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Resumen

Concentraciones relativamente altas de metales alteran negativamente la biota
bacteriana y las condiciones quimicas y fisicas de suelos y cuerpos de agua, ambientes
naturales indispensables para labores agropecuarias y pesqueras. El objetivo de esta
investigacion fue: evaluar la presencia de pldsmidos en bacterias aisladas de suelos
contaminados con metales y transferir la resistencia a metales a E. coli DH5a (cepa
sensible). Doce cepas bacterianas aisladas de muestras de suelo contaminado, crecieron in
vitro en un medio complementado con metales (Fe*3, Pb+2, Zn*2, Co*2, Ni*2, Cr*3 y Cr+°),
nueve de ellas presentaron plasmidos. El material plasmidico de la cepa MT6 (género
Acinetobacter) fue usado para transformar E. coli DH5a mediante un choque térmico a 42
°C. La cepa transformada, E. coli DH5aT, creci6 en medios complementados con Cr+¢ a 3,
6 y 8 mM y mostro en su fraccion membranosa (FM) un polipéptido con masa molecular
superior a 100 KDa. Estos resultados indican que el material plasmidico de Acinetobacter
es responsable de la adquisicion de la resistencia a Cr*® en E.coli, induciendo ademas, la
presencia de un polipéptido en su FM.

Palabras clave: Resistencia a cromo, plasmidos, Acinetobacter, E. coli DH5a.

Acquisition of the chromium resistance in E. coli DH5a through in
vitro transformation mediated by Acinetobacter sp plasmids

Abstract

Relatively high concentrations of metals exert negative effects on bacterial
communities and change the chemical and physical properties of soils and water bodies,
natural environments, for agricultural, cattle rising and fishery activities. The aim of this
research was: to evaluate the plasmid presence in bacterial strains isolated from metal
contaminated soil and to transfer the metal resistance to E. coli DH5a (sensitive strain).
Twelve bacterial strains, isolated from metal contaminated soil samples, grew in vitro on a
medium supplemented with metals (Fe+2, Pb*2, Zn*2, Co*2, Ni*2, Cr*3 and Cr+*®); nine of
them bore plasmids. The plasmid material from the MT6 strain (Acinetobacter sp) was
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used to transform E. coli DH5a, through a thermal shock at 42 °C. The transformed E. coli
(E. coli DH5aT) grew on media containing 3, 6 and 8 mM Cr+¢, and showed, on its
membranous fraction (MF), a polypeptide, with a molecular mass higher than 100 KDa.
Therefore, the acquisition of Cr+¢ resistance by E. coli DH5aT is due to both the MT6
plasmid material and to the presence of the 100 KDa polypeptide in its membranes.

Key words: Chromium resistance, plasmids, Acinetobacter, E. coli DH5a.

Introduccion

Los organismos procariotes y
eucariotes participan activamente en
fendmenos geologicos, muchos de ellos
de naturaleza geomicrobiana, es decir se
establecen relaciones entre metales,
minerales y microorganismos. Si bien los
metales ejercen una funciéon importante
en variados procesos de la biosfera, ellos
pueden inducir consecuencias
beneficiosas o perjudiciales para los
ecosistemas. La biorremediaciéon surge
como una estrategia para detener,
minimizar o eliminar tales efectos
negativos (1). De tal manera, los
microorganismos juegan un papel central
en el mantenimiento de las condiciones
optimas de los ecosistemas. Inherente a
sus necesidades metabolicas y
reproductivas, los seres vivos requieren
de concentraciones definidas de metales,
los cuales conforman sistemas
enzimaticos y estructuras celulares
indispensables para satisfacer diversas
funciones vitales. No obstante, si tales
concentraciones superan o bajan a una
concentracion critica, se producen
eventos nocivos para la célula; bajas
concentraciones dan origen a desordenes
metabolicos que pueden atentar contra la
viabilidad celular y altos valores generan,
entre otros, efectos toxicos (2-6). La
toxicidad se origina mediante la
interaccion de los metales con sitios
definidos en proteinas, acidos nucleicos y
lipidos, eventos que pueden causar
inhibicién de enzimas, bloqueo y/o
inactivacion de receptores y
transportadores celulares, modificacién
de membranas, entre otras acciones (7,8)

bajo tales circunstancias, y
particularmente en los microorganismos
(bacterias, hongos y algas), se establecen
una variedad de mecanismos que tienden
a eliminar los efectos de las elevadas
concentraciones del agente nocivo, estas
estrategias constituyen la resistencia a
tales elementos. Entre las resistencias
mas estudiadas se citan la resistencia a
antibioticos y metales (8).Los
mecanismos  para  desarrollar la
resistencia son variados (9,10), ellos
incluyen la modificacion de estado de
oxidacion del metal por enzimas
especificas (11,12), el secuestro del metal
por  quelaciéon con compuestos
intracelulares o extracelulares (2,13-15),
secuestro en compartimientos
subcelulares, la sintesis de proteinas
integrantes de bombas moleculares
eyectoras de metales o canales que
facilitan su expulsion del ambiente
intracelular (9,10), sintesis de enzimas o
proteinas que por su estructura no son
sensibles al metal. La resistencia a
sustancias quimicas, entre estas los
metales, se encuentran codificadas
genéticamente en los cromosomas (15) o
en elementos extra cromosomales
conocidos como plasmidos, estos ultimos
muy comunes en los microorganismos y
particularmente en bacterias. (7,15,16).
En este trabajo se presentan evidencias
indicativas de que la resistencia a Cr+® en
bacterias, esta de alguna manera asociada
a la presencia de proteinas en
membranas, cuya sintesis es inducida por
plasmidos obtenidos de cepas bacterianas
aisladas de terrenos contaminados con
metales.
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Materiales y Métodos
1.- Cepas bacterianas

Las cepas E. coli DHsa y E. coli
BL21 fueron suministradas por el
Laboratorio de Biotecnologia y las 12
autdctonas del suelo, cepas MT1 a MT12,
por el Laboratorio de Microbiologia,
ambos laboratorios del Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias y
Tecnologia, Universidad de Carabobo,
Valencia, Venezuela.

2. - Cultivo de cepas bacterianas

Muestras de las cepas bacterianas
se incorporaron a caldo Luria Bertoni
(LB) (HIMEDIA, India), pH 7,5 y luego
de 24 h a 23 °C, alicuotas de 100 uL
fueron transferidas a medio LB
complementado con metales (caldo
restrictivo, CR) conteniendo: Fe 30 ppm
(537 uM), Pb 20 ppm (96 pM), Zn 20
ppm (305 uM), Cr 2,5 ppm (48 uM), Ni 2
ppm (34 pM) y Co 1 ppm (17 pM),
ajustado a pH 9,0 con NaOH vy
esterilizado por 20 min a 121 °C y 15 psi
de presion y se incub6 a 33 °C durante
48 h. Los metales fueron afiadidos a los

medios como sales,
(NH,)>Fe(S0,)..6H,0, Pb(NOs)., ZnSO,,
CrCl,.6H.0, NiSO,.6H.0,

CO(N03)2.6H20 y KQCI'207 (17).

3.- Aislamiento y caracterizacion de
ADN plasmidico

Voltimenes (3 mL) de los cultivos
bacterianos en CR, se crecieron hasta una
absorbancia de 1,0 a 540 nm y se
procesaron, de acuerdo al método de lisis
alcalina descrito por Kado y Liu, para
aislar el material plasmidico (18), el cual
se resuspendi6 en 3ouL de tampoén Tris
HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5,
almacenandose a -80 °C. Las
preparaciones se caracterizaron por
electroforesis en geles de agarosa 0,7 %
(19), analizando 15 uL. de cada muestra,

incluyendo como control positivo de la
extraccion, el plasmido pBBM11 de E. coli
BL21 y dos marcadores de peso
molecular, ADN 10 Kpb (Promega) vy
Lambda DNA/Hind III de 2-23 Kpb
(Promega). La corrida se efectu6 a 100
voltios por 1 h a temperatura ambiente.
La visualizacion del ADN se efectu6 con
un transiluminador UVP Bio-Rad (USA).
Las cepas que mostraron mayor
abundancia de material plasmidico
(cepas MT4, Mt5, MT6 y MT11) fueron
posteriormente identificadas a nivel de
género por pruebas bioquimicas y
aspectos morfoldgicos (17).

4.-Pruebas de resistencia a metales

Alicuotas (100 pL) de los cultivos
de las cepas bacterianas identificadas,
crecidas por 18 h en caldo LB a una
densidad optica de 0,5, se sembraron por
extension sobre agar nutritivo (AN) a pH
8,0. Seguidamente, discos de papel de
filtro esterilizados, de 8 mm de diAmetro
se colocaron, sobre la superficie de las
placas de agar, agregandoseles 20 uL de
sales 100 UM correspondientes a Co*2,
Ni+2, Cr+3, Cr+¢ y Na+ (12,20). Las placas
se incubaron a 35 °C por 18 h, los halos
de inhibicion se observaron sobre un
fondo negro y se determind su didmetro
(20).

5.-Transformacion de E. coli DH5a
por plasmidos

Volimenes de 1 mL del cultivo de
E. coli en caldo LB, se procesaron para
obtener el estado de competencia (19);
luego del tratamiento las bacterias, en un
volumen de 2 mL, se almacenaron a -80
°C. Posteriormente, alicuotas (100 uL) de
bacterias competentes se mezclaron con
10 pL de la solucién de ADN plasmidico
aislado de la cepa MT6, sometiéndose al
procedimiento de transformacién (19)
mediante un choque térmico de 42 °C
durante 2 min, la preparacién se diluyo
hasta 1,0 mL con caldo LBy se agit6 a 37
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°C por una hora. La cepa transformada se
denominara E. coli DH5aT. Para evidenciar
que la transformacion de E. coli fue
efectiva, se inocul6 superficialmente 100 uL
del cultivo Dbacteriano sometido a
transformacion, sobre AN complementado
con Crt® 8 mM (ANCr*) y se incubd
durante 24 h a 37 °C. Adicionalmente,
cultivos de Acinetobacter (cepa MT6) y de
E. coli DHs5a no transformada, fueron
analizados. Posteriormente, se determiné el
crecimiento de las cepas E. coli DH5a y E.
coli DH5aT, en caldo LB y caldo LB
suplementado con Cr+® (LBCr+%). Los datos
fueron analizados aplicando un ANOVA.

6.-Analisis de perfiles polipeptidicos
electroforeticos

Alicuotas (2 mL) de cultivos en CR
de las cepas MT6, E. coli DH5a y E. coli
DHs5aT, se centrifugaron a 5.000 rpm
durante 5 min.

Los sedimentos bacterianos se
resuspendieron en 100 pL de tampén de
lisis (Tris-HCl 25 mM, EDTA 25 mM,
sacarosa 10 %, pH 8,0) y se sonicaron con
tres ciclos de 10 s de duracién a 75 MHz.
Seguidamente, después de centrifugar a
10.000 rpm durante 5 min, el sobrenadante
(fraccion citoplasmatica, FC) se trasvaso a
un tubo esterilizado y el sedimento
(fraccibn membranosa, FM) se disolvi6 en
100 uL de tampon de lisis. Estas
preparaciones fueron analizadas en
electroforesis de geles de poliacrilamida al
7,5 % en condiciones desnaturalizantes

(19).

Resultados

Luego de su crecimiento en caldoCR, el
ADN de las 12 cepas bacterianas, fue
aislado y caracterizado por electroforesis en
agarosa, los patrones se muestran en la
figura 1. La intensidad del material
plasmidico fue variable, fue alta en cuatro
de las cepas (MT4, MT5, MT6 y MT11),
reducida en cinco cepas (MT3,MT7, MTS,
MTg, MT10) y ausente en MT1, MT2 y
MTi2. El peso molecular de los plasmidos
se ubico entre 18 y 23 Kpb, aunque se
evidencia presencia de material genético
en los bolsillos del gel. Unicamente las
cepas con abundante material plasmidico
se identificaron = mediante  pruebas
bioquimicas y aspectos morfolégicos (17),
asignidndose MT4 al género Vibrio, MT5 a
Klebsiella, MT6 a Acinetobacter y MT11 a
Raoultella (17). Los halos de inhibicién en
las pruebas de sensibilidad a Co*2, Nit2,
Cr+3, Cr*¢ y Na*, a concentraciéon de 100 uM
y pH 8,0 se muestran en la tabla 1. Las
cuatro cepas mostraron halos de inhibicion
a Co*2, Cr*3 y Cr+*6, adicionalmente MT5 y
MT11 lo mostraron para Ni*2, mientras que
para el Na* (incluido como un control) no
se observd inhibicién. Los menores halos
de inhibiciéon (prueba de su resistencia)
correspondieron a la cepa MT6, con 13,0 y
10,5 mm de didmetro para Cr+3 y Cr+¢
respectivamente y su ausencia para Ni*2.
En base a estos resultados, a la abundancia
de material plasmidico y su reportada
capacidad en procesos de transformacion,
transduccion y conjugacion bacterianas, la
cepa MT6 fue elegida para la ejecucion de
los siguientes experimentos (21).

Pl MT1I MI2 MT3 MT4 MTS MT6 MT7 MT8 MTY9 MT10 MT11 MT12 C P2

10000
$000
6000
5000
4000

T

Figura 1. Perfil plasmidico de bacterias aisladas de suelos contaminados con metales pesados. (P1) Patrén de masa

molecular de ADN 10 kpb, (MT1-MT12) cepas bacterianas aisladas de suelos contaminados con metales, (C) control

positivo (Escherichia coli pPBBM11), (P2) patréon de masa molecular Lambda DNA/HindIII 23 Kpb
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Tabla 1. Halos de inhibicién en diferentes
cepas bacterianas en presencia de metales

(100 uM)
Diametro del halo (mm)
Cepa Co+z Nitz Cr+3 Cr+6 Na+
Vibrio MT4 26,0 0,0 14,0 10,5 0,0
Klebsiella MT5 25,0 12,0 14,0 13,0 0,0
Actinobacter MT6 25,0 0,0 13,0 10,5 0,0
Raoultella MT11 26,0 10,0 14,5 15,0 0,0

Para estudiar la influencia de
plasmidos en la resistencia bacteriana a
metales y la posible transformacion de
cepas bacterianas (incapaces de crecer en
tales medios) con plasmidos aislados de
la cepa MT6, se incluyo en el estudio la
cepa E. coli DH5qa, la cual no crece en
medios de cultivo suplementados con
Cr+6. En la figura 2 se muestra el
crecimiento de la cepa MT6, E. coli DH5a
y E. coli DH5aT en ANCr+¢ (3, 6 y 8 mM)
y agar LB; es evidente el crecimiento de
la cepa MT6 en todos los medios
ensayados, E. coli DH5a creci6 en agar
LB y fue incapaz de hacerlo en ANCr+¢ 6
mM, creciendo muy incipientemente en
Crt® 3 mM. E. coli DH5aT creci6 en
ANCr+ 8mM indicando la adquisicion de
la resistencia a Cr+*6. Las curvas de
crecimiento de E. coli DHsa y E. coli
DH5aT en caldo LB y en LBCr+¢ 3 mM, se
muestra en la figura 3.

IS »

Figura 2. Crecimiento de cepas bacterianas en medios
suplementados con concentraciones crecientes de Cr+6.
A, By C Parte superior E. coli DH5q, parte inferior
Acinetobacter MT6 (A) o mM, (B) 3 mM, (C) 6 mM y.
(D) E. coli DH5aT, 8 mM
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Figura 3.: Curvas de crecimiento bacteriano
en ausencia y presencia de Cr+6 3mM, a 37
°CypH 7,5. (A) E. coli DH5a T, (B) E. coli
DH5a

En caldo LB ambas cepas crecieron
de manera similar, mostrando una fase
de latencia hasta los 150-180 min de
incubacion y luego una fase exponencial
de crecimiento hasta alcanzar densidades
opticas de 0,5 unidades de absorbancia
(ua) a los 750-800 min de incubacién a
37 °Cy pH 7,5. Al adicionar Cr+¢ al caldo
LB, E. coli DH5a detuvo su crecimiento,
manteniendo una absorbancia de 0,12 ua
y descendi6 ligeramente a la finalizacion
del periodo de incubacion,
contrariamente E. coli DH5aT increment6
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su absorbancia (de 0,12 a 0,200 ua) con
tendencia a  seguir aumentando.
Finalmente, en los patrones
polipeptidicos de las FM (figura 4), se
detectaron polipéptidos con masas
moleculares superiores a 100 KkDa,
correspondientes a Acinetobacter spy E.
colii DHs5aT (carriles 2 'y 3,
respectivamente), y su ausencia en la
FM de E. coli DH5a (carril 4).

KDa 1 2 3

80

67

o1

14,3

4

En las FC de las tres cepas
analizadas se detectaron una variedad de
polipéptidos con masas moleculares
inferiores y superiores a 100 KD, no
observandose preponderancia de algin
polipéptido en estas fracciones tal como
ocurre en las FM. En la FM de MT6
(carril 2) se detectaron bésicamente 2
polipéptidos (125 y 155 KDa), vy
aparentemente solo uno (130 KDa) en E.
coli DH5aT (carril 3).

3) 6 I

Figura 4: Patrones polipeptidicos de fracciones subcelulares de cepas bacterianas cultivadas en presencia de Cr+6.
Carril 1: Marcador de peso molecular; Carriles 2,3 y 4: Fracciones membranosas de Acinetobacter MT6, E. coli
DH5aT y E. coli DH5q, respectivamente. Carriles 5,6 y 77: Fracciones citoplasméticas de Acinetobacter MT6, E.

coli DH5aT y E. coli DH5q, respectivamente
Discusion

El analisis de ADN de las cepas
bacterianas detect6 en 9 de ellas senales
correspondientes a plasmidos, cuya
masa molecular se ubicod entre 18 y 23
Kpb (figura 1); la presencia de estos
plasmidos en diferentes géneros bacterianos

y sus aparentes tamanos, indica la

posibilidad de que ocurran
naturalmente procesos de
conjugacion/transformaciéon en

poblaciones bacterianas heterogéneas
en suelos contaminados (21-24).

La alta intensidad de las bandas

plasmidicas en las cepas MT4, MTs5,
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MT6 y MTi11, posiblemente indican
multiples copias del plasmido. En las
otras 5 cepas, MT3, MT7, MT8, MT9 y
MT10, la intensidad de la senal fue
reducida; en las cepas MT1, MT2 y MT12,
no se detectaron sefales, lo que indico la
posible ausencia de plasmidos, pudiendo
implicar que la resistencia mostrada por
estas cepas esta codificada en el
cromosoma bacteriano (15), o las
cantidades de ellos son muy bajas, no
presentes en todas los individuos de la
poblaciéon, siendo imposible detectarlos
por el método utilizado. En cepas de
Vibrio sp, Klebsiella sp, Acinetobacter sp
y Raoultella sp, otros estudios han
reportado  resistencia a  metales
demostrandose la presencia de plasmidos
en Vibrio (25,26), Klebsiella (14,27,28),
Acinetobacter (21,29) y Raoultella (30-
32). En los ensayos de resistencia a
metales (Cr*¢, Cr+3, Ni*2, Co*2 y Nat*') en
placas de agar Acinetobacter no presentd
halo de inhibicién para Ni+2 mientras que
para Cr*¢ present6 un halo muy reducido,
no obstante este resultado, se optd por
este ultimo metal para los siguientes
experimentos porque a pH 9,0 el Ni+2
precipita como Ni(OH)., disminuyendo
su concentracion efectiva, lo cual justifica
la ausencia de halo de inhibicién en el
ensayo descrito. El crecimiento
(resistencia) de la cepa MT6 y la
incapacidad de crecimiento (sensibilidad)
de E. coli DHsa fue demostrada a
concentraciones de 3 y 6 mM de Cr+® en
placas de agar y el -crecimiento
(resistencia) de E. coli DH5aT bajo estas
condiciones restrictivas, indic6 el éxito
del proceso de transformaciéon por el
material plasmidico de Acinetobacter.
Estos resultados fueron corroborados por
las curvas de crecimiento en LB y LBCr+¢
de E. coli DH5a y E. coli DH5aT. El
comportamiento de ambas cepas en caldo
LB fue igual, indicando que la
incorporacion de material plasmidico de
MT6 a E. coli no modificoé aparentemente
su condicién metabolica, no ejerciendo
efectos toxicos. En presencia de Cr+, la

cepa no transformada detuvo su
crecimiento, mientras la cepa
transformada creci6 durante todo el
intervalo de tiempo. El andlisis de la
diferencia en crecimiento entre E. coli
DHs5aT y E. coli DH5a (luego de 12 h de
incubacién) resultdé estadisticamente
significativo (a<0,05). No obstante, el
efecto nocivo del metal, sobre Ila
capacidad de duplicacion de ambas
cepas de E. coli se manifestd por la
drastica reduccién de la biomasa en el
medio restrictivo (60-76%). Se ha
reportado la transferencia de la
resistencia a metales en experimentos de
conjugacion in vitro entre diferentes
cepas de E. coli (33). Finalmente, los
patrones polipeptidicos de las FM de
Acinetobacter y E. coli DHs5aT
mostraron la presencia de proteinas con
masas moleculares superiores a los 100
KDa, y su ausencia en la FM de E.coli
DH5a y en todas las FC ensayadas. La
presencia en las FC de pequenas
cantidades de las proteinas de elevado
peso molecular detectadas en las FM, de
ser cierta, se podria justificar al
considerar que la sintesis de proteinas
ocurre en el citoplasma y deberia de
transcurrir un tiempo limitado de
permanencia de ellas en el citoplasma
hasta alcanzar las membranas, sitio de su
posible actividad  biolégica.  Otra
alternativa, es el posible desprendimiento
de una pequena fraccion de las proteinas
unidas a membrana por el proceso de
preparacion de las fracciones
subcelulares. La adquisicion de la
resistencia por parte de E.coli DHsa
estuvo asociada a la presencia de
proteinas en su FM. En el caso de
Acinetobacter las dos proteinas
presentaron pesos moleculares diferentes
entre si y entre las detectadas en E.coli
DHsaT. La presencia de proteinas
bacterianas unidas a membranas e
implicadas en la resistencia a metales, ha
sido reportada por otros laboratorios;
una cromo reductasa ha sido ubicada en
la membrana y citosol de Lactobacillus
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(12); una proteina de 23 KDa ha sido
localizada en E. coli DH5a, luego de
transformaciéon con plasmidos de E. coli
ASU7 (20) y proteinas eyectoras de
metales han sido localizadas en la
membrana citoplasmatica de Ralstonia
metallidurans (5). Consecuentemente, la
incorporacion de proteinas a la fraccion
membranosa en bacterias, implicadas en
la resistencia a metales, parece constituir
un fen6meno general en estos
microorganismos (34,35). Su codificacion
podria estar ubicada en el plasmido, lo
cual implicaria genes estructurales
diferentes, localizados en wun mismo
plasmido y su transcripcion diferencial de
acuerdo al género bacteriano. También es
posible que la codificacién esté localizada
en el cromosoma bacteriano y su
transcripcion sea activada por
proteina(s) reguladora(s) cuya
codificacién este ubicada en el plasmido,
esto podria implicar que las proteinas
detectadas en las FM son especificas para
cada cepa bacteriana. Aunque la funci6on
de estas proteinas es desconocida, se ha
reportado la presencia en membranas de
bombas moleculares para la eyeccion de
metales (5,9,10,14,34); la reduccion del
metal por oxidasas (5,9,10,12-14,31,35);
captura del metal por interacciones con
proteinas tipo metalotioninas (36) y
lipopolisacaridos (37). Estos resultados
aportan evidencias sobre las estrategias
empleadas por las bacterias en sus
mecanismos de resistencias.

Conclusion

Plasmidos de Acinetobacter sp,
bacteria autdctona de suelos
contaminados con metales, transfirieron
a E. coli DHsa la resistencia a Cr+,
mediante protocolos de transferencia de
ADN. La fraccion membranosa de E. coli
DHs5aT, mostr6 una sefial que podria
corresponder a una o dos proteinas con
pesos moleculares superiores a 100 KDa,
estando ausentes en E. coli DHsa no
transformada. La resistencia a Crt2esta

relacionada a la presencia de plasmidos y
de proteinas en la FM de las bacterias.
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