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Resumen

RESUMEN.

Los suelos estan constituidos por una microbiota complegja dificil de cultivar mediante €l
uso de métodos convencionales. La ecologia molecular microbiana permite el estudio de la
diversidad de las interacciones entre las comunidades microbianas y su ambiente. Existen
determinadas alternativas para conocer la estructura microbiana, una de ellas consiste en
aislar los microorganismos Yy tipificarlos mediante técnicas de biologia molecular. Para
incluir la deteccion de microorganismos no cultivables o ain no cultivados, se utilizan
métodos en los que se extraen los acidos nucleicos directamente de los suelos y a partir de
éstos se determina la diversidad microbiana.

En este trabgjo se estudiaron muestras de suelos contaminados con petroleo de
Huimanguillo, Tabasco y de Poza Rica, Veracruz; se cuantifico la cantidad de UFC/g de
suelo de las bacterias totales y de las bacterias hidrocarbonoclastas, de estas Ultimas £
aidaron algunas cepas. A partir del suelo de Tabasco se aislaron 7 cepas degradadoras de
hidrocarburos y 21 cepas hidrocarbonoclastas del suelo de Poza Rica, Ver. Estas Ultimas se
identificaron por galerias APl 20 NE y se encontraron los siguientes microorganismos. 3
cepas de Stenotrophomonas maltophilia; 3 cepas de Sphingomonas paucimobilis; dos cepas
de Chryseomonas luteola; 3 cepas de Burkholderia cepacia y dos cepas de Agrobacterium

radiobacter.

Se extrgjo DNA de los suelos contaminados y se obtuvieron productos de amplificacion por
PCR parae gencompleto 16S rRNA, asi como para la region V6-V8 de este mismo geny
para la regién intergénica del operén rrn. Se realizo € andlisis de restriccion enzimatica
(REA) dd espacio intergénico del operdn rrn, a las 21 cepas degradadoras de Poza Rica,
Veracruz. La tipificacion PCR-REA permitié agrupar en 18 grupos diferentes a las cepas
hidrocarbonoclastas aisladas.

Del suelo de Poza Rica, se mont6 una biopila de biorremediacion y a lo largo de 2 meses,
se analizaron los patrones de bandas de DNA de las poblaciones presentes por € método de
DGGE. Con estos resultados se estudid € dinamismo, estructura y diversidad de la

comunidad bacteriana presente en la biopila.
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INTRODUCCION.

Entre el 90 y 99% de las especies bacterianas que oxidan hidrocarburos no pueden ser
cultivadas por métodos convencionaes de laboratorio. A pesar ce que algunos medios de
cultivos selectivos y enriquecidos pueden imitar las condiciones que |os microorganismos
requieren para su proliferacion, las poblaciones microbianas que logran crecer en estos
medios no son representativas de las que proliferan en su habitat natural (Roszak y Colwell,
1987). Las técnicas de biologia molecular ofrecen nuevas oportunidades para € andisis de
la estructura y composicion de las comunidades microbianas (Torsvik y col. 1994). El
conocimiento de la diversidad microbiana en ambientes naturales, ha sido revelado por €l
estudio con biomarcadores moleculares de los microorganismos como € gen del 16S
rRNA. Los biomarcadores pueden ser los acidos nucleicos o proteinas funcionales que
poseen estructuras que se han conservado durante € transcurso de la evolucion. Estos
biomarcadores moleculares permiten conocer de manera més directa la estructura c las
comunidades microbianas, incluyendo a especies no cultivables por métodos
convencionales (Amman, 1994).

La bhiorremediacion de suelos contaminados con petrdleo es desarrollada para degradar,
transformar, remover, limpiar y/o disminuir el contenido de hidrocarburos, presentes en los
suelos, son numerosas las metodologias bioldgicas que se utilizan con este propésito, pero
cas todas estéan basadas en la capacidad de los microorganismos de catabolizar o
biotransformar compuestos organicos, por 1o general hacia productos menos toxicos o de

mas fécil degradacion (Trejo y Quintero, 2000).

El composteo es un proceso biolégico controlado, por € cua pueden tratarse suelos
contaminados con hidrocarburos. Entre los sistemas de composteo se tiene la biopila.

Bajo este enfoque, en el presente trabgjo se analizaron muestras de suelo de dos sitios
contaminados. Poza Rica, Veracruz y Huimanguillo, Tabasco. En una primera etapa se
realizé la cuenta microbiana de cada uno, tanto de bacterias totales como de bacterias
hidrocarbonoclastas para cada muestra. Se realiz6 también la extraccion de &cidos nucleicos
probando y comparando distintos métodos. Posteriormente los acidos nucleicos extraidos se
amplificaron por PCR y se redizo € andlisis del patrén de bandas por geles con gradiente

de desnaturaizacion (DGGE) de las comunidades microbianas presentes en dichos suelos.

vi
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El suelo de Poza Rica, fue monitoreado en una biopila y se estudiéo € dinamismo y

estructura de la comunidad bacteriana presente en este suelo.
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Revision Bibliogréfica

1.- Revision Bibliogr afica.
1.1. Panorama general de contaminacion por hidrocarburosen M éxico.

El desarrollo tecnol6gico industrial ha incrementado la introduccion en el ambiente de
compuestos quimicos toxicos provenientes de diversas fuentes, como son la industria
farmacéutica, petroquimica, la actividad minera, etc. En nuestro pais, debido a la
explotacion, comercializacion, almacenamiento y transporte de petréleo y sus derivados,

muchos sitios se encuentran contaminados.

De acuerdo con informacién de PEMEX, dos de los lugares mas contaminados por
hidrocarburos a nivel naciona son la refineria "Lézaro Cérdenas' y € pantano de “Santa
Algandrina’, ambos ubicados en e sureste de México. PEMEX en e 2004 reportd que €l
aumento en e proceso de crudo y en la produccion de hidrocarburos fue de 10.4 millones
de toneladas, es decir, 3.1 por ciento mas respecto al afio anterior. Similarmente, la
generacion de residuos peligrosos se incremento 25.3 por ciento en relacién al afio anterior,
pasando de 380 mil a 480 mil toneladas. Aproximadamente e 86% del volumen total de
estos residuos, corresponde a lodos y recortes de perforacion (72%), lodos aceitosos (8%) y
aceites gastados (6%). En el Informe sobre Seguridad, Salud y Medio Ambiente de PEMEX
correspondiente a 2003, se indica que las emisiones y descargas totales de |la paraestatal
aumentaron 18.9 por ciento en relaciéon a 2002, a pasar de 1.2 a 1.4 millones de toneladas
(PEMEX, 2004).

En los estados de Campeche, Tabasco, Veracruz y Chiapas se encuentran las reservas de
petrdleo més grandes de nuestro pais, las caracteristicas climéticas y geogréficas que
representa cada zona de extraccion determina que cada sitio tenga caracteristicas de suelo
diferente, por gemplo: contenido de materia mineral, materia organica, agua, are y
poblaciones de microorganismos. La canplejidad y especificidad que presenta cada suelo
contaminado, por su estructura, caracteristicas fisicogquimicas y bioldgicas, asi como por la
gran variedad de contaminantes, requiere por lo general, de trenes de tratamiento
especificos para su limpieza. Los métodos tradicionales de remediacion para estos sitios, se
basan en tecnologias que se han desarrollado en los Ultimos 20 afios, tratamientos
biol6gicos, fisicos, quimicos y térmicos. La biorremediacion es un praceso que involucra

microorganismos 0 procesos bioldgicos para transformar y/o eliminar contaminantes del
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ambiente. En este sentido, la biodegradacion se define como e cambio, en la estructura
guimica de un compuesto, catalizado biol 6gicamente (Madsen, 1991).

En € caso de compuestos organicos, la biodegradacion frecuentemente, permite la
conversion del compuesto organico a CO, y H»0, esta conversién es conocida como
mineralizacion (Rosenberg y col. 1992). Los microorganismos son los principales
responsables del cambio geoquimico, puesto que su amplia distribucion, elevada actividad
metabdlica, capacidad de adaptaciéon fisiologica, maeabilidad genética, asi como su
diversidad enzimética y nutriciona son factores que los colocan como agentes recicladores
enlabiosfera.

La contaminacion de mantos acuiferos 'y suelos por compuestos organicos provoca darios al
ambiente. En € Instituto Mexicano del Petréleo (IMP), a través de colaboraciones con
instituciones de educacion superior, tales como la Universidad Auténoma Metropolitana y
la Universdad Autonoma del Estado de Morelos, se ha propuesto € desarrollo e
integracion de tecnologias fisicoquimicas y bioldgicas aplicables a suelos mexicanos
contaminados con hidrocarburos, a fin de promover su remediacion. Se planted
implementar dos pracesos de remediacion basados en biorreactores y biopilas (composteo).
El estudio de las poblaciones bacterianas involucradas en estos procesos, se abordd con un
doble enfoque disciplinario, desde la microbioldgica tradicional y también mediante la
utilizacion de técnicas de biologia molecular. Con e segundo enfoque se puede establecer
la presencia y dinamismo de las poblaciones microbianas presentes en ambos procesos,
todo basado en |a deteccion de biomarcadores. En cada una de ellas es necesario estudiar el
dinamismo de las poblaciones bacterianas presentes a través del biomonitoreo, que es un
seguimiento de poblaciones microbianas por técnicas de biologia molecular. Este
conocimiento permite e establecimiento de tecnologias que pueden ser utilizadas en
propuestas de trenes de tratamiento, que ataquen diferentes problemas de sitios
contaminados con hidrocarburos en la region tropical (diferentes tipos de suelos y
contaminantes).

1.2. Composicion quimica del petroleo.

El petrdleo es una mezcla complega de hidrocarburos que contiene principal mente carbono

e hidrogeno en cantidades que varian entre 83-86% y 11-13%, respectivamente, en la
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mezcla que lo congtituye, los hidrocarburos coexisten en fase solida, liquida y gaseosa y
pueden presentar ademas en su composicion, pequeiias proporciones de heterocompuestos
con presencia de nitrogeno, azufre, oxigeno y algunos metales. El petrdleo varia mucho en
su composicion, la cual depende principalmente ddl tipo de yacimiento de donde provenga
(Chow, 1987).

Los hidrocarburos que componen a petrdleo pueden agruparse en cuatro categorias:
aliféticos, arométicos, polares o resinas y asfatenos. La proporcién de cada una de estas
fracciones depende de muchos factores como la zona geogréfica, historia geoldgica, edad,

migracion y ateracion del petroleo crudo.

Alifaticos. La fraccion de los compuestos diféticos incluye acanos lineales,
alcanos ramificados (isoparafinas), alcanos ciclicos (naftenos), alquenos y alquinos.
Aromaticos. La fraccion de los aromaéticos contiene hidrocarburos como €
benceno, tolueno, xileno, etc.,, e hidrocarburos poliaromaticos, como los
naftenoaromaticos y compuestos arométicos de sulfuro como e tiofeno y
dibenzotiofeno. La fraccion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)
contiene compuestos cancerigenos como € benzopireno.

Polares: La fraccién de polares, o resinas gue contienen compuestos polares con N,
Sy O, con una gran variedad de componentes como piridinas, quinoleinas,
carbazoles, tiofenos, sulfoxidos y amidas, que pueden ser solidos amorfos que
dificilmente se disuelven en € petrdleo.

Asfaltenos: Son compuestos de moléculas grandes que se dispersan en €l petroleo
como compuestos poliarométicos, acidos nafténicos, sulfuros, fenoles polihidricos,

acidos grasos y metaloporfirinas

1.3. Biodegradacién de hidrocarburos del petréleo.

Diferentes géneros de microorganismos estan involucrados en procesos de degradacion de
compuestos del petrdleo. Se encuentran microorganismos con diferentes metabolismos
como quiomioorganotroéfico, fotolitotrofo, quimiolitotrofo, organétrofo y heterétrofo (Atlas
y Bartha 1998).
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En la degradacion de los hidrocarburos del petréleo, se involucran consorcios de
microorganismos, incluyendo procariontes y eucariontes. Las bacterias y levaduras son los
organismos dominantes en la degradacion de compuestos del petroleo en ecosistemas
acudticos, mientras que bacterias y hongos son los que dominan en muestras de suelo. Los
microorganismos mas comunes que son responsables de la degradacion del petrdleo
comprenden principalmente géneros bacterianos como: Nocardia, Pseudomonas,
Acinetobacter,  Flavobacyterium,  Micrococcus, Arthobacter,  Corynebacterium,
Achromobacter, Rhodococcus, Alcaligenes, Mycobacterium y Bacillus. Los géneros mas
comunes de hongos son: Aspergillius, Mucor, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula,
Candida y Sporobolomyces (Atlas, 1981; Bossert y Bartha, 1984).

Durante la biodegradacién, los microorganismos estan equipados con la maguinaria
metabdlica para utilizar al contaminante como fuente de carbono y energia para su
crecimiento, produciendo biomasa, subproductos, dioxido de carbono y agua (Eweis,
1998).

El grado de eficiencia de los procesos de degradacién se encuentra intimamente relacionado
con factores ambientales que rodean a sistema microorgani smo-contaminante (Fernandez,

1995). Entre los més importantes se encuentra el pH, la concentracion de nutrientes, la
temperatura, € tamafio y caracteristicas de las particulas de suelo, la biodisponibilidad y

concentracion del contaminante, la toxicidad, la presencia de otros nutrientes, etc. La
persistencia de un contaminante en el ambiente depende de las caracteristicas fisicas y
guimicas del compuesto quimico, como la baja solubilidad y la toxicidad que presenta hacia
los microorganismos degradadores (Alexander, 1994).

La mayoria de los microorganismos gque oxidan hidrocarburos llevana cabo por via aerobia
las reacciones de oxido-reduccion, teniendo como ultimo aceptor de electrones a oxigeno,

aungue también se encuentran microorganismos que requieren condiciones anaerobias para
la oxidacion de estos compuestos. Sin embargo, para la mayoria de los compuestos, la

degradacion mas répida'y completa ocurre en condiciones aerobias (Cookson, 1995).

Tanto la via aerobia como |a anaerobia producen subproductos derivados de la oxidacion

incompleta del hidrocarburo, tales como alcoholes, dioles y cetonas. También pueden
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producirse &cidos organicos, como piravico, citrico y oxalico. La degradacion microbiana
de los compuestos organicos no siempre conduce a la mineralizacion sno a una
biotransformacion y los compuestos que se producen pueden ser, en algunos casos, mas
toxicos que € origina (King, 1992).

La capacidad de los sistemas biol6gicos para degradar componentes de petroleo es muy
generalizada, puesto que ciertos microorganismos en e suelo pueden adaptarse a los

constituyentes del petroleo.

Los mecanismos de degradacion del petréleo y sus fracciones dependen de la fraccion
guimica dominarte y de los microorganismos involucrados. En la biodegradacion
microbiana de hidrocarburos se conocen genes involucrados en la metabolizacion de las
diferentes fracciones del petrdleo en donde mdltiples vias metabdlicas interaccionan para
oxidarlos, dichos genes codifican para la sntéss de enzimas como monoxigenasas,
dioxigenasas, deshidrogenasas, etc. También se presentan procesos de cometabolismo en
donde el co-metabolito, en este caso e compuesto contaminante, puede ser transformado
solo en presencia de un sustrato utilizado por e microorganismo para su crecimiento o en

presencia de otro compuesto transformable (Dalton y Stirling, 1982).

Por otro lado, se ha visto que muestras de suelas no contaminados, contienen poblaciones
de alrededor de 10’—10° UFC por gramo de suelo, en donde tan slo € 1% puede degradar
componentes del petroleo. En un suelo contaminado con hidrocarburos, cambia e nimero
de microorganismos capaces de degradar petréleo, éste se incrementa de 10° -10° UFC por
gramo de suelo (Agteren, 1998). Esto es posible debido a que los microorganismos pueden
obtener su fuente de carbono de los hidrocarburos, y con €lo obtener energia para crecer y

multiplicarse.

En la biodegradacion del petroleo interviene otro factor relevante: la disponibilidad de los
hidrocarburos para € microorganismo, ya que algunos compuestos presentan una baa
solubilidad, lo que dificulta su transporte a interior de la célula a través de las membranas
celulares, ademés de la adsorcion que presentan algunos compuestos hacia el propio suelo.

Los microorganismos pueden producir compuestos tensoactivos a fin de emulsionar €

hidrocarburo y mejorar asi su disponibilidad (Reylli y col. 1996). Se conoce poco de los
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mecanismos involucrados en € transporte de hidrocarburos a través de la membrana
celular. Se cree que b proteina akL que esta involucrada en € transporte a través de la
membrana externa de hidrocarburos y que posiblemente también la proteina alkN esté
involucrada en procesos de quimiotaxis de hidrocarburos, dicha proteina se encuentra en la
membrana interma (Van Hamme y col. 2003). Durante un largo periodo se creyé que €
transporte de hidrocarburos era un proceso pasivo; sin embargo, hay evidencia de un
requerimiento de energia para la captacion de hidrocarburos. En las levaduras degradadoras
la presencia de poros en las membranas celulares permite el paso de hidrocarburos (Morgan
y Watkinson, 1994).

La oxidacion de hidrocarburos aifaticos, tanto por bacterias como por hongos, consiste en
convertir la cadena hidrocarbonada del alcano en el &cido graso carespondiente mediante
la oxidacion del grupo metilo terminal. En presencia de oxigeno la cadena del acano puede
ser atacada por monoxigenasas o dioxigenasas (Bouwer y Zehnder, 1993), las cuales
introducen uno o dos daomos de oxigeno en la molécula, formandose asi un acohol.
Posteriormente, e acohol es oxidado a un adehido y después a é&cido graso
correspondiente. Una vez que € hidrocarburo se encuentra en forma de acido graso, es
utilizado en la ruta catabdlica de la b-oxidacion, donde se remueven unidades de dos
carbonos para la formacion de acetil-CoA, éste es llevado hasta CO, y H,O por € ciclo de
los &cidos tricarboxilicos, la oxidacion de NADH + H' y FADH, generados por la
oxidacion de nutrientes se lleva a cabo en cadena respiratoria y como subproducto se
produce ATP (Wackett y col. 1989).

Los compuestos alifaticos insaturados (alquenos y alquinos) son oxidados por via aerobia
por mecanismos similares a los utilizados para los acanos. Sin embargo, 1os enlaces dobles
o0 triples son mas reactivos quimicamente y pueden experimentar otro tipo de reacciones
tales como epoxidacion e hidratacion (Bouwer y Zehnder, 1993). Existen un sin niUmero de
rutas catabdlicas de los hidrocarburos que generamente pueden llegar a intermediarios

menos téxicos para el ambiente (Smit, 1994).

L os compuestos polares como las resinas y |os asfaltenos, poseen estructuras quimicas muy

complejas que los convierten en compuestos recal citrantes a la biodegradacion, debido a su
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insolubilidad y a que presentan grupos funcionales que se encuentran protegidos del ataque
microbiano, ademas de estar constituidos por un gran nimero de anillos arométicos (Atlas,
1991; Baker y Herson, 1994). Sin embargo, algunos estudios han reportado la degradacion
de asfaltenos por cometabolismo, en presencia de alcanos alifaticos de 12 a 18 domos de
carbono (Leahy y Colwell, 1990).

Los compuestos arométicos que poseen como estructura primaria la molécula de benceno,
denominados BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), se encuentran como
contaminantes frecuentes y constituyen un porcentge elevado de la composicion del
petréleo. Su degradacién se lleva a cabo mediante dos vias oxidativas: la activacion del
anillo y su ruptura. La activacion involucra la incorporacion de oxigeno en € anillo, esto es,
una dihidroxilacion ddl nicleo aromético. Esta activacion se lleva acabo también por la
accion de las enzimas mono o dioxigenasas (Cerniglia, 1992). En la segunda fase, los
dihidrodioles sufren una oxidacion para formar derivados dihidroxilados, camo € catecol,
los cuales son precursores de la ruptura del anillo por oxidacién via meta u orto,
produciendo e semialdehido 2-hidroximuconico y e &cido muconico, respectivamente.
Posteriormente, estos compuestos son oxidados para formar acidos grasos que pueden ser
utilizados por los microorganismos para la sintesis celular y la produccién de energia
(Eweisy col. 1998).

Se sabe que los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) son degradados, un anillo ala
vez, por mecanismos similares a los de |a degradacion de los hidrocarburos arométicos. Sin
embargo, la biodegradabilidad de los HAP) tiende a disminuir conforme se incrementa el
nimero de anillos que los congtituyen y conforme se incrementa el nimero de radicales
alquilo que poseen (Park y col. 1990). El metabolismo microbiano del naftaleno, fenantreno
y antraceno ha sido estudiado ampliamente (Gibson y Subramanian, 1984; Bouwer y
Zehnder, 1993). La solubilidad que presentan en compuestos polares influye mucho en la
biodegradacion de estos compuestcs.

Al utilizar cepas puras pueden formarse intermediarios toxicos, pero e uso de cultivos
mixtos 0 consorcios microbianos permite degradar estos intermediarios, favoreciendo la

mineralizacion completa de los contaminantes (Singleton, 1994). El sinergismo entre
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bacterias, hongos y levaduras provoca un incremento en la velocidad de oxidacion de los
hidrocarburos (Riser-Roberts 1998).

1.3.1. Mecanismos Genéticos en ladegradacion de hidrocarburos.

L os microorganismos pueden oxidar diferentes sustratos derivados de petréleo por diversas
vias catabdlicas, como la via alk (adcanos de Cs a Cyp), via nah (naftaleno) y via xyl
(xileno), ademas, se han caracterizado y localizado un gran nimero de plasmidos
relacionados con estés vias, por gemplo, plasmidos como OCT, NAH y TOL se han
encontrado en Pseudomonas sp. (Sayler y col, 1990). Lo anterior indica que b capacidad
degradadora de algunos microorganismos esta codificada en ciertas regiones de su
cromosoma y en plasmidos. Un modelo del metabolismo de los acanos incluye la
localizacion de las proteinas Alk (transporte de hidrocarburos) y la regulacion de los genes
alk. El oper6on alkBFGHJKL, codifica las enzimas necesarias para convertir 1os alcanos en
acetil-CoA. Por otro lado, € gen alkST codifica a la enzima rubredoxina reductasa (que es
una proteina hierro-azufrada que funciona como transportadora de electrones), mientras que
el genalkSes el regulador positivo del operon alkBFGHJKL. El operon alkBFGHJIKL y su
regulador positivo estén separados por 9.7 Kb de DNA. El gen alkN codifica para la
proteina alkN, que puede estar involucrada en la quimiotaxis de hidrocarburos. La mayoria
de la informacion genética del metabolismo de los HAP hasido estudiada en P. putida cepa
G7 la cual tiene la informacién para €l catabolismo en los plasmidos. El primer operon
nahAaAbAcAdBFCED codifica la via de conversién del naftaleno en sdicilato (via
superior) y € segundo operon nahGTHINLOMKJ codifica la conversion de sdicilato via
meta-catecol a acetaldehido y piruvato (via inferior). El regulador de estos operones es

codificado en un tercer gennahR que es inducido por salicilato(Van Hamme'y col. 2003).

1.4. Biorremediacion.

La biorremediacion se define como € uso de sistemas biolégicos para degradar,
transformar, eliminar o reducir la concentracion de compuestos orgénicos téxicos a
productos metabolicos inocuos 0 menos téxicos. Es una tecnologia que emplea procesos
biol6gicos, mediados principalmente por microorganismos, para transformar, detoxificar

y/o mineralizar contaminantes del ambiente (Cookson, 1995). En la biorremediacion se
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busca acelerar la degradacion de los microorganismos a través de la manipulacion del

medio contaminado, con la aplicacion de diversas tecnologias (Van Deuren y col., 1997).

Se han desarrollado diferentes tecnologias de biorremediacién cuyas principales diferencias

estriban en las condiciones en las que se lleva a cabo € proceso, en los pardmetros que son

controlados o modificados, asi como en € lugar en que se apliquen (Cookson, 1995, Riser-

Roberts, 1998). En la Tabla 1 se muestran las diversas tecnologias utilizadas

frecuentemente para la biorremediacion de suelos, asi como su aplicacion y caracteristicas.

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes tecnologias de biorremediacion (Riser-Roberts, 1998).

Tecnologia Aplicacion Caracteristicas
Bioventeo Suel os contaminados. Tratamientoin |Introduccion de oxigeno através del suelo, por
situ. bombeo, para estimular €l crecimiento
microbiano y su actividad.
Biopilas Suelos contaminados. Se aplicaon [EI material contaminado se coloca sobre la

site, pero puede aplicarse ex situ.

superficie del terreno en formas de pilas. Estas
pilas se mezclan periddicamente para
favorecen la aireacién. Se puede agregar
desechos agroindustrial es.

Bioestimu lacion

Suel os contaminados. Tratamientos
in situ.

IAplicacion de soluciones con nutrientes y/u
oxigeno, através del suelo contaminado, para
estimular la actividad de los
microorgani Smos autoctonos.

Suel os contaminados. Tratamientos

Durante el proceso este proceso la superficie

Biolabranza insitu. del suelo contaminado es tratado en el mismo
sitio por medio del arado.
Composteo Suelos contaminados. Tratamiento |Proceso  biooxidativo  controlado, que
onsite, y ex situ. Pueden utilizarse | involucra lodos activados y sustratos
biorreactores. organicos heterogéneos en estado solido, el
cua evoluciona incluyendo una fase
termdfila, produciendo CO,, agua, minerales
y un material orgénico (composta).
Biorreactores Suelos, sedimentosy acuiferos  |Uso de reactores para el cultivo microbiano en
contaminados. Tratamiento on sitey | faseliquidao semisdlida.
ex situ.
Fitorremediacion  [Suelos contaminados. Aplicacionin [Utilizacion de plantas para la remocién de
situ y on site. contaminantes.
Landfarming Suelos, sedimentosy acuiferos  |Uso de poblaciones microbianas nativas y
contaminados. suplementados con nutrientes mineral es.

Dependiendo del lugar de redlizacion del proceso de biorremediacion se pueden encontrar

dos tipos de tecnologia: in situ, € suelo contaminado es tratado en e mismo sitio en donde

se encuentra la contaminacion y ex situ, requieren de un proceso en donde e suelo
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contaminado, antes del tratamiento, es removido por excavacion o0 dragado y puede

realizarse en e mismo sitio (on site) o fuerade & (off site) (EPA, 2001).

En los procesos de hiorremediacion se utilizan diversas edtrategias para acderar la
biodegradacion de los contaminantes que se encuentran en un sitio contaminado: dos
estas estrategias es la bioaumentacion y la bioestimulacion.

La bicaumentacion se define como la adicion o introduccion de microorganismos
enddgenos o exdgenos en un sitio determinado, para promover y acelerar una actividad
biolégica especifica, como puede ser la degradacién de un contaminante. El uso de la
bioaumentacion generamente se considera conveniente cuando € ndmero de
microorganismos degradadores de hidrocarburos en el sitio contaminado es muy bajo
(menor a 10° UFC por gramo en peso seco) 0 cuando éstos no tienen la capacidad de
degradacion suficiente (Vogel, 1996).

La bioestimulacion consiste en la adicion de nutrientes y/o la introduccion de oxigeno y
aceptores de electrones a sitio contaminado, favoreciendo o intensificando la actividad
biologica de los microorganismos. Su uso se recomienda cuando e sitio contaminado
carece de los nutrientes necesarios para soportar € crecimiento microbiano. Basicamente,
los nutrientes que se introducen al medio son aquellos que pueden ser limitantes para la
actividad bacteriana, principamente los denominados macronutrientes, como nitrégeno y
fésforo. La naturaleza de la fuente de nutrientes y sus caracteristicas fisicoquimicas deberén
estar en funcion del tipo de contaminante que se desea biodegradar, del tipo de tratamiento
gue se dijay de las caracteristicas propias ddl suelo (Bajpa y col, 1991). La presencia de
macronutrientes es necesaria para € crecimiento bacteriano: el nitrégeno es necesario para
la sintesis de proteinas, componentes de la pared celular y acidos nucleicos. Por otro lado €

fosforo se requiere para la sintesis de acidos nucleicos, componentes de las membranas
celularesy ATP (Baker y Herson, 1994).

La tecnologia de las biopilas es una dternativa para la remediacion ex situ de suelos
contaminados con hidrocarburos y/o productos derivados &l petroleo, debido a su bgo
costo de operacion y eficiencia. La adicion de residuos agricolas y nutrientes da como

resultado una buena estrategia para mejorar las condiciones del suelo y, en consecuencia, la

1C
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actividad microbiana responsable de la remocién de los hidrocarburos. Al adicionar
residuos agricolas tales como paja, bagazo de cafia, cascaras de frutas, €tc., se incrementa la
porosidad y se evita la compactacion del suelo, favoreciendo la aireacion del sistema
(Pérez-Armendariz, y col., 2004).

1.5. Caracteristicas generalesdelos suelos.

El suelo se define como & material exterior de la superficie terrestre, un estrato
caracteristicamente diferente del lecho rocoso subyacente (Sylvia y col. 1998). La
estructura del suelo esta conformada por cinco componentes principales, que incluyen la
materia organica, los minerales, € agua, € aire y organismos vivos, en un estado de
equilibrio. Los suelos son heterogéneos y varian en cuanto a su composicion quimica, y a
las caracteristicas y propiedades que dependen de la geografia, geologia, clima, vegetacion,
fauna e influencias antropogénicas de un sitio a otro e inclusive dentro de un mismo sitio
(Cookson, 1995).

Las capas superiores de suelo generalmente son ricas en materia orgénica y su
concentracion disminuye rapidamente conforme la profundidad del suelo se incrementa. La
materia organica estd compuesta basicamente de humus, producto de la descomposicion de
las plantas.

Los minerales del suelo estdn congtituidos por aluminosilicatos hidratados, carbonataos,
fosfatos, nitratos, nitritos e iones metdlicos, incluyendo un gran ndmero de grupos
funcionales, que en conjunto participan en los procesos de adsorcidn/desorcion e
intercambio de iones en e suelo. Las cantidades de agua y aire que posee un suelo
presentan fluctuaciones, pero se sabe que constituyen aproximadamente € 50 % del
volumen total del suelo.

Las propiedades que definen € tipo de suelo, son la capacidad del intercambio ionico, €
contenido de materia organica, € pH, la porosidad, € tamafio de particulay la textura del
suelo, que determinan su comunidad microbiana puesto que son factores que establecen
cada nicho ecoldgico (Tan, 1994).

1.6. Suelobidtico.

La poblacion microbiana en € suelo consiste de miembros de las tres mayores ramas de la

vida:

11
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1.-Bacterias (dominio Bacteria).

2.- Argueas (dominio Arquea).

3.- Hongos, microalgas y protozoarios (dominio Eukarya).

Estos grupos congtituyen € 90% o més del total de la microbidtica dd suelo y la
microfauna (nemétodos, artrépodos, moluscos) €l otro 10%. Los miembros de los dominios
Bacteria y Arquea predominan en suelos pantanosos, mientras que los hongos se
encuentran en suelos con ambiente aerobio. En la superficie del suelo se encuentra un gran
nimero de microorganismos, pero este nimero puede cambiar por a la introduccion de
contaminantes (Riser-Roberts, 1998; van Elsasy Smalla, 1995).

La distribucién de las poblaciones microbianas no es uniforme en € suelo y reflga la
estructura del mismo y la disponibilidad de nutrientes. La actividad de |os microorganismos
en la superficie del suelo requiere de la presencia de nutrientes, mismos que se encuentran
normalmente en cantidad suficiente en los suelos no contaminados (Bajpai y col. 1991), por
lo que rormalmente se encuentran cuentas microbianas del orden de 10’ a 10° UFC por
gramo de suelo. En suelos bien aireados, se encuentran hongos, pero si hay limitacién en la
transferencia del oxigeno, se encontrara un mayor niimero de bacterias (Nyer y col. 1996).
Ladiversidad observada en los microorganismos del suelo es sorprendente, pues méas de 10
000 especies diferentes de bacterias han sido encontradas por gramo de suelo, aunque
muchas no se han podido ser identificar, en suelos contaminados se encuentran de 350 a
1500 poblaciones (Torsvik y Overas 2002).

1.7. Biomonitoreo.

El biomonitoreo es una técnica que permite realizar un seguimiento de diversas poblaciones
microbianas en muestras ambientales. Permite conocer y estudiar, la estructura,
composicion y dinamicade las diferentes de poblaciones microbianas presentes en procesos
de biorremediacién de suelos contaminados. Este seguimiento se puede realizar a través de
genes estructurales como € 16S rDNA, o de proteinas como e citrocromo C de cadena
respiratoria. En la actualidad, la cuantificacion e identificacién de géneros microbianos se
hace por andlisis del crecimiento de los microorganismos en medios selectivos, estos
métodos a veces no discriminan entre cepas de la misma especie; ademas existe un gran

nimero de especies no cultivables, por lo cuad s puede redizar € seguimiento a través de
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técnicas moleculares (Roszak y Colwell, 1987; Amanm y col. 1995). Esto es especialmente
importante en estudios de ecologia microbiana, en los que la poblacién estd integrada de
manera més complegia a lo que se habia considerado (Torsvik y col. 1994). La biologia
molecular, por su parte, hace posible la deteccidn e identificacion de microorganismos a
nivel de genotipo, en vez de andizar € fenotipo de las cdulas. La ubiquidad de moléculas
ribosomales como el 16S y 23S del rDNA y algunos genes estructurales de proteinas, los
hace candidatos para este tipo de estudios.

1.8. DNA debacteriasdel suelo.

El nUmero de bacterias del suelo puede determinarse por técnicas de conteo en placa, pero
el nimero de éstas puede variar considerablemente, ya que se modifica cuando se utilizan
medios de cultivo especiales (Olsen y col., 1987). Un nimero méas preciso es obtenido a
teflir alas células con un sustrato cromogénico y realizar el conteo con el microscopio de
fluorescencia, pero al utilizar esta técnica se ha observado que no todas las bacterias pueden
ser observadas ya que se pueden ocultar en los mismos grénulos del suelo.

Una estrategia alternativa, es el aislamiento colonias en placas de agar paracaracterizar ala
comunidad microbiana fenotipicamente y comparar con la comunidad microbiana de los
aislados de DNA del suelo y tener sus caracteristicas genotipicas. Torsvik y col. (1990)
encontraron que se obtiene cerca de 1 mg de DNA purificado a partir de 150 a 200 g de

suelo y que éste contiene alrededor de 10'° a 10 bacterias por gramo de suelo seco.

Para desarrollar un procedimiento de aislamiento de DNA bacteriano a partir de suelo se
deben encontrar las soluciones Optimas para resolver |os siguientes problemas:
Liberacion de las bacterias a partir de los residuos del suelo y del material himico
coloidal. Sin involucrar numerosos pasos, e método no debe ser selectivo y debe
dar un rendimiento razonable.
Encontrar un procedimiento de lisis € cua rompa todas las bacterias con la misma
eficiencia.
Desarrollar un procedimiento de purificacion que separe el DNA, principamente de

|as substancias hiimicas residual es.
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1.9. Extracciony purificacion de acidos nucleicos del suelo.

Se ha publicado un gran nimero de métodos para extraccion del DNA de comunidades
microbianas totales de muestras de suelos y sedimentos (Sayler y col. 1990; Smallay col.
1993; Zhou y col. 1996; Ogram y col. 1987; Torsvik, 1980). Los diferentes métodos
probablemente reflgjan la heterogeneidad de los suelos y su subsiguiente andlisis de DNA.
La variacion en la €ficiencia de lisis, € rendimiento y pureza son fundamentales para
utilizar el DNA en diferentes técnicas como PCR, hibridacion, clonacion, etc. (Leff y col.
1995). Estos procesos deben considerar la obtencion del DNA de toda la comunidad
microbiana, con un rendimiento ato y una pureza que permita llevar a cabo las técnicas
moleculares.

Durante la extraccién de DNA dd suelo, se pueden variar |os tratamientos de extraccion y
purificacion, lo que afecta a fina el rendimiento y pureza del DNA (Krsek y Wellington
col. 1999). El rendimiento de la extraccion se puede meorar a incrementar la
concentracion de EDTA o iones monovalentes en las soluciones de aislamiento, asi como si
se varian los tratamientos de lisis y € uso de etanol en la precipitacion de los &cidos
nucleicos. Las diferentes técnicas de extraccion del DNA de la microbiota de una muestra

suelo se pueden dividir en métodos directos y métodos indirectos.

1.9.1. MétodosDirectos.

Muchas técnicas etén basadas en la accidn litica de agentes quimicos y fisicos de las
células en la propia matriz del suelo. Entre los primeros agentes se incluyen e dodecil
aulfato de sodio (SDS) y la lisozima, entre los fisicos esté la desintegracion balistica de las
células con perlas de vidrio 0 € rompimiento térmico (70°C a 65°C) (Steffan y Atlas
1988). La extraccion directa del DNA donde se emplea una desintegracion balistica de las
células involucra € uso de un homogenizador como “Bead-Beater” y una disolucion a
SDS seguido por una extraccion y centrifugacion, para posteriormente purificar e DNA.

Con este procedimiento se asume gue € 100% de las células son lisadas.

El rendimiento del DNA recobrado suele ser bajo, Trevors y Cook (1992) compararon
diferentes métodos directos de extraccion de DNA a partir de un gramo de suelo y

encontraron que se recuperé de 2.1 a 19.5 ug/g gramo de suelo seco, dependiendo del
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método usado. Los rendimientos de DNA y € promedio del tamafio del DNA dependen de
los diferentes métodos de extraccion. En teoria, se ha encontrado que aproximadamente
10'° células bacterianas por gramo de suelo producen, de 30-50 pg de DNA (Torsvik,
1980; Ogram y col. 1987).

Algunos autores reportan la inoculaci Gn microorganismos aislados del suelo, a una muestra
de suelo, para determinar e rendimiento de recuperacion del DNA de estos
microorganismos, a utilizar diferentes méodos de extraccion, se ha encontrado una
diferencia significativa en la recuperacion del DNA, mientras que Torsvik y col. (1990)
encontraron 90-187 pg de DNA/g de suelo, Ogram y col. (1987) recobran solamente 0.4 a
1.0 ug de DNA/g de suelo. El tamafio de DNA suele variar, pero Faegri y col. (1977)
reportan un método de extraccion indirecta (extraccion celular) en donde se obtienen
fragmentos de hasta 48 Kb; Smallay col. (1993) reportan que el tamario del DNA obtenido
en estudios comparativos de extraccion directa oscila entre 10-40 Kb.

El utilizar SDS en la lisis celular permite un mayor rendimiento ce DNA, comparado con
otros métodos de lisis. Sin embargo, algunos agentes quimicos como & SDS pueden
resultar inhibitorios para b actividad de la Taq polimerasa. Se debe mencionar que en la
extraccion directa del DNA se obtienen mucho més contaminantes, como las substancias
hdmicas, en comparacion con la extraccion indirecta del DNA.

Una ventgja de la extraccion directa de DNA es gque hay una diferenciacion entre el DNA
plasmidico y é cromosdmico. Antes de la lisis directa de cdulas de la matriz del suelo, se
debe hacer una extraccion acaina de suelo, que sirve para recobrar DNA plasmidico, las

céulas que estan en € suelo se lisan y se recobrae DNA cromosomal.

Pararealizar el biomonitoreo de las poblaciones microbianas involucradas en un proceso de
biorremediacion es importante tener DNA en suficiente cantidad y pureza, que ademés sea
representativo de los microorganismos existentes (Parkin, 1993). Por gemplo, Lamé y
Defize (1993), determinaron €l efecto del tamafio de la muestra en la variacion asociada ala
concentracion de contaminantes, determinando que un tamafio de muestra por debagjo de 10

gramos tiene como resultado un error muy grande, ya que puede resultar no homogénea.

Una de las técnicas de aisamiento ddd DNA del suelo, en donde se obtiene un mayor

rendimiento, en el tamafio de DNA y pureza, se basa en la homogenizacion y
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fraccionamiento por centrifugacion de las células bacterianas y micelio de hongos del
suelo. Es decir, las células son lisadas y el DNA se recupera posteriormente (Torsvik y col.
1994). La extraccion directa de DNA por homogenizacion con Bead-Beater tiene como
objetivo una lisis de todas las células, este método es el mejor paraaislar DNA de muestras
ambientales. Sin embargo, se ha mostrado que la homogenizacién con BeadBeater para la
lisis directa a recobrar DNA no es tan eficiente paralisar las bacterias de tamafio peguefio,
(1.2 a0.3 mde largo) que consisten principalmente de cocos Gram positivos (Tien, 1999).
La solucion del DNA extraido contiene también acidos himicos, compuestos fendlicos,
proteinas y polisacaridos. Esta solucion de DNA del suelo requiere algunos pasos
adicionales de purificacion, ya que los acidos himicos y compuestos fendlicos presentes en
estas soluciones pueden causar inhibicion en técnicas como PCR, ademas de que puede
disminuir la especificidad de la hibridacion.

El DNA puede ser purificado posteriormente por diferentes métodos, por gemplo la
cromatrografia de hidroxiapatita que remueve los acidos humicos. Holben y col. (1988)
utilizaron polivinilpolipirrolidona (PVP) para remover materia organica del suelo. Otras
técnicas como la ultracentrifugacion en gradientes de cloruro de cesio, la separacion por
afinidad en columnas utilizando Sephadex, o de intercambio idnico como Elutip
(Millipore), producen DNA més puro, de manera que puede ser utilizado en técnicas

posteriores como restriccion, PCR, hibridacion, etc.

1.9.2. Métodos | ndirectos.

Se basan en la separacion de las células de las particulas del suelo por tratamientos
mecanicos como |o homogenizacion y/o ultrasonicacion. Las células son purificadas y
concentradas en centrifugaciones sucesivas (Holben y col. 1988; Steffany Atlas, 1988). La
extraccion del DNA se obtiene por lisis de las células con lisozima y detergentes, estos
métodos indirectos tiene € propdsito de separar a las bacterias de los agregados que se dan
en las particulas del suelo. Para propositos rutinarios éstos métodos tienen diferentes
desventgjas, como € bajo rendimiento de recuperacion de DNA ademés del tiempo que se
invierte.

Otra cosa que debe de considerarse es que algunas técnicas de extraccion pueden resultar

menos laboriosas que otras, ademas del tiempo adicional para € procedimiento de
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purificacion del DNA, lo que se convierte en un inconveniente que debe

considerarse.

1.10.Pureza del DNA bacteriano de muestras de suelo.

Un méodo para analizar la pureza del DNA es la espectrofotometria, a una ? de 260 nm
donde éste presenta la mayor absorbancia. Las proteinas suelen tener absorbancia a 280 nm
y los &cidos humicos a 230 nm (Marmur, 1963). Esto permite tener un valor de la pureza
del DNA, se puede estimar obteniendo los cocientes entre las absorbancias de las proteinas
y los &cidos himicos. Se ha establecido un vaor de 1.5 a 2.0 para e cociente de las
Aso/Azg0 y de 1.8 a 2.3 para € cociente de las Ajgo/Azz0, para garantizar una pureza
adecuada.
Diferentes métodos se han reportado para la purificacion de extractos crudos de DNA,
como son columnas de Sephadex G 200, purificacion con polivinilpirrolidona (PVP),
sistema de purificacion Clean Up (Promega). A continuacion se describen brevemente los
principios de cada método.
Columnas de Sephadex G 200. Este método se basa en atrapar en red del Sephadex alas
particulas contaminantes y dejar eluir ala solucién de DNA.
Purificacion con PVP. En este método se utiliza una solucion que tiene el polimero PVP
el cual atrapa a las substancias himicas contenidas en la solucion del extracto crudo de
DNA (Holben, 1988, Ramirez, 1996).
Sistema de purificacion Clean Up (Promega). Este sistema estd basado en lafiltracion
del DNA en unaresina adsorcion de tiocianato de guanidina 6 M.
Purificacion con Cloruro de Cesio. Este método purifica extractos crudos de DNA
mediante una ultracentrifugacién con cloruro de cesio
Los rendimientos de los diferentes métodos de purificacion varian de acuerdo a método
utilizado, se han reportado perdidas de hasta € 40% de DNA usando € método de
columnas de Sephadex (Tieny col. 1999).

1.11. Amplificacion por PCR de acidos nucleicos de muestras del suelo.

El método de PCR puede mejorar la deteccion de microorganismos en € ambiente al
aumentar en varias 6rdenes de magnitud las secuercias de un gen de un microorganismo.

Lareaccion de PCR permite amplificar genes o fragmentos de genes que se pueden utilizar
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para la identificacion de microorganismos del suelo (Bruce y col. 1992). Diferentes
pardmetros deben de ser considerados, como la temperatura de desnaturalizacion, la
temperatura 6ptima del alineamiento de los iniciadores, asi como la temperatura de fusion
de los iniciadores y temperaturas de extension de las cadenas. Otros factores que se deben
de considerar es la concentracion de sales como MgCh, nucledtidos, y € nimero de ciclos
para la reaccion. En extractos de DNA del suelo, los compuestos fendlicos y é&cidos

hamicos suelen inhibir a las polimerasas usadas en la reaccion de PCR.

Para la reaccion de PCR, € tamafio del DNA suele ser importante, preferencialmente se
recomienda de un tamafio mayor a 10 Kh. En algunos estudios se ha encontrado que la
adicion de albumina sérica bovina en la reaccion de PCR, atrapa contaminantes como los

&cidos humicos (Romanowski, 1993).

1.12. Marcadores moleculares: 16SrDNA.

Un biomarcador es cualquier compuesto biolodgico que puede ser utilizado como indicador
de la presencia y/o la actividad de un grupo microbiano en particular. Por sus propiedades,
los &cidos nucleicos pueden ser utilizados como biomarcadores. Debido a la ubicuidad
entre los seres vivos, asi como su diferencia en la secuencia de la estructura primaria
permite utilizarlos como cronémetros evolutivos para una deteccion atamente
especializada de microorganismos en muestras ambientales (Ramirez, 1999).

L os tres genes ribosomales en bacterias codifican a tres moléculas de RNA (16S, 23Sy 5S)
y congtituyen parte de la estructura del ribosoma. Debido a su estructura plegada, las curvas
detalloy asa, asi como las interacciones con proteinas ribosomales, hacen que la estructura
primariadel genribosomal se encuentra bien conservada en todos los organismos y se ha
utilizado como un biomarcador molecular para establecer relaciones filogéneticas entre los
microorganismos. Los genes ribosomales contienen dominios muy conservados y variables,
lo que permite su utilizacion en la clasificacion de los microorganismos y la diferenciacion
entre grupos taxonodmicos (Ramirez y col., 2000).

El RNA ribosomal y particularmente la subunidad pequefia del ribosoma que contiere al
16S rRNA, a su vez que esté codificada en € gen (16S rDNA) es muy utilizado como

marcador en estudios de ecologia microbiana (Liesack y col. 1997).Varias razones soportan
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la utilizacion del rRNA (en la subunidad pequefiay en la subunidad grande del ribosoma)
como genes biomarcadores y cronémetros evol utivos:

Estén presentes en todos los organismos realizando la misma funcion, sintesis de

proteinas.

Su estructura secundaria y terciaria es altamente conservada.

La estructura primaria consiste de regiones conservadas y variables aternadas,

ofreciendo posibilidades Unicas para deteccion, amplificacion y secuenciacion.

La cantidad de secuencias de informacion presente en ambas moléculas (16Sy 23S

rRNA) es suficiente para realizar comparaciones estadisticamente significativas.

Los genes ddl rRNA estan libres de artefactos o de la transferencia lateral de otros

genes.
Por lo tanto las relaciones establecidas por la comparacion de secuencias representan
relaciones filogenéticas verdaderas (Pace y col. 1986). EI gen 16S rRNA contiene 1542
nucledtidos en E. coli, & tamafio de éste gen nos permite hacer la diferenciacion
filogénetica. Por otro lado, € gen 5S rRNA es de aproximadamente 120 nucledtidos la
longitud de este gen limita la informacion que day & gen 23S rRNA es de 2900 bases, es
también usado para establecer relaciones filogéneticas, a ser un gen méas grande se
complica la amplificacién, por lo que € mas utilizado es €l 16S rRNA en procariontesy en
el 18SrRNA en eucariontes (Fig. 1).
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Fig. 1.Configuracion secundariadel 16S rRNA de E. coli.
Aparecen las regiones variables (V1 aV9) usadas en distintos estudios.

Entre otros biomarcadores moleculares que se utilizan en e estudio de grupos de bacterias
relacionadas fisiologicamente o filogenéticamente se utilizan genes funcionales, por
giemplo, genes involucrados en la fijacién de nitrogeno o degradacién de agunos

compuestos xenobi 6ticos, proteinas de membrana externa, etc. (Simonet y col. 1991).

1.13.Determinacion de la diversidad genética de comunidades microbianas por
técnicas de biologia molecular.

Las comunidades microbianas contienen un gran nimero de especies bacterianas diferentes.
Estas comunidades estdn dominadas por interacciones canplgas entre los diferentes
microorganismos, sin embargo, cada una de las especies juega un papel especificoen €l
mantenimiento del sistema. Las comunidades activas pueden obtener nutrientes
eficientemente a partir del medio, eliminando los compuestos tdxicos. Sin embargo, no
todas las especies estén activas; muchas de ellas estan inactivas hasta que las condiciones
del ambiente cambian favoreciendo su crecimiento. Debido ala gran diversidad metabdlica
y flexibilidad de su organizacion, las comunidades microbianas se pueden encontrar en
todas partes, por ejemplo, en los suelos contaminados, biopeliculas, lodos bacterianos en

reactores de aguas residuales, o en ambientes hipersalinos y extremofilos (Muyzer y col.
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1993). El estudio de comunidades microbianas da informacion acerca de la composicion,

estructura 'y estabilidad, asi como de la actividad y funcién de las especies individuales.

Diferentes métodos de biologia molecular se han utilizado para determinar la diversidad
genética de comunidades microbianas. Los &cidos nucleicos, tanto el DNA como RNA se
extraen de comunidades microbianas y se utilizan para determinar la complgjidad de las
poblaciones e identificar a cada uno de sus miembros. Andlisis directos de DNA uilizando
experimentos de reasociacion de DNA o hibridacion DNA/DNA o la clonacion y
secuenciacion representan otras técnicas que ofrecen posibilidades para identificacion
filogenética(Torsvik y col. 1990).

Otras estrategias para analizar la diversidad de comunidades microbianas complejas son la
electroforesis en geles de poliacrilamida con un gradiente linea de desnaturalizacion
(DGGE) (Muyzer, 1993) o la electroforesis en gradiente de temperatura (TGGE) (Felske 'y
col. 1996), en donde se amplificael gen 16S rRNA por PCR para posteriormente tener los
patrones electroforéticos de comunidades bacterianas. Técnicas como € DGGE o & TGGE
permiten visudizar directamente la diversidad genética de comunidades microbianas

complejas en muestras ambientales (Hofle, 1992).

1.14. Electroforesisen gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE).

El DGGE permite estudiar comunidades microbianas en muestras ambientales, a utilizar
regiones del gen del 16S rRNA, que fueron previamente amplificados por PCR y cuyos
amplicones representan ala comunidad completa en la muestra. Este genes ideal porque se
cuentacon una base de datos (Ribosomal Database Project 11) y porque no se transfiere
lateralmente y conserva su funcién como se menciond. Se utiliza como ayuda filogenética
al poder identificar y relacionar diversas secuencias de poblaciones microbianas (Muyzer y
col. 1993).

En el (DGGE), los fragmentos de DNA que tienen € mismo tamafio, pero diferentes
secuencias, pueden ser separados en €l gel. Se ha demostrado que & DGGE puede detectar
diferencias en los fragnentos de DNA (200-700 pb) de un par de nucledtidos (Muyzer y
col. 1993).

21



Revision Bibliogréfica

La separacion en e DGGE se basa en la movilidad electroforética de la cadena de la
molécula de DNA parcialmente desnaturalizada en los geles de poliacrilamida, las cuales
son menores en comparacion con laforma helicoidal completa de molécula.

La teoria detrés de DGGE es muy simple, los dos filamentos de una molécula de DNA se
separan, cuando se aplica calor o un desnaturalizante quimico. La temperatura en la cua
una doble cadena de DNA se empieza a separar es influenciada por dos factores:

1 Los enlaces del hidrégeno formados entre los pares de bases, en donde las regiones
ricas en contenido GC se separan a temperaturas mas altas que las regiones que
tienen un mayor contenido de AT.

2. Laatraccion entre las bases vecinas del mismo filamento en la cadena de DNA.

Por lo tanto, una molécula de la DNA puede tener varias zonas que Sse separan con la
temperaturas (Tm) determinadas por la secuencia de los nuclettidos.

Cuando es separada por eectroforesis con un gradiente linea de desnaturalizantes quimicos
(generamente formamida y urea), la movilidad de la molécula se retarda, a partir de que los
filamentos de DNA se empiezan a disociar. La estructura ramificada de la molécula se
detiene en la matriz del gel. La separacion completa del filamento es prevenida por la
incorporacion de una regién broche en un extremo de uno de los iniciadores, esto se logra
durante la amplificacion por PCR utilizando una cola 5' que consiste en una secuencia de

aproximadamente 40 nucledtidos de secuencia G-C (Fig. 2).
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Fig. 2.Principio del DGGE (Electrofdresis en Gel con Gradiente de Desnaturaizacion).

El andlisis por DGGE de los fragmentos amplificados por PCR & 16S rDNA ayuda a
diferenciar comunidades microbianas en birreactores experimentales, en muestras de suelos
y sedimentos, etc. Esta técnica de biologia molecular demuestra la presencia de varias
bandas distinguibles en el patron de separacion, en donde se pude también visualizar por la

intensidad de las bandas, las especies predominantes en las comunidades microbianas.

1.14.1.Ventajas del DGGE.
1. Alto Rango de deteccidn y sensibilidad.

2. El método es relativamente simple y no se utiliza en la deteccion agun isétopo
radiactivo.
3. Los fragmentos amplificados por PCR pueden ser aislados del gel y usados en

reacciones de secuenciacion.

1.14.2. Desventajas del DGGE.

1 El equipo de DGGE es requerido.
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2. Los iniciadores pueden ser mas caros por que tiene fragmentos de la regién broche
gue tiene 40 bases de GC. Adicionalmente, pueden ser requeridos otros iniciadores
para secuenciacion de los fragmentos.

El andlisis de los fragmentos de PCR mayores de 600 pb es menos €ficiente.
Los genes que son ricos en GC no son facilmente analizados por DGGE.

El método utiliza formamida que es muy téxica.

1.15.Tipificacién de bacterias por técnicas de biologia molecular.

Latipificacion permite discriminar cepas con caracteristicas fenotipicas similares y realizar
una agrupacion genotipica rapida en un grupo de bacterias. Las técnicas convencionaes de
microbiologia, como caracteristicas coloniales y celulares, pruebas bioguimicas, en muchos
casos no dan informacion suficiente acerca de los microorganismos aislados. Las técnicas
de biologia molecular proporcionan una mayor informacion genotipica de los
microorganismos, ademas de que minimizan problemas en los resultados, son técnicas
altamente discriminatorias y reproducibles, ademés en la mayoria de casos se tienen bases
de datos que permiten identificar a 1os microorganismos. Algunos métodos, como & de
DNA fingerprinting, permiten tipificar a bacterias de comunidades en muestras ambientales

sin lanecesidad de aidar o cultivar alos microorganismos (Ranjar y col. 2000).

1.16. Andlisisdel espacio intergénico de bacterias (I TS) del 16523SrDNA.

En procariontes, diferentes genes con funciones relacionadas estén arreglados en grupos
con espacios intergénicos de longitudes variables (IGS). Los espacios intergénicos del
operon ribosomal son transcritos y por esta razon son llamados ITS, por sus siglas en
inglés.

Lasregiones IGS e ITS estdn poco sujetas a presiones de seleccion y pueden acumular més
mutaciones gue los propios genes. Por |o tanto, estas secuencias son buenas candidatas para
usarse como marcador molecular para discernir entre cepas relacionadas cercanamente.
Para la caracterizacion de cepas que estan relacionadas muy cercanamente, las regiones
ribosomales pueden ser inadecuadas, ya que exhiben secuencias altamente similares entre
las cepas. Sin embargo, hay segmentos més variables que se encuentran en el espacio
intergénico ITS, € cua separa los genes 5S, 16S y 23S dd RNA ribosomal (Fig. 3)
(Navarro y col. 1992). Estos dos espacios intergénicos son transcritos en los genes del
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rRNA, tienen longitud variable de acuerdo a las especies, ademas muestran un alto grado de
variabilidad en la secuencia nucleotidica y en ocasiones ayudan a clasificar a los
microorganismos en genero y especie (Jensen y Webster, 1993).

El primer espacio llamado ITS1 localizado entre los genes del 16S y 23S varia en longitud
de 169 a 1200 pares de bases 0 mas (Tabla 2) y contiene 2 RNAts. Sin embargo, hay
excepciones a esta regla, en Thermoplasma acidophilum se encontré que no tenia ninglin
espacio entre los genes 16S 'y 23S (Tuy Zilling, 1982) (Fig. 3).

L os diferentes operones parecen tener una evolucién concertada ya que los genes suelen ser

diferentes. Sin embargo, la evolucion de los diferentes espacios intergénicos es diferente.

) (1 o

16S 23S

ITS1 ITS2

Fig. 3. Organizacion del operdn rrn mostrando los diferentes espacios intergénicos.

1.17. Longitud del espacio intergénicol TSdel 16SrDNA al 23S.

La longitud del ITS puede usarse para tipificar a las bacterias. Usando condiciones
especiales de PCR para la region ITS se han logrado amplificar genes de arededor de 300
cepas bacterianas incluyendo géneros como Escherichia, Salmonella y Listeria (Jensen y
Webster, 1993). La amplificacion de los productos del ITS se puede resolver por
electroforesis, dando como resultado bandas que permiten distinguir las cepas a nivel de
especies, mientras algunas caracteristicas de género relacionadas también pueden
identificarse. Este método es conocido como ITS-PCR (Uemori y col. 1992). EnlaTabla?2

se muestra € tamario del espacio intergénico de diferentes cepas.
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Tabla 2. Caracteristicas del espacio ITS de diferentes bacterias. (Normand, 1996).

ITS1 ITS2 NUumero de | Posicion Taxonémica
(pb) (pb) operones
Eubacteria
Agrobacterium sp. 1000-1200 n.d n.d. a -Proteobacteria.
Anacystis nidulans 540 <100 2 Cianobacteria
Bacillus subtilis 169 55 10 Gram + bgjo GC
Clostridium 185 n.d 10 Gram + bgjo GC
perfringens
Escherichia coli 440 92 7 ?- Proteobacteria
Frankia sp. 411 68 2 Gram + dto GC
Nitrobacter sp. 1200 n.d. 1 a -Proteobacteria
Rhizobium sp. 800-1150 n.d. n.d a -Proteobacteria
Sreptomyces 303 82 4 Gram + ato GC
ambofaciens
Xanthomonas populi 370 n.d. 2 ?- Proteobacteria
Arqueas
Desulfurococcus 202 >4000 1 Thermoacidophilus
mobilis
Halococcus 428 <100 1 Halophilos
morrhuae
Methanococcus 240/200 Cerca 100 2 Methanogenas
vannilii

1.18.Andlisisde Restriccion Enzimatica (REA) del operon rrn.

Diferentes métodos de biologia molecular ofrecen la posbilidad de tipificar
microorganismos de una rmanera més rgpida y sensible que los métodos tradicionales de
microbiologia. Uno de estos métodos es € Andlisis de Restriccion Enzimética (REA), que
se puede aplicar a espacio intergénico (ITS) que separa los genes 16S y 23S del operdn
rrn, €s una técnica en que los organismos pueden ser diferenciados segun los patrones de
bandas de DNA, derivados de la distancia entre los sitios de corte de una endonucleasa de
restriccion Dado que las regiones ITS tienen mayor variabilidad en su secuencia
nucleotidica que los genes ribosomales, permite redlizar tipificaciones mas especificas
(Normand y col. 1996; Gurtler y Stanisch, 1996). El andlisis dd ITS se lleva a cabo con
enzimas de restriccion que reconozcan sitios de 4 0 6 pares de nuclettidos de longitud en
corte generando un patron de bandas que puede estudiarse a través de un gel de agarosa
(Robertsy Macdlis, 1999).
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Justificacion

2.- JUSTIFICACION.

La biorremediacion es una adternativa que utiliza sistemas vivos (plantas, consorcios
microbianos) para lograr una degradacion mas €ficiente, limpia y completa de diversos
contaminantes organicos como los hidrocarburos. En e tratamiento en biopilas de suelos
contaminados con hidrocarburos, las comunidades microbianas involucradas no estan
definidas. Se desconoce tanto la composicion inicia de las poblaciones microbianas como
la dindmica de las mismas a lo largo del tratamiento de biorremediacion. Este conocimiento
es béasico s se trata de proponer trenes de tratamiento adecuados, en los que en adicion alos
parametros fisicoquimicos determinados durante € proceso. La informacion sobre la

comunidad microbiana'y su dinamismo se pueda obtener mediante biomonitoreo.
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3.- HIPOTESIS

Durante el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos, en un sistema de
biopilas, la dinamica de las poblaciones bacterianas involucradas puede cambiar con

respecto a tiempo y componentes del sistema.
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Objetivos

4.- OBJETIVO

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar los cambios en las comunidades bacterianas presentes en una biopila para

biorremediacion de suel os contaminados con hidrocarburos.

4.1.1. OBJETIVOSPARTICULARES

Cuantificar el ndmero de bacterias totales e hidrocarboclastas (UFC/g) en suelos
contaminados con hidrocarburos.

Aidar bacterias hidrocarbonoclastas de los suelos en tratamiento y la biopila.
Identificar las bacterias aisladas mediante la técnica de APl 20NE.

Tipificar las bacterias aidadas mediante PCR-REA del ITS.

Comparar métodos de extraccion y purificacion de &cidos nucleicos de suelos
contaminados con hidrocarburos.

Seguimiento de comunidades microbianas durante un proceso de biorremediacion

por biopilas mediante el andlisis por DGGE.
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Estrategia de Trabajo

5.- ESTRATEGIA DE TRABAJO.

MUESTRA DE SUELO
TABASCO Y POZA RICA
MUESTRA DE BIOPILA CADA 15

DIAS POR DOS MESES

EXTRACCION Y PURIFICACION
DE ACIDOS NUCLEICOS
METODO BEAD BEATER-

LISOZIMA- SDS

AMPLIFICACION POR PCR

CUENTA EN PLACA DE
MICROORGANISMOS.
* Agar Nutritivo.
*Agar medio mineral para bacterias

hidrocarbonoclastas.

DE LA REGION V6V8 DEL

16SrDNA.

DGGE

|

PERFIL DEL GEN
16SrDNA.

EVALUAR LA
DIVERSIDAD Y
EVOLUCION DELAS
POBLACIONES

AISLAMIENTO DE LASCEPAS
HIDROCARBONOCLASTAS

IDENTIFICACION
CON API 20 NE.

EXTRACCION DEL DNA DE
LASCEPAS

HIDROCARBONOCLASTAS

TIPIFICACION DELAS
CEPASSELECCIONADAS
POR EL METODO DE PCR-

REA DEL ITS.
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Materiales y Méodos

6.- MATERIALESY METODOS.

6.1. Caracteristicasdel sueloy de la biopila.

Las muestras de suelo fueron colectadas en un area contaminada en Huimanguillo, en €l
estado de Tabasco y otra en Poza Rica, Veracruz, en suelos aedafios a pozos de extraccién
(fosas). Dichos suelos tienen un tiempo de contaminacion e interperizacion de mas de 20

anos. Las caracteristicas de estos suelos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los suelos y hidrocarburos totales del petréleo HTP.

Caracteristicas dd sudo  Concentracion deHTPs  Humedad

(ppm) %
Huimanguillo, Tabasco Limoso 52 233 40
Poza Rica, Veracruz Arcilloso arenoso 75 000

Datos proporcionados por el Lab. de Biotecnologia, del Instituto Mexicano del Petréleo.

Tanto en Poza Rica, Ver., como en Huimanguillo, Tabasco se muestrearon suelos cercanos
a la zona que no estaban contaminados, a los cuales se les Ilamé suelos control, todos los
suelos se muestrearon a una profundidad de 0-20 cm. El suelo de Huimanguillo, se
muestred en diferentes zonas del terreno, teniendo 3 puntos de muestreo y una cuarta
muestra que se obtuvo mezclando homogéneamente el suelo de las tres muestras anteriores.
Las muestras de Huimanguillo fueron proporcionadas por el Instituto Mexicano del
Petrdleo. Todas las muestras fueron conservadas en congelacion.

El suelo de Poza Rica fue secado a sol y posteriormente tamizado por malla No. 15. El
suelo se mezcld con bagazo de cafia en un porcentgje del 5% y se adicion6 agua en un
porcentgje de 25% como se muestra en la Fig. 4. En € presente trabajo se monto la biopila
de 1.5 Kg de capacidad, la cual se mantuvo con un sistema de aireacion en donde € flujo de
aire, se control6 a lo largo de todo e proceso (100 ml/min) como se ve en la Fig. 5. La
biopila se mantuvo a temperatura ambiente. La biopila fue montada y monitoreada cada 15
dias durante 2 meses, para determinar bacterias totales e hidrocarbonoclastas, asi como
HTP. Los hidrocarburos se cuantificaron en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard,
mod. HP5890 Series |1, con un detector de ionizacion a la flama (FID), la columna es ultra
crosslinked/metilsilicone (25.5 m de largo X 0.32 mm de didametro interno; proporcion de
fase 150 y un espesor de 0.52 um) marca Hewlett Packard, latemperatura del detector fue
300°C, ladd inyector 270°C; la velocidad de flujo del gasauxiliar fue de 1.29 mi/min y la
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velocidad de flujo de hidrogeno de 30-35 mI/min. La operacion y los datos biodegradacion
de la biopila se redlizaron en € laboratorio de Biotecnologia Ambiental del Centro de
Biotecnologia, de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

=

Fig. 4. Mezcla de suelo contaminado de Poza Rica, tamizado con bagazo de cafia.

BIOPILA

SISTEMA DE
AIREACION

Fig. 5. Biopila experimental con la mezcla de suelo con € bagazo de cafia

6.2. Cuentaen placa de microor ganismos.

Reactivos.
1.-Solucién fisiolégica (NaCl a 0.85%). Esterilizar a 15 PSI por 15 min.

2.- Medio minera para bacterias hidrocarbonoclastas.
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Composicién g/L
KH.PO, 0.4
K,HPO, 1.6
NH,CI 15
MgCl, . 6H,0 0.17
Na,SO, 0.609
CaCl, 2H,0 0.045
Solucion Minera 1ml

Esterilizar a 15 PS| por 15 min.
3.- Solucion mineral.

Composicion oL
MgCl, 6H,0 5.1
MnCl, .2H,0 0.66
NaCl 1.0
FeCl; 6H,0 1.0
CaCl, 2H.,0 0.1
CuCl, 0.01
ZnCl, 0.06
AICl, 0.05
H3BO; 0.01
NaMo O, 2H,0 0.04

Esterilizar a 15 PS| por 15 min.

4.- Agar nutritivo.

Composicién g/L
Peptona de carne 5.0
Extracto de carne 3.0
Agar- Agar 12

Esterilizar al5 PSI durante 15 min.

La cuenta en placa de microorganismos se refiere al nimero de células viables en una
muestra capaces de crecer en un medio de cultivo solido. Se reporta el nimero de unidades

formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC/g). Los medios utilizados fueron agar

medio mineral para bacterias hidrocarbonoclastas y agar nutritivo para la cuenta total de

bacterias. Se utiliz6 la técnica de diluciones seriadas.

1 Pesar un gramo de suelo control (sin hidrocarburos) y de suelo contaminado (con

hidrocarburos) y colocar en un frasco que contiene 99 ml de solucion isoténica (NaCl al

0.85%).
2. Agitar 10 min.

33



Materiales y Méodos

3. Tomar 1 ml de esta soluciony agregar a € primer tubo con 9 ml de solucién isoténica,
agitar por un minuto en vortex, de esta solucion setoma 1 mly se coloco en el segundo
tubo con 9 ml de solucién isoténicay asi hastala dilucion de 10° (en el dltimo tubo).

4. Seprepararon cajas Petri de cada medio por triplicado y se inocularon con 100 m de las
diluciones seriadas. Con ayuda de una varilla de vidrio en formade “L” se distribuyo el
inéculo sobre e medio de cultivo. A las cgas con agar medio mineral para bacterias
hidrocarbonoclastas inoculadas se les colocd en un papel filtro esterilizado impregnado
de petrdleo en la parte posterior de la cgja Petri, como lo muestra la Fig. 6 El petréleo
previamente esterilizado por 1 hora a 10 PSI, dos veces, fue utilizado como fuente de C.
El conteo de las colonias se realiz6 alas 48 horas en € caso de agar nutritivo y alas 96

horas en agar medio mineral para bacterias hidrocarbonoclastas.

Vapores de 1 — o
hidroc’a_rburos —4f f f f f f f f |4\ Agar con indéculo
volatles Papel filtro con

petréleo

Fig. 6.Cgacon agar medio minera para bacterias hidrocarbonoclastes.

6.3. Extraccion de DNA desuelo.

Reactivos.
1- Soluciéon TrissEDTA. (TE) pH 8. Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM apH 8.

2.- Amortiguador de fosfato de sodio 120 mM pH.8.

3.- Solucién de NaCl 5 M.

4.- Solucion de fenol-cloroformao-alcohol isoamilico apH 8. (25:24:1).

5.- Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

6.- Solucion de fenol pH 8.

7.- Amortiguador TAE 50 X. Pesar 242 g de TRIS base, agregar 100 ml de EDTA 0.5 M a
pH 8y 57.1 ml de &cido acético glacial aforar con agua destiladaa 1 L.

8- Amortiguador TAE 1X. Tomar 20 ml del amortiguador TAE 50 X y aforar con agua
destiladaa 1 L.

9.- Solucién de EDTA 50 mM.

10.- Lisozima 10 mg/ml.

11.- Solucion de acetato de sodio 2M pH 5.2.

12.- Solucién de Bromuro de Etidio 10 mg/ml.
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13.- Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 20%.

14- Amortiguador de carga. (Azul de bromofenol a 0.25% plv, sacarosa a 40% p/v y
xileno cianol a 0.25% p/v).

15.- Etanol al 96%.

6.3.1. Extraccion de DNA por método Bead-Beater.

1-Pesar 600 mg de suelo y adicionar 600 mg de perlas zirconia/silica de 0.1 mm de
diametro.
2.-Agregar 750 nl de amortiguador TE y homogenizar.

3.-Agregar 750 m de fenol pH 8.0, homogenizar durante 6 ciclos de 30 s a 5000 rpm en un
mini Bead-Beater, enfriando a 4°C entre cada uno de los ciclos.

4.-Centrifugar a 13 000 rpm durante 3 min, separar € sobrenadante y transferir a un tubo de
microcentrifuga la fase acuosa.

5.-Afadir 750 m de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), centrifugar a 13 000
rpm durante 3 min.

6.-Repetir & procedimiento del paso 5 unas tres veces hasta que no se forme una natilla
blanca en la interfase. Se recupera la fase acuosa.

7.-Agregar a sobrenadante, 700 ml de cloroformo-acohol isoamilico (24:1), agitar y
centrifugar a 13 000 rpm durante 4 min.

8.-Recuperar € sobrenadante y agregar 1/10 parte de acetato de sodio 3 M pH 5.2.

9.-Se afiade €l doble del volumen de la muestra de etanal frio.

10.-Dejar reposar 1 hr a—70°C, o en & congelador toda la noche a—20°C.

11.-Centrifugar a 14 000 rpm 15 min a6°C y eliminar el sobrenadante.

12.-Adicionar etanol a 70% para eliminar las sales presentes (aprox. de 500 a 700 ).

13.- Centrifugar a 13 000 rpm durante 5 min. Retirar e sobrenadante cuidadosamente.
14.-Evaporar €l etanol restante en un flujo de aire por 15 min.

15.- Resuspender en 100 m de amortiguador TE pH 8.0.

16.- Visualizar en un gel de agarosa a 1% que contiene 1 i solucién de bromuro de etidio

(20mg/ml), la muestra de DNA (5 ml de DNA con 1l de amortiguador de carga), en un

transiluminador de UV.
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6.3.2. Extraccion de DNA por método Omnimixer.

1.- Pesar 50 g de suelo y colocar en €l recipiente del aparato Omnimixer (Dupont).

2.- Pesar 25 g de perlas de zirconia/silica de 0.1 mm de didmetro y 25 g de perlas de vidrio
de 0.1 mm de didmetro. Agregar todo en e contenedor del Omnimixer

3.- Agregar 37.5 ml de amortiguador TE pH 8.0 y 37.5 ml de solucién de fenol pH 8.0ala
muestra de suelo.

4.- Homogenizar a maxima velocidad por 1 minuto durante 3 ciclos dgjando enfriar a 4°C
entre cada uno de los ciclos.

5.- Vaciar € contenido del recipiente en tubos de centrifuga de 50 ml de polipropileno,
tratando de igualar 1os pesos de los dos tubos. Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 min.

6.- Recuperar la fase acuosa obtenida en los tubos y pasar ésta a otro tubo de centrifuga de
50 ml. de polipropileno. Agregar 25 ml de solucion de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1).

7.- Agitar en un vortex durante 5 min.

8.- Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 min..

9.- Separar la fase acuosa y colocar en un tubo de centrifuga de 50 ml de polipropileno.
Repetir del paso 9 a 12, hasta que no aparezca una nata en la interfase.

10.- Agregar a la fase acuosa recuperada 25 ml de solucién cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1).

11.- Mezclar en un vortex durante 5 min.

12.- Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 min.

13.-Tomar la fase acuosa y agregar 1/10 parte de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y dos
volumenes de etanol a 96%, y dgar toda la noche a -20°C o una horaa-70°C.
14.-Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 miny decantar €l sobrenadante.

15.-Agregar 30 ml de etanol a 70% y agitar en €l vortex durante 5 min.

16.-Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 min.

17.-Decantar € sobrenadante y degjar evaporar € resto del etanol en una corriente de aire
por 15 min.

18.-Agregar 1 ml de amortiguador TE pH 8.0 y dejar reposar durante 1 noche a 4°C.
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19.-Visualizar en un gel de agarosa a 1% que contiene In solucién de bromuro de etidio
(20 mg/ml), la muestra de DNA (5 m de DNA con Im de amortiguador de carga), en un

transiluminador de UV.

6.3.3. Extraccion de DNA por el método Bead-Beater-LisozimaSDS.

Este método esta basado en la extraccion de 10 g de suelo. Se puede variar la cantidad de
sudo de 1 a5 g de muedtra.

1-Pesar 1.0 g de suelo y resuspender en 1.0 ml de amortiguador de fosfato de sodio 120
mM pH 8.0 en un tubo de polipropileno del Bead Beater. Homogenizar en € mini Bead
Beater la muestra de suelo por 10 segundos.

2.-Adicionar 60 pl de una solucién de 10 mg/ml de lisozima a la suspension del suelo,
homogenizar e incubar durante 15 min a 37°C.

3.-Conservar en hielo.

4.-Adicionar 1.0 g de perlas zirconia/silica de 0.1mm de diametro. Homogenizar 3 veces
por 30 s en el mini Bead-Beater a 4000 rpm con intervalos de 15 a 30 s en cada tiempo.
5.-Adicionar 90 nl de solucién de SDS a 20% y mezclar.

6.-Conservar en hielo por una hora paralalisis 0 15 min a temperatura ambiente.
7.-Adicionar 600 pl de una solucion de fenol pH 8.0 a lisado obtenido en € paso 5.
8.-Mezclar en @ vortexy centrifugar durante 5 min a 14 000 rpm.

9.-Recuperar la fase acuosa en un tubo limpio.

10.-Regresar ala mezcla de suelo con fenol y adicionar 1 ml de amortiguador de fosfato de
sodio 120 mM pH.8.

11.-Centrifugar a 14 000 rpm durante 5 min y recuperar la fase acuosa en € tubo que
contiene la fase acuosa anterior.

12.-Mezclar |as dos fases acuosas.

13.-Extraer la fase acuosa con 600 pl de solucion de fenol-clordformo-alcohol isoamilico
saturado 10 mM a pH. 8. (25:24:1).

14.-Recuperar lafase acuosa. Si en lainterfase se observa una nata blanca, volver a extraer
la fase acuosa con igual volumen de solucién de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1).
15.-Adicionar 0.1 volumen de solucion de NaCl 5 M 'y dos volimenes de etanol a 100%.
16.-Conservar a—80°C durante 20 min 6 a -20°C toda la noche.
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17.-Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min a 4°C.

18.-Descartar € sobrenadante y lavar €l botén con etanol a 70% frio y dgjar secar €l botén
a aire.

19.-Resuspender € botén en 100 m de amortiguador TE pH 8.0 estéril. A esta solucion se
le Ilama extracto crudo.

20.-Visualizar en un gel de agarosa a 1%, que contiene Im solucion de bromuro de etidio
(10mg/ml). La muestra del DNA (5 m de DNA con 1M de amortiguador de carga), se

visualiza en un transiluminador de UV.

6.3.4.  Extraccion y purificacion de DNA Wizard (Promega).

1-Adicionar 1 ml de cultivo de 12 horas a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
2.-Centrifugar de 13 000 rpm por 2 min. Descartar el sobrenadante. Si son bacterias Gram
positivas, proceder del paso 3, para bacterias Gram negativas ir directamente a paso 6.
3.-Resuspender € paguete celular en 480 M de solucion de EDTA 50 mM.

4.-Adicionar 60m de solucion ce lisozima a 10 mg/ml y mezclar.

5.-Incubar la muestra a 37° C de 45 min. Centrifugar por 2 minutos a 13 000 rpm y
remover el sobrenadante.

6.-Adicionar 600 m de solucién de lisis nuclear Cat. Promega A7943. Agitar la muestra
resuspendiendo € total de las células.

7.-Incubar a 80 °C por 5 minutos y lisar las cdlulas, enfriar a temperatura ambiente.
8.-Adicionar 31 de solucion de RNAsa (4 mg/ml) Cat. Promega a7973, a lisado celular.
Mezclar invirtiendo € tubo de 2 a 5 veces.

9.-Incubar a 37°C por 45 min. Enfriar la muestra a temperatura ambiente.

10.-Adicionar 200 m de solucién de precipitacion de proteinas Cat. Promega A7953 a la
solucion que contiene e lisado celular con la RNAasa. Mezclar vigorosamente a alta
velocidad por 20 segundos.

11.-Incubar la muestra en hielo por 5 min.

12.-Centrifugar a 13 000 rpm por 2 min.

13.- Transferir e sobrenadante que contiene el DNA a un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml que contiene 600 M de isopropanol.

14.- Mezclar, hasta la aparicion de una masa visible de DNA.
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15.-Centrifugar a 13 000 rpm por 2 min..

16.- Descartar €l sobrenadante. Adicionar 600 m de etanol al 70% a temperatura ambiente
y mezclar invirtiendo €l tubo varias veces para lavar € boton de DNA.

17.-Centrifugar a 13 000 rpm por 2 min. Retirar € etanol.

18.-Secar € tubo con un papel absorbente y dejar secar € boton con una corriente de aire
de10a15 min.

19.-Adicionar 100 m de solucion de rehidratacion de DNA Cat. Promega A7963 a tubo
que contiene & boton de DNA e incubar a 65°C por 1 hora otoda la noche a 4°C. Mezclar
el tubo.

20.- Conservar €l DNA de 2 a8°C.

21.- Visudizar en un gel de agarosa a 1% que contiene Im solucién de bromuro de etidio
(10mg/ml), la muestra de DNA (5 m de DNA con 1Inl de amortiguador de carga), se

visualizaen un transiluminador de UV.

6.4. Purificacion de DNA de muestrasde suelo.
6.4.1 Purificacion con Polivinilpirrolidona (PVP).

Reactivos:
1.- Amortiguador TE (pH 8.0). TrissHCl 10 mM (pH 8.0) y EDTA 1mM.

2.- Amortiguador TPN (pH 8.0). Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), PVP 40 (2% p/v) y NaCl 150
mM.

Procedimiento.

1- Al boton extraido de DNA se le adiciona 100 m de amortiguador TE y 100 nl de

amortiguador TPN.

2.- Mezclar e incubar por 5 min a temperatura ambiente.

3-Adicionar 200 m de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), mezclar y
centrifugar a 14 000 rpm por 5 min.

4.-Recobrar la fase acuosa y precipitar con € 10 % del volumen de acetato de sodio 3M y
con e doble del volumen de etanol 100%.

5.-Congelar a-20 ° C por una noche.

6.-Centrifugar a 14 000 rpm por 5 min.

7.-Lavar € botén de DNA con alcohol a 70% y volver a centrifugar.

8.-Resuspender e boton de DNA con amortiguador de TE.
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6.4.2 MétododeClorurodeCesioy Acetato de Potasio.

1.-Adicionar 0.5 g de CsCl a500 m de extracto crudo.

2.-Incubar de 1 a 3 horas a 37°C.

3.-Centrifugar durante 20 min a 14 000 rpm.

4.-Recobrar €l sobrenadante (» 500n1) en un tubo de 10 ml.

5.-Adicionar 2ml de agua destilada y 1.5 ml de isopropanol a 100%. Mezclar e incubar
cuando menos 5 min a temperatura ambiente.

6.-Centrifugar durante 15 min a 10 000 rpm. Observar € grado de precipitacion.
7.-Descartar € sobrenadante y resuspender € boton en 500 de amortiguador TE pH 8.0y
transferir la suspension a un nuevo tubo.

8.-Adicionar 100m de acetato de potasio 8 M, mezclar e incubar por 15 min a temperatura
ambiente.

9.-Centrifugar durante 15 min a 14 000 rpm.

10.-Recobrar €l sobrenadante y adicionar 0.6 volimenes de isopropanol a 100%, mezclar e
incubar por 5 min a temperatura ambiente.

11.-Centrifugar durante 15 min, a 14 000 rpm.

12.-Lavar e boton con etanol a 70% frio, centrifugar a 14 000 rpm y decantar €
sobrenadante, secar en un flujo de aire por 15 minutos y resuspender e botén en 500 m de
amortiguador TE pH 8.0.

13.- Visualizar en un gel de agarosa a 1% que contiene Im solucion de bromuro de etidio
(10mg/ml), la muestra de DNA (5 m de DNA con 1m de amortiguador de carga), se

visualiza en un transiluminador de UV.

6.5 Electroforesisen gel deagarosaal 1%.

1.-Pesar 0.25 g de agarosa y adicionar 25 ml de TAE (1x).

2.-Calentar en microondas hasta que se disuelve la agarosa

3.-Dgar enfriar hasta+ 45°C.

4.-Adicionar 1Im de bromuro de etidio (10 mg/ml), homogenizar y vaciar en €l recipiente
del gel. Colocar € peineen € gel.

5.-Esperar 30 minutos hasta que se solidifique €l gel vy retirar el peine

6.-Adicionar TAE (1x) hasta que cubra el gdl.
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7.-Hacer la mezcla de carga con 1l de amortiguador de cargay adicionar 5 m dela
muestra, mezclar con la gota de amortiguador y ponerlos dentro del carril en e gel.
8.-Colocar 51 del marcador de peso molecular en un carril.

9.-Aplicar 85V por = 20 min.

10.-Visualizar e gel con un transiluminador de UV.

6.6. Cuantificacion deDNA método espectrofotométrico.

1 Setoma 10 m de la solucién de DNA de suelo y se coloca en un tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml.

Agregar 990 nl de agua destilada. Se agita la solucion en un vortex por 10 s.

Se gusta utilizando € agua destilada como blanco a 260 nm.

Se toman las lecturas de las muestras de suelo.

o~ 0D

Una unidad de absorbancia equivale a 50 pg/ml de DNA.

6.7. Amplificacion por PCR.

6.7.1. Amplificacion por PCR del gen 16SrRNA.
Utilizado para la amplificacion de DNA del consorcio y muestras de bacterias aisladas.

Iniciadores para el gen del 16SrRNA.
8for.5 AGACTTTGATCMTGGCTCAG 3

1492 rev. 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3

Condicionesdelareaccion de PCR para e gen 16SrRNA.

Volumen de reaccion 25m Concentracion final
AguaMQ 16.30 m Variable
Amortiguador 10X 25m X
MgCl, 150 m 1.5mM
dNTP's 05m 10 mM de cada dNTP
(8for) 15m 10 pmol/mi
(1492rev) 15m 10 pmol/mi
Tag polimerasa 5U/m 02m 1U/m
DNA de muestra 1m = 0.25 ny/reaccion
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Condiciones para €l termociclador paralareaccion de PCR para e gen 16SrRNA.

Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion 94°C 5min
Desnaturalizacion 9U°C 30s
Alineamiento 52°C 20s
Alargamiento 68°C 40s35ciclosdd paso 2 d
4
Post-aargamiento 68°C 7min

6.7.2. Amplificacion por PCR paralaregion V6-V8 del gen 16SrRNA.
Utilizado para la amplificacion de DNA del consorcio y muestras de bacterias aisladas.

Iniciadores para laregion V6-V8 del gen 16SrRNA.

GC 968 for
5 -CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG AAC GCG

AAGAACCTTACC-3

UNI 1401 rev
5-GCG TGT GTA CAA GACCC-3

Condiciones de la reaccion de PCR paralaregion V6-V8 del gen 16SrRNA.

Volumen de reaccion 25m Concentracion final
AguaMQ 1530 m Vaiale
Amortiguador 10X 25m 1X
Alblmina sérica bovina inm 400 ng/m
MgCl, 150m 1.5mM
dNTP's 10 mM para cada nucledtido 05m 10 mM de cada dNTP
iniciador for (GC 968 for) 15m 10 pmol/reaccién
iniciador rev (UNI 1401 rev) 15m 10 pmol/reaccion
Taq polimerasa 5U/m 02m 1U/m
DNA de muestra 1m =0.25 pg/reaccion

Condiciones para €l termociclador.

Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion 9U°C 5min
Desnaturalizacién 94°C 30s
Alineamiento 55°C 20s
Alargamiento 68°C 40s35ciclosdd paso24d 4
Post- alargamiento 68°C 7 min

6.7.3. Amplificacion por PCR parael ITSdel operén rrn.
Parala amplificacion de DNA del consorcio y muestras de bacterias aidadas.

Iniciadorespara el ITSdel operon rrn.
pHr 5-TGC GGC TGG ATCACCTCCTT-3
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p23SRO1f 5- GGC TGC TTC TAA GCCACC -3

Condicionesdelareaccion de PCR parae I TS del operén rrn.

Volumen de reaccion 25 m Concentracion final
AguaMQ 16.30 m Variable
Amortiguador 10X 25m X
MgCl, 50 mM 1.50 m 1.5mM
dNTP's 05m 10mM de cada dNTP
iniciador for (p23SR01) 15m 10 pmol/m
iniciador rev (pHr) 15m 10 pmol/m
Taq polimerasa 5U/m 02m 1U/n
DNA de muestra 1m =0.25 ng/reaccion

Condiciones para € termociclador paralareaccion de PCR para el operén rrn.

Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion U°C 5min
Desnaturalizacion HU°C 30s
Alineamiento 50°C 20s
Alargamiento 68°C 40 s 35 ciclos del paso 2 a
4
Post- alargamiento 68°C 7min

6.8. . Electroforesisen gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE).

Reactivos.
1- Amortiguador TAE 50 X.

Pesar 242 g de TRIS base, agregar aproximadamente 500 ml de agua destilada, 57.1 ml de
acido acético glacia, 100 ml de EDTA 0.5 M apH 8y aforar con agua destilada a 1L.

2.- Solucion desnaturalizante a 0%.

Mezclar 50 ml de solucién de acrilamida-bisacrilamida (37.5:1) a 40 %, agregar 2.5 ml de
amortiguador TAE 50X, adicionar 5 ml. de glicerol y aforar a 250 ml de agua destilada.
3.-Solucién desnaturalizante al 100%. Pesar 105.4 g de urea, agregar 50 ml de solucion de
acrilamida-bisacrilamida al 40 % (37.5:1), adicionar 100 ml de formamida y mezclar hasta
que se disuelva la urea, agregar 5 ml de amortiguador TAE 50X, adicionar 5 ml de glicerol
y aforar con agua destilada hasta 250 ml.

4.-Solucion de Carlos 8X para fijar. Mezclar 200 ml de etanol a 96%, con 10 ml de &cido
acético glacial y 40 ml de agua destilada.

5.-Solucion Carlos de preservacion. Mezclar 50 ml de etanol a 96% con 20 ml de glicerol y
130 ml de agua destilada.
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6.-Solucion parafijar. Se toma 50 ml de solucion de Carlos 8X y agregar 350 ml de agua
destilada.

7.-Solucion para latincion de plata. Pesar 0.4 g de nitrato de platay se disuelve en 200 mi
de solucion parafijar.

8.-Solucién de revelado. Pesar + 10 mg de NaBH, y adicionar 200 ml de NaOH al 1.5%,
disolver y agregar 750 pl de formaldehido.

9.-Solucion de persulfato de amonio (APS) a 10%.

10.-Amortiguador TAE 1X. Se toman 20 ml de solucion TAE 50X y se diluye a 1000 ml
con agua destilada.

El equipo del DGGE es marca Bio Rad. D Code ™ (Universal Mutational Detection
System).

Por centaj es de desnatur alizacion.
Tabla 4. Porcentgjes de desnaturalizacion de ureay formamida

% Volumen Solucién Solucién Temed APS
Desnaturaliza final Desnatur aluizante Desnaturalizante pl pl
nte ml 0% (ml) 100 % (ml)
0 6 6 6 18
40 12 7.20 4.8 12 38
42 12 6.95 5.05 12 38
44 12 6.70 5.30 12 38
46 12 6.50 550 12 38
48 12 6.25 5.75 12 38
50 12 6.00 6.00 12 38
52 12 5.75 6.25 12 38
4 12 550 6.50 12 38
56 12 5.30 6.70 12 38

6.8.1 Gedl depoliacrilamida

L-Limpiar los vidrios (160 mm de largo y 1 mm de espesor) y los espaciadores con etanol
a 96% y con unafranela que no deja pelusas.

2.-Poner un poco de agua a gel bond y determinar € lado hidrofébico, este lado se pegara
con el agua a vidrio mas gande, la parte inferior del gel bond se gjustara a la orilla de
abajo del vidrio. Eliminar toda el agua que queda entre €l vidrio y € gel bond.

3.-Colocar los espaciadores y e vidrio peguefio. Colocar los broches de cada lado de los
vidrios. Alinear los vidrios y poner vasdina en la parte bgja de los vidrios y en la banda de

goma, gjustar los broches con las perillas a la base.
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4.-Preparar |as soluciones de acrilamida-bisacrilamida. La solucién 0 %, labgay ladta
5.-Preparadas las soluciones se ponen en tubos con hielo y mezclar.

6.-Adicionar el Temed (N, N, N’, N’-tetrametil-etilenodiamonio) y mezclar con la punta de
la pipeta.

7.-Asegurar que las llaves de los dos compartimientos estén cerradas y que la bomba
peristéltica este parada.

8.-Adicionar 38 ul de APS (persulfato de amonio a 10%) a la solucion alta, mezclar y
poner en e primer compartimiento.

9.-Adicionar 38 ul de APS a la solucién baja, mezclar y colocar en e segundo
compartimienta

10.-Colocar la manguera con la aguja en la parte medio de los vidrios.

11.-Prender la bomba peristélticay una velocidad baja y abrir las llaves de los dos
compartimentos al mismo tiempo.

12.-Cuando estén vacios los compartimentos cerrar lallave.

13.-Adicionar 18 ul de APS ala solucion de 0% de desnaturaizante, mezclar y colocar en
el primer compartimiento.

14.-Prender la bomba peristéitica y ponerla en velocidad baja.

15.-Cuando ya se acabo de adicionar la solucion al 0%, se coloca € peine.

16.-Dgjar polimerizar € gel arededor de 2 horas.

17.-Preparar amortiguador TAE 1X y llenar € recipiente del DGGE. Prender e DGGE
alrededor de 2 hantes de utilizarlo para alcanzar |a temperatura de 60°C.

18.-Preparar las muestras de productos de amplificacion de la region de V6V8 del 16S
rDNA y cuantificar. Mezclar las muestras con amortiguador de carga.

19.-Colocar los vidrios con € gel de acrilamida en € recipiente del DGGE.

20.-Llenar cada uno de los carriles del gel con las muestras.

21.-Colocar los cables ddl DGGE a la fuente de poder y prender estd a 200 V, por cinco

min. Posteriormente bgjar a 85 V por 16 horas.

6.8.2 Tincidn deplatadel gel de poliacrilamida.

1-Retirar los broches y los vidrios, con cuidado de no maltratar el gel.
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2.-Con la parte del gel hacia arriba colocarlo en la charola para fijar, agregar 200 ml de
solucion parafijar.

3.-Agitar a 26 rpm por 3 min.

4.-Colocar la solucion de fijar en un vaso de precipitado.

5.-Agregar 200 ml de solucién de plata.

6.- Agitar por 10 min a 26 rpm.

7.-Lavar € gel y la charola con agua destilada.

8.-Lavar € gd con agua destilada por 2 min, tirar €l agua en € recipiente de desechos de
platay volver enjuagar € gel con agua destilada.

9.-Colocar e gel en la charola de revelacion, adicionar unos 20 ml de solucién de
revelacion y enjuagar un poco € gel, retirar esté solucion.

10.-Adicionar € resto de la solucion de revelacion y agitar a 26 rpm, hasta que se observen
bien las bandas de DNA.

11.-Agregar la solucion de fijar y agitar por 5 minutos a 26 rpm.

12.-Tirar lasolucion de fijado y enjuagar € gdl con agua destilada por 3 min.

13.-Agitar con la solucion de preservacion por 7 minutos a 26 rpm.

14.-Retirar € gel de la charolay colocarlo sobre un vidrio de soporte. Humedecer 1a hoja de
celofan con la solucion de preservacion y colocar este encima del gel.

15.-Fijar con las pinzas la hoja de celofan sobre € vidrio, tratando de que no le queden
burbujas.

16.-Secar € gel en un horno a 60°C por unas cinco horas.

17.-Retirar los broches de los vidrios y separar € gel, recortar y visualizar € gel.

6.9 GaleriasAPI 20 NE.

Reactivos.

1.-Solucion Isotonica a 0.85 %.

APl 20 NE es un méodo que combina 8 pruebas de fermentacion y 12 pruebas de
asimilacion. APl 20 NE debe ser utilizado con bacilos Gram negativos y no enterobacterias.
1.- Preparacion de las calerias APl 20NE.

2.- Inéculo.

a). Retirar de 1 a4 colonias del microorganismo a estudiar crecido previamente en medio

agar soya tripticaseina
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b). Preparar una suspension celular con una turbidez aproximada a 0.5 de McFarland.

3.- Llenar las cipulas de las pruebas NO3 a PNPG, con la suspension celular.

4.- Abrir una ampolleta de medio AUX vy transferir aproximadamente 200ul de la
suspension celular. Agitar la ampolleta.

5.- Llenar las clpulas de las pruebas GLU a PAC y agregar parafina liquida a las clpulas

GLU, ADH, URE, para formar un menisco convexo.

6.- Incubar durante 24 horas a 30°C. Tamar la lectura de las galerias.

7.- Redizar la identificacién del microorganismo con la ayuda del programa APl 20 NE
Index (2000).

El porcentaje de identificacion es un estimado de qué tan cercano es e perfil que
corresponde a taxdn, en relacion a todos los demas taxas en la base de datos, se refiere d
porcentaje de pruebas positivas comparadas con una cepa de coleccion de cultivo tipo. Por
otro lado, €l indice T es un estimado de qué tan cerca es la correspondencia entre €l perfil y
el conjunto més tipico de las reacciones para cada taxén. El valor puede variar entre Oy 1

siendo inversamente proporcional a nimero de pruebas atipicas.

6.10 Restriccidn con enzimas.

Se requiere tener la muestra de DNA a una concentracion de 0.2-1.5 pg/ pl.

1- Adicionar 16.3 pul de agua desionizada estéril a un tubo estéril.

2.- Agregar amortiguador especifico para la enzima que se va utilizar.

3.- Agregue 2 ul de albumina sérica bovina acetilada, en una concentracion de 10 pg/ul.

4.- Adicionar 1 pl la muestra de DNA auna concentracion 1 pg/ ul.

5.- Mezclar y adicionar 5 U de la enzima de restriccion.

6.- Mezclar y centrifugar a méxima velocidad en tubo que contiene e DNA con la enzima
de restriccion.

7.- Incubar a37°Cdeladh

8.- Visudizar las bandas de DNA en un gel de agarosa a una concentracion de 1.5%, tefiido
con bromuro de etidio y visualizando en un trasiluminador de UV.

Las enzimas que se utilizaron asi como sus sitios de reconocimiento se muestran a

continuacion:
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7 RESULTADOSY DISCUSION.

7.1. Microbiologia.

7.1.1. Cuenta microbiana.

7.1.2. Cuentamicrobianaen placa del suelo de Huimanguillo, Tabasco.

Se redizd la cuenta tanto de bacterias totales como de bacterias hidrocarbonoclastas para
cada uno de los puntos y para la mezcla de suelo. La Tabla 5 muestra los resultados
obtenidos,

Tabla 5. Cuenta de bacterias totales e hidrocarbonoclastas del suelo de Huimanguillo, Tabasco.

UFClg suelo seco PUNTO 1 PUNTO 6 PUNTO 7 Mezcla desuelo
BACTERIASTOTALES 415X 10° 1.28x10° 14x10° 5.2x10°
D.E:22X10° |D.E.10x10° |D.E:26x10° D.E.: 3.1X10°
BACTERIAS 1.52 X 10’ 15X 10° 6.6 X 10° 2.28x 107
HIDROCARBONOCLASTAS |D.E:21X10° |D.E:6.7X10° |D.E:4.2X10° D.E.: 42X 10°

D.E.: Desviacion Estandar.

No hay una gran diferencia en cuanto las cuentas microbianas de los diferentes puntos de
muestreo. Se encontr6 una cuenta mayor de bacterias hidrocarbonoclastas que de bacterias
totales, debido a que las muestras provienen de suelo contaminado y a sesgo que presenta
el propio medio de cultivo, ya que dicho medio solamente proviene de hidrocarburos
volétiles de bajo peso molecular.

7.1.3. Cuenta microbiana en placa del suelo de Poza Rica, Veracruz.

Para € suelo de Veracruz, % realizd la cuenta microbiana de bacterias totales y bacterias
hidrocarbonoclastas, se tuvieron muestras tanto del suelo control (no contaminado) que se
muestred de una zona cercana, como del suelo contaminado. En la Tabla 6 se muestran los
resultados. El suelo contaminado tuvo una cuenta total un orden de magnitud mayor que la
del suelo control, posiblemente porque entre las bacterias totales también estan
consideradas las bacterias hidrocarbonoclastas que metabolizan los hidrocarburos presentes
en dicho suelo. También en e caso de las bacterias hidrocarbonoclastas se presenté una
cuenta de un orden de magnitud mayor con respecto a suelo control; a igual que en las

bacterias totales, dicho aumento se puede atribuir a que las bacterias hidrocarbonoclastas
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pueden oxidar a los hidrocarburos presentes en € suelo contaminado y estan contenidas en

|a cuenta microbiana de |as bacterias totales.

Tabla 6 . Cuenta de bacterias totaes e hidrocarbonoclastas del suelo de Poza Rica, Ver.

UFClg SUELO SUELO
CONTROL CONTAMINADO
BACTERIASTOTALES 4.95 X10° 7.54 x 10
D.E.1.22 x 1¢f D.E..5.63 x 10’
BACTERIAS 152 x 1P 150x 10 ’
HIDROCARBONOCLASTAS D.E.: 826 x 10° D.E.: 258 x 1¢°

D.E.: Desviacion Estandar.

Las cuentas bacterianas de totales e hidrocarbonoclastas en los diferentes tiempos de
muestreo de la biopila del suelo de Poza Rica, se presentan en la Fig. 7. En el caso de las
bacterias totales, se observd un incremento de tres érdenes de magnitud a los 15 dias de
empezar € tratamiento de la biopila, debido posiblemente a la adicion de nutrientes
aportados por € bagazo de cafla y a las bacterias enddgenas que crecieron bgjo las
condiciones de la biopila, ademas de la aireacion a la cual fue sometida. Posteriormente se
observo que la cuenta bacterianatotal decrecio en una orden de magnitud permaneciendo

congtante a lo largo de todo € tiempo que durd la biopila (60 dias).

De igual manera, las cuentas de bacterias hidrocarbonoclastas en los diferentes tiempos de
muestreo de la biopila, presentaron un aumento de un orden de magnitud a los 15 dias del
tratamiento, € crecimiento pudo verse favorecido por la adicion de agua a suelo de la
biopila, ademéas de que € texturizante (bagazo de cafia) permitio una mejor aireacion del
sistemay un aumento en la porosidad del suelo, esto reflga un aumento paulatino de las
bacterias permaneciendo constante durante los siguientes 30 dias. Posteriormente, a los 60
dias de tratamiento se observd un aumento de dos Ordenes de magnitud en la cuenta
microbiana, |0 que se relaciona con la remocion de hidrocarburos como se muestra en la
Fig. 7.
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Fig. 7.Cinética de crecimiento bacteriano y de biodegradacion de HTP s de los diferentes tiempos
de labiopila, PozaRica.

Estos resultados son muy similares a los publicados por MacNaughton (1999), para suelos
contaminados con hidrocarburos, reporta que la cuenta de bacterias hidrocarbonoclastas es
del orden de 10° UFC/g de suelo, y se presentan una dindmica similar, observando un
incremento de estas bacterias en los primeros dias de tener un derrame experimental de
hidrocarburos. Stephen y col. (1999), encontraron un incremento en € nimero de bacterias
de 52 x 10° a 39 x 10’ bacterias/g de suelo seco en un suelo contaminado por
hidrocarburos. Mufioz y col. (2003), reportan que hay un aumento de bacterias
hidrocarbonoclastas en los primeros dias de tratamiento de una biopila, que coincide con el
periodo de mayor biodegradacion de los hidrocarburos. En este trabgjo, e suelo de Poza
Rica, muestra un perfil muy parecido a estos resultados.

La diferencia entre las cuentas de bacterias totales e hidrocarbonoclastas del suelo
analizado y del tiempo O de muestreo de la biopila de Poza Rica, puede delerse a que €
suelo de la biopila fue secado a sol y algunas de las poblaciones decrecen con este
tratamiento.
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7.2. Aisamiento de bacterias hidrocar bonoclastas.

Las placas utilizadas para redlizar e conteo de bacterias hidrocarbonoclastas, también

sirvieron para obtener aidados bacterianos capaces de crecer utilizando hidrocarburos de

bajo peso molecular, como Unica fuente de carbono. Se obtuvieron aislados de ambos

suelos, que fueron seleccionados en primera instancia, por sus caracteristicas coloniales.

Posteriormente se determiné su morfologia celular y afinidad a la tincion de Gram. (Tabla

7.

Tabla 7. Caracteristicas coloniales y celulares de |as cepas hidrocarbonocl astas de |os suelos de
Tabasco y PozaRica, Veracruz.

CEPAS MORFOLOGIA COLONIAL MORFOLOGIA CELULAR
B Incolora, transparente, mediana. Bacilos largos Gram (-)
C Blanca, opaca, pequefia. Bacilos largos Gram (-)
E Blanca, opaca, pequefia Bacilos largos Gram (-)
G Incolora, transparente, pequefia. Bacilos Gram (-)
J Blanca, brillosa, mediana Bacilos Gram (-)
K Blanca, brillosa, mediana. Bacilos Gram (-)
L Incolora, transparente, mediana. Bacilos Gram (-)
1 Blanca, brillosa, mediana. Bacilos Gram (-)
2 Blanca, brillosa, mediana. Bacilos Gram (-)
3 Blanca, brillosa, mediana. Bacilos Gram (-)
4 Naranja, brillosa, pequefia. Bacilos Gram (-) en cadena
5 Blanca, transparente, pequefia. Bacilos Gram (-)
6 Blanca, opaca, mediana Bacilos Gram (-)
7 Blanca-amarillenta, opaca, pequefia Bacilos Gram (-)
8 Blanca-amarillenta, brillosa, pequefia Bacilos Gram (-) en cadenas
9 Blanca-amarillenta, brillosa, pequefia. Bacilos Gram (-)en cadenas
10 Amarilla, brillosa, pequefia. Diplococos Gram (-)
11 Blanca-amarillenta, opaca, mediana. Bacilos Gram (-)en cadenas
12 Blanca-amarillenta, opaca, mediana. Bacilos Gram (-)en cadenas
13 Blanca, opaca, pequefia. Cocos Gram (+)
14 Blanca amarillenta, opaca, mediana. Bacilos Gram (-)
15 Blanca, brillosa, pequeiia. Bacilos Gram (-)
16 Blanca, opaca, grande. Bacilos Gram (+)en cadenas con
esporas
17 Blanca, brillosa, pequeia Bacilos Gram (-)
18 Blanca, brillosa, pequeiia. Bacilos Gram (-)
19 Blanca, trasparente, pequefia Bacilos Gram (-)
20 Amarilla, brillosa, pequefia Bacilos Gram (-)
21 Blanca, brillosa, grande. Bacilos Gram (+)

(CepasB-L suelo Tabasco y Cepas 1-21 suelo Poza Rica).

Basados en las caracteristicas descritas, se distinguieron 7 cepas denominadas con letras,

del suelo de Huimanguillo, Tabasco y 21 cepas, denominadas con numeros del suelo de Poza
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Rica. Como se puede notar la mayoria (25 aidados) fueron bacterias Gram negativas, 10
gue coincide con lo reportado por Ovreasy Torsvik (1998) y Stephen y col. (1999), quienes
observaron que alrededor del 90% de las comunidades hidrocarbonoclastas aisladas de
muestras de suelo contaminado con petrdleo son bacterias Gram negativas.

Dado que esta forma de caracterizacion es poco especifica, se decidié probar técnicas
basadas en la utilizacion de galerias APl que permitieran identificar los aislados obtenidos.
Posteriormente se aplicaron técnicas de “fingerprinting gendmico” como PCR-REA dd
espacio intergénico de los genes ribosamales que son capaces de distinguir aislados muy

relacionados entre si, alin dentro de la misma especie.
7.1.3. Caracterizacion eidentificacion de bacterias por APl 20NE.

Con la finalidad de identificar los 21 aidados que se obtuvieron del suelo de Poza Rica se
analizaron mediante galerias APl 20NE. En la Tabla 9 se muestra €l género y especie, asi
como € porcentgje de identificacion de las cepas aidladas. Las cepas 4, 5, 7 y 10, aunque
fueron identificadas por APl 20NE presentaron un porcentagje muy bajo de identificacion,
por lo que se decidi6 seguirla nombrando por su nimero de identificacion inicial. Las cepas
13, 16, 18 y 21 no fueron identificadas por APl 20NE ya que eran microorganismos Gram
(+). Una de las limitaciones que presentd esta técnica es € bajo porcentaje de identificacion
por ser cepas aidadas de muestras ambientales, ademas de que la base de datos es del afio
2000.

Tabla 8. Identificacion con APl 20 NE de las bacterias hidrocarbonocl astas.

CEPA IDENTIFICACION PORCENTAJE DE SUBFAMILIA
CON API 20 NE IDENTIFICACION
1,23 Senotrophomonas 97.8,99.9y 99.9 ?-Protebacteria
maltophilia
11,12y Sphingomonas 95.8,925y 95.3 a-Protebacteria
20 paucimobilis
6, 19 Chryseomonas luteola 90.8, 82.5y 90.5 ?-Proteobacteria
8,914 Burkholderia cepacia 95.2,97.8y 97.5 (3-Protebacteria
15,17 Agrobacterium 999y 99.9 a-Proteobacteria
radiobacter

El género Senotrophomonas, ha sido reportado como un microorganismo gue metaboliza
hidrocarburos, perteneciente a grupo de ?2proteobacterium (Mill y col. 2003). El género

Sphingomonas sp. ha sido reportado como bacteria degradadora de hidrocarburos (Stephen

53



Resultados y Discusién

y col. 1999; Mill. y col. 2003), dicha bacteria pertenece al grupo de a-proteobacterium.
Abed y col. (2002) reportan €l género Burholderia sp. como otro microorganismo que
oxida hidrocarburos, dicho microorganismo pertenece también a [3-proteobacterium.
Agrobacterium radiobacter, ha sido reportado como un microorganismo del propio suelo
por Ovreas 'y Torsvik (1998) y también es reportado como microorganismo degradador de

hidrocarburos por Struthersy col. (1998).

Debido a que algunas de las cepas aisladas presentaron un bajo porcentagje de identificacion
y no fue posible identificarlas por e sistema API, se utilizaron técnicas moleculares para

caracterizar la microbiota aidada.

7.3 Tipificacién por PCR-REA del espacio intergénicodel 16S23S del operon rrn.

Con € propésito de establecer si los aidados de la misma especie identificados mediante
gaerias APl 20NE corresponden a la misma cepa, se realiz6é una tipificacion genotipica,
gue ofrecio la posibilidad de realizar una agrupacion de los aislados del suelo de Poza Rica
de una manera mas rgpiday sensible. Del DNA extraido de acuerdo a método descrito en
laseccion 7.4.4.2., se amplificd el espacio intergénico del 16S al 23S del operdn rrn, de las
diferentes cepas como se muestra en la Fig.8 Jensen y Webster (1993) reportan que €
tamafio del espacio intergénico del operdn rrn permite tener una tipificacion preliminar de
las cepas, algunas de ellas presentan mas de un amplicén, debido a la existencia de més de

un operon rrn.
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Fig. 8. Perfilesgendmicos del espacio intergénico del operdn rrn de las cepas hidrocarbonocl astas.

Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2, 3y 4: S. maltophilia. Carril 5: Cepa 4. Carril 6: Cepa 5. Carril
7. C. luteola. Carril 8: Cepa 7. Carril 9y 10: B. cepacia. Carril 11: Cepa 10. Carril 12 y 13: S. paucimobilis.
Carril 14: Cepa 13. Carril 15: Marcador de peso molecular. Carril 16: B. cepacia. Carril 17: A. radiobacter.
Carril 18: Cepa 16. Carril 19: A. radiobacter. Carril 20: Cepa 18. Carril 21: C. luteola. Carril 22y 23: S.
paucimobilis. Carril 24: Cepa 21. Carril 25: Marcador de peso molecular.

Se redizo € andlisis de restricciéon enzimatica (REA) para € espacio intergénico (ITS) que
separa los genes 16S 'y 23S del operdn rrn para cada una de las cepas aidadas. El producto
de amplificacion ddl ITS, se sometié a la restriccion enzimatica con las enzimas Hha |, Hae
11 yMsp |. Las Figuras 9, 10, y 11 muestran e patron de bandas de las cepas con las
restricciones del espacio intergénico con las enzimas Hha |, Hae Il y Msp |

respectivamente 1o que nos permite hacer una tipificacion de las cepas.

12 3 456 7 8 910111213 14 1516 17 18 1920 21 2223 24 25

Fig. 9. Pefiles gendmicos de la restriccion con Hha | del operon rrn de las cepes
hidrocarbonoclastas. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2, 3y 4: S. maltophilia. Carril 5: Cepa 4.
Carril 6: Cepa 5 Carril 7: C. luteola. Carril 8: Cepa 7. Carril 9 y 10: B. cepacia. Carril 11 y 12: S
paucimobilis. Carril 13: Cepa 10. Carril 14 y 15: Marcador de peso molecular. Carril 16: Cepa 13. Carril 17:
B. cepacia. Carril 18: A. radiobacter. Carril 19: Cepa 16. Carril 20: A. radiobacter. Carril 21: Cepa 18. Carril
22: C. luteola. Carril 23: S. paucimobilis. Carril 24: Cepa 21. Carril 25: Marcador de peso molecular.
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Fig. 10. Perfiles gendmicos de larestriccién con Hae |11 del operdn rrn delas cepas
hidrocarbonoclastas.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2, 3y 4: S. maltophilia. Carril 5 Cepa 4. Carril 6: Cepa 5. Carril 7: C.
luteola. Carril 8: Cepa 7. Carril 9y 10: B. cepacia. Carril 11: Cepa 10. Carril 12 y 13: S. paucimobilis. Carril
14 y 15: Marcador de peso molecular. Carril 16: Cepa 13. Carril 17: B. cepacia. Carril 18: A. radiobacter.
Carril 19: Cepa 16. Carril 20: A. radiobacter. Carril 21: Cepa 18. Carril 22: C. luteola. Carril 23; S
paucimobilis. Carril 24: Cepa 21. Carril 25: Marcador de peso molecular.
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Fig. 11. Perfiles gendmicos de laregriccion con Msp | del operdn rrn de las cepas
hidrocarbonocl astas.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2, 3y 4: S. maltophilia. Carril 5: Cepa 4. Carril 6: Cepa 5. Carril
7. C. luteola. Carril 8: Cepa 7. Carril 9y 10: B. cepacia. Carril 11: Cepa 10: Carril 12 y 13: S. paucimobilis.
C. luteola. Carril 14 y 15: Marcador de peso molecular. Carril 16: Cepa 13. Carril 17: B. cepacia. Carril 18: A.
radiobacter. Carril 19: Cepa 16. Carril 20: A. radiobacter. Carril 21: Cepa 18. Carril 22: C. luteola. Carril 23:
S. paucimobilis. Carril 24: Cepa 21. Carril 25: Cepa 18. Carril 26: Marcador de peso molecular.

En la Tabla 9se muestra € tamafio del amplicon ITS para las cepas hidrocarbonoclastas
aidadas asi como los tamarfios de los fragmentos después de su restriccion con las enzimas

Hhal, Haelll y Msp |, ademas se muestra la agrupacion que se realizo por larestriccion de
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enzimas mediante € patrén de bandas que se obtiene de que permite tener una tipificacion
de las 21 cepas hidrocarbonoclastas aidladas de las diferentes muestras de suelo. Esta

tipificacion mediante PCR-REA permito tener 18 grupos diferentes de las cepas.

Tabla 9. Tamafio del ITS y grupos identificados con la restriccion con enzimas de las cepas
hidrocarbonoclastas aisladas de Poza Rica, Veracruz. (Cada una de las letras significa un patron
genémico igual).

Andlisis REA
CEPAS | IDENTIFICACION CON | Tamao | Hae | Hha Msp | Grupos
APl 20 NE dd ITS I |
(Kb)
1 Senotrophomonas 16 A A A 1
maltophilia
2 Senotrophomonas 16 A A A 1
maltophilia
3 Senotrophomonas 15 B B B 2
maltophilia
4 | 1.2-1.4 C C C 3
5 | 0 1.2-1.4 D C D 4
6 Chryscomonasluteola | >1.51.4y | E D E 5
1.2
7 | e 13 14 F C F 6
8 Burkholderia cepacia 12 G C G 7
9 Burkholderia cepacia 12 G C G 7
o | - 15 H E H 8
11 Sphingomonas 12 G C G 9
paucimobilis
12 Sphingomonas 12 G C G 9
paucimobilis
3 | 0 - 13 I F I 10
14 Burkholderia cepacia >1.6 J G I 11
15 Agrobacterium 13 K H J 12
radiobacter
6 | 000 18 L H K 13
17 Agrobacterium 15 M | K 14
radiobacter
8 | 0 - 13 N J L 15
19 Chryseomonas luteola 15 O K M 16
20 Sphingomonas 13 O L L 17
paucimobilis
22 | 13 P M J 18

Las cepas de Senotrophomonas maltophilia (1, 2 y 3) mostraron caracteristicas fenotipicas
smilares y presentaron una tipificacion por PCR-REA en dos grupos, por presentar

patrones de bandas de restriccion enzimética diferentes. Por otro lado, las cepas de
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Burkholderia cepacia, se agruparon en dos grupos diferentes, uno de éstos comprendena
las cepas 8 y 9 que se comportaron fenotipicamente y genotipicamente como la misma
cepa, mientras que la cepa 14 tenia caracteristicas fenotipicas iguales a las otras cepas, por
medio de la técnica PCR-REA se tipificO en otro grupo. También las cepas de
Sphingomonas paucimobilis, presentaron las mismas caracteristicas colonialesy celulares,
pero con e andlisis de PCR-REA se agruparon en dos grupos. Similarmente las cepas de
Agrobacterium radiobacter (15y 17) se congregaron en dos grupos. Aunque algunas de las
cepas no pudieron ser identificadas mediante pruebas bioquimicas, se utilizd un enfoque
polifésico que incluyo métodos fenotipicos y de deteccion de polimorfismos por medio de
PCR-REA para caracterizar a las diferentes cepas. La microdiversidad que se presentan en
bacterias de la misma especie es estudiada por diferentes autores, Kostman y col. (1992)
encontré en cepas de Burkholderia cepacia diferencias genotipicas utilizando € espacio
intragénico del 16S y 23S del rDNA (ITS), Hauben y col (1999) anaizé 108 cepas de
Senotrophomonas maltophilia usando andlisis genotipicos como Polimorfismo de la
longitud de los fragmentos amplificados del DNA (AFLP), hibridacion DNA/DNA vy
comparacion de secuencias del gen rrs, encontrando que no se encuentran diferencias
fenotipicas entre las cepas, pero que muestran una alta heterogenicidad genotipica entre las

cepas

7.4.Extraccion y purificacion de DNA.

Se extrajo DNA de toda la comunidad bacteriana presente en los suelos contaminados con
hidrocarburcs, para poder utilizarlo en la amplificacién por PCR y posteriormente analizar
el patrén de bandas en DGGE. Se probaron diferentes métodos de extraccion procurando

garantizar la liss completa de todas las poblaciones microbianas presentes en estos suelos.

7.4.1. Estandarizacion del aisamiento de DNA de suelos contaminados con
hidrocarburos.

7.4.1.1 Método Bead-Beater.

La técnica de extraccion de DNA por e método de Bead-Beater (Seccion 63.1) se llevd a
cabo con el suelo de Poza Rica, Ver. Se probaron diferentes tamafios de muestra de 1 g

hasta 10 g de suelo en condiciones normales de extraccion y diferentes tiempos enlos
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ciclos de homogenizacion. Sn embargo, no fue posible obtener DNA de ninguna de las
muestras del suelo.

A fin de establecer s los resultados negativos que se obtuvieron anteriormente, se
relacionaban con la carga microbiana en los suelos tratados, se procedid inocular a los
suelos con una suspension de 10° bacteriasml de bacterias Gram (+) y (-), ya que estos
microorganismos muestran una diferencia en su pared celular. Se encontré que la obtencidn
de DNA por este método de extraccion no dependia de las diferencias en la pared celular de
las cepas utilizadas, sino que € mayor efecto o tienen las caracteristicas fisicoquimicas de
los suelos. Varios autores (Holben y col. (1988), Tien y col. (1999) y Leff y col. (1995),
reportan diferencias en los protocolos de extraccion de varios tipos de bacterias presentes
en comunidades bacterianas del suelo. Aunado a esto |os hidrocarburos presentes en las
muestras de stelo también aumentan la dificultad de extraccion.

7.4.1.2. Mé&odo de extraccion Omnimixer.

Usando este método de extraccion (Seccion 6.3.2) se probaron diferentes ciclos de
homogenizacion (rpm). Debido a disefio que presenta e Ominimixer, no lo hace adecuado

para la extraccion del DNA de muestras de suelo.

7.4.1.3. M étodo Bead Beater-Lisozima-SDS.

Al no tener resultados positivos con |os anteriores métodos fisicos de ruptura, se probd una
combinacion de métodos quimicos, fisicos y enziméticos, buscando una lisis celular mas
eficiente. Se utilizé SDS, lisozima y la desintegracion balistica de las células por las perlas
de zirconia/silica (bead beating). Aungue se pudo realizar la extraccién del DNA (Fig. 12),
la solucion resultante tuvo una coloracion café, indicando mucha contaminacion por acidos
hamicos, por lo que fue importante purificarla para su utilizacion en otras técnicas de
biologia molecular como la amplificacion por PCR. Para ello se probaron dos métodos de
purificaciéon, wo con polivinilpirrdidona (PVP) y otro con cloruro de cesio. La solucién
obtenida después de la purificacién con PVP alin siguié dando una coloracion café, aunque
con este método se encontré una menor perdida de DNA como se muestraen laFig. 13. Sin
embargo, cuando se utiliz6 la purificacion con cloruro de cesio, se vio que existia una

perdida del 60% del DNA con respecto a la concentracién inicial de DNA.
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Tien y col. (1999) reportan una mayor eficiencia de la extraccion por métodos quimicos y
fisicos combinados y concuerda con la importancia en € rendimiento de recuperacion del
DNA de las muestras de suelo, asi como su pureza, ademas que dicha recuperacion sea
representativa del total de comunidades bacterianas del suelo. Por los resultados obtenidos

este fue e méodo que se eligio parala purificacion del DNA.

Fig. 12. Aidamiento de DNA dd suelo contaminado.

Carril 1. Muestra de suelo contaminado con hidrocarburos. Carril 2: Marcador de peso molecular (Fago ?,
digerido conHind 111 y Eco RI).

Fig. 13. Purificacion de DNA.

Carril 1. Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido con Hind Il y Eco RI). Carril 2: Purificacion con
CsCl. Carril 3: Purificacion con PVP.

7.4.2. Extraccion de DNA del suelo de Huimanguillo, Tabasco.

Tomando en cuenta la dificultad de la extraccion del DNA de los suelos, se redizo la
extraccion dd suelo de Huimanguillo, Tabasco; de acuerdo a protocolo de Bead-Beater-
lisozima-SDS. Se obtuvo DNA fragmentado de diferentes pesos moleculares, en baa

concentracion como se presentan en la Fig. 14.
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Fig. 14. Extraccion de DNA de suelo Huimanguillo, Tabasco.

Carril 1: Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido con Hind 111 y Eco RI). Carril 2: Punto 1. Carril 3:
Punto 7.Carril 4: Mezcla de suelo Carril 5: Marcador. Carril 6: Punto 1 Carril 7: Punto 6. Carril 8: Mezcla de
suelo de lostres puntos.

Se rediz6 la purificacion de las soluciones con cloruro de cesio, sin embargo, no se logré
recuperar DNA en dos de las tres muestras, solamente en € punto 6 se obtuvo DNA en bagja

cantidad, debido a que desde la extraccion no se obtenia una gran cantidad de DNA.

7.4.3. Extraccion del DNA del Suelo dePoza Rica, Veracruz.

En esta extraccion se utilizo el método de Bead Beater-lisozima-SDS ya que en este trabajo
se detectd una mayor eficiencia en la extraccion de DNA con esta técnica, aunque la
cantidad de la muestra se disminuy6 a 1 g de suelo, para utilizar e homogenizador mini
Bead Beater.

Se hizo una segunda modificacion a esta técnica de extraccion de DNA, consistente en que
ademés de los tres ciclos de homogenizacion del método, cada vez que se agregd alguno de
los reactivos, se homogenizé por 10 s a 3000 rpm en el mini Bead Besater. Esto ayudo6 a la
homogenizacién de la muestra con cada uno de los reactivos y permitié obtener mayor
cantidad de DNA de todas las c8ulas contenidas en la muestra. En todas las muestras de
suelo y en los diferentes tiempos de muestreo de la biopila se obtuvo DNA en diferentes
cantidades.

Del suelo control (sin contaminantes) con una cuenta viable de 1.5 x 1P UFC/g de suelo se
obtuvo una cantidad de 4.4 pg de DNA/ g de suelo, asi mismo el suelo contaminado con

una cuenta microbiana 1.5 x 10" UFC/g de suelo s obtuvo una concentracion de 5.1 pg de
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DNA/g de suelo. Miller y col. (1999) encontraron concentraciones entre 1.5y 8 ug de
DNA/g, en un suelo agricola con una carga bacteriana de 1.9 x 10° céulas por g de suelo.
En laFig. 15 se muestran las extracciones obtenidas para muestras directas del suelo y para
el bagazo de cafla. Similarmente, se presentan las extracciones de DNA a diferentes
tiempos de muestreo (TO a T4) de la biopila (Fig.16). En dichas extracciones s obtuvo
DNA de peso molecular mayor de 21 000 pares de bases, o cual asegura la presencia del

gen 16SrRNA.

Pk
< 21207
<— 4268

<— 1904
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Fig. 15. Extraccion de DNA del suelo de Poza Rica, Veracruz.

Carril 1: Suelo control. Carril 2: Suelo contaminado. Carril 3: Suelo contaminado seco. Carril 4: Mezcla de
suelo con bagazo de cafa (T0). Carril 5: Mezcla de suelo con bagazo de cafia (T1). Carril 6: Bagazo de Cafia
Carril 7: Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido conHind I11 'y Eco RI).

MR 2 Sl A DR O 80

Fig. 16. Extraccion de DNA de muestras del suelo de los diferentes tiempos de la biopila.
Carril 1: Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido con Hind 111 y Eco RI). Carril 2: Mezcla de suelo con
bagazo de cafa (T0). Carril 3: Mezcla de suelo con bagazo de cafia (T1). Carril 4: Mezcla de suelo con
bagazo de cafa (T2). Carril 5: Mezcla de suelo con bagazo de cafia (T3). Carril 6: Mezcla de suelo con
bagazo de cafa (T4). Carril 7: Suelo control. Carril 8: Suelo contaminado seco. Carril 9: Marcador de peso

molecular (Fago ?, digerido conHind 111 y Eco RI).
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7.4.4. Extraccion de DNA delas cepas hidrocarbonoclastas.

7.4.4.1. Cepas degradador as de hidrocar bur os del suelo de Huimanguillo, Tabasco.

A partir de las cepas hidrocarbonoclastas aisladas, se obtuvo DNA de diferentes tamarios, €l
cua permite amplificar la region V6-V8 dal gen 16S rRNA de dichas cepas, permitiendo
ubicar la banda de estos microorganismos en un patrén electroforético de DGGE. En estas
muestras también se observd rRNA tanto e 16S como e 23S, indicando el estado
fisiolégico de los cultivos, esto se observa en cultivos de 24 horas (Fig. 17).

SERA" 5= 6 R B0 ()= 11:

Fig. 17. DNA de cepas hidrocarbonoclastas del suelo Huimanguillo, Tabasco.
Carril 1: Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido con Hind Ill y Eco RI). Carril 2: Cepa B. Carril 3:

Cepa C. Carril 4: Cepa E. Carril 5: Cepa G. Carril 6: Cepa J. Carril 7: Cepa K. Carril 8 Cepa L. Carril 9:
Punto 1. Carril 10: Punto 6. Carril 11: Punto 7.

7.4.4.2. Cepas degradadoras de hidrocarburos del Suelo de Poza Rica, Veracruzy de
la biopila.

Se extrgo el DNA de las cepas hidrocarbonoclastas aidadas del suelo de Poza Ricay de la
biopila. Para todas se obtuvo DNA de ato peso molecular mayor a 21 Kb (Fig. 18). La

solucion de DNA posteriormente se utilizo parala amplificacion por PCR.
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Fig. 18. DNA de las cepas hidrocarbonoclastas del suelo de Poza Rica, Veracruz.

Carril 1: Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido conHind 111 y Eco RI). Carril 2, 3y 4: S. maltophilia.
Carril 5: Cepa 4. Carril 6: Cepa 5 Carril 7: C. luteola. Carril 8 Cepa 7. Carril 9 y 10: B. cepacia. Carril 11
Marcador de peso molecular (Fago ?, digerido con Hind Il y Eco RI). Carril 12; Cepa 10. Carril 13y 14: S,
paucimobilis. Carril 15: Cepa 13. Carril 16: B. cepacia.. Carril 17: Marcador de peso molecular (Fago ?,
digerido con Hind Il y Eco RI). Carril 18: A. radiobacter. Carril 19: Cepa 16. Carril 20: A. radiobacter.
Carril 21: Cepa 18. Carril 22: C. luteola. Carril 23: S. paucimobilis. Carril 24: Cepa 21.

7.5. Amplificacion por PCR.

Con e proposito de probar la pureza del DNA extraido asi como su utilidad en procesos de
biologia molecular, se establecieron las condiciones para la amplificacion por PCR dd gen
16S rRNA, del DNA extraido de las comunidades bacterianas presentes en los suelos

analizados, asi como de los aislados de estos suelos.

7.5.1. Amplificacion por PCR de las muestras del suelo y cepas hidrocarbonoclastas
del suelo de Tabasco.

Para redizar la amplificacion por PCR del gen 16S rRNA del suelo de Tabasco, se utilizd
el extracto de DNA purificado con cloruro de cesio. Se obtuvieron productos de PCR de
aproximadamente 1500 . Con esto se comprobd que los é&cidos nucleicos extraidos y
purificados por el método de cloruro de cesio, pueden ser utilizados para la amplificacion
por PCR sin lainterferencia de los contaminantes propios del suelo.

Diversos factores pueden afectar bs condiciones de los productos amplificacion para la
region V6V8 dd 16S rDNA, ya que dichos amplicones tienen una region de
aproximadamente 40 nucledtidos rica en guanina-citosina. Se adicion6d albumina sérica
bovina (ASB) a las reacciones de amplificacion por PCR con € objeto de atrapar
inhibidores de dicha reaccién. Un factor erala concentracion de la solucion de MgCh por 1o
gue se titularon las muestras de suelo con esta solucion y se encontré que la mejor
concentracion para obtener productos de amplificacion era 1.5 mM.
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Serealizé un gradiente de temperatura (48-56°C) para ver cual eralatemperatura Optima de
alineamiento de los iniciadores, encontrando que la temperatura donde se tenian amplicones
de mayor concentracion fue a 52°C.

Otro factor importante para obtener resultados positivos en reacciones de PCR en
poblaciones bacterianas del suelo es la calidad de laenzima Tag polimerasa, por lo que se
probaron enzimas de Quiagen y Promega. Se encontrd que al utilizar la enzima de Quiagen
se obtuvieron productos de amplificacién en la mayoria de las muestras de suelo ademas de
tener mayores productos de amplificacion (Romanowski y col. (1993), Suzuki y
Giovannoni (1996) y Leeflang y Smit (1997).

Se obtuvieron productos de amplificaciéon por PCR del gen 16S rRNA de aproximadamente
15Kb, delascepas C, E, J, K y L y de las muestras de suelo de acuerdo al Seccién 6.7.1.

como se muestraen laFig. 19.
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Fig. 19. Ampliconesdd gen 16S rRNA de los suelosy cepas de Huimanguillo, Tabasco.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2; Punto 6. Carril 3: Punto 7. Carril 4: Punto 1. Carril 5: Punto 6.
Carril 6: Punto 7. Carril 7: Mezcla de suelo. Carril 8: Cepa C 1/100. Carril 9: Cepa E 1/10. Carril 10: CepaE
1/100.Carril 11: Cepa J /10, Carril 12: Cepa J. 1/100. Carril 13: Cepa K 1/10. Carril 14: Cepa K1/100. Carril
15: Cepa L 1/10. Carril 16: Cepa L 1/100. Carril 17: Control positivo (cepab).

Se obtuvieron productos de la amplificacion via PCR de la region V6V8 del gende 16S
rDNA, de arededor de 500 pb. Esta amplificacion fue de gran importarcia debido aque
uno de los iniciadores utilizados tiene una cola de 40 nucledtidos y esto pudiera interferir
en el acoplamientode los iniciadores d DNA. En la Fig. 20 se muestran los amplicones de
aproximadamente 500 pb. obtenidos de las diferentes muestras de suelo y de los aislados.

El suelo de Tabasco no pudo ser monitoreado posteriormente.
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Fig. 20. Amplicones de laregion V6-V8 del gen 16S rDNA, de los puntos del suelo de
Huimanguillo, Tabasco.

Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Punto 1. Carril 3: Punto 6. Carril 4: Punto 7. Carril 5: Mezcla
de Suelo. Carril 6: Punto 1. Carril 7: Punto 6. Carril 8: Punto 7. Carril 9: Mezcla. Carril 10: Cepa C. Carril 11:
Cepa E. Carril 12: Cepa G. Carril 13: Cepa L. Carril 14: Control positivo (cepa5). Carril 15: Control negativo
(sin DNA).

7.5.2. Amplificacién por PCR de muestras de suelo, de la biopila y de las cepas
hidr ocar bonoclastas del suelo Veracruz.
De las muestras de DNA obtenidas de suelo y de las cepas hidrocarbonoclastas se realizé la
amplificacion por PCR. Debido a los resultados antes obtenidos se tratd de estandarizar la
cantidad de DNA, se gusto la concentracion de DNA = 0.25 ug por reaccién para ver s
tenia una mejor reaccion de PCR. En la Fig. 21 se muestran los amplicones de las diferentes
muestras de los suelos del 16S rDNA. Esta amplificacion tenia como objetivo ver que las
soluciones de DNA no tuvieran sustancias inhibitorias de la PCR como acidos himicos y

contaminantes del petroleo.
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Fig. 21. Productos de Amplificacion del 16S rDNA del suelo de Poza Rica. Carril 1: Suelo control.
Carril 2: Suelo contaminado. Carril 3: Suelo contaminado seco. Carril 4: Suelo contaminado. Carril 5: Suelo
contaminado seco. Carril 6: Tiempo O de biopila (0 dias). Carril 7: Control Negativo (Sin DNA). Carril 8:
Tiempo 1 de la biopila (15 dias). Carril 9: Tiempo 2 de la biopila (30 dias). Carril 10: Tiempo 3 de la biopila
(45 dias). Carril 11: Tiempo 4 de labiopila (60 dias). Carril 12: Control Positivo (con DNA).

También se amplificé por PCR laregion V6-V8 del 16S rDNA de todas las muestras del
suelo de Poza Rica. Se obtuvieron amplicones de aproximadamente 500 pb. de las muestras
de suelo y de los distintos tiempos de la biopila, excepto en la muestra del bagazo de caia,

como se muestraen laFig. 22

1283 W45 HOLET=88 880 4 O s K1
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Fig. 22. Amplificacion de la region V6-V8 del gen 16S rRNA de suelo de Poza Rica. Carril 1:
Marcador de peso molecular. Carril 2: Suelo control. Carril 3: Suelo contaminado. Carril 4: Suelo
contaminado seco. Carril 5: Tiempo 0 de la biopila (0 dias). Carril 6: Tiempo 1 de la biopila (15 dias). Carril
7. Tiempo 2 de la biopila (30 dias). Carril 8: Tiempo 3 de la biopila (45 dias). Carril 9: Bagazo de Cafia.
Carril 10: Tiempo 4 de la biopila (60 dias) Carril 11: Control positivo (con DNA). Carril 12: Control negativo
(sin DNA).

Se amplifico la region V6V8 del 16S rDNA de los diferentes microorganismos
degradadores de hidrocarburos aislados del suelo de Poza Rica (Fig. 23). Estos productos

de amplificacion permitieron identificar posteriormente a través de la comparacion de las
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bandas de DGGE la presencia de un microorganismo aislado, a lo largo dd tiempo de
tratamiento en la biopila.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Aprox.

Fig. 23. Amplicones de laregion V6-V8 del 16S rDNA, de las cepas hidrocarbonoclastas de Poza
Rica
Carril 1, 2y 3: S. maltophilia. Carril 4: Cepa 4. Carril 5: Cepa 5. Carril 6: C. luteola. Carril 7: Cepa 7. Carril 8
y 9: B. cepacia. Carril 10: C. luteola. Carril 11 y 12: S. paucimobilis. Carril 13: Cepa 13. Carril 14: B.
cepacia. Carril 15: A. radiobacter. Carril 16: Cepa 16. Carril 17: A. radiobacter. Carril 18: Cepa 18. Carril
19: C. luteola. Carril 20: S. paucimobilis.

7.6. Dinamica de poblacionesen la biopila mediante (DGGE).

El andlisis DGGE permite conocer la estructura, diversidad y dinamismo de las poblaciones
microbianas. Con €l propdsito de conocer € perfil electroforético de cada una de las 21
cepas hidrocarbonoclastas aisladas del suelo de Poza Rica, se corrié un gel de DGGE con
un gradiente de desnaturalizantes del 42 a 54%, de los amplicones obtenidos de la region
V6-V8 del gen 16S rRNA. Se encontré que las cepas 5, 14, 15 y 20 presertaron un
corrimiento electroforético mayor que € resto de las cepas, ya que las muestras de suelo y
los diferentes tiempos de la biopila se presentaron también en la parte més concentrada del
gel. De acuerdo a los resultados de la Fig. 24 varias cepas presentaron mas de una banda,
debido a la presencia de més de un operdn del 16S rDNA, lo cua concuerda con lo
encontrado por Nubel y col. (1996), quienes encontraron més de una banda para una cepa
de Paenibacillus polymyxa en un gel de TGGE, detectando una ata heterogenecidad en un
fragmento de 347 pb.

Los perfiles obtenidos para cada una de las cepas concuerdan con los resultados de la
tipificacion de la Tabla 9, en donde las cepas de S. maltophilia (1y 2), B. cepacia (8,9 y S.
paucimobilis (11 y 12) presentaron € mismo corrimiento electroforético en € DGGE entre

si, por lo que estas cepas son genotipicamente iguales
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Por otra parte, la otra cepa de S. maltophilia (3), la cepa de B. cepacia (14), S. paucimobilis
(20) mostraron un corrimiento electroforético diferente con respecto a las cepas de su
mismo género en e DGGE. En tanto las dos cepas A. radiobacter (15y 17) y las cepas de
C. luteola (6 y 19) mostraron una diferencia entre si, en la movilidad electroforética en €
DGGE, lo que concuerda con € resultado anteriormente mostrado de PCR-REA dd ITS
(Tabla 9).

68 7 8 9% 108 11§ 12§ 133 14@15% 16§ 17§ 18§ 198 20 ' 21
CEPiAS

]

Fig. 24. DGGE con un gradiente de desnaturalizacion del 42-54% de las cepas hidrocarbonoclastas
aildadas del sudo de Poza Rica, Veracruz.

Para caracterizar y comparar las comunidades bacterianas de los diferentes tiempos de
muestreo de la biopila, se amplificd de laregionVé alaVV8 dd 16S rDNA vy los productos
de PCR obtenidos se aplicaron a un gel de DGGE con una concentracion de
desnaturalizantes del 42 a 54%. No se encuentra una gran diferencia en los perfiles
electroforéticos que present6 el suelo control (sin contaminantes) con respecto los suelos
contaminado himedo y seco como se apreciaen laFig. 25, en donde las poblaciones que se

encuentran en el suelo control, permanecen también los suelos contaminados.

Se presentan arededor de 12 bandas de poblaciones en los tiempos de la biopila. En los
carriles 3 a 7 se trata de muestras de suelo con € texturizante y solamente se aprecia una
banda diferente comparando con € carril 2 0 3 de muestras de suelo contaminado, la
adicion del bagazo de cafia parece no influir en un incremento en e nimero de bandas de
las poblaciones. Las bandas A, B, C, D y E, corresponden a poblaciones bacterianas
importantes, ya que estan presentes a lo largo del tratamiento de la biopila 'y la mayoria de
estas bandas incrementan su intensidad en el tiempo. Como se ve la banda E se encontrd

muy abajo del gel por lo que seredizd otro gel aumentado el gradiente. La cepa5 se utilizd

69



Resultados y Discusién

como referencia de la corrida, ya que dicha cepa se encontraba en la parte concentrada del
gel ademas por que presentd como huella digital 3 bandas.

Por los patrones de bandas obtenidos y correlacionando con la cinética de crecimiento
bacteriano (Fig. 7) se observa que diferentes poblaciones son las responsables de la
oxidacion de los hidrocarburos en las muestras de suelo andizadas y que no siempre las
cepas que pudieron cultivarse son las responsables del proceso de biorremediacion de los
suelos, ya que ninguno de los perfiles gendmicos de los 21 aislados obtenidos cancidieron

con los perfiles que presentaron los stelosy con los distintos tiempos de muestreo enla

— A
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_ - - e —

---—-_--_E

biopila

F

Fig. 25. DGGE con un gradiente de desnaturalizantes del 42-54% de las muestras de suelo y delos
tiempos de muestreo de la biopila

Carril 1: Suelo contaminado. Carril 2: Suelo contaminado seco. Carril 3: Tiempo O de la biopila (0 dias).
Carril 4: Tiempo 1 de la biopila (15 dias). Carril 5: Tiempo 2 de la biopila (30 dias). Carril 6: Tiempo 3 de la
biopila (45 dias). Carril 7: Tiempo 4 de la biopila (60 dias).

Con € propésito mejorar la resolucion del gel, < realizé un DGGE con un gradiente de
desnaturalizantes de 44 a 56%. Los amplicones de la region V6V8 del 16S rDNA
aplicados corresponden alas muestras de suelo y los diferentes tiempos de muestro de la
biopila, en donde se encontraron perfiles de bandas mas complejos al encontrarse una
mayor cantidad de poblaciones como se muestra en laFig. 26.

En el suelo contaminado se presentaron alrededor 15 poblaciones la mayoria de las cuales

permanecieron también en el suelo contaminado seco. Se observé un incremento en el
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nimero de bandas de las poblaciones € suelo contaminado con bagazo de cafia con
respecto a suelo contaminado, posiblemente incrementadas estas poblaciones por la
microbiota introducida con e bagazo de cafa. Las poblaciones mas prominentes que se
encontraron en las muestras son la A, B, C, D y E. La banda A, es una poblacion
prominente y constante durante el tratamiento de la biopila. La banda B es una poblacion
prominente, tanto en los suglos contaminados asi como en la muestra del Tiempo 0 de la
biopila. Se observd una disminucion muy importante hasta que desaparece después de los
primeros 15 dias, posiblemente se ve afectada por agun producto del metabolismo de la
comunidad microbiana de la biopila.

Los perfiles electraforéticos C y D se incrementan a los 30 dias de haberse montado la
biopila. Estas poblaciones pudieron ser favorecidas con & producto del metabolismo de
algunas poblaciones degradadoras de hidrocarburos. El perfil gendmico de la banda E es
dominante y constante a lo largo de los 60 dias ddl tratamiento y fue una poblacion que se
encontraba en e suelo contaminado seco posiblemente siendo una cepa que involucradaen
la oxidacién de los hidrocarburos anteriormente. Se encontré que €l perfil electroforético de
los aislados hidrocarbonoclastas no coincidieron con el patrén de bandas de los suelos
contaminados, este fendmeno es similar a lo reportado por Colores 'y col. (2000) y Abed y
col., (2002) en donde las poblaciones bacterianas responsables de la mineraizacion de los
hidrocarburos son no cultivables. Ademas se correlaciona con la Fig. 7, en donde se ve la
biodegradacion de los HTP en e sistema de biopila.

Debido a medio de aidamiento utilizado se tiene un sesgo de las bacterias
hidrocarboclastas aisladas en donde se utilizd hidrocarburos de bajo peso molecular como
fuente de carbono, siendo que en el suelo se encuentran también hidrocarburos de alto peso

molecular.
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Cepat —

Fig. 26. DGGE con un gradiente de desnaturalizantes del 44-56% de |os tiempos de la biopila
Carril 1: Cepa 5. Carril 2: Suelo Contaminado. Carril 3: Suelo contaminado seco. Carril 4: Tiempo 0 de la
biopila (0 dias). Carril 5: Tiempo 1 de la biopila (15 dias). Carril 6: Tiempo 2 de la biopila (30 dias). Carril 7:
Tiempo 3 de labiopila (45 dias). Carril 8: Tiempo 4 de labiopila (60 dias). Carril 9: Cepa 5.

Asi mismo, los suelos contaminados contienen una ata diversidad de microorganismos no
cultivables y por tanto desconocidos, que pueden contribuir en la biodegradacion. Sin
embargo, es necesario poder aidar a los microorganismos para tener una exploracion
completa de los potenciales de cada una de estas poblaciones para degradar los diferentes
compuestos del petroleo. La identificacion de bandas de poblaciones dominantes permite
enfocar esfuerzos hacia el aislamiento de los microorganismos viables pero no cultivables y
conocer la actividad de cada uno de los miembros de la comunidad mediante la deteccion

de genes funcionales que participen en & metabolismo de los hidrocarburos.

El uso de técnicas de biologia nolecular da informacién que permite la caracterizacion
detallada in situ de las poblaciones microbianas en suelos contaminados, tanto a nivel de la
composicion poblacional como de los cambios bioguimicos, aumentando el entendimiento
de la estructura y la funcion de estos ecosistemas microbianos del suelo, asi como las
interacciones que ocurren dentro de cada habitat. L os estudios de comunidades microbianas
de suelo enfocan nuevos métodos que proporcionen informacion entre la relacion
filogenética y la diversidad funciona. El andlisis de los fragmentos amplificados del 16S
rDNA permite tener librerias de clonas del 16S rDNA, cuya posterior secuenciay andlisis
permitira determinar la diversidad microbiana y realizar comparaciones filogenéticas
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Identificar a los miembros de la comunidad mediante la comparacion de las secuencias de
los fragmentos del 16S rDNA en bases de datos como RDP (Ribosomal Database Project).

Conocer e metagenoma (informacién gendmica, evolutiva y funcional de comunidades
bacterianas dd suelo y de procesos de biorremediacién) abre nuevas perspectivas en

ecologia microbiana teniendo un mayor conocimiento de la comunidad microbiana.
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8. CONCLUSIONES.

Se determinaron 5.2 x 10° UFC/ g de suelo en el caso de bacterias totales y 2.28 x
10° UDC/g de suelo, de bacterias hidrocarbonoclastas, en los suelos de
Huimanguillo, Tabasco.

En los suelos de Poza Rica, Ver., se cuantificaron 7.54 x 10"y 1.5 x 10" UFC/ g de
suelo, de bacterias total es e hidrocarbonoclastas respectivamente.

Se aidaron 7 cepas degradadoras de hidrocarburos del suelo de Huimanguillo, Tab.
y 21 cepas degradadoras de hidrocarburos del suelo de Poza Rica, Ver.
Seidentificaron mediante APl 20 NE, 13 cepas bacterianas de las 28 cepas aisladas.
El andlisis de PCR-REA de la regién intergénica del operén rrn permitio tipificar
las 21 cepas hidrocarbonoclastas en 18 grupos distintos.

El mgor méodo de extraccion de DNA de los suelos contaminados con
hidrocarburos es e que utiliza Bead Beater-lisoziima-SDS. El método de
purificacion més adecuado para DNA proveniente de suelos contaminados resultd
ser e cloruro de cesio.

Mediante € méodo de DGGE se pudieron identificar bandas dominantes de
poblaciones bacteriares. La mayoria de las comunidades observadas por DGGE,
probablemente estdn involucradas en la mineralizacién de hidrocarburos y son
poblaciones no cultivables o que no pudieron ser aisladas con las técnicas utilizadas.
En los diferentes tiempos de muestreo de la biopila analizada, se observaron
cambios en el nimero y la intensidad de las bandas de los perfiles gendmicos por
DGGE. Esto podria sugerir un dinamismo y diversidad en la composicion de las

poblaciones bacterianas involucradas a través ddl tiempo.
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