiere una fuerte conservacion
funcional de esta despolimeriza. La presencia de phaZ1 implica que las bacterias no solo poseen
la capacidad de sintetizar PHA, sino también de movilizarlo como fuente de carbono y energia

bajo condiciones de limitacion nutricional.

El valor de E-value igual a 0.0 indican que las homologias son altamente significativas.
La conservacion de phaZ1 en todos los genomas analizados indica que el metabolismo del PHA
en Ralstonia solanacearum probablemente incluye mecanismos eficientes de reciclaje del

polimero.

4.2.8. Gen phaZ?2 (despolimeriza intracelular)

El gen phaZ2 fue igualmente detectado en los siete ensamblajes, con una cobertura del
86 % y valores de identidad cercanos al 77 %. En comparacion con phaZ1, estos valores reflejan
un mayor grado de variabilidad, lo que podria estar relacionado con diferencias en regulacion,

especificidad de sustrato o condiciones de expresion.

El E-value de 5 x 107'¢" demuestra que las homologias detectadas son altamente
significativas desde el punto de vista estadistico. La coexistencia de phaZl y phaZ2 en los
genomas analizados sugiere un sistema complementario de despolimerizacion, lo que podria

conferir ventajas adaptativas frente a cambios ambientales.
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4.2.9. Modelado estructural de proteinas del sistema de biosintesis del PHA

Tabla 10. Tabla de valores RMSD

Comparacion RMSD Observacion
Model phaA vs 409C 10.639 Diferencias significativas; nucleo
catalitico conservado, pero con
variaciones
Model phaB vs 4NSM 0.077 Superposicion casi perfecta;
conversion del sitio de union a
Acetil-CoA
Model phaB vs 4NSN 0.194 Alta similitud; conservacion del sitio
de union a NADPH
Model phaC vs SHz2 0.076 Alta conservacion; arquitectura

catalitica preservada para la
polimerizacién de PHA

Nota: Elaborado por los autores, 2026

4.2.10. Interpretacion de los valores RMSD para Pha

Figura 5. Alineamiento del modelo de la proteina phaA mediante el software PyMol y andlisis

en sus diferencias cataliticas. (a) Estructura cristalizada de la proteina modelo de phaA (elaborado en
SwissModel). (b) Estructura generada de la proteina de Ralstonia solanacearum (referencia 409C). (c)
Alineamiento generado entre ambas proteinas. (d) Sitio activo de las proteinas.



41

El alineamiento del modelo de la proteina phaA (B-ceto-tiolasa) con la estructura de
referencia 409C arroj6 un valor de RMSD = 10.639. Este valor relativamente alto indica que,
aunque el nucleo catalitico de la enzima se conserva, existen diferencias significativas en
regiones periféricas de la proteina. Dichas variaciones pueden deberse a divergencias evolutivas
entre Ralstonia solanacearum 'y Cupriavidus necator, o a la flexibilidad propia de las enzimas
que interactiian con metabolitos centrales. La conservacion del nucleo catalitico asegura que la
proteina mantenga su capacidad de condensar dos moléculas de acetil-CoA para formar

acetoacetil-CoA, primer paso en la biosintesis de PHA.

4.2.11. Interpretacion de los valores RMSD para Pha

Figura 6. Alincamiento del modelo de la proteina phaB mediante el software PyMol y su
analisis en sus diferencias cataliticas. (a) Estructura cristalizada generada de la proteina de Ralstonia
eutropha (referencia 4ANSM). (b) Estructura cristalizada generada de la proteina de Ralstonia eutropha (referencia
4N5n). (¢) Estructura de la proteina modelo de phaB (elaborado en SwissModel). (d) Alineamiento generado entre
ambas proteinas y subunidades.

El modelo de la proteina phaB (3-ketoacyl-ACP reductase) mostrd una conservacion
estructural alta al alinearse con las estructuras de referencia 4AN5M y 4N5N. Los valores de

RMSD fueron 0.077 y 0.194, respectivamente, lo que refleja una similitud tridimensional muy
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alta. Estos resultados confirman que la proteina modelada conserva de manera casi idéntica las
dos subunidades funcionales: una asociada al cofactor NADPH (4N5N) y otra vinculada al
sustrato Acetil-CoA (4N5M). La presencia de estas dos subunidades en el modelo es una
representacion de la arquitectura cuaternaria de la enzima, que requiere la interaccion
simultanea con NADPH y Acetil-CoA para catalizar la reduccion de acetoacetil-CoA hacia (R)-
3-hidroxibutiril-CoA. Por lo tanto, se valida la funcidn de la enzima y demuestra que el sistema
PHA en Ralstonia solanacearum conserva los elementos esenciales para la biosintesis del

polimero.

4.2.12. Interpretacion de los valores RMSD para PhaC

Figura 7. Alineamiento del modelo de la proteina phaC mediante el software PyMol y andlisis

en sus diferencias cataliticas. (a) Estructura cristalizada de la proteina modelo de phaC (elaborado en
SwissModel). (b) Estructura generada de la proteina de Ralstonia eutropha (referencia SHZ2) (¢) Alineamiento
generado entre ambas proteinas. (d) Sitio activo de las proteinas.

El alineamiento del modelo de la proteina phaC (PHA sintasa clase I) con la estructura
de referencia SHZ2 arroj6 un valor de RMSD = 0.076, lo que indica una alta similitud
estructural. Este resultado confirma que la enzima modelada conserva la arquitectura catalitica
necesaria para polimerizar mondmeros de hidroxiacil-CoA en granulos de PHA, las estructuras

en formas de atomos de color naranja rodeada de atomos rojos son, moléculas de iones sulfatos.
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Aunque el porcentaje de identidad de secuencia fue menor que el observado en phaA y phaB,
la conservacion estructural sugiere que las diferencias se concentran en regiones periféricas de
la especificidad de sustrato o de la eficiencia de polimerizacion, mas que en el nticleo catalitico.
Esto permite que las cepas de Ralstonia solanacearum produzcan polimeros con propiedades
fisicoquimicas distintas a las de Cupriavidus necator, lo que representa un potencial

biotecnoldgico relevante.

4.2.13. Interpretacion del gen PhaZ y su comparacion con PhaC

El gen phaZ en Ralstonia solanacearum estd anotado como polyhydroxyalkanoate
depolymerase, cuya funcion es degradar los granulos de PHA intracelulares. Sin embargo, al
realizar los alineamientos estructurales, el modelo se compar6 con proteinas tipo phaC (PHA
sintasa). Esta similitud se explica por varios factores; Tanto phaZ como phaC interactian con
el mismo polimero, compartiendo motivos estructurales conservados. Existe una escasez de
estructuras cristalograficas de despolimerasas en bases de datos, lo que obliga a los algoritmos
de modelado a utilizar sintasas como plantillas més cercanas. Desde un punto de vista evolutivo,
ambas enzimas pertenecen a familias relacionadas de hidrolasas y transferasas, lo que explica

la similitud parcial entre ellas.

A pesar de esta similitud estructural, el analisis detallado del modelo de phaZ revela la
presencia de residuos cataliticos caracteristicos de enzimas hidrolasas, como la triada Serina,
Histidina, Aspartato (Ser-His-Asp). Este motivo catalitico es ampliamente reconocido en
enzimas que rompen enlaces éster, y su conservacion en el modelo confirma que la proteina
cumple efectivamente la funcion de despolimerasa intracelular. Por lo tanto, aunque la
arquitectura general de phaZ se asemeje a la de phaC, su funcién se diferencia claramente a

nivel catalitico y metabolico
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4.3.  Arboles filogenéticos recreados

Con las secuencias asociadas ya identificadas en la biosintesis del PHA, en este se
analizan los resultados de los arboles filogenéticos reconstruidos, que, desde una perspectiva
evolutiva, permita contextualizar la diversidad y relacion que tienen las bacterias Ralstonia
solanacearum del Ecuador, comparado con secuencias de cepas de un distinto género, pero no
tiene gran diferencia de manera funcional. El arbol se reconstruyd a partir de secuencias
homologas recuperadas mediante busquedas en bases de datos especializadas de NCBI, de la
cual mediante el uso de BLASTn se eligi6 una bacteria que cumpla con requisitos de un query
cover de 60% y porcentaje de identidad del 70% aproximadamente, siendo la bacteria
Burkholderia dolosa, que cumplid los requisitos para ser considerada un outgroup root y se
visualice mejor las divergencias evolutivas tanto de los genes y proteinas en los respectivos

arboles filogenéticos.
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4.3.1. Arbol filogenético basado en ADN

phai-144-CP165233.1:1783726-1754909
phaA-115-CP168237 1:1783840-1785021

phaA-07 1-CP16E246.1: 17837 79-1754960
phad-102-CP165240.1:1783730-1784211
phai-095-CP165242.1:1783736-1784919
phaA-077-CP155585.1:1784590-1785771
phaA-0682-CP155591.1:1784503-1735764
phafl-068-CP155591.1:2472341-2473609
phaf1-077-CP155588.1:2472346-2473614
phall-095-CP1632421:2471502- 2472770
phall-102-CP160240.1:2471495-2472763
phail-071-CP163246 1:247 1535-2472803
phaf1-144-CP1B8233.1:2471493- 2472781
phaZl-115-CP1B0237.1: 247 1595-2472063
phaB1-144-CP16E8233.1:1785032-1785772
phaB1-115-CP166237.1:1785144-1765684
phaB1-071-CP168246.1:1785083-1785823
phaB1-102-CP166240.1:1785034-1785774
phaB1-095-CP16EG242.1:1785042-1785752
phaB1-077-CP155558.1:1785824-1786634
phaB1-0B68-CP1558591.1:1785387-1786627
phal2-068-CP155691.1:1909052-1210387

— phaf2-077-CP155558.1:1909068-1910394

phaZ2-095-CP168242 1:1908214-1909542

phaZ2-102-CP168240.1:1908206- 1209534

phal2-071-CP160246.1:19082565- 1209583

phai2-144-CP165233.1:1905204-1909532

phaZ2-115-CP168237 . 1:1908316-1909644

phaC1-068-CP155591.1:1782703- 1784505
phaC1-077-CP156588.1:17827 16-1784512
phaC1-095-CP168242.1:1781864-1783660
phaC1-102-CP168240.1:1781856- 1783652
phaC1-071-CP16E246.1:1731905-1783701
phaC1-144-CP168233.1:1781854-1783650
phaC1-115-CP168237 1:1781966-1783762
phaC1-CPO0S795.1:1437595- 1439376

—_—

Figura 8. Arbol filogenético en base al Maximun-Likehood, para el analisis de ADN a partir
de la de las secuencias nucleotidicas, creado con el software MEGA 12, usando al gen phaCl-
CP00979, de Burkholderia dolosa como un outgroup root.

En la Figura 8 se presenta el arbol filogenético construido a partir de las secuencias
nucleotidicas de los genes asociados a la biosintesis y movilizacion de polihidroxialcanoatos
(PHA). La topologia del arbol muestra que los siete ensamblajes gendmicos de Ralstonia
solanacearum se agrupan de manera consistente en un clado compacto y bien definido. La
cercania entre las ramas correspondientes a estos ensamblajes indica un bajo nivel de
divergencia genética, lo que sugiere una alta conservacion de los genes PHA entre los
aislamientos analizados. Este patron concuerda con los elevados porcentajes de identidad y los

valores de significancia estadistica obtenidos en los analisis BLAST.

La estructura interna del clado de Ralstonia solanacearum se caracteriza por la
presencia de ramas cortas y la ausencia de subclados claramente diferenciados, lo que indica
que no existen diferencias evolutivas marcadas entre los genomas ecuatorianos para los genes

PHA estudiados. Este comportamiento sugiere que dichas secuencias han estado sometidas a
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presiones selectivas conservadoras, manteniéndose relativamente estables a lo largo del tiempo
debido a su importancia funcional en el metabolismo del carbono y en la adaptacion fisiologica

de la bacteria.

En la Figura 8, Cupriavidus necator H16 se posiciona como un clado hermano al grupo
de Ralstonia, separado por una rama de longitud moderada. Esta cercania filogenética indica la
existencia de un ancestro comun para los genes PHA en ambos linajes y valida el uso de C.
necator como organismo modelo para el estudio comparativo de la biosintesis de PHA. La
separacion observada sugiere que, aunque la funcion general del sistema se conserva, han

ocurrido eventos de divergencia genética asociados a procesos de especializacion metabolica.

Por otro lado, Burkholderia dolosa AU0158 aparece claramente separado del clado de
Ralstonia y de C. necator, ubicandose en una rama mas distante dentro del arbol. La mayor
longitud de esta rama refleja un mayor grado de divergencia nucleotidica en los genes PHA, lo
que indica una evolucién mas independiente de esta ruta metabdlica. Este resultado sugiere que,
aunque B. dolosa conserva genes homologos asociados al metabolismo de PHA, estos presentan
diferencias sustanciales a nivel de secuencia que podrian estar relacionadas con variaciones en

regulacion y eficiencia metabolica.
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4.3.2. Arbol filogenético basado en proteinas

phal2-095-XFE02242.1
phaZZ-102-XFD98900.1
phaZ2-071-XFD24050.1
phaZ2-144-FDE7E7S.1
phaZ2-077-AWE1479.1
phal2-063-XAWVWEE32E. 1
phal2-115-xFDB4338.1
phaZ1-066-XAWEEG00.1
phaZl-077-XAWE1956 .1
phaZl-095-XFEO027 191
phaZl-102-XF 099377 1
phaZl-1158-XFDB4516.1
phaZl-071-XF 024527 1
phaZl-144-XFDBE155.1
phaB1-071-AFD93952.1
phaB1-144-xFDE7551.1
phaB1-115-XF DB4241.1
phaB1-102-XF D9E302.1
phaB1-077-XAMWE1381.1
phaB1-096-XFE02144.1
phaB1-068-2AMWEE225.1

phas-0652-AMWEE227 1
phad-077 - AWE1380 1
phai-095-XFE02143.1
phad-102-XFD98801.1
phad-1156-XFD34240.1
phak-071-xXFD93951 .1
phas-144-XFD57580.1

phaC1-068-xAWE6226.1
phaC1-077-XAWE1379.1
phaC1-095-XFEDZ142.1
phaC1-102-XF DI8300.1
phaC1-071-xF 0939501
phaC1-144-xFDE7579.1
phaC1-118-xFDE4239.1
phaC1-AJy13301.1

Figura 9. Arbol filogenético en base al Maximun-Likehood, para el analisis de proteinas a
partir de las secuencias de aminodcidos, creado con el software MEGA 12, usando al gen
phaC1-AJY 13801, de Burkholderia dolosa como un outgroup root.

La Figura 9 muestra el arbol filogenético construido a partir de las secuencias de
aminoacidos de las proteinas involucradas en la biosintesis y degradacion de PHA. La topologia
general del arbol es congruente con la observada en el analisis basado en ADN, aunque presenta
ramas relativamente mas cortas, lo que indica una mayor conservacion a nivel proteico. Las
secuencias correspondientes a los siete ensamblajes de Ralstonia solanacearum se agrupan
nuevamente en un clado compacto, lo que evidencia una elevada similitud estructural entre las

enzimas PHA de los distintos genomas analizados.

La estrecha agrupacion observada en la Figura 9 sugiere que los dominios cataliticos y
las regiones funcionales esenciales de enzimas clave como PhaA, PhaB1, PhaCl y PhaZ se
encuentran altamente conservados en Ralstonia solanacearum. Este patron indica que, aunque

se hayan producido sustituciones nucleotidicas a lo largo de la evolucidén, muchas de ellas no
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han tenido un impacto significativo sobre la estructura ni la funciéon de las proteinas,

probablemente como consecuencia de la accion de la seleccion purificadora.

Las proteinas de Cupriavidus necator H16 se ubican en una posicion cercana al clado
de Ralstonia en el arbol proteico, formando una rama independiente pero proxima. Esta
disposicion sugiere que la funcidén bioquimica del sistema PHA se mantiene ampliamente
conservada entre ambos organismos, reforzando el papel de C. mecator como referencia
funcional. Las diferencias observadas podrian estar asociadas a variaciones en la regulacion

enzimatica o en la eficiencia de la polimerizacion del PHA.

En contraste, las secuencias proteicas correspondientes a Burkholderia dolosa AUO158
aparecen agrupadas en una rama mads distante en la Figura 9, lo que evidencia una mayor
divergencia en la composicion aminoacidica de sus enzimas PHA. Sin embargo, esta separacion
es menos pronunciada que la observada en el arbol basado en ADN, lo que sugiere que ciertos
motivos y dominios funcionales criticos se han mantenido conservados. Esto indica que las
proteinas PHA de B. dolosa podrian conservar actividad catalitica basica, aunque con posibles

diferencias en cinética enzimatica, regulacion o especificidad de sustrato.
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4.3.3. Filogenia de secuencias nucleotidicas PHA para aproximacion local vs WT

phaZ1-144-CP168233 1:2471493-2472761
phaZ1-115-CP 168237 1:2471595-2472863
100 | PRaZ1-071-CP168246.1:2471535-2472803
phaZ1-102-CP168240.1:2471495-2472763
100 pha1-095-CP 168242 1:2471502-2472770
phaZ1-077-CP 155588 1:2472346.-2473614
100 phaZ1-068-CP 155591 1:2472341-2473600
PhaZ1 USMAA2-4 CPO17743 1:963049-964285
—— PhaZ2 USMAHM12 AOZ00550.1
42 100 PhaZ2 A-04 MNZ JBTIXY010000001.1:3356124-3357338
’@:PhaEﬂ USMAAZ-4 CPO17748.1:4358794-4359534

PhaB1 A-04 MZ JBTIXY010000001.1:1830506-1831336
phaB1-065-CP155591.1:1785887-17868627

100 phaB1-077-CP155588.1:1785894- 1786634
a9 phaB1-005-CP 168242 1:1785042- 1785782
phaB1-102-CP 168240 1:1785034- 1785774
100 [ phaB1-071-CP 166246 1:1785083-1785523
phaB1-144-CP168233 1:1785032-1785772
phaB1-115-CP168237.1:1785144- 1785884
| phas USMAHM13 CP017751.1:2664169-2684923

phaB1 USMAHM12 CPO17751.1:2883351-2884001
78 PhaC1 USMAHM13 CPO17751.1:2885441-28872183
35 100 — PhaZ1 USMAHM13 CPD17751.1:1852131-1953367
= PhaZ1 A-04 NZ JBTIXY010000001.1:1521638- 1522895
100 —— PhaZ2 USMAAZ-4 CP017748 1:3635255-36368464
100 phaZ2-068-CP155591.1:1909050-1910387
phaZ2-077-CP155588 .1:1909066-1910304
%4 phaZ2-095-CP168242.1:1908214-1909542

phaZ2-102-CP168240.1:1908206-1909534
phaZ2-071-CP168246.1:1908255-1900583
phaZ2-144-CP168233 1:1908204-19009532
phaz2-115-CP 168237 1. 1908316-1900644

10

=1

86 Phah USMAA2-4 CPO1TT48.1:4357962-43587 16
PhaA A-04 NZ JBTIXY010000001.1:1829760- 1830521
— phah-0652-CP 155591 .1:1784583- 1785764
100 phah-077-CP155588 1:1784590- 1785771
phah-095-CP168242 1:1783738-1784819
phah-102-CP168240.1:1783720- 1784911
100 [ phah-071-CP168246.1:1783779- 1784960
phaf-144-CP168233.1:1783728-1784808
phah-115-CP1688237.1:1783840- 1785021

98 PhaC1 USMAAZ-4 CP017748.1.43556668-4357444
PhaC1 A-04 NZ JETEY010000001.1:1827486-1829255

phaC1-068-CP 155591 1:1782709-1784505

78 phaC1-077-CP 155588 1:1782716-1784512
phaC1-095-CP168242 1:1781864-1783660
phaC1-102-CP168240.1:1781856-1783652

100 phaC1-071-CP168246.1:1781905-1783701
phaC1-144-CP168233 1:1781854-1783650
phaC1-115-CP168237 1:1781866-1783762

phaC1-Burkholderia-CPO09795.1:1437535- 1439376

[ — ]

020

Figura 10. Arbol filogenético reconstruido mediante el método de Maximum Likelihood, con
un Bootstrap de 100, a partir de las secuencias nucleotidicas asociadas al sistema PHA,
generado en MEGA 12. El arbol fue enraizado utilizando phaCl de Burkholderia dolosa
CP009795 como grupo externo outgroup root. Comparando con cepas de Ralstonia de
rendimientos intermedios.

Las secuencias nucleotidicas correspondientes a R. solanacearum se distribuyeron en
clados especificos segun el gen, destacindose una baja variabilidad genética dentro de cada
agrupamiento. En particular, los clados asociados a phaZ1 y phaZ2 presentan una disposicion
compacta de las secuencias, con ramas cortas y valores de soporte elevados, lo que indica una
elevada similitud a nivel de nucleo6tidos entre las cepas analizadas y sugiere una conservacion

significativa de estos genes dentro de la especie.

En el caso del gen phaB1, el arbol revela una diferenciacion clara entre las secuencias
de R. solanacearum y aquellas pertenecientes a las cepas de referencia de Ralstonia

(Cupriavidus necator). Las cepas A-04 y USMAA2-4 se agrupan estrechamente dentro del
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linaje externo, mientras que la cepa USMAHMI3 se posiciona con una mayor distancia
filogenética relativa, lo cual se refleja en una mayor longitud de rama. Este patrén indica

diferencias en la composicion nucleotidica del gen phaB1 entre las cepas externas evaluadas.

El andlisis del gen phaA muestra una organizacion filogenética similar, con un clado
dominante que agrupa exclusivamente a las secuencias de R. solanacearum y que estd
respaldado por altos valores de bootstrap. Las secuencias correspondientes a las cepas externas
se separan claramente de este clado, manteniendo una estructura coherente con la divergencia

esperada entre especies relacionadas, pero genéticamente diferenciadas.

Para el gen phaCl, el arbol evidencia una mayor amplitud en las distancias genéticas,
particularmente por la inclusion de la secuencia de Burkholderia dolosa AU0158, la cual
presenta la mayor divergencia nucleotidica del conjunto analizado. Esta disposicion refuerza la
utilidad de dicha secuencia como grupo externo y contribuye a una delimitacion mas precisa de

los clados correspondientes a R. solanacearum 'y R. necator.

De tal manera, el analisis filogenético basado en ADN muestra la estabilidad genética
de los genes del sistema PHA dentro de Ralstonia solanacearum, asi como una diferenciacion

consistente respecto a las cepas empleadas como referencia externa.
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4.3.2. Filogenia de proteinas PHA para aproximacion local vs WT

99

phaB1-077-XAWE1381.1
JY—E

100

phah-144-XFD87580 1
phah-071-XFD93951 1
phaA-0682-XAWEE6227 1
99 | phaA-102-XFD98801 1
phaA-085-XFE02143 1
phaA-077-3AWE1380 1
100 phah-115-XFD84240 1

10

pPhaZ2-068-XAWE6326 1
phaZ2-102-XFD98900.1
100 | PhaZ2-071-XFDS4050.1
phaZ2-005-XFE02242 1
phaz2-115-XFD84239 1
9 phaz2-077-XAWE1479.1
phaz2-144-XFD87679 1
Phas2 A-04 WP 0108137701
WL Phaz2 USMAAZ 4 ACY93159 1
Phaz2 USMAHM13 ACZ00550.1
o7 100, Phaz TUSMAAZ-2 ACYE1110.1
82 1 phaz1 USMAHM13 ACYI9315.1
Phaz1 A-04 WP 011614907 1
phaZ1-077-X AWE1956.1
ol |phaZ1-095-XFE02719.1
phaZz1-102-XFD9a377 1
phaz1-071-XFDa4527 1
100 | phaZ1-068-XAWEEE00.1
phazi-144-XFDg8155.1
phazi-115-XFD84816.1

D1DD PhaC1 USMAAZ-4 AOY93733.1

PhaC1 USMAHM13 AOY99991 .1
PhaC1 A-04 WP 011615085.1

phaC1-Burkholderia-AJ¥ 13801 1

0.0

Figura 11. Arbol filogenético reconstruido mediante el método de Maximum Likelihood, con
un Bootstrap de 100, a partir de las secuencias de aminoacidos de proteinas asociadas al sistema
PHA, generado en MEGA 12. El arbol fue enraizado utilizando phaC1 de Burkholderia dolosa

AJY13801 como grupo externo outgroup root. Comparando con cepas de Ralstonia de
rendimientos intermedios.

Las secuencias correspondientes a las cepas de Ralstonia solanacearum se agruparon
de manera consistente seglin el tipo de proteina analizada, formando clados con soportes
bootstrap generalmente superiores al 95 %, lo que indica una alta conservacién evolutiva de los
componentes del sistema PHA dentro de esta especie. En particular, las proteinas PhaA y PhaB1
mostraron agrupamientos compactos, con distancias filogenéticas reducidas entre las

secuencias, reflejando una fuerte similitud estructural entre las cepas evaluadas.

Los grupos externos utilizados en el andlisis correspondieron a cepas de Ralstonia
(Cupriavidus necator) A-04, USMAA2-4 y USMAHMI13, asi como a Burkholderia dolosa
AUO158 representada por la proteina PhaCl. Estas secuencias se posicionaron de forma

consistente fuera de los clados principales de R. solanacearum, cumpliendo adecuadamente su

phaB1-095-XFE02144 1
phaB1-144-XFD87581 1
phaB1-071-XFD93952 1
phaB1-115-XFD84241 1

phaB1-068-XAWE6228 1
phaB1-102-xFD98802 1
PhaB1 A-04 WP 010810131.1
PhaB1 USMAAZ-4 AQYE3735.1
o8 phaB1 USMAHM13 AOY98989.1
1005 Phah USMAAZ-4 ACY3734.1
phaA USMAHM13 AQY98990.1
Phas A-04 WP 0108101321
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funcién como outgroup y permitiendo una correcta enraizacion del arbol. La separacion entre
las secuencias de R. solanacearum y las cepas externas estuvo respaldada por valores de
bootstrap cercanos o iguales al 100 %, evidenciando una divergencia filogenética clara entre

los grupos comparados.

Dentro del conjunto de R. necator, las cepas A-04 y USMAA2-4, ambas reportadas con
rendimientos productivos cercanos al 60 % y 60,02 % respectivamente, mostraron una estrecha
relacion filogenética entre sus proteinas PhaA, PhaB1, PhaCl, PhaZl y PhaZ2, formando
subclados. Por otro lado, las secuencias correspondientes a la cepa USMAHM13, asociada a un
rendimiento productivo menor del 49 %, se agruparon dentro del mismo linaje general, aunque
presentaron ligeras variaciones en la longitud de las ramas, lo que sugiere una mayor

divergencia relativa a nivel proteico en comparacion con las cepas de mayor rendimiento.

La proteina PhaCl de Burkholderia dolosa AU0158 se posiciond como el elemento
filogenéticamente mas distante dentro del analisis, separandose tempranamente del resto de las
secuencias y mostrando las mayores distancias evolutivas, lo que es consistente con su
pertenencia a un género diferente dentro del orden Burkholderiales. Este comportamiento
refuerza la validez del arbol obtenido y confirma la adecuada seleccion del outgroup para el

analisis comparativo.

En conjunto, el arbol filogenético basado en proteinas del sistema PHA evidencia una
clara diferenciacion entre Ralstonia solanacearum y las cepas utilizadas como referencia
externa, asi como una alta conservacion de los genes involucrados en la biosintesis y
degradacion de PHA dentro de cada grupo. Los altos valores de soporte bootstrap observados

en los principales nodos confirman la estabilidad de los clados obtenidos.
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Capitulo V

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

La aplicacion de PRISMA 2020 permiti6 sistematizar la literatura sobre biosintesis de
PHA, evidenciando la predominancia de Cupriavidus necator como organismo modelo y la
escasez de estudios integrados en Ralstonia tropical, confirmando una brecha de conocimiento

y la necesidad de consolidar evidencia para futuras investigaciones.

El anélisis comparativo de rutas metabolicas mostro que el sistema PhaA—PhaB—PhaC
es el nucleo de la sintesis de PHA, cuya eficiencia depende del balance del metabolismo central,
la regulacion y el almacenamiento intracelular. Por tanto, el rendimiento biosintético responde

a una integracion funcional y no a un nico gen.

El analisis bioinformatico indic6 alta conservacion de phaA, phaB1, phaCl y phaZ en
Ralstonia tropical, con similitud respecto a C. necator H16, y filogenias que sugieren cercania
evolutiva y conservacion funcional del sistema pha. En conjunto, Ralstonia spp. emerge como

candidata promisoria para optimizacion biotecnologica.

En conjunto, los hallazgos de esta revision sistematica posicionan a Ralstonia spp. de
origen tropical como un grupo bacteriano promisorio para el estudio y desarrollo de procesos
de producciéon de PHA. La integracion de evidencia metabdlica, génica y filogenética
proporciona una base so6lida para orientar investigaciones futuras enfocadas en la seleccion de
cepas locales, la optimizacion metabolica y el desarrollo de alternativas sostenibles frente a los

plasticos de origen petroquimico.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda incorporar plataformas de apoyo a revisiones sistematicas en la etapa de
busqueda, cribado y depuracion del corpus, se destaca el uso de herramientas basadas en
inteligencias artificiales especialmente para la deteccion de duplicados, clasificacion
semiautomatica por relevancia, priorizacion de lecturas y trazabilidad del proceso, algo que fue
de mucha ayuda. Este enfoque puede disminuir errores manuales, mejorar la consistencia en

los criterios de inclusion/exclusion y optimizar la gestion de grandes volumenes de articulos.

Se sugiere fortalecer los criterios de anotacion y verificacion funcional de genes y
proteinas asociados a la biosintesis de PHA, debido a la variabilidad en la nomenclatura
reportada por diferentes autores y a la presencia de nombres incompletos o no estandarizados.
En este sentido, se recomienda complementar la extraccion bibliografica con verificacion por
secuencia en homologia, dominios conservados y anotaciones cruzadas, a fin de confirmar

equivalencias funcionales y reducir ambigiiedades durante la comparacion.

El incrementar la robustez del andlisis comparativo mediante la incorporacion de un
mayor nimero de genomas completos de Ralstonia de origen local y la actualizacion constante
de repositorios es importante, ya que la limitada disponibilidad de genomas restringe la
variabilidad evaluable y, por ende, la profundidad de la comparacion. Asimismo, se sugiere
priorizar el uso de estructuras experimentales disponibles y reportar explicitamente las
limitaciones cuando no existan estructuras cristalizadas para proteinas clave, dado que esta
ausencia condiciona el alcance del modelado estructural y su integracion con analisis

cuantitativos.
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