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de biorremediación con grasas recalcitrantes

Analysing horizontal gene transfer in bioremediation  
trials using recalcitrant grease

Catalina Rozo1, Jenny Dussán2*

Resumen

El empleo de microorganismos como herramienta para la mineralización de contaminantes orgánicos es una 
práctica que ha tomado mucha fuerza gracias a su eficiencia y bajo costo. La transferencia horizontal vía con-
jugación de genes es un requerimiento básico para optimizar procesos de biorremediación, por esta razón, 
además de conocer la diversidad metabólica es fundamental entender las interacciones que ocurren en una 
comunidad bacteriana para potenciar los procesos de biorremediación en campo.

En este estudio se busca evaluar el potencial de transferencia horizontal (TH), tanto in vitro como en micro-
cosmos de suelo, de aislamientos de bacterias obtenidas de un pasivo ambiental de grasas provenientes de la 
explotación carbonífera del Cerrejón. Inicialmente se agruparon los aislamientos de acuerdo con sus patrones 
de resistencia a antibióticos: ampicilina, cloramfenicol, gentamicina, tetraciclina y kanamicina. El potencial 
de TH de las cepas Vlf4, Ot3, Ot6, Pgt4, Blf11 y Vlf13 fue evaluado in vitro en medio sólido Luria-Bertani 
(LB) donde se obtuvieron nuevos fenotipos a partir de los cruces Vlf13xOt6 y Pgt4xOt6, el nuevo fenotipo 
indica resistencia a los dos marcadores (ampR, kanR) y su morfología sugiere que el receptor, en los dos casos, 
es la cepa Ot6. Los parentales Vlf13, Pgt4 y Ot6 fueron identificados por amplificación del gen RNAr 16S 
como Pseudomonas sp., Pseudomonas sp. y Chryseobacterium sp., respectivamente, y los transconjugantes como 
Chryseobacterium sp. Posteriormente, estos dos cruces fueron sometidos a ensayos de transferencia horizontal 
en microcosmos de suelos, donde se hizo evidente nuevamente la presencia de TH a una menor tasa. 

Los resultados obtenidos indican la posibilidad de un potencial de transferencia horizontal de genes entre los 
aislamientos seleccionados, dando lugar a la probabilidad de formular en futuros estudios un consorcio de 
bacterias que demuestran tener esta ventaja adaptativa.
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Introducción 

Las bacterias consiguen un nivel adecua-
do de diversidad genética empleando meca-
nismos de transferencia horizontal de genes. 
El pool de genes extracromosomales está 
constantemente disponible para la población 
de bacterias ambientales. Los genes perte-
necientes a este pool se mantienen en pocas 
células dentro de la población consumiendo 
de esta manera poca energía, y cuando que se 
presenta un cambio o una presión selectiva 
que favorece algún gen en particular este se 
extiende rápidamente al resto de la población 
(Sobecky y Coombs, 2009). Uno de los ejem-
plos más dramáticos es el rápido aumento en 
la resistencia a antibióticos. No obstante, exis-
ten casos en los que la transferencia horizon-
tal puede ser utilizada para nuestro beneficio 
como en los genes que codifican para la de-
gradación de compuestos xenobióticos (Llosa 
y De la Cruz, 2005). 

La transferencia horizontal de genes entre 
diferentes especies y géneros de bacteria en am-
bientes naturales es muy común. Existen tres 
mecanismos de transferencia: transformación, 
transducción y conjugación. El mecanismo de 
transducción consiste en el intercambio de ge-
nes entre dos bacterias mediante un bacterió-
fago. La transferencia por transformación es el 
proceso mediante el cual las bacterias atrapan 
ADN libre, algunas son naturalmente transfor-
mables (Wolska, 2003). Aunque este mecanismo 
juega un papel importante en el ambiente no es 
tan común como la conjugación. Esta última es 
la más extensa y la que más contribuye al pool de 
transferencia horizontal en procariotas (Llosa y 
De la Cruz, 2005), y consiste en la transferen-
cia de material genético por contacto célula-
célula de una bacteria donante a una receptora 
mediante una maquinaria de conjugación que 
usualmente esta codificada a nivel plasmídico 
(Panicker et al., 1985). La conjugación, además 

Abstract

Using microorganisms as a tool for mineralising organic pollutants is a practice which has begun to gain 
strength due to its efficiency and low cost. Horizontal gene transfer (HGT) by conjugation is important for 
optimising bioremediation processes. The metabolic diversity of  catabolic pathways must thus be studied; 
however, the microbial interactions occurring in bioremediation consortia must also be understood. This will 
lead to improving bioremediation in the field.

This study was aimed at evaluating HGT potential in vitro and in soil microcosms from bacterial strains 
isolated from grease samples obtained from a disposal site situated in the Cerrejon coal mine. The isola-
tes were initially grouped by selective markers: ampicillin, chloramphenicol, gentamicin, tetracycline and 
kanamycin. The Vlf4, Ot3, Ot6, Pgt4, Blf11 and Vlf13 strains’ HGT potential was evaluated in vitro on 
Luria-Bertani LB agar. New phenotypes were obtained from mating between Vlf13xOt6 and Pgt4xOt6. 
The new phenotype indicated resistance to both antibiotic markers and its morphology suggested that 
isolate Ogt6 was the receptor in both cases. Vlf13, Pgt4 and Ot6 parental strains were identified by 
RNAr 16S as being Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. and Chryseobacterium sp., respectively; the transcon-
jugants were identified as being Chryseobacterium sp. Soil microcosms were subsequently constructed 
with Vlf13xOt6 and Pgt4xOt6 and new phenotypes were detected at a lower rate but having the same 
possible receptor. 

These results suggested that the selected isolates had HGT potential which could lead to formulating a bac-
terial consortium having an adaptive advantage in future studies.

Key words: Conjugation, transconjugant, replica plating.

Recibido: agosto 26 de 2009	 Aprobado: junio 23 de 2010



24	 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XII No. 1  Julio 2010 22-31

de ser el mecanismo encargado de transferir 
genes de resistencia a antibióticos, también es 
responsable de la distribución de genes para 
la degradación de contaminantes orgánicos, 
es por eso que la presencia de donantes hete-
rólogos eficientes en poblaciones bacterianas 
puede acelerar los procesos de transferencia de 
plásmidos y asimismo el proceso de adaptación 
bacteriana a los cambios ambientales llevando 
a tener tratamientos de biorremediación más 
eficientes (Wolska, 2003). 

El estudio de la TH de genes, ya sea por 
conjugación o por otro mecanismo, en mi-
crocosmos de suelo es de gran importancia. 
La propagación de organismos genéticamen-
te modificados y la adquisición de resistencia 
a antibióticos han generado gran interés en la 
comunidad científica dando lugar al estudio de 
las interacciones entre bacterias en diversos há-
bitats. Asimismo, la TH de genes en suelos es 
un elemento clave para la evolución y ecología 
microbiana. En este orden de ideas, se torna in-
teresante la posibilidad de aplicar genes catabó-
licos a suelos contaminados como estrategia de 
bioaumentación para poder estimular el poten-
cial de biodegradación de áreas contaminadas. 
Los microcosmos son una alternativa para es-
tudiar este tipo de interacciones ya que pueden 
ser fácilmente elaborados y controlados en el 
laboratorio dando una aproximación de lo que 
puede suceder in situ (Hill y Top, 1998). 

Han pasado ya casi 30 años desde que se 
empezó a investigar la degradación de conta-
minantes orgánicos con bacterias capaces de 
metabolizar compuestos tales como tolueno y 
naftaleno (Springael y Top, 2004). A lo largo 
del tiempo la biorremediación ha tomado cada 
vez más fuerza entre las técnicas de remoción 
de contaminantes de cuerpos de agua y de sue-
los, ya que ha mostrado ser la más eficiente, 
económica y a la vez amigable con el ambiente 
(Diplock et al., 2009). Se han estudiado a fon-
do todos los factores que afectan los procesos 
de biorremediación para poder potenciarlos y 
hacerlos más eficientes (Farhadian et al., 2008). 
Entre estos factores se han estudiado diversas 
rutas catabólicas y los plásmidos en las que se 

ubican (Jussila et al., 2007). Sin embargo, poco 
se sabe sobre las interacciones microbianas 
que se dan en los biotratamientos y cómo estas 
pueden mejorar el proceso. La posibilidad de 
estudiar la transferencia horizontal de genes y 
utilizarla como herramienta para potenciar los 
procesos de biorremediación es muy promete-
dora. Es por eso que en este estudio se pre-
tende detectar THG, empleando antibióticos 
como marcadores de selección, tanto en ensa-
yos in vitro como en microcosmos de tierra. 

Materiales y métodos 

Soluciones y medios de cultivo 

Las muestras fueron procesadas en medio 
mínimo de sales (MMS) disuelto en agua desti-
lada estéril: KH2PO4 0,5 g/l, NH4Cl 1 g/l, Na2-

SO4 2 g/l, KNO3 2 g/l, CaCl2·6H2O 0,001 g/l, 
MgSO4·7H2O 1 g/l, FeSO4 0.0004 g/l. Para las 
presiones de selección también se utilizó MMS 
más 1,5% de agar bacteriológico. Para la identi-
ficación de morfotipos se utilizaron los medios 
standard plate count (SPC) y cetrimide. Para los 
ensayos de selección por presión con solventes 
orgánicos se usó medio LB y para seleccionar 
los transconjugantes se agregaron 50 µg/ml de 
ampicilina (Amp) y kanamicina (Kan). 

Recolección y procesamiento  
de las muestras 

Se recolectaron muestras de material vir-
gen de un pasivo ambiental de grasas quema-
das provenientes de la maquinaria pesada de la 
mina de explotación carbonífera del Cerrejón 
localizada en el departamento de La Guajira, 
Colombia. Se tomaron seis muestras directas 
de diferentes contenedores de grasa seleccio-
nados al azar, cuatro muestras de suelos aleda-
ños al área contaminada y, por último, cinco 
muestras de material que ya se encontraba en 
distintas etapas de biotratamiento (inicial I, ini-
cial II, intermedio I, intermedio II y avanzado). 
Se agregaron 5 g de cada muestra a 45 ml de 
MMS, y se dejaron a 30° C durante 12 h a 140 
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rpm (Heidolph unimax 1010, Inkubator 1000). 
Posteriormente,  se hizo recuento discrimina-
do de morfotipos en agar SPC y se hizo una 
diferenciación de las bacterias pertenecientes al 
género Pseudomonas en medio Cetrimide.

Presión de selección 

Se realizaron ensayos de replica plating 
para cada aislamiento previamente seleccio-
nado. En el centro de una caja de Petri con 
agar MMS se dispuso una tapa metálica de ma-
nera invertida (figura 1) en la que se agregó 
1,5 ml de Tolueno 400 ppm (fuente de carbo-
no). Se picó un aislamiento en cada cuadran-
te para evitar la pérdida de vapores, la caja se 
selló con Parafilm® M, y se incubó a 30° C. 
Al cabo de siete días se hicieron pases a una 
nueva caja con las mismas condiciones, este 
procedimiento se repitió cinco veces. De la 
misma manera, se realizó con Fenol 400 ppm, 
ACPM y gasolina JP-4. Paralelamente, se rea-
lizó un ensayo control en el cual no se agregó 
ninguna presión. Únicamente los aislamientos 
que mostraron tener un crecimiento al final 
de los cinco pases consecutivos en las cuatro 
presiones fueron seleccionados para realizar 
el patrón de sensibilidad a antibióticos. 

Ensayo de sensibilidad a 
antibióticos 

Para cada aislamiento se ejecutaron prue-
bas de replica plating en medio LB con cinco 
antibióticos diferentes y cada antibiótico fue 
probado en cuatro concentraciones distintas 
que fueron seleccionadas según los rangos es-
tablecidos por Sambrook & Russell (2001). Los 
antibióticos empleados fueron: ampicilina, ka-
namicina y tetraciclina en 20, 30, 40 y 50 µg/
ml, cloramfenicol en 25, 50, 75 y 100 µg/ml 
y Gentamicina en 15, 20, 25 y 30 µg/ml. Con 
el fin de descartar falsos positivos o negativos 
se realizaron tres réplicas por cada prueba. Los 
aislamientos que demostraron tener patrones 
de sensibilidad invertidos fueron seleccionados 

como parentales para los ensayos de conjuga-
ción. 

Ensayos de conjugación 

Conjugación in vitro 

Para los ensayos de conjugación se siguió 
el protocolo de Kristich et al. (2007), con algu-
nas modificaciones. De cada parental se hizo 
un cultivo overnight (ON) en caldo LB y a par-
tir de cada ON se realizó un subcultivo en 30 
ml de LB. Para realizar los cruces se colectó 1 
ml de cada parental en fase logarítmica (A600 
= 0,6-0,7) y se mezclaron vigorosamente 100µl 
de cada mezcla fue inoculada directamente en 
superficie de medio LB en el centro de una 
caja de 100 mm de diámetro. Al completar 48 
h las células fueron recolectadas con un asa y 
se resuspendieron en una solución de NaCl al 
0,85% estéril. Los transconjugantes fueron pla-
quedos directamente de la suspensión en me-
dio LB con 50 µg de Amp y 50 µg de Kan. De 
manera simultánea se hicieron ensayos control 
para cada parental por separado. Todos los en-
sayos se hicieron por triplicado.

Conjugación en microcosmos  
de suelo 

Para los microcosmos en suelo se dise-
ñaron dos tratamientos diferentes; uno con 
suelo estéril y otro con suelo estéril más 10% 
diesel (peso / volumen). En erlenmeyers 
de 100 ml se agregaron 20 g de suelo traí-
do del Cerrejón. Estos fueron autoclavados 
tres veces sucesivas a 125° C (1kg/cm2), para 
confirmar la ausencia de microorganismos 
se realizaron pruebas de esterilidad a cuatro 
erlenmeyers seleccionados al azar, a cada uno 
se le agregaron 20 ml de solución de NaCl al 
0,85% estéril, se agitaron a 200 rpm (Heidol-
ph unimax 1010, Inkubator 1000) durante 30 
min a 30° C, se dejaron reposar por 30 min 
y por último se plaqueó 100µl de cada erlen-
meyer en LB.
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Se hizo un ON de cada parental en cal-
do LB, a partir de este se realizó un subcultivo 
en 20 ml de LB fresco. Cuando los subcultivos 
alcanzaron fase logarítmica (A600 = 0,6-0,7) se 
mezclaron los parentales y se agitaron vigoro-
samente. La mezcla se centrifugó a 8000 g por 
10 min (Sorvall® Biofuge primoR) y se resus-
pendió en 10 ml de una solución de NaCl al 
0,85% estéril. Cada suspensión fue inoculada 
individualmente en un erlenmeyer y se llevó a 
incubar a 30° C. Al cabo de siete días se pro-
cesó cada ensayo por separado. En cada erlen-
meyer se agregaron 20 ml de NaCl 0,85%, se 
incubó a 30° C a 200 rpm durante 30 min (Hei-
dolph unimax 1010, Inkubator 1000) y se dejó 
decantar por 30 min. Se plaquearon las dilucio-
nes 101, 102 y 103 en medio LB con 50 µg/ml 
de Amp y Kan. Posteriormente, las muestras se 
enriquecieron con caldo LB más 50 µg/ml de 
Amp y Kan y se volvió a plaquear. 

PCR del gen rRNA 16S 

Se realizó un ON en 3 ml de caldo LB a 
30º C, 130 rpm para cada parental (Ot6, Pgt4 
y Vlf13) y para cada transconjugante. 25µl de 
cada cultivo fue transferido a un tubo de 1,5 
ml, los tubos se colocaron en agua hirviendo 
durante 15 min y luego fueron centrifugados 
a 14500 rpm durante un minuto. Se tomaron 
0,9 ul del sobrenadante de cada muestra para 
utilizar como templado en las reacciones de 
PCR. 

Se utilizaron los primers universales 
de la región hipervariable V3-V5 del gen 
RNAr 16S, 341f*a (5’-CTACCGGGAGG-
CAGCAGCAGT-3’) y 652ra (5’-CGAATTA-
AACCACATGCTCCA-3’) obteniendo un 
fragmento de 622 pb. La reacción de PCR fue 
realizada en el iCycler thermocycler de Bio-
Rad. Cada reacción contenía 0,9 µl de ADN 
templado, 1,5 U de Taq polimerasa (BIOLA-
SETMDNA Polymerase), buffer a 1X, 2,5 mM 
de MgCl2, 0,2 µM de desoxinucleósidos trifos-
fato y 0,2 µM de cada primer (volumen total 
25 µl). La reacción tuvo un primer ciclo (1 vez) 
a 94º C por 5 min, un segundo ciclo (10 veces) 

a 94º C por 30 seg, a 66º C (con una disminu-
ción de 0,5° C cada ciclo) por 30 segundos, y 
a 72º C por 1 min, un tercer ciclo (25 veces) 
a 94º C por 30 seg, a 61º C por 30 seg y a 72º 
C por 1 min, y un cuarto ciclo (1 vez) a 72° 
C por 10 min. El amplificado se evaluó en gel 
de agarosa al 1% en buffer TAE 1X con 0,5 
ug/ml de bromuro de etídio, y las imágenes se 
documentaron en el sistema GelDoc imaging 
(BioRad).

Purificación, secuenciación e 
identificación 

Los productos amplificados fueron purifi-
cados usando el kit Wizard® SV Gel and PCR 
Clean-Up (Promega). De acuerdo con las ins-
trucciones del kit los productos purificados fue-
ron secuenciados usando los mismos primers de 
la región V3-V5 con el kit BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). 
La reacción se realizó en el iCycler thermocy-
cler de BioRad, tuvo un primer ciclo (1 vez) a 
96 ºC por 1 min, un segundo ciclo (25 veces) 
a 96 ºC por 10 seg, a 50,0 ºC por 5 seg y a 60,0 
ºC por 4 minutos. La reacción de secuencia se 
purificó según las indicaciones de BigDye® Ter-
minator y los productos fueron analizados en el 
secuenciador automático ABI Prism 310 Gene-
tic Analyzer (Applied Biosystems). Usando el 
programa CLC Sequence Viewer 6 se editaron y 
ensamblaron manualmente las secuencias; para 
identificar el género y la especie de cada aisla-
miento fueron comparadas en la base de datos 
de RDP (Ribosomal Database Project) por me-
dio de la herramienta SeqMatch (sequence match) 
usando los parámetros por defecto. 

Resultados y discusión 

Muestreo y presión de selección 

De todas las muestras recolectadas se 
aislaron en total 45 morfotipos: 12 de las 
muestras de grasa (26,7%), 13 de los suelos 
aledaños (28,9%) y 20 de los biotratamientos 
(44,4%). Este resultado es un reflejo de cómo 
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las grasas y zonas aledañas afectadas por las 
mismas son un ambiente extremo para la mi-
crobiota. Después de someter las 45 cepas a 
las cinco presiones de selección consecutivas, 
solo 25 fueron capaces de utilizar los solven-
tes como fuente de carbono para subsistir (fi-
gura 1). El 100% de los aislamientos de las 
muestras de grasa toleraron las presiones, solo 
46% y 35% de los aislamientos obtenidos a 
partir de los suelos aledaños y de los biotrata-
mientos, respectivamente, fueron selecciona-
dos (figura 2). Estos resultados llevan a pensar 
que en las muestras de grasa ya se encontra-
ban seleccionadas naturalmente las bacterias; 
contrariamente, en los biotratamientos hay 
más morfotipos pero menos selección debido 
al bajo contenido de grasa. 

Sensibilidad a antibióticos: 
marcadores de selección 

Utilizar antibióticos como marcadores 
de selección es una técnica clásicamente usa-
da para evidenciar transferencia horizontal 
de genes en microcosmos de suelos (Hurst 
et al., 1997). Con este fin se realizaron en-
sayos para poder determinar los patrones 
de sensibilidad. Entre los cinco antibióticos 

probados hubo prevalencia de bacterias re-
sistentes a ampicilina, 76% de las 25 cepas 
mostraron ser resistentes a la concentración 
más alta 50 µg/ml de la misma. Tanto para 
kanamicina como para cloramfenicol, 60% 
del total presentaron resistencia, para genta-
micina únicamente 4% y, finalmente, para te-
traciclina todas resultaron ser sensibles. Era 
necesario que los aislamientos elegidos como 
parentales para los ensayos de conjugación 
presentaran perfiles inversos para poder evi-
denciar la adquisición de un nuevo perfil por 
transferencia horizontal de genes, por tanto, 
los aislamientos que no cumplieran con esta 
condición se descartaron. Finalmente se tra-
bajó con seis parentales, cinco de ellos re-
sistentes a ampicilina y sensibles a los otros 
marcadores (Ot3, Pgt4, Vlf4, Vlf13 y Blf11), 
estos se denominaron como parental I. El 
sexto parental resistente a kanamicina y gen-
tamicina, y sensible a los tres marcadores res-
tantes, fue elegido como el parental II (tabla 
1). Adicionalmente, como muestra la tabla 1, 
tanto Pgt4 como Vlf13 también presentaron 
crecimiento en cloramfenicol, sin embargo, 
el crecimiento fue muy pobre por lo cual este 
marcador fue descartado. 

Figura 1. Montaje se Replica plating para la presión de selección.
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Figura 2. Número de morfotipos totales en cada zona de muestreo 
y número de morfotipos seleccionados después de la presión.

Tabla 1. Perfil de sensibilidad a antibióticos. Los aislamientos Ot3, Pgt4, Vlf4, Vlf13 y Blf11 
presentaron el mismo perfil y fueron designados como parental I y el aislamiento Ot6 

mostró tener el perfil inverso y fue designado como parental II 

Antibiótico 
Concentración 

µg/ml
Ot3 Pgt4 Ot6 Vlf4 Vlf13 Blf11

Ampicilina 50 + + - + + +
Cloramfenicol 100 - +* - - +* -
Gentamicina 30 - - +* - - -
Tetraciclina 50 - - - - - -
Kanamicina 50 - - + - - -
Control NA + + + + + +

+ Crecimiento  
- No hubo crecimiento  
+* Crecimiento muy pobre

Ensayos de conjugación in vitro  
y en microcosmos 

Para los ensayos in vitro se realizaron un to-
tal de cinco montajes en los que se cruzó el pa-
rental II con cada uno de los parentales I (tabla 
2). Con el fin de evidenciar la aparición de nue-
vos fenotipos de sensibilidad por transferencia 
horizontal de genes los ensayos de conjugación 

fueron plaqueados en tres medios (Amp, Kan 
y Amp+Kan). Se detectaron nuevos fenotipos 
en cada una de las tres réplicas, para los cruces 
Pgt4xOgt6 y Vlf13xOgt6 tal como se resume 
en la Tabla 2. Estos resultados llevan a pensar 
que hubo una transferencia horizontal de ge-
nes por medio de la cual se generaron nuevos 
transconjugantes con el fenotipo AmpR KanR. 
Sin embargo, no se puede asegurar específica-
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mente qué mecanismo de transferencia ocurrió. 
Existen dos posibilidades de transferencia: vía 
conjugación por contacto célula-célula o por 
recolección de ADN libre mediante transfor-
mación (Maier et al., 2009). 

La aparición de nuevos fenotipos puede 
darse como consecuencia de mutaciones es-
pontáneas (Martínez y Baquero, 2000). Con el 
fin de descartar esta posibilidad se hicieron en-
sayos control con cada parental por separado 
(individual). Así como muestra la tabla 2, todos 
los parentales resultaron tener el mismo fenoti-
po original y no se detectó ningún cambio con 
respecto a su fenotipo inicial. Esto permite ve-
rificar que sí ocurrió algún evento de transfe-
rencia horizontal de genes y no se generó por 
mutantes al azar. 

Cuando se plaqueó el cruce Vlf4xOgt6 en 
LB con Amp no hubo crecimiento del paren-
tal I (Vlf4) como era de esperarse. De manera 
contraria, sí hubo crecimiento del parental II 
en Kan. Esto puede deberse a algún tipo de 
competencia entre los dos parentales llevando 
a que solo predomine Ogt6. Igual sucedió para 
el cruce entre Ogt3 y Ogt6. 

La morfología de los transconjugantes 
corresponde a la misma morfología del paren-
tal II (Ogt6) que se caracteriza por tener una 
pigmentación amarilla muy intensa, a diferen-
cia de los demás que no exhiben ningún tipo de 
pigmento. Según esto, se puede llegar a concluir 
que Ogt6 recibió los genes de la resistencia a la 
ampicilina y así adquirió un nuevo fenotipo. Sin 
embargo, no se puede asegurar que este fue el 
receptor ya que el transconjugante pudo recibir 
genes que afectan su morfología. Por esta ra-
zón se consideró importante realizar una iden-
tificación del gen 16S tanto de los parentales 
como de los tranconjugantes para verificar este 
resultado. Al comparar las secuencias en la base 
de datos RDP utilizando la herramienta seqmatch 
únicamente se pudieron identificar los aisla-
mientos hasta género, esto indica que podemos 
estar hablando de nuevas especies aun no iden-
tificadas. Los parentales Pgt4 y Vlf13 fueron 
identificados como Pseudomonas sp. y el parental 

Ogt6 fue identificado como Chryseobacterium sp. 
Al igual que el parental Ogt6 los transconjugan-
tes fueron identificados como Chryseobacterium 
sp. Este resultado permitió confirmar que el re-
ceptor del nuevo fenotipo fue Chryseobacterium 
sp. (Ogt6). Las bacterias del género Pseudomonas 
son reconocidas por su capacidad degradativa 
y han sido constantemente utilizadas en trata-
mientos de biorremediación. Vandamme et al. 
(1994) propusieron Chryseobacterium sp. como 
nuevo género mediante la reclasificación de 
miembros antiguamente pertenecientes al gé-
nero Flavobacterium. Aunque este género ha sido 
poco estudiado, en el área de biorremediación 
existen algunos reportes donde se han identi-
ficado bacterias del mismo género capaces de 
degradar diesel y metil tert-butil éter (MTBE) 
(Owsianiak et al., 2009; Zhang et al., 2007). 

Con los resultados obtenidos en los en-
sayos de conjugación in vitro se procedió a rea-
lizar los microcosmos para poder confirmar si 
la transferencia que se presentó in vitro también 
se daba en el suelo. Esta vez solo se probaron 
los cruces Pgt4xOgt6 y Vlf13xOgt6. En este 
caso se realizaron dos tratamientos, uno con 
10% (p/v) de diesel y otro sin diesel. Esto se 
hizo para ver si el estrés del diesel potenciaba 
la conjugación. Inicialmente solo dos ensayos 
resultaron tener transconjugantes con el nuevo 
fenotipo: la réplica 2 del cruce Pgt4xOgt6 sin 
diesel y la réplica 3 del cruce Pgt4xOgt6 con 
diesel. Existe la posibilidad de que los trans-
conjugantes en las otras réplicas no se hayan 
detectado por baja eficiencia de transferencia 
y, por tanto, un número muy bajo de transcon-
jugantes en la muestra. Para confirmar que las 
otras réplicas no fueran falsos negativos se en-
riqueció cada ensayo con caldo LB más 50µg/
ml de ampicilina y kanamicina. Al volver a pla-
quear se detectaron transconjugantes que no se 
habían evidenciado antes del enriquecimiento 
(tabla 3). Al observar los resultados se hace evi-
dente que el diesel afecta la transferencia del 
cruce Vlf13xOgt6 ya que en presencia de diesel 
no se observa transferencia. De manera contra-
ria, Pgt4xOgt6 no se inhibió en los microcos-
mos con diesel. 
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Tabla 2. Ensayos de conjugación in vitro 

Aislamiento Fenotipo Parental

Crecimiento

Amp 50 mg/ml Kan 50 mg/ml Amp y Kan 50 mg/ml

Réplica Réplica Réplica

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Individuales in vitro

Vlf AmpR Kan5 (I) + + - - - - - - -

Ogt3 AmpR Kan5 (I) + + + - - - - - -

Pgt4 AmpR Kan5 (I) + + + - - - - - -

Blf11 AmpR Kan5 (I) + + + - - - - - -

Blf13 AmpR Kan5 (I) + + + - - - - - -

Ogt6 AmpR Kan5 (I) - - - + + + - - -

Cruces in vitro

Vlf4 x Ogt6 (I) x (II) - - - + + + - - -

Ogt3 x Ogt6 (I) x (II) - - - + + + - - -

Pgt4 x Ogt6 (I) x (II) + + + + + + + + +

Blf11 x Ogt6 (I) x (II) + + - + + + - - -

Vlf3 x Ogt6 (I) x (II) + + + + + + + + +

R Resistente 
S Sensible 
+ Crecimiento 
- No hubo crecimiento

Tabla 3. Ensayos de conjugación en microcosmos 

Aislamiento Parental

Crecimiento

Amp 50 mg/ml Kan 50 mg/ml Amp y Kan 50 mg/ml

Réplica Réplica Réplica

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Microcosmos de suelo

Tratamiento sin diesel

Pgt4 x Ogt6 (I) x (II) + + + + + + (+) + -

Vlf13 x Ogt6 (I) x (II) + + + + + + (+) (+) (+)

Tratamiento con diesel

Pgt4 x Ogt6 (I) x (II) + + - + + + (+) - +

Vlf13 x Ogt6 (I) x (II) + + + + + + - - -

+ Crecimiento  
- No hubo crecimiento  
(+) Crecimiento después del enriquecimiento 



Análisis de transferencia horizontal de genes en ensayos de biorremediación con grasas recalcitrantes	 31

Conclusiones 

De acuerdo con los resultados obteni-
dos es posible decir que sí hay algún tipo de 
transferencia horizontal de genes entre los 
aislamientos seleccionados. Aunque se deben 
seguir estudiando más a fondo los aislamien-
tos para poder formular un consorcio que se 
ajuste adecuadamente al biotratamiento que 
se desea desarrollar, se sabe que las cepas 
Ogt6, Vlf13 y Pgt4 son de mucho interés ya 
que hacen un gran aporte en la transferencia 
horizontal de genes permitiendo que el ma-
terial genético esté disponible para el resto 
de los microorganismos seleccionados y de 
las bacterias nativas del suelo. Es decir, que 
pueden llevar a una rápida adaptación de la 
población de bacterias al estrés generado por 
las grasas. 
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