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RESUMEN

Una alternativa para remover los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) del ambiente es
usando bacterias hidrocarbonoclastas. El objetivo
de este trabajo fue comenzar con la caracterizacion
de la cepa bacteriana marina Pseudomonas stutzeri
MLA9 con potencial para degradar el pireno. La
cepa bacteriana previamente fue identificada por el
sistema MALDI-Biotyper y confirmado en este
estudio por la secuenciacion del gen ribosomal 16S
como Pseudomonas stutzeri. La cepa bacteriana
puede crecer en medio minimo suplementado con
pireno, fenantreno o naftaleno como su Unica
fuente de carbono y energia, siendo el pireno su
mejor sustrato. Analisis moleculares han permitido
la deteccion de genes que codifican para
dioxigenasas de hidroxilacion y de escisidon,
enzimas que participan en la ruta de degradacion
de HAP. Ademas, P. stutzeri MLA9 es una cepa
productora de biosurfactantes y formadora de
biopeliculas, mecanismos que pueden facilitar el
proceso de degradaciéon. Lo anterior apunta a P.
stutzeri MLA9 como una excelente candidata para
continuar los estudios de degradacion de HAP y su

posible aplicacion en procesos de biorremediacion.
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ABSTRACT

An alternative to remove polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH) of the environment is using
hydrocarbonoclastic bacteria. The aim of this work
was to begin with the characterization of the
marine bacterial strain MLA9 with potential to
degrade pyrene. The

identifying used MALDI-Biotyper and, in this study,

isolate was previously

its identity was confirmed by 16S ribosomal gene
sequencing as Pseudomonas stutzeri. The bacterial
strain can grow in minimal medium supplemented
with pyrene, phenanthrene or naphthalene as sole
carbon and energy source, being pyrene the best
substrate.  Molecular analysis has allowed
hydroxylating and excision dioxygenases genes
detection, enzymes that participating in PAH
degrading pathway. Moreover, P. stutzeri MLA9 is
a biosurfactant producer and biofilm former,
mechanisms could facilitate the degrade process.
To above described, P. stutzeri MLA9 appears to be
an excellent candidate to continue PAH degradation
studies and its

potential  application on

bioremediation processes.
Keywords:

Hydrocarbonoclastic bacteria,

Pseudomonas stutzeri, PAH, pyrene

INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son
un grupo de compuestos organicos que se
consideran peligrosos debido a su alta toxicidad y

por las propiedades carcinogénicas y mutagénicas
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que pueden presentar. Estructuralmente, los HAP
constan de dos o mas anillos aromaticos fusionados
y pueden ser introducidos al ambiente, ya sea por
actividades

fuentes naturales y/o por

antropogénicas. Estos compuestos son
considerados contaminantes persistentes debido a
la baja solubilidad que presentan en medios
acuosos y a su alta estabilidad, que los hace estar
asociados a material particulado y sedimentario
[1,2]. Ademas, la persistencia de los HAP en el
ambiente aumenta al asociarse con otros
contaminantes como metales pesados e inclusive,

con la presencia de otros tipos de hidrocarburos

[3].

A pesar de la recalcitrancia de los HAP, son

compuestos que pueden estar sujetos a
degradacion  bajo  condiciones aerobias o
anaerobias, por diferentes  microorganismos

denominados hidrocarbonoclastos [4,5].

En ese sentido, las bacterias hidrocarbonoclastas
son candidatos potenciales para ser utilizados como
herramientas en los procesos de biorremediacion
en sitios con presencia de estos contaminantes, ya
que cuentan con un metabolismo especializado y
con mecanismos para potencializar la degradacion
de HAP. El contenido enzimatico especializado,
como las dioxigenasas, son esenciales para
degradar HAP. En ese contexto, diversos genes de
dioxigenasas, tanto de hidroxilacion como de
escision, han sido reportados y, en algunos de
ellos, se ha demostrado su participacion en la

degradacion de pireno [6,7]. No obstante, aunque
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los microorganismos presenten enzimas hidroliticas,
existen otros mecanismos que pueden apoyar en el
proceso de degradacién, tales como la produccion
de sustancias tensoactivas (biosurfactantes), que
permiten romper la tension superficial y hacer mas
biodisponible el HAP, y la formacion de biopeliculas,
eventos bioldgicos que permiten el anclamiento de

las células bacterianas al sustrato [8,9].

La habilidad de degradar HAP por bacterias ha sido
identificada en diversos géneros pertenecientes,

principalmente, a los filos Firmicutes, Actinobacteria

y Proteobacteria, tales como Bacillus,
Acinetobacter, Rhodococcus, Kocuria,
Achrobactrum, Arthrobacter, Micrococcus,

Nocardia, Ochrobactrum, Pantoea por mencionar
algunos [1,10,11]. Sin embargo, dentro del filo
Proteobacteria, destacan las Gamma-
proteobacterias del género de Pseudomonas, las
cuales se caracteriza por ser microorganismos
ubicuos y poseer una gran versatilidad metabdlica,
adaptabilidad
fisioldgica y genética a diferentes condiciones

ambientales [12,13].

traduciéndose en una amplia

Entre las especies de Pseudomonas con rutas
catabdlicas para HAP se encuentra P. stutzeri y
varias cepas de esta especie han sido reportadas
con capacidad para metabolizar compuestos como
fluoreno, fenantreno y pireno, entre otros HAP, al

igual que otros compuestos aromaticos [2,14-16].

Asi pues, el uso de microorganismos nativos

expuestos a contaminantes como los HAP, aumenta
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la probabilidad de una mineralizacién parcial o
completa de estos compuestos tdxicos. En ese
sentido, la seleccion de microorganismos
bacterianos con la habilidad de utilizar los HAP
como Unica fuente de carbono y energia requiere
de realizar un estudio generalizado que nos brinde
informacidon para determinar si el microorganismo
cataboliza HAP. Por lo anterior, en este trabajo se
inicid con la caracterizacion de la cepa
hidrocarbonoclasta P. stutzeri MLA9, una cepa
aislada de la costa de Rosarito Baja California, para
determinar el potencial para degradar compuestos
aromaticos policiclicos y su posible aplicacion en

procesos de biorremediacion.

MATERIALES Y METODOS

Cepa bacteriana y medios de cultivo.

La cepa Pseudomonas stutzeri MAL9 utilizada como
modelo de estudio fue aislada de una muestra de
agua superficial de la zona costera del Puerto de
Rosarito en Baja California, México [11]. Para los
ensayos de crecimiento, rango de utilizacion de
HAP, formacidn de biopeliculas y ensayos
cualitativos de biosurfactantes, los pre-cultivos vy
cultivos de la cepa MLA9 se llevaron a cabo en
medio Bushnell-Haas (BH), el cual contiene (por
litro): 0.20 g de MgS04, 0.02 g de CaCl2, 1 g de
KH2PO4, 1 g de K2HPO4, 1 g de NH4NO3 1 g vy
0.05 g de FeCl3. Para medio sdlido, se adiciono
1.5% de Bacto Agar a la solucion. Para la
extraccion de material genético, la cepa fue crecida

en medio Luria Bertani (LB) cuya composicion es
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(por litro): 10 g de triptona, 10 g de NaCl y 5 g de
extracto de levadura, pH 7.0.

Evaluacion del crecimiento de la cepa MLA9 en
presencia de HAP.

El crecimiento y rango de utilizacién de HAP de la
cepa Pseudomonas stutzeri MLA9 se evalud en
medio liquido utilizando el medio BH suplementado
con pireno, fenantreno o naftaleno a una
concentracion final de 100 mg/L. Los HAP fueron
disueltos en acetona vy, a partir de soluciones stock
concentradas, fueron adicionados al medio de
cultivo, dejandose en agitacion por 48 H para
volatilizar la acetona. Posteriormente, los matraces
suplementados con los HAP fueron inoculados con
una alicuota de un pre-indculo de P. stutzeri MLA9
crecido en medio BH suplementado con pireno (100
mg/L), incubado durante 7 dias, en agitacion
constante (160 rpm) y a una temperatura de 25 +
2 °C, a una densidad optica final medida a 600 nm
de 0.01-0.05. Los cultivos fueron crecidos utilizando
las mismas condiciones para el pre-indculo y el
crecimiento celular fue monitoreado a 600 nm
espectrofotométricamente durante 10 dias.
Extraccion de ADN gendmico.

La extraccion del ADN se llevo a cabo mediante el
kit comercial Wizard Genomic DNA
(PROMEGA),

indicaciones del proveedor.

uso del
Purification  Kit siguiendo las
Identificacion molecular de la cepa MLA9.

La amplificaciéon de un fragmento del gen ribosomal
16S se realiz6 utilizando el par de oligonucledtidos
universales 27-F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCGA-3' y
1492-R  5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'. La
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mezcla de reaccion consistio en 1X de buffer de
reaccion para PCR (10X), 2.0 mM de MgSO4 (50
mM), 0.2 mM de cada dNTP (10 mM), 0.2 [COIM de
cada oligonucledtido (10 [OIM), 500 ng de ADN
templado y 1 U/reaccion de Tag polimerasa
(Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity,
Invitrogen). Las condiciones de PCR utilizadas
fueron: 1 ciclo a 94°C por 5 min, 94°C por 1 min,
55°C por 1 min, 68°C por 1 min, durante 35 ciclos;
1 dltimo ciclo a 68°C por 7 min y finalmente
almacenado a 12°C [17]. El fragmento amplificado
QIAquick PCR

Purification (QIAGEN) siguiendo las instrucciones

se purificd utilizando el kit
del proveedor. El producto amplificado y purificado
fue enviado al Ilaboratorio especializado Eton
CA, USA) para su

secuenciacion. La secuencia fue analizada usando

Bioscience (San Diego,
el programa BLAST [18] en la base de datos del
NCBI

Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El

(National Center for Biotechnology
arbol filogenético fue construido utilizando el
programa MEGA 7 [19].

Deteccion de los genes que codifican para las
dioxigenasas.

Para la amplificacion del gen de la dioxigenasa del
tipo hidroxilante especifica para HAP en bacterias
Gram negativas (RHD-PAH-GN) se utilizaron los
oligonucledtidos GNF 5'-
GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA-3" 'y GNR 5

AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT-3" [6]. Los

pares de oligonucledtidos utilizados para la
amplificacion de los genes que codifican para las
dioxigenasas de escision fueron C120F 5'-

l
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CGCCTTCAAAGTTGATCTGCGTGGT-3" y C120R 5'*-
GCCAACGTCGACGTCTGGCA-3" para la 1,2-catecol
dioxigenasa (C120) y C230F 5'-
GAATCGTTCGTTGAGCACAC-3" 'y C230R 5-
CGTGTACTGGACATGAGCAA-3" para la 2,3-catecol
dioxigenasa (C230) [20]. Las mezclas de reaccién
consistieron en 1X de buffer de reaccién para PCR
(10X), 1.5 mM de MgSO4 (50 mM), 0.2 mM de
cada dNTP (25 mM), 0.2 [OM de cada
oligonucledtido (10 COM), 500 ng de ADN templado
y 1 U/reaccion de Taqg polimerasa (Tag DNA
Polymerase = Recombinant,  Invitrogen). Las
condiciones de PCR utilizadas para la amplificacién
del gen de la RHD fueron: 1 ciclo a 95°C por 5 min,
95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 1 min,
durante 35 ciclos; 1 Ultimo ciclo a 72°C por 7 min y
finalmente almacenado a 12°C [6]. Mientras que
para la amplificacion de los genes de C120 y C230,
las condiciones de la PCR fueron: 1 ciclo a 95°C por
2 min, 94°C por 15 s, 55°C por 30 s, 72°C por 1
min, durante 35 ciclos; 1 ultimo ciclo a 72°C por 7
min y finalmente almacenado a 12°C.

Deteccion de biosurfactantes anidnicos por el
método del agar azul en placa.

En el centro de placas de Petri preparadas con agar
BH, suplementando con 0.2 g/L de bromuro de
cetil-metil-amonio (CTAB) y 0.005 g/L de azul de
metileno y previamente esparcidas en la superficie
con una solucion de 100 mg/L de pireno, disuelto
en acetona, se colocaron 15 [IL de medio de
cultivo libre de células. Como control positivo se
utilizé dodecilsulfato sddico (SDS, al 10 %), que es

un compuesto tensoactivo anidnico. Las placas se
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incubaron durante 5 dias a una temperatura de
25+2°C.

alrededor de las colonias indica produccion de

La presencia de un halo azul oscuro

biosurfactantes anidnicos, como los ramnolipidos
[21].

Deteccion del fragmento del operdn rhlab que
codifica para las subunidades de la ramnosil-
transferasa.

Un fragmento del operdn que codifica para la
subunidad A y B de la ramnosil-transferasa I (rhlab)
fue amplificado utilizando el par de oligonucledtidos
ya reportados y cuyas secuencias son RhIABf 5'-
CAGGCCCGATGAAGGGAAATA-3' 'y RhIABr 5'-
AGGACGACGAGGTGGAAATC-3". Las condiciones de
PCR utilizadas para la amplificaciéon fueron: 1 ciclo
a 95°C por 2 min, 95°C por 30 s, 53°C por 30 s,
72°C por 1 min, durante 35 ciclos; 1 Gltimo ciclo a
72°C por 7 min y finalmente almacenado a 12°C
[8].

Produccion de biopeliculas.

La produccion de biopeliculas se llevd a cabo
siguiendo el protocolo reportado en [22] con
algunas modificaciones. A partir de un pre-indculo
de siete dias, crecido en medio BH suplementado
con 100 mg/L de pireno se inocularon tubos de
borosilicato con el mismo medio e incubado bajo
las mismas condiciones que el pre-indculo. Una vez
terminado su tiempo de incubacion, el medio de
cultivo de cada tubo fue desechado y se afadio
cristal violeta al 0.4%, dejandose actuar durante 15
minutos. Pasado el tiempo, se retird el colorante y

realizaron lavados con agua destilada. Los tubos se
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secaron a temperatura ambiente hasta que no

quedd rastro de agua.

RESULTADOS

Identificacion molecular mediante la secuenciacion
del gen ribosomal 16S.

La cepa MLA9 fue aislada de muestras de agua
superficial de la costa de Rosarito en Baja California
y fue identificada como Pseudomonas stutzeri
[11]. Dado

que el sistema antes mencionado, basado en el

utilizando el sistema MALDI-Biotyper

analisis de proteinas ribosomales, es una técnica
emergente para la identificacion de
microorganismos ambientales [23,24], se decidid
corroborar la identidad de P. stutzeri MLA9 por la
amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal
16S, la técnica estandar para la identificacion
molecular procariota. El analisis de la secuencia
nucleotidica obtenida revela que la cepa MLA9
presenta un 99% de identidad con Pseudomonas
stutzeri, corroborando la identificacion basada en el
analisis de proteinas ribosomales a través del
sistema MALDI-Biotyper.

filogenético fortalece el resultado obtenido, ya que

Ademas, el analisis

muestra la cercania evolutiva de MLA9 con otras

cepas de P. stutzeri (Fig. 1).
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MLA9

AB680456.1 Pseudomonas stutzeri NERC 13596
JN228289.1 Pseudomonas stutzeri 2A54
EBU652047.1 Pseudomonas stuzeri strain aa-28
ARQ38653.1 Pseudomonas stutzeri

U26415.1 Pseudomonas stutzeri strain DSM 50227

AJ312174.1 Pseudomonas stutzeri 24all2

FJ859914.2 Pseudomonas stutzeri LC2-8

JX177729.1 Pseudomonas stutzeri 2Aphe5

JX177708.1 Pseudomonas stutzeri C52

JX177709.1 Pseudomonas stutzeri 2Abenl

KU904408.1 Pseudomonas stutzeri CB44

e |
0.00020

Figura 1. Analisis molecular filogenético por el método
de Maxima Probabilidad. La historia evolutiva se dedujo
por el método de Maxima Probabilidad basado en el
modelo de Hasegawa-Kishino-Yano [25]. El analisis

evolutivo se llevo a cabo con el programa MEGA7 [19].

Evaluacion del crecimiento de la cepa MLA9 en
presencia de HAP.

Dado el metabolismo tan versatil que poseen las
bacterias del género de Pseudomonas, muchos de
sus miembros son hidrocarbonoclastos hacia HAP y
pueden utilizar una gran variedad de compuestos
toxicos como su fuente de carbono y energia [26—
28]. Para verificar el rango de HAP que puede
utilizar MLA9, la cepa bacteriana fue sometida a
ensayos de crecimiento en medio minimo BH en
presencia de naftaleno, fenantreno o pireno, HAP
representativos de bajo y alto peso molecular, a
100 mg/L. El

seguimiento del crecimiento de MLA9 durante 10

una concentracion final de

dias reveld que es capaz de crecer en los HAP
probados, siendo el pireno el sustrato preferencial,

seguido por el fenantreno (Fig. 2). Mientras que el
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naftaleno, el HAP de menor peso molecular,
formado con dos anillos bencénicos fusionados, no
estimula el crecimiento de P. stutzeri MLA9,
inclusive, la fase de muerte aparece 48 H antes que
cuando el microorganismo es crecido en HAP de

tres o cuatro anillos (Fig. 2).

0 50 100 150 200 250
Tiempo (H)

Figura 2. Utilizacion de diversos HAP por P. stutzeri
MLA9. La cepa MLA9 fue crecida en medio Bushnell
Haas suplementando con diferentes HAP como su Unica
fuente de carbono y energia a una concentracion final
de 100 mg/L: O Pireno, [ Fenantreno y [ Naftaleno.
El crecimiento fue seguido por medir el incremento de la
DO600nm por 10 dias.

Deteccion de genes implicados en procesos de
degradacion de HAP.

El potencial que puede presentar la cepa P. stutzeri
MLA9 para degradar compuestos organicos como
los HAP se evalué amplificando un fragmento del
gen que codifica para la dioxigenasa que hidroxila
el anillo de HAP especifica para bacterias Gram (-)
(RHD-PAH-GN) y que participa en el paso inicial
para la degradacion aerobia de HAP. El producto de
tiene un corrimiento

amplificacion  obtenido
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electroforético de 306 pb, correspondiendo al peso
molecular esperado para este fragmento génico
(Fig 3-a, carril 1), indicando que MLA9 posee el gen
que codifica para la enzima que actlia en el primer
paso de la ruta de degradacion de HAP. Ademas,
MLA9 parece ser una cepa con un catabolismo muy
versatil, ya que los genes que codifican para las
catecol 1,2- y catecol 2, 3-dioxigenasas estan
presentes en esta cepa (Fig. 3-b, carriles 1 y 2,
respectivamente), sugiriendo que puede escindir el

anillo en orto y/o meta, respectivamente.

=]
]
Ity
-
L]
oty
e
__®

500pb
250pb

Figura 3. Deteccion molecular de dioxigenasas en P.
stutzeri MLA9. La presencia de dioxigenasas implicadas
en el proceso de degradacion de HAP fue detectado por

la amplificacion de los genes que codifican para la
dioxigenasa que hidroxila el anillo de HAP para Gram
negativas RHD-PAH-GN, la catecol 1,2-dioxigeansa
(C120) y catecol 2, 3-dioxigenasa (C230). a) Producto
de amplificacion de 306 pb correspondiente al peso del
gen de RHD-PAH-GN; b) Carril 1: Producto de
amplificacion de 350 pb correspondiente al peso del gen

de la C120; carril 2: Producto de amplificacién de 867

pb correspondiente al peso del gen de la C230. Para
ambos geles, E corresponde a la escalera de estandar de

ADN de una 1kb (PROMEGA)
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Produccion de biosurfactantes y formacion de
biopeliculas por P. stutzeri.

Muchas especies del género de Pseudomonas son
productoras de  biosurfactantes del tipo
ramnolipidos y P. stutzeri MLA9 no es la excepcion,
a juzgar por el ensayo cualitativo del método del
agar azul, donde se observa la formacion de un
halo de color azul intenso (Fig. 4-a), debido a la
reaccion del tensoactivo aniénico con el CTAB vy
azul de metileno (Fig. 4-a y 4-c). La produccion de
ramnolipidos por MLA9 puede ser una herramienta
potente para el facil acceso y la utilizacion de HAP

como su fuente de carbono y energia.

a) b)

c)

Figura 4. Ensayo cualitativo para la produccion de
ramnolipidos por la cepa MLA9 de P. stutzeri. La
produccion de biosurfactantes del tipo ramnolipidos por
la cepa MLA9 fue detectado por el ensayo de Agar azul
en placa. Las placas de agar azul suplementadas con
pireno fueron inoculadas con gotas de a)Cultivo de
MLA9, b)Medio Bushnell Haas (Control negativo) y
¢)Dodecil sulfato de sodio al 10% (Control positivo) se
incubaron 5 dias a 25°C + 2°C.

Para apoyar lo anterior, se procedid a detectar
molecularmente un fragmento del operon de la
ramnosil-transferasa I, la cual esta implicada en la
biosintesis de ramnolipidos (Fig. 5). Un producto
de amplificacion obtenido para MLA9 fue de 1000
pb (Fig. 5, carril 2), 230 pb mayor que el producto

esperado, el cual corresponde a rhlab de P.
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aeruginosa, la especie de referencia para la
produccidn de ramnolipidos y utilizada como control
positivo en este trabajo (Fig. 5, carril 1). Para
corroborar que realmente el fragmento de 1000 pb
de MLA9 corresponde a rhlab, sera necesario enviar

a secuenciar y comparar en las bases de datos.

Ademas, P. stutzeri MLA9, al igual que otras
Pseudomonas degradadoras de HAP y de otros
hidrocarburos aromaticos, presenta la capacidad de
formar biopeliculas cuando es crecida en medio

minimo suplementado con el pireno (Fig. 6).

1000pb
750pb

Figura 5. Deteccion del fragmento del operdn rhlab en P.
stutzeri MLA9. E: Marcador de peso molecular estandar
de ADN de una 1kb (PROMEGA). Producto de
amplificacion de rhlab: Carril 1: P. aeruginosa y carril 2:
P. stutzeri MLAS.
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Control

Figura 6. Formacion de biopeliculas en tubo de
borosilicato. MLA9 presenta formacién de biopeliculas
cuando es crecida en medio Bushnell Haas (BH)
suplementado con pireno 100 mg/L después de 7 dias
de incubacion. El tubo Control contiene medio BH con el
hidrocarburo, mientras que el segundo tubo fue
inoculado con la cepa P. stutzeri MLA9. Ambos tubos,
junto con su contenido, estuvieron sometidos bajo las
mismas condiciones de crecimiento y tratamiento para la

deteccién de biopeliculas (Ver materiales y métodos).
DISCUSION

El género de Pseudomonas es un grupo de
microorganismos con una gran Vversatilidad
metabodlica, que puede catabolizar compuestos
variados como los

toxicos organicos tan

hidrocarburos aromaticos policiclicos [26—29].

Varias cepas del género de Pseudomonas,
incluyendo de P. stutzeri, son hidrocarbonoclastas
para una gama de contaminantes organicos como
el pireno y otros HAP [28,30,31]. De manera
general, se ha observado en muchos
microorganismos procariotas, que los compuestos
de menor peso molecular y con estructuras
quimicas mas sencillas, suelen promover el
crecimiento bacteriano por su facil degradacion
[32]. Aunque también se han reportado cepas

bacterianas que utilizan como sustrato preferencial
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compuestos con estructuras quimicas mas
complejas. Por ejemplo, el grupo de Obayori [33]
reportan que tres cepas de Pseudomonas aisladas
de suelos contaminados con petrdleo denominadas
LP1, LP5 y LP6, sometidas a ensayos de
crecimiento con diversos compuestos organicos
toxicos, las cepas utilizaron preferencialmente al
pireno, presentando un crecimiento abundante y
mucho menor, e inclusive, un crecimiento nulo,
cuando los sustratos tienen estructuras menos
recalcitrantes. En ese sentido, la cepa MLA9 de P.
stutzeri presenta el comportamiento antes
mencionado, observandose que tiene un mejor
medio minimo esta

crecimiento cuando el

suplementado con pireno, un HAP formado de

y muy
pobremente en fenantreno y naftaleno (Fig. 2).

cuatro anillos bencénicos fusionados,

Este hecho hace a MLA9 una prometedora cepa
degradadora de HAP de alto peso molecular,
moléculas recalcitrantes y con alta persistencia en

el ambiente.

Los microorganismos hidrocarbonoclastos poseen
una amplia gama de enzimas que le permiten
utilizar compuestos organicos tdéxicos como su
Unica fuente de carbono y energia. Para que las
bacterias puedan catabolizar los HAP, al igual que
otros compuestos aromaticos, requieren romper la
aromaticidad de la estructura quimica que
conforma al compuesto tdéxico y para ello, la
intervencion de enzimas dioxigenasas es vital
[32,34,35]. Las (Ring

Hydroxylating Dioxygenase) participan en el paso

dioxigenasas RHD

inicial para la degradacion aerdbica de HAP [35,36].
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Estas enzimas permiten la activaciéon del anillo
aromatico para su posterior apertura por la accién
de la dioxigenasas de escision como las catecol 1, 2
dioxigenasa que hace un corte intradiol u orto y/o
la catecol 2, 3 dioxigenasa que realizar un corte
extradiol en meta y asi, producir cis-cis muconato
y semialdehido 2-hidroximuconato,
respectivamente, los cuales seran substratos de
una serie de enzimas para dar lugar a diversos
intermediarios metabdlicos, hasta llegar a aquellos
que puedan ingresar al ciclo de Krebs para poder
obtener energia para el desarrollo y buen
funcionamiento celular [35,37]. En MLA9 se
detectaron, por PCR, los genes de RHD-PAH-GN,
C120 y C230, sugiriendo que esta cepa puede ser
eficiente en la degradacidon de diversos HAP. Lo
anterior puede avalarse con lo reportado en otra
cepa de P. stutzeri [20], en donde se demostrd la
presencia de los genes y las enzimas de las C120 y
C230 vy los autores reportan la alta eficiencia de
degradacion para fenantreno y pireno en los 10

dias de incubacion.

Las bacterias hidrocarbonoclastas, ademas de la
bateria enzimatica que las hace aptas para el
catabolismo de compuestos organicos toxicos,
también suelen poseer mecanismos que les
permiten facilitar el proceso de degradacion como
producir compuestos tensoactivos [38]. En ese
sentido, diversas especies de Pseudomonas
producen tensoactivos del tipo ramnolipidos, tales
como P. putida [39], P. fluorescencens [40], P.

chlororaphis [41] y P. aeruginosa [42,43].
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Es importante hacer incapié que MLA9 puede
producir biosurfactantes cuando es crecida en
medio minimo de sales BH suplementado con
pireno, esta habilidad puede ser una ventaja en el
ambiente marino, donde la escasez de nutrientes
no sera una limitante para la produccion del

compuesto tensoactivo y acceder al contaminante.

La deteccién molecular de los genes implicados en
la produccion de ramnolipidos se ha llevado a cabo
principalmente en P. aeruginosa [44,45], aunque
hay reportes mencionando que en otros
Pseudomonadales se han detectado homologos de
los genes rhla y rhlb como Burkholderia [46], asi
como en bacterias del orden Enterobacterial como
Serratia rubidaea [47] y Pantoea ananatis [48] y los
productos génicos para rhla oscilan entre las 880 a
900 pb, mientras que para rhlb alrededor de las
1280 pb [49].
proteicas de RhIA, RhIB y RhIC de cepas de P.

aeruginosa, P. fluorescens, P. chlororapis y P.

Un analisis de las secuencias

syringae, demuestran que mantienen un alto grado
de conservacion [44]. Por otro lado, en la base de
datos de Pseudomonas los genes rhla, rhlb y rhic
estan anotado solamente para los genomas, tanto
parcial como totalmente secuenciados de P.
aeruginosa [49]. En el caso particular de P. stutzeri,
a pesar de que ya han sido reportadas cepas
productoras de  biosurfactantes del tipo
ramnolipidos [50], hasta donde sabemos, no hay
evidencia de la caracterizacién de las proteinas ni
de las secuencias de los genes implicados en la
biosintesis de ramnolipidos. Lo anterior nos invita

a no desechar la posibilidad que el fragmento
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amplificado obtenido para MLA9, utilizando los
cebadores especificos para un fragmento del
operéon rhlab de P. aeruginosa, cuya masa
molecular fue de 1000 pb y no de 770 pb como lo
esperado (Fig. 5, carriles 1 y 2) sea un homdlogo
de este operdn. Como se menciond anteriormente
en el texto, serd necesario obtener la secuencia del
fragmento amplificado de 1000 pb de MLA9 y
realizar un alineamiento en las bases de datos

disponibles, como BLAST.

La biodisponibilidad de los contaminantes es una
de las limitaciones para que el proceso de
biodegradacion se lleve a cabo. Para tener acceso
a los compuestos toxicos, la formacion de
biopeliculas es otro de los mecanismos utilizados
por los microorganismos hidrocarbonoclastos [51-
54]. La

biopeliculas y la formacidn de la matriz extracelular,

conglomeracion bacteriana en las
le permite tener una mayor superficie de contacto
con el contaminante, asi como una proteccion hacia
los efectos adversos que les pudiera generar el
compuesto tdéxico y potencia el proceso de
degradacion por favorecer la transferencia del
contaminante a las células bacterianas [51,54]. Por
ejemplo, en Stankeya spp la biopelicula funge como
una barrera fisica que le confiere proteccion contra
la toxicidad de los HAP, por permitir una separacion
adecuada entre el contaminante y la comunidad
bacteriana. Lo anterior, ademas, permite una
mejor transferencia de materia, lo que se traduce
en un incremento en el proceso de biodegradacion
[55]. En el caso particular de Pseudomonas, en la

cepa de P. putida ATCC 17514, se demostrd que las
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biopeliculas formadas por este microorganismo
pueden incorporar y degradar eficientemente
fluoreno y fenantreno [9]. Recientemente, un
estudio reveld que diversas cepas de Pseudomonas
degradan petrdleo crudo en mayor proporcion
cuando estan como células sésiles en biopeliculas
que cuando estan en forma plancténica [56] . En
este estudio, la cepa MLA9 de P. stutzeri presenta
la capacidad de formar biopeliculas en medio
minimo y en presencia de pireno, lo que sugiere
que podria promover la biodisponibilidad y asi
aumentar, considerablemente, la degradacion de
este compuesto tdéxico. Aunque es un resultado
preliminar, también es un resultado prometedor en
el sentido que esta habilidad puede ser considerada
una herramienta biotecnoldgica en los procesos de

biorremediacion.
CONCLUSION

Una alternativa para remover los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) del ambiente es
usando bacterias hidrocarbonoclastas. El
aislamiento, identificacidon y caracterizacion de este
tipo de microorganismos es esencial para poder
estructurar estrategias que permitan sanear zonas
afectadas por los diversos contaminantes organicos

toxicos.

La caracterizacion inicial de la cepa MLA9 de

Pseudomonas stutzeri, aislada del Puerto de
Rosarito, B.C, México, demuestra que posee, al
igual que muchos miembros del género de
Pseudomonas, un metabolismo muy versatil ya que

este microorganismo tiene la capacidad de crecer

—
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en presencia de HAP de bajo y alto peso molecular,
asi como de utilizar estos compuestos téxicos como
su Unica fuente de carbono y energia. Ademas, es
una productora de biosurfactantes del tipo
ramnolipidos y formadora de biopeliculas. Sumado
lo anterior, P. stutzeri MLA9 es una cepa
hidrocarbonoclasta que puede catalogarse como
una excelente candidata para continuar los estudios
de degradacion de HAP, asi como ahondar mas en
su caracterizacion para su posible aplicacion en

procesos de biorremediacion.
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