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Resumen. Se caracterizo el perfil plasmidico de bacterias hidrocarbo-
noclasticas aisladas de sedimento marino impactado por petréleo. Se
determinaron parametros fisicoquimicos en el agua y sedimento. La
cuantificacion del nimero UFC/g se realizo por la técnica de dilucion
en placas de agar con hidrocarburo al 0,05% p/v. La identificacion
bioquimica de las bacterias aisladas se hizo por protocolos convencio-
nales. La extraccion de plasmidos se realizo por los protocolos de lisis
alcalina reportados en la literatura. Pseudomonas sp., Enterobacter
sp., Bacillus sp. y Micrococcus sp. LDA12, mostraron una tinica ban-
da plasmidica, mientras que Staphylococcus sp. y Micrococcus sp.
LDA16 presentaron tres bandas, siendo la de 22,59 kb comtin para to-
dos los aislamientos. Las cepas de Pseudomonas sp. presentaron tres
bandas plasmidicas de tamafos diferentes (19,59; 22,74-23,49 y
28,04 kb); mientras que Enterobacter sp.y Bacillus sp. presentaron un
solo tipo de bandas (22, 74-23,49 kb) y (22,17-23,16 kb), respectiva-
mente. Las dos cepas de Staphylococcus sp. y Micrococcus sp.
LDA16 mostraron el mismo perfil plasmidico (22,59; 2,22 y 2,05 kb);
es posible que la banda plasmidica de mayor tamafo (22-23 kb), pre-
sente en la mayoria de este tipo de bacterias, codifique la capacidad
degradativa de los hidrocarburos. Las bacterias aisladas podrian usar-
se potencialmente para la remocion de hidrocarburos del ambiente im-
pactado.

Palabras clave: Bacterias, hidrocarburos, perfil plasmidico, sedimento.

* Autor para la correspondencia.

Recibido: 02 Junio 2005 / Aceptado: 25 Mayo 2006
Received: 02 June 2005 / Accepted: 25 May 2006

133



134 Diaz-Borrego et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

PLASMIDIC PROFILE OF BACTERIA
ISOLATED FROM SEDIMENT CONTAMINATED
WITH PETROLEUM, IN ZULIA STATE,
VENEZUELA

Abstract. The plasmid profile was characterized in
hydrocarbonoclastic bacteria isolated from marine sediment impacted
by petrochemical activity. Physico-chemical parameters were deter-
mined in water and sediment. Quantification of the UFC/g number
was carried out by dilution technique in plaques of hydrocarbons
(0.05% w/v). Biochemical identification of the isolated bacteria was
done using standard methods, and plasmid extraction in bacteria was
carried out according to protocols reported in the literature. Pseudo-
monas sp., Enterobacter sp., Bacillus sp. and Micrococcus sp. LDA12
stains, transported only one plasmid, whereas Staphylococcus sp. and
Micrococcus sp. LDA16 strains, presented three plasmids. However,
the 22.59 kb plasmid was present in all isolations. Pseudomonas sp.
strains present three plasmids of different sizes (19.59, 22.74-23.49
and 28.04 kb); while Enterobacter sp. (22.74-23. 49 kb) and Bacillus
sp. (22.17-23.16 kb) transported one type of plasmid. Two strains of
Staphylococcus sp. and Micrococcus sp. LDA16, showed the same
plasmid profile (22.59, 2.22 and 2.05 kb). It is possible that the larger
plasmid (22-23 kb), present in the majority of these types of bacteria,
codifies the capacity to degrade hydrocarbons. The isolated bacteria
could be used potentially for the removal of hydrocarbons from im-
pacted areas.

Key words: Bacteria, hydrocarbons, plasmid profile, sediment.

INTRODUCCION

Varios estudios han examinado la degradacion de compuestos
aromaticos por la microbiota autdctona de suelos y sedimentos mari-
nos. Dentro de las principales bacterias activas degradadoras de hi-
drocarburos en ambientes marinos se encuentran: Pseudomonas,
Acinetobacter, Achromobacter, Flavobacterium, Mycobacterium,
Brevibacterium, Corynebacterium, Arthrobacter, Neptunomonas,
Micrococcus y Vibrio, entre otras (Kanaly y Harayama 2000).
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Las bacterias hidrocarbonoclésticas son capaces de oxidar todo
tipo de hidrocarburos en forma liquida o s6lida. Esta habilidad facili-
ta que el compuesto sea dispersado y removido del ambiente (Atlasy
Bartha 2002). La capacidad de las bacterias para utilizar una varie-
dad de compuestos organicos sugiere que la microflora autoctona
tiene potencial para la biodegradacion in situ de contaminantes orga-
nicos (Fredrickson et al. 1991).

Existe mucha informacion sobre el metabolismo microbiano
del naftaleno y antraceno, los cuales estan ampliamente distribuidos
en todos los sistemas terrestres y acuaticos. Estos compuestos se han
utilizado como sustratos modelos en estudios sobre la degradacion
de hidrocarburos poliaromaticos, ya que sus estructuras se encuen-
tran en poliaromaticos mas complejos y carcinogénicos tales como:
el benzo[a] pireno, el benzo[a] antraceno y el 3-metilcloroantreno.

El estudio de la genética de los microorganismos que utilizan
hidrocarburos, ha alcanzado un gran auge desde la década pasada,
permitiendo un mejor entendimiento del metabolismo microbiano de
los hidrocarburos y su potencialidad para la descontaminacion de
ambientes impactados (Atlas y Bartha 2002).

La biodegradacion de hidrocarburos aromaticos, desde el punto
de vista genético, ocurre por dos vias: la cromosomal codificada por
la ruta de la orto-fisién que ocurre cuando los substratos son benzoa-
tos o fenoles que involucran enzimas de alta especificidad y la ruta
plasmidica de la meta-fisién cuando los substratos incluyen benzoa-
tos metilados, xilenos, toluenos y bencenos que involucran enzimas
de baja especificidad (Carney y Leary 1989). Las bacterias emplean
enzimas dioxigenasas para romper enlaces carbono-carbono del ani-
llo aromatico, convirtiéndolo en sustratos mas sencillos que son asi-
milados por las bacterias (Atlas y Bartha 2002, Madigan et al. 2004).

El ADN plasmidico juega un papel importante en la adaptacion
genética, ya que puede transferirse via conjugacioén o transforma-
cion, impartiendo nuevos fenotipos. En varios estudios se ha deter-
minado la presencia de plasmidos en bacterias con capacidad degra-
dativa de hidrocarburos, los cuales incluyen al antraceno y al naftale-



136 Diaz-Borrego et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

no (Hada y Sizemore 1981, Fredrickson ef al. 1991, Sanseverino et
al. 1993, Suarez et al. 1998, Querales et al. 2004).

En Venezuela, se han realizado pocos estudios sobre la caracte-
rizacion de plasmidos en bacterias hidrocarbonoclésticas. El objeti-
vo de este trabajo es determinar la presencia de bandas plasmidicas
en bacterias que crecen en hidrocarburos aromaticos aisladas de se-
dimento contaminado con petroleo, estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO Y RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Los estudios se realizaron en sedimento contaminado con pe-
troleo de la playa “Caimare Chico” localizada a 71° 50°4” de Longi-
tud Oeste y 11° 107332 de Latitud Norte, en la parte suroccidental
del Golfo de Venezuela, estado Zulia, municipio Paez.

Se realizaron dos muestreos, en los que se colectaron seis mues-
tras de agua y seis de sedimento, de varios sectores de la playa donde
de evidenciaron manchas de petrdleo. Las muestras de sedimento se
colectaron en bolsas estériles con cierre hermético, mientras que las
de agua se colectaron manualmente, a un metro de la orilla, en enva-
ses de vidrio estériles de 500 mL; posteriormente, se colocaron en
una cava con hielo (+4°C) y se trasladaron al laboratorio para su pro-
cesamiento. Las muestras de sedimento se emplearon para los anali-
sis bacteriologicos y el andlisis fisicoquimico se realizé en ambos ti-
pos de muestra.

ANALISIS FISICOQUIMICO

Para determinar las condiciones ambientales donde se desarro-
llaron las bacterias, se midieron los valores de temperatura, pH y sa-
linidad en todas las muestras, con un termémetro de mercurio marca
Bannan de apreciacion 0,1°C, un potenciometro modelo 691 marca
Methrom y un salindmetro-refractrometro monocular modelo
S-100, respectivamente.
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ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se pesd 1 g de sedimento y se realizaron diluciones seriadas en
solucion salina fisioldgica al 0,85%. De cada uno de los tubos se
tomo 0,1 mL y se sembro en placas de medio minimo mineral
(MMM) con agar al 2% e hidrocarburo (antraceno o naftaleno) a una
concentracion final de 0,05% p/v (Jobson et al. 1972). Las placas se
colocaron en una incubadora marca Memmert, a una temperatura de
30°C, durante dos semanas o hasta observar crecimiento. Se cuanti-
ficé el numero total de bacterias heterotroficas aerdbicas que crecie-
ron en los hidrocarburos, por el método de dilucion en placas (Madi-
gan et al. 2004) expresadas como UFC/g de sedimento. Posterior-
mente se escogio, al azar, el 10% colonias bacterianas crecidas en los
hidrocarburos para hacer una caracterizacion macroscopica y mi-
croscopica, respectivamente (MacFaddin 2000).

Para adaptar las cepas bacterianas a los hidrocarburos, se sem-
braron en fiolas de 125 mL conteniendo 50 mL de MMM con 0,05%
p/v del hidrocarburo y se incubaron durante dos semanas a 30°C con
agitacion constante (150 rpm) en un bafio con agitacion continua
marca Lab-line. Las cepas se sembraron en placas de agar contenien-
do los mismos compuestos con la finalidad de no perder los plasmi-
dos que transportan.

La identificacion bioquimica de las cepas bacterianas se realizd
mediante protocolos convencionales reportados en la literatura (Holt
1984, Murray et al. 1999, MacFaddin 2000).

EXTRACCION Y VISUALIZACION DE BANDAS PLASMIDICAS

Para las bacterias Gram negativas se utilizé el protocolo de Li-
sis Alcalina propuesto por Kado y Liu (1981) y para las Gram positi-
vas, el protocolo de Macrina et al. (1980), con algunas modificacio-
nes, para determinar el tamafio y el nimero de los pldsmidos presen-
tes en las cepas bacterianas. Para romper la pared celular de las cepas
de Bacillus sp. y Micrococcus sp. se empled lisozima y para Staph-
vlococcus lisostafina (0,5 mg/L). Los bacilos Gram positivos fueron
expuestos a la enzima durante toda la noche, a 37°C, para garantizar
la completa ruptura de la pared celular.
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La separacion y observacion de los plasmidos se realizd por
electroforesis en geles de agarosa al 0,7%, tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/mL), en una camara horizontal Primo Midicell marca
EC350, a 50 voltios, durante 4-5 horas. El ADN se visualizd en un
transiluminador UVP, Chomato-Vue. El tamafio de los plasmidos se
determind mediante el programa computacional ORIGIN version
6,0 para Windows afio 2000, basado en la migracion de las bandas de
ADN de las muestras de estudio en comparacién con las correspon-
dientes al marcador de peso molecular (PM) Lambda Hindlll, rela-
cionando de esta manera el PM con la movilidad de cada banda en el
gel de agarosa (Ausubel ef al. 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS FISICOQUIMICO

La temperatura promedio de las muestras de agua fue de 30°Cy
la de sedimento fue de 29,33°C, favoreciendo el crecimiento de bac-
terias mesofilas. El pH promedio de las muestras de agua fue de 8,15
y la salinidad fue de 30 ppm, permitiendo el crecimiento de bacterias
alcalofilas y halotolerantes (o haléfilas), respectivamente (Madigan
et al. 2004).

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se obtuvo un promedio de 34,8 x 10*y de 7,70 x 10* UFC/g de
sedimento, de cepas bacterianas que crecieron en naftaleno y antra-
ceno, respectivamente. El mayor crecimiento en naftaleno podria re-
lacionarse con su estructura quimica, cuya estructura es mas sencilla
que la del antraceno, siendo mas accesible al ataque microbiano
(Grimm y Harwood 1997, Van Hamme et al. 2003).

Se aislaron 25 cepas bacterianas, que degradaron tanto naftale-
no como antraceno, identificadas como: Pseudomonas sp. (52%),
Bacillus sp. (20%), Enterobacter sp. (12%) y Staphylococcus sp. y
Micrococcus sp. (8%) respectivamente. Del género Pseudomonas se
encontraron las siguientes especies: P. putida (24%), P. aeruginosa
(12%), P. fluorescens (8%), P. alcaligenes y P. oryzihabitans (4%),



Vol. 40, 2006] Perfil plasmidico de bacterias 139

respectivamente. Se aisl6 una especie de la Familia Enterobacteria-
ceae, Enterobacter agglomerans (12%) (Fig. 1).

Se obtuvo un mayor niumero de aislamientos del género Pseudo-
monas en comparacion con el resto de los géneros aislados. En nume-
rosos trabajos se ha sefialado a este género como el mas versatil para la
utilizacion de diversos hidrocarburos (Fuenmayor y Rodriguez 1992,
Dupontt et al. 2001, Bracho et al. 2004a, Bracho et al. 2004b).

Los géneros bacterianos Gram positivos obtenidos en este tra-
bajo también han sido reportados por Cantini et al. (2001), Dupontt
etal. (2001) y Bracho et al. (2004a), en sitios contaminados por acti-
vidad petrolera de la region zuliana.

El porcentaje menor de bacterias Gram positivas aisladas, su-
giere un desplazamiento competitivo por otros grupos bacterianos
(Bracho et al. 2004a).

PERFIL PLASMIDICO BACTERIANO

Del total de las 25 cepas aisladas, 22 (88%) presentaron plasmi-
dosy tres (12%) (P. putida LDA4; P. fluorescens LDA3 y LDN3) no
transportaron ninglin plasmido y tuvieron crecimiento de escaso a
moderado en los hidrocarburos (Tabla 1, Fig. 2B y C). Es posible que
en estas bacterias la capacidad degradativa de hidrocarburos esté codi-
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FIGURA 1. Porcentaje de cepas bacterianas aisladas.
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ficada en el cromosoma o en plasmidos de gran tamafio que no pudie-
ron ser extraidos con la técnica aplicada en este trabajo (Tabla 1,
Fig. 2A-D).

El resto de las cepas de Pseudomonas sp. presentaron tres bandas
plasmidicas de diferentes tamafios (19,59; 22,74-23,49 y 28,04 kb). El
andlisis estadistico revel6 que no se encontraron diferencias signifi-

23,130 kb
9,146 kb 23,130 kb
6,557 kb
9,146 kb
6,557 kb
2322kb
2,027 kb
2,322 kb
2027kb ¢
Pozo 1: Marcador de peso molecular AHindIIl; 2: P. Pozo 1: Marcador de peso molecular AHindlll; 2:
alcaligenes LDA19;3: P putida LDAT;4: P Bacillus LDA11;3: P fluorescens LDN3;4: P
aeruginosa LDN2;5: P putida LDA17;6: E. putida LDA21;5: E. agglomerans LDA2;6: P.
agglomerans LDAL;7: P putida LDAG;S: E. putida LDA20;7: P. aeruginosa LDA9-1;8: P
agglomerans LDAS. fluorescens LDA3.
23,130kb | 23,130 kb
9,146 kb 9,146 kb
6,557 kb 6,557 kb
Pozo 1: Marcador de peso molecular Pozo 1: Marcador de peso
AHindlll;2: P. putida LDN1;3: P. molecular  AHindIll; 2: P
putida LDA4; 4: P aeruginosa oryzihabitans LDAS-1; 3: P
LDAI1S; 5: P. putida LDA19. aeruginosa LDA9-1.

FIGURA 2. Geles de agarosa mostrando plasmidos de bacterias Gram negativas.
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cativas (p > 0,05) en el tamafio de las bandas de 22,74; 23,16; 23,24y
23,49 kb, lo cual sugiere que se trata de una misma banda plasmidica
(Fig. 2).

Fredrickson et al. (1988) caracterizaron plasmidos cripticos de
bacterias Gram negativas, a partir de ambientes contaminados por
actividad industrial, que midieron 200 kb, mayores que los reporta-
dos en este trabajo. Similarmente, Sanseverino et al. (1993) extraje-
ron plasmidos de aproximadamente 100 kb, en Pseudomonas sp. que
transportaban genes para la degradacion de naftaleno. Carney y
Leary (1989) indicaron la presencia de pldsmidos de 95 y 115 kb en
cepas de P. putida degradadoras de compuestos aromaticos.

Querales et al. (2004) detectaron tres clases de plasmidos en
Pseudomonas sp. (> 35 kb, 35 kb y 7,5 kb) transportados por cepas
degradadoras de hidrocarburos aromadticos de suelos contaminados
con petroleo de la region zuliana. El plasmido de mayor tamafio
(35 kb), transportado por todas las cepas, podria estar implicado en
la degradacion de hidrocarburos.

Las cepas de Enterobacter sp. presentaron una Unica banda
plasmidica (Fig. 2A y C) con un tamafio similar al reportado por Sua-
rez et al. (1998) para Serratia liquefaciens (23 kb) en el mismo sitio
de estudio. El plasmido de 23,49 kb, probablemente se corresponde
con el observado para Pseudomonas (Fig. 2A-D).

Las cepas de Bacillus sp. presentaron una unica banda plasmidi-
ca (Tabla 1, Fig. 3) de menor tamafio que las reportadas por Fredrick-
son et al. (1991) para bacterias Gram positivas (aproximadamente 100
kb). No se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en el tama-
o de las bandas plasmidicas de las diferentes cepas de Bacillus sp.
de lo cual se infiere que es el mismo plasmido.

Los dos aislamientos de Staphylococcus sp. (LDA13 y LDA14)
mostraron el mismo perfil plasmidico, caracterizado por tres plasmi-
dos (Tabla 1, Fig. 4); mientras que las dos cepas de Micrococcus sp.
presentaron perfiles plasmidicos distintos. La cepa Micrococcus sp.
LDA12 presentd una tnica banda en el gel de electroforesis durante
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23,130 kb
9,146 kb
6,557 kb

2322kb
2,027 kb

Pozo 1: Marcador de peso molecular
AHindWl; 2:  Bacillus sp. LDNS5 de
naftaleno; 3:  Bacillus sp. LDN5 de
antraceno; 4: Bacillus sp. LDA1I de
antraceno; 5: Bacillus sp. LDAI1I de
naftaleno.

23,130 kb

9,146 kb

6,557 kb 23,130 kb
9,146 kb

2,322kb 6,557 kb

2,027 kb

Pozo 1: Marcador de peso molecular
AHindll1; 2: Bacillus sp. LDA10 de
antraceno; 3: Bacillus sp. LDA10 de
naftaleno; 4: Bacillus sp. LDA1I de
antraceno; 5: Bacillus sp. LDA15.
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Pozo 1: Marcador de peso
molecular AHindIll; 2: Bacillus
sp. LDA22; 3: Bacillus  sp.
LDA22.

FIGURA 3. Geles de agarosa mostrando plasmidos de bacilos Gram positivos.

23,130 kb
9,146 kb
6,557 kb

2,322 kb
2,027 kb

ARN

Pozo 1: Marcador de peso molecular AHindlIlL; 2:
Staphylococcus sp. LDA13; 3: Staphylococcus sp.
LDA14; 4: Micrococcus sp. LDA12 de antraceno;
5: Micrococcus sp. LDA12 de naftaleno; 6:
Micrococcus sp. LDAL6.

FIGURA 4. Geles de agarosa mostrando plasmidos de cocos Gram positivos.

la extraccion de ADN plasmidico (22,59 kb); mientras que la cepa
LDA16 present6 tres bandas de ADN (22,59; 2,37 y 2,097 kb). La
unica banda presente en LDA12 se corresponde con la primera ban-
da correspondiente a LDA16, lo cual permite presumir que se trate
del mismo plasmido (Fig. 4). Es posible que el plasmido de 22,59 kb,
transportado por cepas de Micrococcus sp., Staphylococcus sp. y Ba-
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cillus sp., sea el mismo, y los plasmidos mas pequefios de Staphylo-
coccus sp. LDA13 y LDA14 y Micrococcus sp. LDA16, pudieran
estar relacionados con otras actividades.

Al comparar el tamafio de las bandas més pequefias de ADN
plasmidico de las cepas de Staphylococcus sp. con las de Micrococ-
cus sp. LDA16, se encontraron diferencias significativas (t = 4,94,
p <0,05) en el tamaiio del segundo de los tres plasmidos extraidos, lo
cual sugiere la presencia de plasmidos distintos.

Fuenmayor y Rodriguez (1992) demostraron la transferencia de
genes plasmidicos, via conjugacion, entre bacterias que crecen en
naftaleno, aisladas de suelos contaminados por petrdleo en El Tigre,
estado Anzoategui.

CONCLUSIONES

Todas las bacterias aisladas fueron capaces de crecer en presen-
cia de antraceno y naftaleno como Unicas fuentes de carbono y la ma-
yoria transportaron bandas plasmidicas. El plasmido de 22-23 kb,
transportado por la mayoria de las cepas, podria estar involucrado en
la codificacion de la degradacion de los hidrocarburos.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otros estudios moleculares como ma-
peos con enzimas de restriccion y experimentos de conjugacion bac-
teriana (transferencia génica), para determinar el tamafio exacto de
los plasmidos y su implicacion en los fenotipos expresados por las
bacterias; asi mismo, usar electroforesis de campo pulsado para ob-
servar los plasmidos de tamafios mayores.
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