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Introducción

La incorporación de mate-
rial nutritivo al citoplasma 
celular implica una interac-
ción física inicial entre el sis-
tema membranoso de la célula 
y las moléculas a ser incorpo-
radas (Hearn et  al., 2008; 
Wiener y Horanyi, 2011). En 
bacterias Gram negativas se 
han descrito dos barreras 
membranosas, la membrana 
externa (ME) y la plasmática 
(MP); ambas delimitan el es-
pacio periplásmico y la última 
el contenido citoplásmatico 
(Prescott et  al., 2004). El 
paso de materiales a través de 
la ME es efectuado por trans-
portadores o canales protei-
cos, denominados porinas 
(Tommassen, 2010), mediante 
procesos de difusión facilita-
da. En varios géneros bacte-
rianos se han caracterizado 
las proteínas implicadas en 
estos procesos de transporte, 
diferenciándose transportado-
res de moléculas hidrofílicas e 
hidrofóbicas (Hearn et  al., 

2008; Van den Berg, 2010; 
Lepore et  al., 2011). Cuando 
las moléculas ingresan al es-
pacio periplásmico (DiRusso 
y Black, 2004, Van den Berg 
et  al., 2004; Van den Berg., 
2005; Hearn et  al., 2008), las 
permeasas ubicadas en la MP 
incorporan el material al cito-
sol bacteriano, donde tiene 
lugar su metabolización por 
sistemas enzimáticos específi-
cos (Black, 2004; Wentzel 
et  al., 2007; Rojo 2009; 
Kumari et  al., 2013). En tra-
bajos previos se ha reportado 
que Pseudomonas luteola cre-
ce en medios mínimos mine-
rales suplementados con com-
bustible diesel (MMMD) o 
antraceno (MMMA), expre-
sando una proteína de 70kDa 
(p70) localizada en la fracción 
membranosa (FM) de la bac-
teria (Ricoy et  al., 2012; Díaz 
et  al., 2013a). En el presente 
estudio se evaluó la expresión 
de la p70 en MMMA, se de-
terminó el tiempo de detec-
ción de p70 en la membrana 
al transferirse la bacteria de 

medio nutritivo a los medios 
restrictivos MMMD y MMMA 
y se evaluó la capacidad de 
degradación del combustible 
diesel (CD) presente en 
MMMD, por las fracciones 
membranosa (FM) y citosólica 
(FC) de P.  luteola.

Materiales y Métodos

Cepa bacteriana

Peudomonas luteola PB6, 
cepa aislada de suelos conta-
minados con petróleo, fue 
suministrada por el Labo- 
ratorio de Biotecnología, 
Departamento de Biología, 
Facultad de Ciencias y 
Tecnología, Universidad de 
Carabobo, Venezuela (Ricoy 
et  al., 2012).

Medios de cultivo

La cepa bacteriana fue cul-
tivada en varios medios de 
cultivo, de acuerdo a la fina-
lidad de cada experimento. El 
medio MMMD estuvo com- 

puesto por las siguientes sales 
minerales (m/v): CaCl2 1%; 
CuSO4 1%; FeSO4 0,5%; 
MgSO4 1%; ZnSO4.7H2O 1%; 
NaCl 1%; (NH4)2SO4 1% di-
sueltas en tampón fosfato 
0,1M y pH7,0; y combustible 
diesel 1% (v/v). El medio 
MMMA estuvo compuesto 
por las mismas sales minera-
les, pero suplementado con 
antraceno 0,01% (m/v). El me-
dio MMMAP por sales mine-
rales suplementado con antra-
ceno 0,01% (m/v) y peptona 
1% (m/v) (HIMEDIA). Para la 
reactivación bactiana se utili-
zó medio caldo nutritivo 
(HIMEDIA) (Díaz et  al., 
2013a; Ricoy, 2014).

Cultivo de la cepa 
bacteriana

Para evidenciar la presencia 
de p70 en la fracción mem-
branosa de la bacteria, P.  lu-
teola fue reactivada en caldo 
nutritivo, transfiriéndose luego 
1ml de cultivo a los medios 
restrictivos, e incubándose 

rición de p70 en la membrana ocurre a las 4 y 24 h después de 
su cultivo en medios minerales mínimos suplementados con CD 
o A como única fuente de carbono, lo cual indica que p70 es un 
producto inducido por la presencia del hidrocarburo. Mientras 
p70 esta implicada en el transporte del hidrocarburo a través de 
la membrana, la metabolización de CD es efectuada por enzi-
mas ubicadas en la fracción citosólica bacteriana, no detectán-
dose actividad en la fracción membranosa de P.  luteola.

RESUMEN

La incorporación de nutrientes al citoplasma bacteriano re-
quiere la interacción física entre el sistema membranoso de la 
célula y las moléculas/iones a ser internalizados. A tal efecto 
el transporte lo efectúan proteínas (porinas) que actúan como 
transportadores/canales proteicos. Este trabajo demuestra que 
durante la degradación del combustible diesel (CD) o antraceno 
(A) por Pseudomonas luteola PB6, se expresa una proteína de 
70kDa ubicada en la fracción membranosa bacteriana. La apa-
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grown in minimal mineral media supplemented with DF or A as 
the sole carbon source, p70 is detected in the bacterial mem-
brane after 4 and 24h incubation times, respectively, indicating 
that p70 is induced by the hydrocarbons. Thus, p70 is involved 
in hydrocarbon transport through the membrane, while the DF 
metabolization is carried out by enzymes located in the cytosolic 
fraction, absent from the bacterial membranous fraction.

SUMMARY

The passage of nutrients to the bacterial cytoplasm implies an 
initial physical interaction between the membrane system and 
the molecules/ions to be internalized. Such an event is mediated 
by specific proteins (porins), which work as carriers or protein 
channels. This study shows that during the degradation of die-
sel fuel (DF) or anthracene (A) by Psuedomonas luteola PB6, a 
70kDa membrane-bound protein is expressed. When bacteria are 
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aparição de p70 na membrana ocorre às 4 e 24 h após o seu 
cultivo em meios minerais mínimos suplementados com CD ou 
A como única fonte de carbono, o qual indica que p70 é um 
produto induzido pela presença do hidrocarboneto. Enquanto 
p70 está implicada no transporte do hidrocarboneto através da 
membrana, a metabolização de CD é efetuada por enzimas lo-
calizadas na fração citosólica bacteriana, não sendo detectada 
atividade na fração membranosa de P. luteola.

RESUMO

A incorporação de nutrientes ao citoplasma bacteriano re-
quer a interação física entre o sistema membranoso da célula 
e as moléculas/ions a ser internalizados. A tal efeito o trans-
porte é efetuado por proteínas (porinas) que atuam como 
transportadores/canais protéicos. Este trabalho demonstra que 
durante a degradação do combustível diesel (CD) ou antrace-
no (A) por Pseudomonas luteola PB6, se expressa uma proteí-
na de 70kDa localizada na fração membranosa bacteriana. A 

con agitación continua (90rpm) 
a 36ºC durante 3 días en estufa 
(medio MMMD) o 10 días en 
baño maría (medio MMMA). 
Alícuotas (1ml) de los cultivos 
en MMMD se retiraron a in-
tervalos de 1h hasta completar 
8h de incubación; en el caso 
de cultivos en MMMA, las 
alícuotas se colectaron cada 
24h hasta alcanzar 240h. 
Finalmente, las alícuotas fue-
ron procesadas para obtener las 
fracciones FM y FC, y el pos-
terior análisis de los respecti-
vos perf iles polipeptídicos 
electroforéticos.

Obtención de las fracciones 
membranosas y citosólicas 
de P.  luteola

Las alícuotas colectadas de 
los cultivos previamente descri-
tos se centrifugaron durante 
30min a 20000g; el sobrena-
dante se descartó y el sedimen-
to bacteriano se resuspendió en 
tampón de lisis conteniendo 
NaCl 500mM, Tris-HCl 20mM, 
2-mercaptoetanol 1mM, imida-
zol 5mM, triton X-100 0,1% 

(v/v) y EDTA 100mM, pH 8,0 
(Sambrook y Russell, 2001), y 
se sometió a tres ciclos de so-
nicación (Ultrasonic Cell 
Disrupter Virsonic 100) en hie-
lo de 45s de duración. Las 
fracciones citosólicas sobrena-
dantes (FC) y membranosas 
sedimentadas (FM) se obtuvie-
ron por centrifugación a 4700g 
durante 15min. Ambas fraccio-
nes fueron analizadas por elec-
troforesis en geles de poliacri-
lamida para determinar los 
perfiles polipeptídicos.

Electroforesis en geles de 
poliacrilamida

Las fracciones FC y FM se 
mezclaron con 5µl de tampón 
de aplicación de muestra 4X 
completándose el volumen final 
a 20µl con agua destilada esté-
ril y calentándose durante 
3min en agua hirviente. Las 
muestras se depositaron en los 
pozos de un gel de poliacrila-
mida al 10% (m/v) y la corrida 
electroforética se realizó apli-
cando 100V por 1-2h a tempe-
ratura ambiente (Laemmli, 

1970). Para la visualización 
de los polipéptidos, los geles 
fueron teñidos con plata 
(Chevallet et  al., 2006).

Capacidad degradadora de 
diesel por las fracciones de 
P.  luteola

Se utilizó 0,5ml de cultivo 
bacteriano en medio MMMD, 
que fue transferido a 50ml del 
mismo medio e incubado du-
rante tres días. Se tomó 2ml de 
estos cultivos y se centrifuga-
ron, obteniéndose las células 
bacterianas. Las fracciones FM 
y FC se obtuvieron por centri-
fugación y posterior lisis, se-
gún lo establecido anteriormen-
te. Las fracciones FC y FM se 
incubaron individualmente en 
50ml de medio MMMD to-
mándose alícuotas a las 0 y 
48h de incubación. El combus-
tible diesel (CD) remanente se 
determinó por gravimetría, en 
vasos de precipitados previa-
mente tarados, después de rea-
lizar dos ciclos de extracción 
del cultivo con hexano y eva-
porar las fases orgánicas a 

80ºC. Como sistema control, 
también se incubó y procesó el 
medio MMMD, en las mismas 
condiciones, sin adicionar las 
fracciones bacterianas.

Resultados

Los patrones polipeptídicos 
electroforéticos de las fracciones 
subcelulares FM y FC de P.  lu-
teola, en los medios MMMA y 
MMMD, se muestran en la 
Figura  1. La proteína p70 se 
detectó en la fracción FM de 
ambos cultivos, estando ausente 
en la fracción FC. El tiempo de 
aparición de p70 en FM, luego 
de su transferencia de caldo nu-
tritivo a medios restrictivos, se 
muestra en la Figura  2, obser-
vándose que p70 aparece a las 
4h de su cultivo en MMMD; 
contrariamente, la señal a 70kDa 
no se detectó en la FM después 
de su transferencia por 11h al 
medio MMMA (Figura  3). En 
vista de este comportamiento en 
MMMA, se decidió evaluar el 
efecto que podría ejercer la pre-
sencia de una fuente fácilmente 
metabolizable, como lo es la 
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rimentos también se detectó un 
descenso bajo de CD (0,05g) 
similar al de la FM, proba- 
blemente debido a volatiliza-
ción de algunos componentes 
del CD (Palit tapongarnpim 
et  al., 1998).

Discusión

Varios autores han reportado 
la capacidad degradadora de 
antraceno por parte de algunos 
microorganismos (Kanaly y 
Harayama, 2000; Bracho et al., 
2004; Ting et al., 2009; Kumar 
et  al., 2010), así como la del 
combustible diesel (Singh y 
Lin, 2008; Adeline et al., 2009; 
Shukor et  al., 2009; Kebria 
et  al., 2009; Olagide y 
Ogbeifun, 2010; Mayz et  al., 
2013). En este estudio el creci-
miento máximo de P.  luteola, 

en medios complementados con 
A o con CD diesel como única 
fuente de carbono, fue alcanza-
do a los 3 y 10 días de cultivo, 
respectivamente. El perfil poli-
peptídico de la fracción de 
membranas evidenció la pre-
sencia de la p70 en cultivos 
suplementados con los hidro-
carburos adicionados indivi-
dualmente, lo cual indica que 
la p70 esta involucrada en la 
degradación de moléculas hi-
drocarbonadas (hidrofóbicas) 
independientemente de su es-
tructura química, aromática 
cíclica o parafínica lineal/rami-
ficada. La p70 probablemente 
es codificada por una secuen-
cia localizada en un plásmido 
de 11Kpb de P.  luteola aislada 
de suelos contaminados con 
hidrocarburos (Ricoy et  al., 
2012), como ha sido reportado 
por Lacal et  al. (2013) y su 
presencia en la FM bacteriana 
depende de la disponibilidad 
de hidrocarburos en el medio 
de cultivo (Díaz et  al., 2013a, 
b). En ese sentido, p70 es un 
producto inducible, situación 
que ha sido repor tada para 
otras cepas bacterianas (Kahng 
et  al., 2000; Rojo, 2009; 
Gunasekera et  al., 2013; 
Nikolaki et  al., 2014).

El tiempo en detectar p70 
en la FM var ía de acuerdo 
con la estructura del hidrocar-
buro. En presencia de CD p70 
aparece a las 4h de su transfe-
rencia de caldo nutritivo al 
medio MMMD, mientras que 
en medio MMMA su presen-
cia se detecta a las 24h de la 
transferencia. La diferencia en 
los tiempos de aparición de 
p70 en la FM podría atribuirse 
a que A es una molécula pura 
y CD es una mezcla hetero- 

Figura 1. Electroforesis en geles de 
poliacrilamida de los extractos 
proteicos de la FM y FC de P.  lu-
teola crecida en MMM con CD o 
con antraceno como única fuente 
de carbono. 1: marcadores de peso 
molecular; 2 y 3: FM y FC de 
P.  luteola crecida con CD, respec-
tivamente; 4 y 5: FM y FC de 
P.  luteola crecida con antraceno, 
respectivamente.

Figura  2. Electroforesis en geles 
de poliacrilamida de los extractos 
proteicos de la fracción de mem-
brana de P.  luteola crecida en 
medio con diesel como única fuen-
te de carbono (MMMD) a distin-
tos t iempos de inoculación. 1: 
marcadores de peso molecular; 2, 
3, 4, 5 y 6: incubaciones a 1, 2, 4, 
5 y 6h, respectivamente. El aste-
r isco indica la presencia de la 
proteína p70kDa.

Figura 3. Electroforesis en geles de 
poliacrilamida de los extractos 
proteicos de la fracción de mem-
brana de P.  luteola crecida con 
antraceno como única fuente de 
carbono (MMMA) a distintos 
tiempos de inoculación. 1: marca-
dor de peso molecular; 2: medio 
de cultivo no inoculado; 3 al 13: 
FM de las incubaciones a las 0, 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11h, 
respectivamente.

peptona, en presencia de antra-
ceno (medio MMMAP). A las 
11h de incubación no se detectó 
la p70 (resultados no mostrados); 
no obstante, al incrementar los 
tiempos de cultivo en medios 
MMMA y MMMAP, la p70 fue 
detectada en la FM a las 24h de 
cultivo en MMMA (Figura 4) y 
a las 43h en medio MMMAP 
(Figura 5).

Figura  4. Electroforesis en gel de 
poliacrilamida de los extractos 
proteicos de la FM de P.  luteola 
crecida en los MMMA, MMMAP 
a distintos tiempos de inoculación. 
1: marcadores de peso molecular; 
2, 4 y 6: FM de las incubaciones 
en MMMA, a las 22, 23 y 24h, 
respectivamente; 3, 5 y 7: FM de 
las incubaciones en MMMAP a 
las 22, 23 y 24h, respectivamente; 
8 y 9: medios de cultivo no incu-
bados. El asterisco indica la pre-
sencia de la proteína p70kDa.

Figura 5. Electroforesis en geles de 
poliacrilamida de los extractos 
proteicos de la fracción de mem-
brana de P.  luteola crecida con 
antraceno y peptona como fuentes 
de carbono (MMMAP) a distintos 
tiempos de inoculación. 1: marca-
dores de peso molecular; 2 al 8: 
FM de las incubaciones a las 23, 
25, 28, 33, 38, 43 y 49h, respecti-
vamente. El asterisco indica la 
presencia de la proteína p70kDa.

Para evidenciar la capacidad 
de las fracciones FC y FM 
para metabolizar el combusti-
ble diesel, las fracciones obte-
nidas de cultivos bacterianos 
en medio MMMD fueron incu-
badas en el mismo medio. 
Luego de la incubación, los 
patrones polipeptídicos obteni-
dos a 0 y 48h (Figura  6) mos-
traron un consumo mayor de 
CD en la FC (0,11g) y un nivel 
bajo en la FM (0,01g). En el 
sistema control (medio MMMD 
sin células o fracciones subce-
lulares) incluido en estos expe- Figura 6. Consumo de CD por fracciones subcelulares de P.  luteola.
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génea de hidrocarburos, entre 
ellos alcanos de diferentes pe-
sos moleculares y estructuras; 
tal vez la aromaticidad/hidro-
fobicidad de A y CD interac-
cionan con diferentes afinida-
des con los elementos molecu-
lares que permiten la trans-
cripción de los genes codifica-
dos en el plásmido de 11Kpb 
de P.  luteola, o que las dife-
rentes moléculas presentes en 
CD actúan interaccionando 
con varios elementos impor-
tantes en la activación de ge-
nes, situación no valedera para 
A. El tiempo de aparición de 
p70 también depende de la 
composición del medio de cul-
tivo, fundamentalmente de las 
fuentes carbonadas (Lâzâroaie, 
2008). La presencia simultanea 
en el medio de cultivo de la 
peptona (P) y A retarda la 
aparición de p70 en las mem-
branas, ocurriendo a las 23h 
en medio MMMA y 43 h en 
medio MMMAP. El retardo 
probablemente se debe a que 
al comienzo de la incubación 
las células consumen la pepto-
na, material fácilmente meta-
bolizable; una vez agotada 
esta fuente de carbono, la bac-
teria debe adaptar su maqui-
naria enzimática y de trans-
cripción (Hernández-Arranz 
et  al., 2013) para el uso de A, 
molécula de más difícil meta-
bolización. Otra alternativa 
podría implicar la represión 
de transportadores de glucosa 
asociados a membrana, indu-
cida por compuestos aromáti-
cos y descrita en Pseudomo- 
nas putida CSV86 (Shrivastava 
et  al., 2011).

La función transportadora 
de p70, inferida en trabajos 
previos (Díaz et  al., 2013), fue 
corroborada mediante la incu-
bación de las fracciones FM y 
FC en medio MMMD; en es-
tos sistemas el consumo de 
CD fue mayoritario en la frac-
ción FC, descartando así el 
posible papel enzimático de 
p70 en la metabolización de 
CD. Estos resultados fueron 
comparados con análisis esta-
dísticos multivariados (datos 
no mostrados). Similares situa-
ciones han sido observadas en 
E. coli DH5α transformada 
con un plásmido de 11Kpb 
aislado de P.  luteola (Ricoy 

et  al., 2012). Finalmente, la 
proteína p70 ubicada en la 
f racción membranosa de la 
bacteria actúa como un trans-
portador/canal proteico especí-
fico para hidrocarburos (Van 
den Berg, 2010; Wiener y 
Horanyi, 2011), independiente-
mente de la estructura quími-
ca, aromática cíclica (antrace-
no) o alifática (alcanos consti-
tuyente del combustible diesel) 
de las moléculas hidrofóbicas 
a ser transportadas al citoplas-
ma bacteriano.
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