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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue dirigido a dos aspectos: 1) el
aislamiento de cepas bacterianas autoctonas, provenientes de
suelos contaminados con petroleo, capaces de crecer en medios
minerales minimos suplementados con antraceno o combus-
tible diesel como unicas fuentes de carbono y 2) la transfer-
encia de la actividad degradadora de diesel a Escherichia coli
DH5a, después de su transformacion por plasmidos presentes
en las cepas autdctonas aisladas. En este trabajo se describe
el aislamiento y caracterizacion de siete cepas bacterianas,
identificadas mediante galerias API, asignadas a los géneros
Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas y Burkholderia. En
Pseudomonas, Rhizobium y Burkholderia se detecto, por elec-
troforesis en geles de agarosa, un plasmido de 11Kpb, ausente

electroporacion a E. coli DH5a le transfirio la capacidad de
crecer en el medio suplementado con combustible diesel. Las
cepas transformadas de E. coli DH5a y P. luteola, cultivadas en
medios suplementados con diesel, expresaron un polipéptido de
70KDa detectado por electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida, el cual no se expreso en E. coli DH5a sin
transformar crecida en caldo Luria. Los datos sugieren que el
polipéptido de 70KDa, posiblemente codificado por el plasmido
de 11Kpb, pudiese funcionar como un transportador de molécu-
las hidrocarbonadas tipo diesel desde el medio de cultivo al
interior de la célula bacteriana. Este tipo de estrategias experi-
mentales pudiesen constituir herramientas biotecnologicas para
mejorar las capacidades degradadoras de hidrocarburos por
cepas bacterianas presentes en ambientes naturales.

en Sphingomanas, que al ser incorporado mediante procesos de
a contaminaciéon de am-
bientes naturales por pe-

& troleo es principalmente

consecuencia de un inadecuado manejo de
los depositos de desechos de la industria
petrolera y los accidentes que ocurren en
los sitios de su explotacion (Kanaly y Ha-
rayama, 2000). En Venezuela, particular-
mente en el estado Zulia, la contaminacion
por petroleo y sus derivados, y los riesgos

asociados a ella, son elevados y preocu-
pantes. El petroleo es una mezcla hetero-
génea de compuestos organicos, principal-
mente hidrocarburos alifaticos, aromaticos
y heterociclicos, de variado tamafio y es-
tructura (Harayama et al., 1999).

En general, la contamina-
cion por hidrocarburos es persistente y esta
presente en suelos, sedimentos marinos,
aguas marinas y lacustres (Aitken et al.,

1998; Harayama et al., 1999; Kasai et al.,
2002; Saadoun, 2002; Alquati et al., 2005;
Mancera-Lopez et al., 2007, Wang et al.,
2008, 2009; Sun et al., 2009), en ambientes
antarticos (Ma et al., 2006; Shukor et al.,
.2009), efluentes industriales (Mishra et al.,
2009), en peces (Olajide y Ogbeifun, 2010)
y en desechos vegetales (Song, 2009; Aru-
lazhagan et al., 2010). Especies bacterianas
autoctonas capaces de degradar hidrocar-
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buros han sido aisladas de suelos y sedi-
mentos marinos impactados por petroleo
(Atlas y Bartha, 1972; Leahy y Colwell,
1990; Bracho et al., 2004; Diaz et al.,
2006; Adeline et al., 2009).

Las actividades enzimati-
cas de alta especificidad implicadas en es-
tos procesos degradativos estan codifica-
das en el cromosoma bacteriano y las de
baja especificidad en plasmidos. Estas ulti-
mas degradan benzoatos metilados, xile-
nos, tolueno y benceno (Carney y Leary,
1989; Kasai et al., 2001). La capacidad de-
gradadora de hidrocarburos requiere ade-
mas de enzimas citosolicas, de la presen-
cia en la membrana externa de la pared
bacteriana de proteinas transportadoras
(porinas/permeasas), que faciliten la incor-
poracién de los hidrocarburos al espacio
periplasmatico (Black, 1991; DiRusso y
Black, 2004; Van den Berg et al., 2004;
Van den Berg, 2005; Hearn et al., 2008).

En este trabajo se descri-
be el aislamiento de cepas bacterianas pro-
venientes de suelos contaminados con pe-
troleo, capaces de crecer en medios mini-
mos minerales suplementados individual-
mente con antraceno y combustible diesel,
y la transferencia de ésta ultima capacidad
a E. coli DH50 (Hanahan, 1983), bacteria
no degradadora de hidrocarburos, median-
te transformacion con plasmidos obtenidos
de estas cepas.

Materiales y Métodos
Toma de muestras

En la estacion Bachaque-
ro, Estado Zulia, de Petrdleos de Venezue-
la, S.A. (PDVSA) se recolectaron mediante
el uso de barrenos y en bolsas plasticas
desinfectadas, muestras de suelo contami-
nados con petroleo, provenientes de dos
areas (pilas) diferentes de dicha estacion.
La temperatura se midi6 in situ y poste-
riormente las muestras fueron almacena-
das y trasladadas bajo refrigeracion al La-
boratorio de Biotecnologia, Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias y Tecno-
logia, Universidad de Carabobo (DB-FA-
CYT-UC), Valencia, Venezuela. El pH de
las muestras se determiné en un equipo
BP 3001 (Trans Instruments, Singapur).

Aislamiento y caracterizacion de cepas
bacterianas

Porciones de 1g de suelo
contaminado con petrdleo se mezclaron con
50ml de caldo nutritivo (HiMedia, India),
incubandose los sistemas a 32°C por 24h,
en aerobiosis. Alicuotas de estos cultivos
fueron transferidos nuevamente a caldo nu-
tritivo, determinandose la absorbancia a
540nm, en un espectrofotometro Genesys II
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(Spectronic Instruments, RU) a las 0 y 72h,
bajo las condiciones sefialadas previamente.
Posteriormente, alicuotas de estos cultivos
se adicionaron a un medio mineral mini-
mo (Ricoy, 2010) constituido por CuSO,
1% (0,lml), CaCl,.2H,O0 1% (0,5ml),
FeSO,.7H,O 0,5% (2ml), MgS0,.7H,0 1%
(0,5ml), ZnSO,.7H,0 1% (0,5ml), NaCl 1%
(0,5ml), (NH,4),SO4 1% (0,Iml) por litro de
tampén fosfato 0,1M; pH 7,5 y 0,5g de an-
traceno (medio MMMA), o 10ml de com-
bustible diesel comercial (medio MMMD),
como Uunicas fuentes de carbono. Todas las
sales y el antraceno fueron de grado anali-
tico y el combustible diesel se adquirio de
estaciones de gasolina locales. Los sistemas
se incubaron a 32°C, midiendo la absorban-
cia diariamente a 540nm durante 10-15 dias
de incubacion en aerobiosis. Volimenes de
Iml provenientes de colonias crecidas en
MMMA se diluyeron por factores de 10
sembrandose en placas de agar nutritivo
para el aislamiento y caracterizacion de co-
lonias. La identificacion de las cepas bacte-
rianas se establecid mediante las Galerias
API 20NE y 20E (bioMerieux, Francia).
Las colonias aisladas en MMMA fueron
posteriormente crecidas individualmente en
el mismo medio, procediéndose de igual
manera.

Cultivo de cepas bacterianas en placas
de agar suplementadas con antraceno
o diesel

Placas de agar MMM,
una vez solidificadas, fueron tratadas de
acuerdo a uno de dos protocolos: 1) Se ne-
buliz6 con una solucion de antraceno
0,05% en acetona (agar MMMa) y el exce-
so de solvente se evaporo en estufa a 32°C
(Kiyohara et al., 1982; Cho y Kim, 2001).
Las placas se inocularon con las cepas ais-
ladas cultivadas en solucion de NaCl
0,85% (Forbes et al., 2004), incubandose
en una estufa Thermo Scientific (EEUU) a
32°C y observandose periddicamente du-
rante 15 dias, hasta la aparicion de colo-
nias. La degradacion de antraceno se evi-
dencid (Cho y Kim, 2001) por la aparicion
de halos claros alrededor de las colonias,
al iluminar los cultivos con un transilumi-
nador (modelo TM-36; UVP Chromato-
Vue, EEUU).. 2) Sobre la placa de agar se
extendié 0,Iml de combustible diesel (agar
MMMd). Seguidamente se inoculd, por
extension, 50ul del cultivo bacteriano (des-
crito mas adelante) y se incubd por 1-3
dias en estufa a 32°C, hasta la aparicion
de colonias.

Aislamiento de plasmidos
Bacterias  provenientes

de cultivos en caldo MMMA o colonias
crecidas en placas de agar MMMa vy

MMM y del sistema de transformacion
se procesaron para obtener el ADN
plasmidico (Kado y Liu, 1981). Las
bacterias se resuspendieron en 200ul de
tampo6n de lisis constituido por etilen-
diamino acetato de sodio (EDTA)
25mM, Tris/hidroximetil amino metano
(trizma base)/HCI 25mM, sacarosa 10%,
lizosima 10mg'ml!, pH 8, suplementado
con 5ul de RNasa. Después de 10min a
temperatura ambiente, se agreg6 300ul de
solucion alcalina de dodecil sulfato de so-
dio (SDS) 1% y NaOH 0,2M, dejandose
en reposo sobre hielo por 5Smin. Una vez
la solucion se tornd transparente, se adi-
cion6 400ul de acetato de amonio 7,5M y
luego de 5Smin sobre hielo, la solucion se
centrifugd por 10min a 8000g. El sobre-
nadante se mezcldé con 700ul de isopropa-
nol y luego de 2min se centrifugd a
10000g por 5min lavandose el precipitado
con 300ul de etanol 70% v/v. El precipi-
tado obtenido por centrifugacion se seco
y se resuspendié en 30ul de agua. De
esta preparacion, 15ul de cada lisado bac-
teriano fue analizado mediante electrofo-
resis en geles de agarosa 0,7% a 100V
por 1h, en un equipo BioRad (EEUU),
visualizandose con el transiluminador las
bandas plasmidicas. Paralelamente se usé
un marcador de pesos moleculares (DNA-
ladder, Promega, EEUU).

Transformacion de E. coli DH50. por
plasmidos bacterianos

La cepa de E. coli fue
suministrada por el Laboratorio de Biotec-
nologia, DB-FACYT-UC, y fue mantenida
en caldo nutritivo (HiMedia) o en placas
de agar nutritivo.

Preparacion de E. coli DH50 competente.
Una colonia de E. coli resuspendida en
10ml de caldo Luria (LB) fue sometida al
procedimiento necesario para adquirir el
estado de competencia (Sambrook y Rus-
sell, 2001a), el cual se describe a continua-
cion: a la suspension bacteriana, se adicio-
n6 100pl de solucion I (MgCl, 1M,
MgSO, 1M) incubandose durante una no-
che a 37°C en una estufa Thermo Scienti-
fic. Un ml de este cultivo se agregd a
50ml de medio LB, adicionandose 0,5ml
de solucion I y se agitd por 2-3h a 37°C
hasta que el cultivo alcanzé una absorban-
cia de 0,3-0,4 unidades. Después de repo-
so por 10min sobre hielo, se centrifugd
durante 7min a 5000g en una centrifuga
Spectrafuge 16M (Labnet, EEUU) y el se-
dimento bacteriano se resuspendié en 2ml
de solucion de CaCl, constituida por
CaCl, 60mM, glicerol 15% v/v, acido
N,N-bis-etanol sulfénico (PIPES) 10mM,
pH 7. Luego de centrifugacién por 7min a
5000g el sedimento bacteriano se resus-
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06 7 , por electroforesis en geles des-

Pila 2 . .o .
naturalizantes de poliacrilamida.
oe Separacion electroforética de
E o4 proteinas. Alicuotas de 15pl de
o ’ los extractos proteicos bacteria-
3 Pilg 1 nos se mezclaron con Sul de
§ 03 7 tampon de aplicacion de mues-
tra 4x, se calentaron por 3min
0,2 1 en agua hirviente y se enfriaron
sobre hielo. La electroforesis se
0 -1+ efectué en un equipo Bio-Rad,
01 23 4 56 7 8 9101 1213 14 1516 Mini Protein II, en geles de po-

Tiempo (dias)

Figura 1. Crecimiento de la poblacion bacteriana prove-
niente de las pilas 1 y 2, luego de 15 dias de incubacion,
en medio minimo mineral con antraceno 0,05% como Uni-

ca fuente de carbono.

pendi6 en 2ml de solucion CaCl, y se con-
servo a -80°C.

Insercion del plasmido en E. coli DH5a.
Alicuotas de 100ul de bacterias competen-
tes congeladas, obtenidas con el protocolo
previo, se adicionaron a la cubeta de elec-
troporacion (0,2cm), afiadiéndose 10ul de
ADN plasmidico obtenido segun se descri-
bi6 arriba, proveniente de las cepas bacte-
rianas crecidas en MMMD. Finalmente, en
un electroporador (Gene Pulser, MX Cell
Bio Rad, EEUU), un pulso de 10V, 200Q
y 25uF fue aplicado por 4-5ms (Sambrook
y Russell, 2001b).

Viabilidad de E. coli DH5o transformada
(E. coli DH5aT). Volumenes de 5ul de los
sistemas de electroporacion se diluyeron
hasta 50pul con medio LB, sembrandose en
placas de agar MMMd e incubados en es-
tufa a 32°C, observandose la formacion de
colonias durante 24, 48 y 72h. Como con-
trol negativo se utilizo una dilucién de E.
coli DH5o (sin transformar) sembrada en
el mismo agar. Para posteriores estudios,
las colonias de E. coli DH5aT se resus-
pendieron en caldo MMMD vy se crecieron
por 24h a 32°C.

Perfiles polipeptidicos de las cepas
bacterianas

Preparacion de extractos de proteinas.
Alicuotas de 2ml de los cultivos bacteria-
nos autoctonos y transformados, previa-
mente crecidos en caldo MMMD, y E.
coli DH5a en caldo nutritivo, se centrifu-
garon a 5000g durante 7min y el sedimen-
to se resuspendido en 60ul de tampoén de
lisis (Tris 25mM, EDTA 25mM, sacarosa
10%, lizosima 10mg-ml!, pH 8). La sus-
pension fue sometida a sonicacion en un
disruptor ultrasénico de células, VirSonic
100, aplicando 17W por tres ciclos de
6-10s. La solucion sonicada obtenida cons-
tituyd la muestra proteica a ser analizada
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liacrilamida al 10%, aplicando
100V por 60-90min (Laemmli,
1970). Simultaneamente fueron
analizados patrones de peso mo-
lecular 8Bio Rad, Cat. No. 161-
0363).

Determinacion del combustible diesel
consumido

Cultivos bacterianos
(50ml) de las cepas PB6, RB2 y BB7 en
MMMD, incubados por 72h bajo las con-
diciones sefialadas en ‘aislamiento y carac-
terizacion de cepas’, se mezclaron con
10ml de hexano, agitandose vigorosamente
por 10min. Luego de reposo para permitir
la separacion de las fases se separd la fase
organica. El proceso de extraccion se repi-
ti6 una vez mas y las fases organicas se
mezclaron, transfiriéndose seguidamente a
vasos de precipitados previamente tarados.
Los extractos orgénicos se evaporaron en
estufa a 80°C y el combustible diesel resi-
dual se determind en una balanza analiti-
ca. Un sistema control (MMMD sin in6-
culo bacteriano) también fue procesado
(Ricoy, 2011).

Resultados
Condiciones de las muestras de suelo

La temperatura y pH de
las muestras (pilas) 1 y 2 fueron de 33°C
y 7,98; y de 32°C y 7,50 respectivamente.

Crecimiento bacteriano, aislamiento de
colonias e identificacion de cepas

El crecimiento de los
cultivos bacterianos en caldo MMMA se
muestra en la Figura 1, alcanzandose valo-
res maximos de 0,30 y 0,5 unidades de
absorbancia (ua) a los 9 dias de incubacion
en los sistemas provenientes de las pilas 1
y 2, respectivamente. La fase estacionaria
se alcanzo, en ambos cultivos, a los 15
dias de incubacion. De las poblaciones
bacterianas obtenidas previamente, me-
diante estrias en placas de agar nutritivo
se obtuvieron colonias cuyas caracteristi-
cas morfologicas se detallan en la Tabla I.
Del cultivo de la pila 1 se aislaron cinco
morfotipos (1-5) y dos morfotipos de la
pila 2 (6 y 7). Todas las cepas fueron ba-
cilos Gram negativos, con variadas morfo-
logias y colores. De los siete morfotipos,
tres fueron asignados al género Pseudomo-
nas, dos a Sphingomonas, uno a Rhizo-
bium y uno a Burkholderia. El crecimien-
to de estas cepas en caldlo MMMA se
muestra en la Figura 2. Las cepas 2 (R.
radiobacter, RB2) y 6 (P. luteola, PB6)
mostraron las mayores tasas de crecimien-
to, las cepas 1 (P. luteola, PB1), 3 (S. pau-
cimobilis, SB3), 4 (P. luteola, PB4) y 5 (S.
paucimobilis, SB5) mostraron crecimiento
muy moderado, y la cepa 7 (B. cepacia,
BB7) mostr6 crecimiento minimo. En to-

TABLA 1
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS BACTERIANAS
AISLADAS EN MUESTRAS DE SUELO PROVENIENTES DE LA ESTACION
DE PDVSA DE BACHAQUERO, ESTADO ZULIA, VENEZUELA

Morfotipo Especie Caracterizacion macro y micromorfologica

1 Pseudomonas luteola Colonias transparentes de borde irregular. Bacilos
Gram -, pequefios, aglomerados.

2 Rhizobium radiobacter Colonias de color naranja de borde liso. Bacilos
Gram -, medianos, delgados, aglomerados

3 Sphingomonas paucimobilis Colonias de color amarillo de borde liso. Bacilos
Gram -, muy pequefios, delgados, aglomerados.

4 Pseudomonas luteola Colonias de color verde grama de borde liso.
Bacilos Gram -, grandes, intermedios, no
agrupados

5 Sphingomonas paucimobilis Colonias de color blanco de borde liso. Bacilos
Gram -, muy pequefios, delgados, aglomerados

6 Pseudomonas luteola Colonias de color verde claro de borde liso.

Bacilos Gram -, medianos, intermedios, no
agrupados

7 Burkholderia cepacia

Colonias de color verde de borde liso. Bacilos

Gram -, medianos, delgados no agrupados
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en 50ml de medio) respectiva-
mente, mientras en el sistema
control (MMMD, sin inoculo
bacteriano) no hubo consumo
del hidrocarburo (datos no
mostrados).

Aislamiento de ADN
plasmidico

La Figura 5 muestra las
bandas correspondientes  al
ADN plasmidico aislado de las
cepas bacterianas crecidas en

Tiempo de crecimiento bacteriano (dias)

Figura 2. Curvas de crecimiento bacteriano de los morfoti-
pos aislados de las pilas 1 y 2. Los niimeros ubicados en la
parte derecha indican el morfotipo aislado. Las bacterias
fueron incubadas en MMMA y a 32°C por 10 dias.

Figura 3. Colonias bacterianas en placas de agar agar MMMa.
a: Pseudomonas luteola, b: Rhizobium radiobacter, c: Sphin-
gomonas paucimobilis, d: Burkholderia cepacia.

dos los casos el crecimiento fue progresivo
hasta los 8 dias, alcanzando valores cerca-
nos a 0,3ua (cepas RB2 y PB6); 0,lua (ce-
pas PB1, SB3, PB4 y SBS) y 0,05ua (cepa
BB7). En la Fgura 3 se muestra la morfo-
logia de las cepas RB2, SB5, PB6 y BB7
en agar MMMa, las cuales al iluminarse
con luz UV presentaron halos claros indi-
cativos de la actividad degradadora de an-
traceno.

El crecimiento de las ce-
pas PB6, RB2 y BB7 en caldo MMMD
mostrd valores maximos de 0,08-0,lua a
las 48-72h de incubacion, manteniendo la
fase estacionaria hasta las 240h, sin mos-
trar fase de muerte (Figura 4). El consumo
de combustible diesel, por estas cepas, de-
terminado por gravimetria, alcanzé valores
de 13,7; 12,3 y 10,7% m/m, de la cantidad
inicial de combustible en MMMD (0,33g
equivalentes a 0,5ml de combustible diesel
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placas de agar MMMa. En las

cepas RB2, PB6 y BB7 se de-

tectd una banda con una masa

molecular aparente de 11Kpb,

sefial que no fue detectada en

la cepa SB5 a pesar de su cre-
cimiento en medio con antra-
ceno. En la Figura 6 se ob-
serva la presencia de plasmi-
dos provenientes de bacterias
crecidas en agar MMMd, de
nuevo en las cepas PB6 y
BB7 se detect6 una banda en
la region correspondiente a
11Kpb, la cual no fue detec-
tada en RB2.

Caracterizacion de E. coli
DH5aT

Las cepas transfor-
madas fueron evaluadas en
términos de: 1) su creci-
miento (viabilidad) en me-
dios complementados con
combustible diesel, 2) por
la presencia del
plasmido
pués de la elec-
troporaciéon, 'y
3) por los perfi-
les polipeptidicos de las ce-

0,08

des- a

pondiente a 11Kpb en las cepas de E. coli
transformadas y su ausencia en E. coli
DH5a no sometida a transformacion.

La Figura 9 corresponde
a los perfiles polipeptidicos de la cepa au-
toctona PB6, E. coli sin transformar y de
las cepas transformadas, evidenciandose
en todas ellas multiples bandas polipepti-
dicas con masas moleculares comprendi-
das entre 10 y 225KDa, incluida una ban-
da ubicada en la zona de 70KDa, la cual
no fue detectada en la cepa E. coli sin
transformar.

Discusion

El crecimiento en caldo
MMMA de las poblaciones bacterianas
aisladas de las dos pilas indica que subpo-
blaciones bacterianas presentes en las
muestras son capaces de degradar antrace-
no, manteniendo un crecimiento estaciona-
rio en el lapso de 5-16 dias de incubacion
(Figura 1). El pH y temperatura de las pi-
las (7-8 y 32-33°C, respectivamente) pare-
cen favorecer la presencia de cepas bacte-
rianas autdctonas degradadoras de hidro-
carburos, tal como ha sido reportado por
otros autores (Kastner et al., 1998). Las
poblaciones bacterianas detectadas en am-
bas pilas resultaron no homogéneas, ais-
landose cinco morfotipos de la pila 1 y
dos de la pila 2. Pseudomonas (PB1, PB4,
PB6) se detectd en ambas muestras,
Sphingomonas (SB3 y SBS5) y Rhizobium
(RB2) tinicamente en la pila 1, y Bulkhol-
deria (BB7) en la pila 2. Es de hacer no-
tar que estos suelos contaminados se en-
cuentran en vertederos sin ninguna protec-
cion, a cielo abierto, expuestos a lluvias,

pas bacterianas.

La Figura 7 (a, b y ¢)
muestra el crecimiento, en pla-
cas de agar MMM(d, de las ce-
pas de E. coli DHSo y sus
transformantes E. coli DH5aT
(PB6) y E. coli DH5aT (BB7),
transformadas con material

0,08

0,04

Absorbancia (A 540 nm)

plasmidico proveniente de PB6
y BB7 respectivamente, obser-
vandose colonias aisladas indi-
cativas de su viabilidad, mien-
tras que E. coli no transforma-
da (sometida a electroporacion

0,08

0,04

en ausencia de material plas- \
midico) no crecid en tales con-
diciones (Figura 7a).

La Figura 8 indica la
presencia de bandas de ADN
plasmidico en la region corres-

o

2 4 6 8 10
Tiempo de cultivo (dias)

Figura 4. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas en
medio MMMD. a: Pseudomonas luteola, b: Rhizobium ra-
diobacter, c: Burkholderia cepacia
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Figura 5. Electroforesis en geles de agarosa de
los plasmidos provenientes de los géneros bac-
terianos aislados. M: marcador de peso mole-
cular, R: Rhizobium, P: Pseudomonas, S:
Sphingomonas, B: Burkholderia.

sol y vientos, y su tiempo de almacena-
miento en el vertedero no es el mismo,
todo lo cual podria justificar las diferen-
cias encontradas en las poblaciones bacte-
rianas aisladas.

Kpb
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Figura 6. Plasmidos bacterianos provenientes
de cultivos en placas de agar MMMd. 1: mar-
cadores de peso molecular, 2: Pseudomonas
luteola, 3: Burkholderia cepacia, 4: Rhizobium
radiobacter.
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Figura 7. Crecimiento bacteriano de E.coli DHS5a y sus
transformantes en placas de agar agar MMMd. a: E. coli
DH5a, b: E. coli DH50T(PB6), c: E.coli DH5aT(BB7).

La tasa de crecimiento
bacteriano de las cepas individuales en
presencia de antraceno (Figura 2) mostrd
ser variable. Una de las cepas de P. luteo-
la (PB6) y R. radiobacter (RB2) mostra-
ron altas tasas de crecimiento, mientras
que otras crecieron muy moderadamente
(PB1, PB4 y RBY). En el caso de Sphingo-
monas (SB3 y SBS), ambas cepas prove-
nientes de la pila 1 crecieron de manera
similar y moderada, e igual comporta-
miento fue observado en las cepas de
Pseudomonas (PB1 y PB4). Contrariamen-
te, la cepa PB6 de Pseudomonas (prove-
niente de la pila 2), crecié abundantemen-
te. Esta variabilidad metabodlica ha sido re-
portada por otros autores en diferentes gé-
neros bacterianos (Perna et al, 2001;
Tattelin et al., 2005; Hogg et al., 2007) y
se ha asumido que las diferentes capacida-
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Figura 8. Plasmidos de E. coli DH5a y sus
transformantes. 1: marcadores de peso molecu-
lar, 2: E. coli DH5dT (PB6), 3: E. coli DH5aT
(BB7), 4. E. coli DH5a (sin transformar).

des se deben a modificaciones
inducidas en el genoma de los
individuos por las condiciones
ambientales. Tal situacion ha
conducido a establecer el con-
cepto de pangenoma, definido
como el conjunto de todos las
variantes genomicas presentes
en una especie bacteriana (Tat-
telin et al., 2005). El crecimien-
to en hidrocarburos policiclicos
aromaticos ha sido reportado
previamente en varios géneros
bacterianos (Kiyohara et al.,
1982; Cho y Kim, 2001; Kasai
et al., 2002; Bracho et al., 2004; Riccardi
et al., 2005; Kumar et al., 2006; Wang et
al., 2008; Ahmed et al., 2009, Arulazha-
gan et al., 2010.). Analogamente, el uso
por bacterias de combustible diesel como
fuente de carbono también ha sido consta-
tado (Saadoun, 2002; Obire y Nwaubeta,
2001; Wang et al., 2008, 2009; Adeline et
al., 2009; Shukor et al. 2009; Olajide y
Ogbeifun, 2010)

EL ADN plasmidico (Fi-
gura 5) proveniente de colonias bacteria-
nas, crecidas en agar MMMa (Figura 3),
mostro en tres de las muestras analizadas
una banda de 11Kpb, la cual no se detec-
to en Sphingomonas. La similitud de la
masa molecular de estos plasmidos en di-
ferentes géneros bacterianos, colonizado-
res de un mismo habitat, probablemente
indica que mediante procesos de conjuga-

Figura 9. Perfiles polipeptidicos de cepas
bacterianas autdctonas, E. coli y transforman-
tes. 1: marcadores de peso molecular, 2: Pseu-
domonas luteola, 3: E. coli DH5dT (PB6), 4:
E. coli DH50T (BB7), 5: E. coli DH5a (sin
transformar).
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cion/transformacion se pudiese efectuar la
transferencia horizontal de capacidades
genéticas, lo cual dotaria a los individuos
presentes en ese habitat de la capacidad
degradadora de hidrocarburos (Ochman et
al., 2000; Dobrindt et al., 2004; Ma et
al., 2006) haciendo a la poblacion bacte-
riana total mas adaptada a su particular
habitat. La presencia de plasmidos en
bacterias degradadoras de hidrocarburo
ha sido descrita en varios géneros bacte-
rianos (Kado y Liu, 1981; Sanseverino et
al., 1993; Cho y Kim, 2001; Ma et al.,
2006; Olajide y Ogbeifun, 2010).

La capacidad degrada-
dora de combustible diesel de las cepas
aisladas se evaludé considerando que este
derivado de petroleo es uno de los con-
taminantes mas usuales del ambiente,
particularmente en zonas pobladas (esta-
ciones de expendio de combustible, talle-
res mecanicos, estacionamientos para ve-
hiculos de transporte pesado, carreteras,
entre otras). La viabilidad de las cepas
autoctonas en caldo MMMD se constatd
por las curvas de crecimiento (Figura 4)
y por el consumo de combustible diesel.
La adquisicion de la propiedad degrada-
dora de diesel por las cepas de E. coli
transformadas se correlaciond con el
crecimiento en MMMd (Figura 7), la
presencia del plasmido de 11Kpb en am-
bos transformantes (Figura 8) y la pre-
sencia de un polipéptido de 70KDa, de-
tectado por electroforesis en geles de
poliacrilamida (Figura 9). En contraposi-
cion, E. coli sin transformar no consu-
mi6 el hidrocarburo y el plasmido y po-
lipéptido no fueron detectados en los
analisis efectuados. Estos datos, tomados
en conjunto, tienden a indicar que el
plasmido de 11Kpb presente en las cepas
autoctonas codifica un polipéptido de
70KDa implicado de alguna manera en
la degradacion del combustible diesel.
Este polipéptido podria funcionar como
un transportador de membrana que faci-
lite la incorporacion del hidrocarburo al
interior bacteriano, para su posterior
metabolizacion por sistemas enzimati-
cos intracelulares. Polipéptidos con fun-
ciones de transportador de moléculas
hidrocarbonadas, con pesos moleculares
de 46KDa han sido reportados previa-
mente para Pseudomonas putida y Rals-
tonia picketti (Kasai et al., 2001; Hearn
et al., 2008) y de 48,8KDa para E. coli
(Black, 1991; Van den Berg et al.,
2004). Estudios de esta naturaleza, ade-
mas de generar conocimiento basico so-
bre los mecanismos moleculares que
median la degradacion de compuestos
xonobiodticos, podrian contribuir al me-
joramiento de cepas bacterianas desti-
nadas a la biorremediacion de ambientes
naturales contaminados.
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TRANSFER OF THE DIESEL FUEL DEGRADING CAPACITY TO Escherichia coli DH50. BY PLASMIDS ISOLATED

FROM PETROLEUM CONTAMINATED SOIL BACTERIA

Cristina Ricoy, Nicolas Boulé, Luis Amaiz, Esther Torcuatti, Luis Medina, Oscar Valbuena and Zoraida Fernandez

SUMMARY

This study was focalized on two principal aims: 1) the search
for indigenous bacterial strains isolated from petroleum con-
taminated soils and capable of growing in minimal mineral me-
dia supplemented with anthracene or diesel fuel as sole carbon
sources, and 2) the transfer of the diesel fuel degrading capacity
to Escherichia coli DH50. by plasmids from the isolated indige-
nous strains. In this paper, seven isolated bacterial strains are
described and assigned, according to the API identification sys-
tem, to the genera Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas and
Burkholderia. Plasmids from Pseudomonas, Rhizobium and Bur-
kholderia, with an 11Kbp apparent molecular mass, were detect-
ed by agarose gel electrophoresis, but not from Sphingomanas.

E. coli DH5a was able to grow on diesel fuel medium after elec-
troporation mediated transformation with the 11Kbp plasmids.
P. luteola and the transformed E. coli DH5a, growing on diesel
fuel media, expressed a 70KDa polypeptide, detected by denatur-
ing polyacrylamide gel electrophoresis, which was absent in the
non-transformed E. coli DH5o. strain grown in Luria broth. The
data suggest that the 70KDa polypeptide, probably encoded by
the 11Kbp plasmid, is involved in the uptake of diesel fuel type
molecules from the extracellular medium to the internal periplas-
mic bacterial space. This kind of experimental strategies might
constitute biotechnological tools for improving the degradative
capabilities of bacterial strains present in natural environments.

TRANSEERENCIA DA CAPACIDADE DEGRADADORA DE COMBUSTIVEL DIESEL A Escherichia coli DHSa POR
PLASMIDEOS DE BACTERIAS ISOLADAS DE SOLOS CONTAMINADOS COM PETROLEO

Cristina Ricoy, Nicolas Boulé, Luis Amaiz, Esther Torcuatti, Luis Medina, Oscar Valbuena e Zoraida Fernandez

RESUMO

O objetivo deste estudo foi orientado a dois aspectos: 1) o
isolamento de cepas bacterianas autoctones provenientes de so-
los contaminados com petroleo, capazes de crescer em meios
minerais minimos suplementados com antraceno ou combustivel
diesel como unicas fontes de carbono e 2) a transferéncia da
atividade degradadora de diesel a Escherichia coli DH5a, de-
pois de sua transformagdo por plasmideos presentes nas cepas
autoctones isoladas. Neste trabalho se descreve o isolamento e
caracterizagdo de sete cepas bacterianas, identificadas median-
te galerias API, designadas aos géneros Pseudomonas, Rhizo-
bium, Sphingomonas e Burkholderia. Em Pseudomonas, Rhizo-
bium e Burkholderia se detectou, por eletroforeses em gel de
agarose, um plasmideo de 11Kpb, ausente em Sphingomanas,
que ao ser incorporado mediante processos de eletroporagdo a

E. coli DH5a lhe transferiu a capacidade de crescer no meio
suplementado com combustivel diesel. As cepas transformadas
de E. coli DH5a e P. luteola, cultivadas em meios suplemen-
tados com diesel, expressaram um polipeptideo de 70KDa de-
tectado por eletroforeses em gel desnaturante de poliacrilami-
da, o qual ndo se expressou em E. coli DH5o sem transformar
crescida em caldo Luria. Os dados sugerem que o polipeptideo
de 70KDa, possivelmente codificado pelo plasmideo de 11Kpb,
pudesse funcionar como um transportador de moléculas hidro-
carbonadas tipo diesel desde o meio de cultivo ao interior da
célula bacteriana. Este tipo de estratégias experimentais pudes-
sem constituir ferramentas biotecnologicas para melhorar as
capacidades degradadoras de hidrocarbonetos por cepas bacte-
rianas presentes em ambientes naturais.
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