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“La formulacion de un problema es mds importante que la solucion”
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RESUMEN

RESUMEN

Sandra Giovanna Salamanca Pinzén. Seleccién de cepas bacterianas y evaluacion de su capacidad para biodegradar
un Inhibidor de Hidratacién de Arcillas empleado en la perforacion de pozos de pelréleo.

Director de tesis: Dr. Victor Manuel Luna Pabello.

Con el fin de establecer Iq biodegruddcién de un inhibidor de hidratacién de arcillas (IHA), empleado como aditivo
en los fluidos de p’erforacién de pozos de petréleo, el presente estudio se enfocd a evaluar la capacidad de
biodegradacién de dos cepas vbaclcrianas. provenientes de recortes de perforacién (RP) y suclo expuesto a
hidrocarburos (SEH). La capacidad de utilizar el IHA tipo K (IHAK) a diferentes concentraciones de prueba (296 mg
COT/L y 1479 mg COT/L) por cada una dc cstas cepas, fue determinada en términos de Carbén Orgdnico Total
(COT). La caracterizacién fenotipica indicd, que la cepa RPA corresponde a un Bacillus licheniformis y la cepa
SEHMA, a una bacteria ubicada dentro del grupo de bacilos Gram-negativos, méviles, no fermentadores, oxidasa y
catalasa positivos. Mediante el andlisis del gen ADN 168, la cepa RPA y SEHMA, fueron clasificadas como especies
filogenéticamente cercanas a especies del género Bacillus y Pseudomonas, especificamente, a Bacillus licheniformis
y Pseudomonas stutzeri. En las pruebas de degradacién del IHAK, utilizdndolo como unica fuente de carbono,
B. licheniformis obtuvo el 100% de degradacién del IHAK al 0.1%, correspondiente a 296 mg COT/L y solo ¢l 10%
de degradacion empleando el 11HAK al 2%, correspondiente a 570 mg COT/L. Asimismo, P. stutzeri obtuvo ¢l 100%
de degradacién del IHAK al 0.5%, correspondiente a 1692 mg COT/L. Estudios previos indican que el IHAK cs
susceptible de ser degradado rdpidamente por cultivos microbianos mixtos. En este estudio, tanto las velocidades de
degradacion como la concentracién final removida a nivel individual, son mayores a las reportadas utilizando
cultivos bacterianos mixtos, sugiriéndose la posible utilizacion de estas cepas para el estudio de su perfil enzimaitico,

metabdlico y genético involucrado en la degradacion de este tipo de compucstos o compuestos similares.

Palabras clave: Bacillus licheniformis, Pseudomonas stutzeri, inhibidor de hidratacion de arcillas, fluidos de

perforacion, petréleo.
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SUMMARY

SUMMARY

Sandra Giovanna Salamanca Pinzén. Bacterial strains sclection and degrading capacity evaluation of a
shale control inhibitors employed in drilling operations

Thesis directed by: Dr. Victor Manuel Luna Pabello.

Shale control inhibitors (SCI) are additives included in the drilling fluids formulation. Two bacterial
strains isolated from drilling mud (DM) and hydrocarbon-polluted soil (HPS) were able to use SCI type K
(SCIK) in vitro in a different concentrations. The strains isolated (RPA and SEHMA), were classified by
16S rDNA analysis u§ a member of the genus Bacillus and Pseudomonas, clustering with Bacillus
licheniformis and as belonging to the Pseudomonas stutzeri group respectively. B. licheniformis was able
to use SCI up to concentrations of 296 mg TOC liter” as sole source of carbon and P. stutzeri was able to
use SCI up to concentrations of 1692 mg TOC liter. In this study the degradation velocity and final
concentration of SCIK remove by two strains were analyzed. The apparent reduction in TOC resulted and
degradation velocity by RPA and SEHMA strains, are greater that the reported on previously works with
bacterial consortium. From this analysis is suggested the use of these bacterial strains as object of study of

enzymatic, metabolic and genctic profile involved in degradation of this kind compounds or similar.

Keywords: Palabras clave: Bacillus licheniformis, Pseudomonas stutzeri, shale control inhibitors, drilling

fluids, oil.
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INTRODUCCION

CAPITULO 1. INTRODUCCION

En las actividades de perforacién petrolera, se utilizan sustancias denominadas lodos o fluidos de
perforacion (FP) las cuales permiten mantener la estabilidad de las formaciones que constituyen
las paredes del pozo y controlar algunos de los factores que inciden sobre la obtencién del

producto final.

En la formulacién de algunos FP se encuentran los inhibidores de hidratacién de arcillas (IHA),
aditivos que previenen la hidratacién del material arcilloso y por ende, el ensanchamiento de las
paredes del pozo, evitando asi, el colapso de las formacioncs rocosas mientras se realiza la

perforacién.

Durante las operaciones de explotacion y produccion, se remueven particulas rocosas
denominadas recortes de perforacion (RP). Este tipo de materiales generalmente, se impregna con
los FP durante el proceso, requiriendo limpieza y/o disposicion final. En México, los FP y RP
representan el 72% del volumen total de los residuos peligrosos generados en las operaciones que
realiza Petréleos de México (PEMEX). Por ejemplo, la unidad de perforacién y mantenimiento

de PEMEX Exploracién y Produccién (PEP) generé 200 mil toneladas de este tipo de residuos en
el 2001 (www.pemex.com).

Si bien, los fluidos de perforacion y sus aditivos son csenciales para perforar con ¢xito un pozo
de petréleo, también pueden convertirse en uno de los aspectos mas problematicos de una
operacién de perforacion debido a la disposicion final que sc les debe dar después de ser

utilizados.

Muchas veces, los ecosistemas receptores de cste tipo de residuos, sc ven alterados
significativamente de forma negativa y el impacto ambiental generado a partir de este tipo de
descargas, esta directamente relacionado con los factores bidticos y abidticos, la toxicidad y la

biodegradabilidad-de los componentes que integran este tipo de sustancias.
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INTRODUCCION

El proceso de biodegradacion es un factor clave en la reduccién, a largo plazo, del impacto
generado por este tipo de residuos. En la actualidad, la degradacion de muchos compuestos
contaminantes presentes en la naturaleza, se ha realizado utilizando metodologias de tipo
biolégico empleando una gran varicdad de microorganismos. Estos, cuentan con enzimas
sintetizadas a partir de genes presentes en el ADN cromosomal y/o plasmidico (Green y Trett,
1989; Top er al., 1998; Masahito ef al., 1999 y 2000; Dinkla ef al., 2001; Jac-Chang y Sang-Jong,
2001). Este ultimo, bajo ciertas circunslancias, conficre la capacidad para degradar moléculas
organicas recalcitrantes (Summers, 1996), permitiendo que las poblaciones microbianas, logren

una adaptacidn, sobreviviendo bajo presion selectiva (Del Solar ef al., 1998).

La persistencia y la accion antimicrobiana de algunos contaminantes dificultan la supervivencia
de la mayoria de los microorganismos encontrados originalmente en el ambiente afectado.
Solamente son capaces de sobrevivir, aquellos microorganismos que cuentan con la capacidad de
tolerar la existencia de estas sustancias y puedan aprovechar directa o indirectamente estos

compuestos como sustratos para la generacion celular o la obtencion de energia.

Uno de los aspectos mas importantes en la microbiologia ambiental es el andlisis de la comunidad
microbiana, incluidos la identificacion de los microorganismos que le componen. En el caso de
los procesos de biodegradacion, la identificacion de las especies microbianas y el estudio de la
capacidad de degradacién de estas especics, permite explorar el potencial de cstas cepas sobre la
degradacion de compuestos tales como los IHA. De estos tltimos y especificamente el IHA tipo
K (IHAK), son escasos los reportes sobre los procesos de degradacion que se llevan a cabo, los
factores y mecanismos que intervienen en dichos procesos, asi como los posibles
microorganismos participantes, los perfiles enzimdticos y las rutas metabélicas implicadas.
Aunado a lo anterior y considerando la problematica que representa el mancjo y disposicion final
de los RP y FP en Meéxico, el prescnte trabajo tienc como fin, ampliar y complementar la

informacién referente a la biodegradacion del IHAK.

En este documento se describen, aspectos generales sobre el proceso de perforacion petrolera, los

FP y los IHA. Asimismo se mencionan, aspectos generales sobre el proceso de biodegradacion,
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INTRODUCCION

ciertos factores y mecanismos genéticos involucrados y algunas generalidades referentes al
diagnéstico molecular en microbiologia ambicntal. Sc describen ademas, los materiales y las
metodologtas empleadas para el desarrollo del proyecto de investigacion y de igual forma, el
analisis y la discusién de los resultados obtenidos, especificamente, sobre el enriquecimiento,
aislamiento y seleccién de dos cepas bacterianas, caracterizadas fenotipica y molecularmente,
con el fin de evaluar de forma individual, la capacidad de estas cepas para biodegradar el IHAK a

diferentes concentraciones.
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MARCO TEORICO

CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Aspectos generales

La historia del petréleo en México se remonta al afio 1901 en el cual, los norteamericanos
Edward L. Doheny y Charles A. Canfield, inician las primeras perforaciones en la hacienda “El
Tulillo” en el Municipio de Ebano en San Luis Potosi. A través de los afios, con el
descubrimiento de nuevos yacimientos, la construccién de pozos petroleros y refinerias y luego
de la huelga contra las compaiifas extranjeras en 1937, se llega a la creacion de Petréleos

Mexicanos.

En la actualidad, de acuerdo al Gltimo informe de “Petroleum Intelligence Weekly”, PEMEX
ocupd en el 2000, el sexto lugar entre las empresas petroleras mds importantes en el d&mbito
intemaciOnal,hbic'éndose en el tercer lugar por su nivel de produccion anual de crudo, en el
séptimo de acu’erdov a sus reservas de petroleo crudo y en el séptimo por su produccién de gas
natural (Www.pemex.com). Esta compaiiia realiza la exploracion y aprovechamiento de las
reservas de petréleo crudo y gas natural, que se localizan principalmente en las regiones noreste y

sureste del pais y costa afuera en ¢l Golfo de México.

A nivel mundial, uno de los mayores problemas ambientales de los Gltimos afios, ha sido la
contaminacioén por hidrocarburos genecrada a partir de la manufactura, transporte y distribucién
del petrdleo (Atlas y Cerniglia, 1995). Asimismo, el desarrollo en el transporte de los

hidrocarburos y la explotacién de los campos petroliferos, han provocado, desde hace una

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS 6




MARCO TEORICO

veintena de aiios, la multiplicacién de vertidos accidentales masivos de productos petroliferos en

ambientes terrestres y marinos (Laubier, 1991).

Con el fin de tratar, remediar y recuperar el ecosistema alterado a partir de este tipo de
contaminacién, se han desarrollado e investigado por muchos afios, técnicas de tratamiento que
emplean métodos fisicos, quimicos vaiolvégic‘os. Estos métodos incluyen entre otros, la
combustién (Tarrio ef al., 1993), la limitacién por contencién fisica (Green y Trett, 1989; Ollis,
1992), la utilizacién de detergentes, dispersantes o surfactantes (Green y Trett, 1989; Ollis, 1992;
Domenech, 1993), la utilizacién de polimeros gelificantes (Ollis, 1992) y la biodegradacion
(Domenech, 1993). Este tltimo proceso, se denomina de acuerdo con Albert et al., (1995),
Madsen (1996) y Manahan (1998), como la descomposicion de la materia organica natural o
sintética, causada por la accién de los microorganismos con el fin de obtener moléculas mas
simples. Esta descomposicion da lugar a la asimilacion, digestion, metabolizacion o rompimiento,
en este caso, de contaminantes ambientales, mediante la participacion de determinados
organismos y depende directamente, de la naturaleza quimica del compuesto y de los factores
quimicos, fisicos y bioldgicos implicados (Atlas, 1981). Aunque es un proceso lento comparado
con otras tecnologias de tratamicnto, puede en algunos casos, tener menos implicaciones

ambientales.
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2.2. Caracteristicas generales de la perforacion petrolera, los fluidos de

perforacion y los inhibidores de hidratacion de arcillas

El proceso de perforacion petrolera inicia con la instalacion adecuada y el 6ptimo funcionamiento
de los equipos, la maquinaria y los procesos que se llevan a cabo antes, durante y después de la
perforacién. Las condiciones y la longitud de los pozos de perforacion, varfan de acuerdo a las
caracteristicas de las formaciones rocosas y los suelos perforados, al igual que de la profundidad

en la cual se localiza el yacimiento.

El método més comiin y aceptado para realizar la perforacién de pozos petroleros, es mediante la

operacion de un equipo de perfarac rotar una broca o barrena a través de un tubo

hueco (www.pemex.com), Este ominado perforacion rotatoria, se inicia a

partir del levantamiento ‘dg:‘—la?tmfr de perforacion y la instalacion de la maquinaria requerida en
toda la operacién. La torre es uti_a armaz}én'rilg'ida, formada con barras de acero, cuya funcion
principal es la-de subir y - bajar el equipo de perforacién. Esta torre tiene varias plataformas

(Fig. 1), la parte mds alta, la parte media y una tercera, reforzada cerca de su base, la cual se

denomina piso de la torre (Harrington, 1997).

La herramienta de perforacion es semejante a una broca. Esta compuesta de uflas metalicas y se
fija a una tuberia, la cual a su vez atornilla una barra cuadrada llamada kelly. Esta barra atraviesa
el orificio cuadrado de un disco de acero (la mesa rotatoria) ubicado en el piso de la torre. Un
motor hace girar la mesa rotatoria de tal manera que la barra también gira y al hacerlo, la broca

perfora las capas terrestres. Cuando la broca ha alcanzado una profundidad de 8 a 10 metros se
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regresa a la superficie con el objeto de agregar un tubo adicional entre la broca y el kelly. Luego

se introduce en el pozo y continua la perforacién (Harrington, 1997).

La barra, el tubo y la broca constituyen la zarta de perforacion. Mientras la perforacién esta en
progreso, se bombea por la zarta un lodo especial preparado con arcilla, agua y varios productos
quimicos. El lodo o fluido de perforacién, en adelante FP, regresa a la superficie por el espacio
anular entre la tuberia de perforacién y la pared del orificio perforado, arrastrando consigo los
pedazos de rocas cortados por el taladro. Ya en la superficie, la corriente del lodo pasa a través de
una criba con el objeto de retener los pedazos de rocas, y continua hacia la bomba para ser
utilizada nuevamente. Muestras de los pedézos de rocas se recogen para examinarlas, ya que
indican la clase de formaciéon que atraviesa el taladro (Harrington, 1997). En la figura 1, se
observa cada una de las partes que constituyen el pozo petrolero, asi como la ruta que siguen los

fluidos de perforacion, que incluyen en este caso, los inhibidores de hidratacién de arcillas.

Compresores

Fluidos de
Perforacidn

Propano
Antorcha
/

Figura 1. Esquema de un pozo petrolero. (tomado y adaptado de Ruiz-Sénchez, 2001)
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El lodo o FP, ademas de ser uno de los requerimientos en la perforacién rotatoria como sistema
de circulacion, tiene otras finalidades, tales como el enfriamiento de la broca y la formacién de
una especie de argamasa sobre las paredes del pozo la cual impide que éstas se derrumben. Sin
embargo, a pesar de la capa protectora de lodo, las paredes del pozo perforado tienen la tendencia

a derrumbarse, especialmente en formaciones de arena o arcilla (Harrington, 1997).

Existen tres clases principales de fluidos de perforacion: lodo a base de agua, lodo a base de
petréleo y lodo a base sintética (WBM, OBM y SBM, por sus siglas en inglés respectivamente).

Aunque estos fluidos son esenciales para la perforacion exitosa de un pozo de petréleo, pueden
convertirse ademas en uno de los aspectos mas problemdticos de una operacion de perforacion
debido a la disposicién de los recortes que se sacan del pozo y de cualquier fluido de perforacion
que permanece unido a ellos. No obstante, el dafio ambiental en el sitio del pozo es relativamente
pequeifio, puesto que se confina sélo a la vecindad de la operacion de perforacion. El grado de
impacto que los fluidos de perforacion tienen en ¢l ambiente depende de la clase de lodo utilizado

y las condiciones ambientales predominantes (Schlumberger Limited, 2001).

En la actualidad, el mayor desafio que se presenta en la formulacién de los FP es satisfacer las
condiciones exigentes de altas temperaturas y presiones que presentan algunos pozos profundos,
pozos horizontales y de alcance extendido. Asimismo, evitar el daiio o deterioro del medio

ambiente (Schlumberger Limited, 2001).

Como parte de los aditivos en la formulacién de los fluidos de perforacion, se encuentran los

inhibidores de hidratacién de arcillas, en adelante IHA. Estos aditivos previcnen el
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ensanchamiento del pozo mientras se realiza la perforacion en sitios con lutitas sensibles al agua.
Inmediatamente después de agregar el [HA a un sistema base agua, las moléculas reaccionan con
las partes aclivas presentes en las placas de los minerales de arcilla, enlazindose
electrostaticamente y por consiguiente, disminuyendose la tendencia de la arcilla a absorber el
agua que la rodea. Esta accién limita la hidratacién y el hinchamiento de las lutitas en presencia
de los lodos o fluidos en base agua. Como aditivos presentes en los fluidos de perforacién, los
IHA deben cumplir con una serie de caracteristicas que permitan su utilizacion. Deben ser
estables térmicamente, no ser abrasivos ni corrosivos, deben evitar la proliferacion de

microorganismos, ser econdmicos y. compatibles con otros aditivos, y deben poseer baja

toxicidad y alta biodegradabilidad, entre otras (Dominguez y Luna-Pabello, 2001),

2.3. Aspectos generales sobre biodegradacion

El proceso de biodegradacion o descomposicion de la materia orgénica natural o sintética causada
por la accién de los microorganismos con el fin de obtener moléculas més simples, es el resultado
de los procesos de digestion, asimilacion y metabolizacion de compuestos orgdnicos (Murgel,
1984). Dicha utilizacién es dependiente de la naturaleza quimica de los compuestos, asi como de
los factores bidticos y abidticos presentes en ¢l ambicnte (Atlas, 1981). La interaccion entre el
microorganismo y el sustrato incluye la intervencién de enzimas intracelulares, ectoenzimas y
enzimas extracelulares que permiten, en algunos casos, que ¢l sustrato sea utilizado como fuente
de carbono, nitrégeno y otros nutrimentos, o bien, como aceptor final de electrones. En otros

casos, el sustrato no proporciona ningiin beneficio y las reacciones no enzimdticas derivadas de
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los subproductos microbianos, causan cambios quimicos como consumo de oxigeno, generacién

de subproductos de fermentacién o alteraciones del pH.

Los procesos de biodegradacién pueden agruparse en dos categorias: 1) Biodegradacién primaria;
la cual implica pequeiias alteraciones en la estructura quimica del compuesto, debida a la accién
de los micrqorganismos que resulta en la péfdida de propiedades especificas de la sustancia. 2)
Biodegradaci6n l‘l]iima; este término se aplica cuando el compuesto orgdnico es totalmente
utilizado por los microorganismos y da como resultado diéxido de carbono, agua, sales minerales

y biomasa (Dominguez y Luna-Pabello, 2001).

2.3.1. Factores implicados en el proceso de biodegradacion
En el proceso de biodegradacion, los factores quimicos, fisicos y biolégicos determinan la tasa de
degradacion, la eficiencia en la transformacidn parcial o total de los compuestos y por ende, la

persistencia de estos en el ambiente.

Los factores quimicos implicados en el proceso de biodegradacion incluyen la composicion y tipo
de sustancia o compuesto, la longitud de las cadenas y/o la cantidad de compuestos aromaticos, el
nimero y los sustituyentes en la o las moléculas. Asimismo, los factores fisicos involucrados,
incluyen: solubilidad, sorciéon, esparcimiento, dispersiéon, emulsificacién, sedimentacién,
evaporacion, estado fisico y concentracion del compuesto o mezcla, asi como, temperatura,
disponibilidad de oxigeno, presencia de nutrientes, actividad del agua, pH, salinidad y presion

entre otros (Salamanca-Pinzon, 1999).
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Asimismo, factores biolégicos como el origen del cultivo microbiano, la tolerancia a la toxicidad
del compuesto, el tiempo y la forma de adaptacion pueden influir de manera determinante sobre
la tasa de degradacion. De igual forma, la versatilidad genética y la capacidad enzimitica de los
microorganismos, repercuten sobre la capacidad de supervivencia y la velocidad de degradacién

de la mezcla o los diferentes compuestos.

De acuerdo’ con Bartha (1990) y Manahan (1998) la recalcitrancia no es exclusiva de las
sustancias xenobidticas, sino también de compuestos de origen natural como los hidrocarburos
policiclicos aromdticos, compuestos fendlicos, ct‘c.‘v Por: otro -lado, algunas sustancias
recalcitrantes no necesariamente son toxicas para,los‘ miéropfrganismos, sino que sencillamente
son menos susceptibles a la degraducién. Un ,p'otrehéiail redox inadecuado, temperaturas
desfavombles'y/o valores exlremos‘de pH (Bou{&er 1992; Crews et al., 1993; Zitomer y Speece,
1993), asi como u’n'lﬁé‘léﬁéeidé hu;riIﬁentos inorgénicos desfavorable, pueden determinar la
recalcitrancia de un coxﬁpuesto. Concentraciones de sustrato muy altas o muy bajas (Alexander,
1981), inhibicién pdr un segundo compuesto (Wiggins y Alexander, 1988) o conversion de la
sustancia a un producto téxico (Murakami y Alexander, 1989), pueden influir de igual manera cn
la forma como un compuesto puede persistir en el ambiente. Por consiguicnte, para que el
proceso de biodegradacion se lleve a cabo de manera efectiva es necesario que la relacion entre
los diferentes factores fisicos, quimicos y bioldgicos garantice no sélo el dptimo desempefio de
los microorganismos involucrados en ¢l proceso sino que se vea favorecida determinantemente la

transformacion del compuesto, minimizando asi su impacto sobre ¢l ambiente.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS




MARCO TEORICO

2.3.2. Generalidades acerca de los mecanismos genéticos en la biodegradacion

Debido al acercamiento que ha tenido la genética con la biclogia molecular, se ha obtenido nueva
informacién sobre la estructura y la organizacién de los genomas, considerados actualmente,
como sistemas fluidos cuyo impacto sobre la evolucion es atribuido a su plasticidad (Barbieri ef
al., 2000). En afios recientes, varios estudios que han comparado la secuencia de ADN de los
genes que codiﬁcan bpara la degradacién de compuestos tales como los arométicos, han
proporcionado informacién basica sobre la evolucién, la diversidad y la distribucién de los genes

catabdlicos (Van der Meer et al., 1992).

Muchos de estos genes catabdlicos pueden estar localizados en los cromosomas o en plasmidos
(Green y Trett, 1989). Estos ultimos, son elementos extracromosomales de ADN cuyo intervalo
de longiukxd:tk:s de aproximadamente entre 300 pb a 2400 kpb (Kado, 1998), pueden ser auto
transmisibles y tener un amplio grupo de huéspedes (Top ef al., 1998; You-Sun er al, 2001,

Cook et al., 2001) entre estos, bacterias Gram positivas y Gram negativas (Kado, 1998).

La habilidad de las bacterias para explorar nuevos ambientes y de responder a nuevas presiones
selectivas pueden explicarse con més facilidad por la adquisicion de nuevos genes por
transferencia horizontal, comparada con la modificacién secuencial de las funciones de los genes
por la acumulacién de puntos de mutaciéon (Davison, 1999). De este modo, el intercambio
intergénico horizontal’ de los pldsmidos, juega probablemente un papel importante en la
diseminacion .y subsecuente recombinacion de los genes catabélicos en las comunidades

microbianas del shelo, lodos y el agua (Top et al., 1998). De la misma manera, juega un papel
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crucial en la evolucién de las rutas degradativas de las bacterias (Van der Meer et al., 1992) y
contribuye significativamente a la adaptacién de las comunidades microbianas naturales
(Sobecky et al., 1997). Se ha reportado previamente, un ejemplo importante de la adaptacion
mediada por. - pldsmidos en  poblaciones microbianas durante periodos de estrés por

contaminacién, en donde la frecuencia de los pldsmidos catabélicos incrementa duplicindose de

2al0 vecesn'B‘ 4 al ':19‘82' Hada y Sizeniore, 1981; Ogunseitan et al.,, 1987; Sobecky et

al., 1997). U ‘a exphcacxdn del mcrememo en esta frecuencla, es la diseminacién de los genes

catabdlicos codlﬁcados por plésmldos, ‘a’ través'de ‘la- cual, estos son auto transmitidos o

movilizados dentro de la cqmumdad mlcroblana (Sobecky ot al., 1997).

Diversos estudios han reportado la'intt::vrvencyiér’i de este tipo de ADN extracromosomal en la
degradacién de una gran. variedad de Compu_ﬁstos. Como ejemplo se puede mencionar,
compuestos tales como anilinas (Boon ef al., 2601), dcido 2,4-D diclorofenoxiacético (Top et al.,
1998), 2-aminobenzoato (Altenschmidt er al., 1990), tetracloruro de carbono (Lee et al., 1999),
triclosan, atrazina (Parales ef al., 2002) y diferentes hidrocarburos aromaticos (Eaton ef al., 1998;
Sentchilo ef al., 2000) e hidrocarburos clorados (Jae-Chang y Sang-Jong, 2001; Saini y Kahlon,
1998). De igual forma, se han relacionado con la capacidad de conferir resistencia a metales
pesados (Trajanovska et al., 1997), radiacion (Thomas y Smalla, 2000) y diversos compuestos

xenobidticos (Davison, 1999).
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2. 5. Generalidades del diagnéstico molecular en microbiologia ambiental

Los métodos comiunmente usados para analizar la comunidad microbiana estan basados en los
aislamientos de cepas individuales sobre medio sélido, seguida por la caracterizacion de las
colonias aisladas por uno o mas métodos (Hurst e al.,, 1997), no obstante, gran parte de los
microorganismos presentes en la mayoria de ambientes no son facilmente cultivados por las
técnicas tradicionales y por ende, no son incluidos en los andlisis subsecuentes. Las pruebas de
tipo bioqufmico, morfoldgico y serolégico requieren habitualmente ¢l crecimiento del organismo
de estudio, por lo tanto, este tipo de procedimientos, son significativamente limitantes para el
conocimiento de la diversidad verdadera de las bacterias y en otras situaciones, pueden ser

complicados o dificiles de realizar (Relman, 1993).

El creciente uso de la secuencia del gen ribosomal ADNr 16S con fines filogenéticos, evolutivos
y diagnésticos ofrece una oportunidad alterna. Esta regién, es una secuencia universal contenida
en todas las bacterias. Los “primers” o iniciadores derivados de la secuencia, alinean con todas
las especies conocidas. La reaccion en cadena de la polimerasa -PCR- puede utilizarse para
amplificar y posteriormente detectar la secuencia original del gen 16S ribosomal conservada en
todas las cubacterias. Las partes externas de esta secuencia, a diferencia de las secuencias
internas, son altamente conservadas. La amplificacion que utiliza los iniciadores disefiados para
las secuencias originales, permite que la secuencia interna del producto pueda ser utilizado para

el andlisis filogenético que permita la identificacion de aislamientos especificos.
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El andlisis del gen ADNr 16S ha resultado en una explosion de estudios filogenéticos. Estos

analisis pueden realizarse con el ADN total extraido, obtenido de muestras ambientales con

previo cultivo de bacterias aisladas (Raina et al., 1999) o no aisladas (Cullen y Hirsch, 1998). Del

mismo modo, es posible extraer el ADN total de la comunidad bacteriana de muestras

ambientales (Borneman et al, 1996) o bien, complementado con técnicas de microscopia,

permite la determinacion de bncteriasibétivus in situ (Christensen et al., 1999). En la figura 2, se

presenta el dibujo esquemdtico: del gen"ARN 168 correspondiente a 1542 pb, asi como las

localizaciones aproximadas y la orientacién de algunos de los iniciadores conocidos. Se indican

ademads, los tamaiios aproximados de los productos generados a partir de los pares de iniciadores

empleados en el PCR.

Regiones conservadas [
Regiones divergentes [&]

—
SFLP ~B34bp
GFLP 806R
. 904bp
S1SFLP ~475%p 138
—
9IE 138
cin e
SISFLP  BO6R 11E 138

Figura 2. Dibujo esquematico del gen ARNr 16S (tomado de Relman, 1993)
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Una de las herramientas empleadas en el andlisis de las secuencias de ADN y ARN son las bases
de datos, con las cuales se pueden hacer comparaciones y establecer diferencias, similitudes y

obtener resultados conclusivos en el caso del diagnostico mediante técnicas moleculares.

En microbiologfa ambiental y ecologia microbiana, las bases de datos se usan cominmente para
la identificacién de microorganismos mediante la secuencia del gen ADNr 16S y la recuperacién

y evaluacién de la secuencia de genes de prucba o iniciadores para PCR (Raina ef al., 1999).

Muchos sistemas computacionales con programas para el andlisis de secuencias estdn
disponibles para los investigadores e,n‘_’el “Genetic Computers Group” (GCG) y varios sitios en
Internet. Herramientas como ‘Fasta y‘.TBlza‘_sg, son proporcionados por el “Nacional Center for
Biotechnology Informatipn’f (NCBI) Esto‘s programas de busqueda se usan con el fin de
encontrar qﬁ: secuén‘cizlls "erli‘l'as ‘bases ‘de datos son similares a la secuencia desconocida, e
identificar la relacién distante a un ancestro comtin. De igual forma, permiten a los investigadores
realizar la comparacién de las secuencias, ademas de identificar las regiones homdlogas o tinicas

en la secuencia de dcidos nucleicos de interés (Raina er al., 1999).
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CAPITULO 3. OBJETIVOS, HIPOTESIS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

2.1. Objetivo general
Evaluar la capacidad de degradacion del inhibidor de hidratacion de arcillas tipo K (IHAK) por

bacterias scleccionadas e identificadas fenotipica y genotipicamente, provenientes de recortes de

perforacién y suelo expuesto a hidrocarburos.

2.2. Objetivos particulares

1. Seleccionar dos bacterias con capacidad biodegradadora del IHAK a partir de una comunidad

bacteriana proveniente de recortes de perforacion y suelo expuesto a hidrocarburos.

)

Determinar la presencia de ADN plasmidico en las cepas aisladas y prescleccionadas.

3. Evaluar in vitro la degradacion del IHAK, a diferentes concentraciones, mediante la medicion

de carbono organico total.
4. Establecer la diferencia en cuanto a la capacidad de degradacion de cada una de las bacterias,
segun las concentraciones del IHAK empleadas en la evaluacion.

5. Caracterizar fenotipica y genotipicamente las cepas evaluadas.

2.3. Hipaotesis

La cepa bacteriana proveniente de recortes de perforacion tendra una mayor capacidad de
degradar el inhibidor de hidratacion de arcilla tipo K (IHAK) que la cepa bacteriana proveniente

de un suelo expucsto a hidrocarburos.
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2.4. Estrategia de trabajo

Con base en la informacién bibliografica se realizé el planteamiento del trabajo de investigacion,
el establecimiento de los protocolos y la estrategia general de investigacion presentada a
continuacién, El trabajo de investigacion, s¢ desarrollo en dos etapas experimentales: (1) la
primera etapa y (2) la segunda etapa experimental, a partir de las cuales se obtuvicron los

resultados que se discuten y analizan de forma detallada mas adelante.

Cepas aisladas de Recortes Suelo Expuesto a
de Perforacion -RP- defocarburos -SEH- 1
¥ T rEnnquecnmlemo selectivo IHAK 1 |
v

Conservacion
de cepas i————-"- --——==|I Aislamiento de cepas I
4

A4

I Seleccion de cepas ||«

2

” Establecimiento de las

condiciones y medos de cultivo

v

Determinacion de la curva de
crecimiento y estandarizacién de
inéculos

+

Evaluacién preliminar de la
biodegradacion IHAK 2%

Ir Obtencion de resultados ”

Establecimiento de las concentraciones del | Caracterizacion
IHAK y tempo de contacto | fenotipica | 2

l - Caractorizacién
Evaluacion expenmenta de la molecular y filogenta
biodegradaciéon tHAK 0.1y
05%
Asslamiento de

v

ADN plasmidico —,

!

Analisis integrado de
resultados

v
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CAPITULO 4. PRIMERA ETAPA EXPERIMENTAL

4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1. Inhibidor de hidratacién de arcillas K (IHAK)

Este inhibidor de hidratacién de arcillas, fue seleccionado en funcién de su uso en los campos
petroleros Mexicanos. Al igual que otros IHA, ¢l IHAK se adiciona a los FP a una concentracién
del 6 al 10% en peso. Es un polimero orgédnico con altas velocidades de consumo, que incrementa
la eficiencia en el proceso de perforacion, reacciona con las partes activas de las placas de los
minerales de arcilla, actuando mediante intercambio catiénico, es estable térmicamente hasta los
200°C y a los cambios de pH en los fluidos de perforacion (Dominguez y Luna-Pabello, 2001). A
continuacién se presentan las caracteristicas fisicoquimicas del IHAK y en la tabla 1, los grupos

funcionales presentes en esta sustancia.

Caracterfsticas fisicoquimicas del inhibidor de hidratacién de arcillas K (Klagard, Compatfifa: M.

L. Drilling) (Ambriz, 2001):

¢+ Utilizado en el sureste de México + pH (unidades): 6.5
+»+ Aspecto: liquido azul < COD:284 g/L

« Solubilidad en agua: completa e %C: 55

%+ Amina modificada & %N: 20

< IHA tipo catidénico % Y%H: 17

% Gravedad especifica: 1.1 < COT:295g/L
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TABLA 1. Grupos funcionales presentes en ¢l IHAK detectados a partir del analisis de espectros

de infrarrojo (Tomado de Ambriz, 2001)

B andas (om-)orn| FsYGrupo funejonal
3600 - 3000 Grupo R-NH,
2950 - 2850 -CH;y CH,-
1650 - 1630 Grupo -NH,-
1480 -CH;
1280 - 1050 Alquil aminas
950 - 870 Grupo -NH,;-

4.1.2. Medios de cultivo y condiciones de incubacién

Durante el desarrollo del proyecto de investigacidn se emplearon los medios TSA (MERCK), LB
-Luria Bertani- sélido y liquido (medio previamente descrito y preparado segin Sambrook et al.,
1989) y medio de sales minerales (MSM) (Iwaki et al., 1999) sélido y liquido. Estos medios se
complementaron en algunos casos con un porcentaje especifico de IHAK filtrado en membrana
de polipropileno con un tamaiio de poro de 0.45 pm, utilizando un portafiltro swinnex® de 25

mm (3.4 cm?) Millipore®.

Los medios sélidos y liquidos empleados durante todo el estudio se incubaron a 37 °C. La
agitacién de los medios liquidos se hizo de manera constante a 150 rpm y 75 rpm en un agitador
orbital (Lab Line Incubator Shaker orbital Daigger®). La velocidad de agitacién se ajustd

dependiendo del volumen del medio de cultivo.
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4.1.3. Origen de las cepas bacterianas y proceso de seleccion

Las cepas bacterianas empleadas, corresponden a cepas aisladas en un estudio previo, a partir de
recortes de perforacion RP, puestos en contacto con el IHAK, obtenidos de pozos petroleros del
sureste mexicano y cepas bacterianas aisladas de suelo expuesto a hidrocarburos SEH,
proveniente de dreas cercanas a pozos de petréleo. Para este estudio, se seleccionaron dos cepas,
una proveniente del RP y otra proveniente del SEH, empleando distintos criterios de seleccién,

debido a la desigualdad en cuanto al origen de las muestras y el proceso de aislamiento.

4.1.3.1. Cepas provenientes de recortes de perforacion (RP)

Las cepas bacterianas provenientes del RP obtenidos de pozos del sureste mexicano, fueron

aisladas previamente y proporcionadas por Zapata (2002). Estas cepas estuvieron en contacto con

el IHAK y a cada una de estas, se les asignaron las letras: A, B, D, E, y G.

Para la seleccion de la cepa bacteriana a emplearse en las prucbas experimentales, se

consideraron los siguientes criterios cualitativos:

= Crecimiento en el medio mineral (MMI 1%) medio preparado y previamente descrito en
OECD (1992).

s Crecimiento en MMI 1% complementado con Extracto de Levadura (EL) 50 mg/L

= Ausencia de crecimiento en placa con agar simple y placa con agar MM (sin IHAK y EL)

» Presencia de ADN plasmidico

Adicionalmente se considerd como criterio cuantitativo, la respuesta de crecimiento de tres de las

cepas provenientes del RP, con el IHAK como sustrato. Esta respuesta de crecimiento se midié
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espectrofotométricamente (Ultraespec 3000 UV/VIS espectro photometer — Pharmacia Biotech),
mediante la lectura de la densidad éptica (DO) y el conteo de Unidades Formadoras de Colonia
por mililitro (UFC/ mL). Para esta prueba, se emplearon dos grupos de medios de cultivo
conformados por seis medios en total. Los medios minerales compuestos de acuerdo a OECD,
1992, incluyeron:

I. Medio mineral (M) simple

2. Medio mineral (MI) con 1% del IHAK

3. Medio mineral (ME) con EL 50 mg/L

4. Medio mineral (MEI) con 1% del IHAK y EL 50 mg/L
Los medios de cultivo compuestos de acuerdo‘ IWaki.“et hl., 1999, modificado son:

5. Medio de sales minerales (MSM) sxmple :

6. Medio de sales minerales (MSMI) con 1% del IHAK
El andlisis de los datos experimentales se realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA), con
una prueba de comparacién multiple LSD (Least significant difference) o = 0.05. La variable
dependiente correspondié a los datos de UFC/mL. La evaluacién se hizo entre los medios ME y

MEI y entre las tres cepas bacterianas empleadas y denominadas A B y D.

4.1.3.2. Cepas provenientes de suelo expuesto a hidrocarburos (SEH)

Para la obtencion de las cepas bacterianas provenicntes del SEH, se hizo un enriquecimiento del
suelo con 1% del IHAK en el medio mineral MSM (MSMI 1%). Durante los 20 dias en los que
se llevo a cabo el enriquecimiento, se realizaron pases consecutivos con el fin de remover el

material particulado y la materia orgdnica. Las condiciones de incubacion correspondieron a
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37° C, 150 rpm. Luego del enriquecimiento del SEH con el IHAK, sc aislaron las cepas
bacterianas, empleando diluciones seriadas y siembras consecutivas en los medios de cultivo
solidos MSMI 1% complementado con 20 g/L de agar agar, LB, TSA (MERCK), MacConkey

(OXOID) y Agar sangre.

Para la seleccion de la cepa bacteriana proveniente del SEH, a emplearse en las pruebas
experimentales, se utilizaron los medios de cultivo liquidos y sélidos MSMI 1%, MSMI 1% sin
nitrégeno, MSM, LB y LBI 1% y se consideraron los siguientes criterios cualitativos:

% No-formacién de esporas

< Supervivencia de la cepa después de 10, 15 y 20 dias en MSMI 1%,

** Presencia de ADN plasmidico

% Crecimiento en medio LB, LBI 1% y MSMI 1% sélido y en MSMI 1% sin nitrégeno

«» Como criterio de exclusidn se considerd el crecimiento de las cepas bacterianas en el medio

MSM sélido y liquido sin IHAK como unica fuente de carbono.

4.1.3.3. Aislamiento de ADN plasmidico

Considerado como uno de los criterios para la seleccion de las cepas de estudio, se empled el
procedimiento para determinar la presencia de plasmidos. El aislamiento de éste tipo de ADN, se
realizé segun cl protocolo de lisis alcalina (Sambrook ef al., 1989). El ARN fue climinado con
SIGMA Ribonucleasa -A.E C 3.1.27.5- 32 mg de proteina/mL —-E 1%- extraida de pancreas de
bovino. Se empleé ademas el sistema de purificacion Midiprep Wizard® PureFection Plasmid

DNA Purification System — Promega. La cuantificacion del ADN plasmidico aislado, se realizod
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con espectrofotometria (Ultraespec 3000 UV/visible espectro photometer — Pharmacia Biotech).
Por otra parte, con fines de visualizacién, se hicieron las electroforesis correspondientes en gel de
agarosa al 1% (agarosa ultrapure GIBCO BBL) en buffer TBE (Buffer TBE Ultrapure 10X
GIBCO BBL). Como referencia para la extraccion, la cuantificacién y la electroforesis se utilizé
el plismido pUCI19 contenido en una cepa especial de Escherichia coli. La captura, el
procesamiento y el andlisis de imdgenes se hizo con el digitalizador de imdgenes Fluor —S ™

Multimager BioRAD, equipado con el programa Quantity one 4.2.1.0.

4.1.4. Conservacion de las cepas

Durante el experimento se manejé un cultivo de referencia de cada cepa. Estos cultivos se
mantuvieron conservados en glicerol al 80% con medio LB, MSMI 1% y Solucién Salina
Fisiologica (SSF) 0.85%. Adicionalmente se manejaron cultivos conservados en medios liquidos

y sélidos tales como MSMI 1% y LB complementado con [HAK al 1% (LBI 1%) a 4 y 20 °C.

4.1.5. Determinacién de la curva de crecimiento de las cepas seleccionadas y
estandarizacion de inéculos

La determinacién de la curva de crecimiento de las cepas scleccionadas se realizé mediante la
lectura periddica de la DOsso nm, durante 24 horas. Los matraces de 250 mL conteniendo 50 mL
de caldo LBI 2% se inocularon con 1% de un cultivo puro crecido toda la noche en el mismo
medio. Este tiltimo se inoculd con una suspension de cinco colonias crecidas previamente en agar
LB durante 24 h én | mL de agua estéril. Posteriormente, con el fin estandarizar los inéculos

para las pruebas de biodegradacién, utilizando una posible correlacion entre la DO y las UFC, se
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midieron estos dos parametros cn la fase exponencial de crecimiento de cada cepa. Las UFC/mL
se contaron sobre agar LBI 1% con el método de Miles y Misra (Miles er al., 1938). Para la
estandarizacién de los inéculos de cada una de las cepas bacterianas se obtuvo el “pellet” a partir
de centrifugacién a 2000 x G de 100 mL de un cultivo crecido en medio LBI 2% en fase media
exponencial. El “pellet” se lavé dos veces con SSF 0.85%. Posteriormente, se suspendi6 el
material celular en agua destilada estéril y se determiné la DO para el calculo de las UFC/mL
iniciales, considerando la correlacién de los dos pardmetros establecida en este estudio. El
inéculo de cada una de las cepas bacterianas se ajusté a una concentraci6n bacteriana de 1 x 10°

UFC/mL.

4.1.6. Prueba de biodegradacion preliminar del IHAK y toma de muestras

Las pruebas de biodegradacion preliminares se realizaron con las cepas bacterias seleccionadas,
denominadas cepas RPA y SEHMA proveniente del RP y ¢l SEH respectivamente. Se utilizo
como medio de cultivo base para esta determinacion, el medio MSM complementado con el
IHAK al 2% (MSMI 2%). Esta concentracion corresponde a 5905 mg de carbono organico total
por litro (COT/L). Como se describe en la tabla 2, en algunos de los tratamientos el medio MSMI
2% fue complementado ademds con EL (0.005 g/L). Los tratamientos y el contenido de los
medios utilizados se realizaron considerindose cuatro controles: control de inéculo, de
procedimiento, de adsorci6n y control de degradacién abidtica. El tratamiento prueba para la cepa
RPA contenia ademas del IHAK, EL. El tratamiento prucba para la cepa SEHMA contenia [HAK
como unica fuente de carbono. Estas pruebas de biodegradacion se llevaron a cabo mediante el

cultivo de las cepas bacterianas objcto de estudio durante 21 dias.
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TABLA 2. Composicion de los medios de cultivo empleados en las pruebas de biodegradacién.

FRERIRREIContenldy
. ) Resal0 [MSNY,
I- Muestra v v v v
2 Control inéculo v v
RPA 3 Control de procedimiento v v v

4 Control de adsorcién v v v v |v
5 Control de degradacion abidtica v v V|V
1 Muestra v v v
2 Control inéculo v v

SEHMA 3 Control de procedimiento v v v
4 Control de adsorcion v v v v
5 Control de degradacion abiotica v 4 v

La toma de muestras durante la prucba de biodegradacion se realizo al dia 0 antes y después de la

inoculacién de las cepas bacterianas y al dia 21 del experimento. De la misma muestra tomada se

realizé el conteo de UFC/mL y la determinacién de COT. Para el conteo de UFC se utilizé el

procedimiento de Miles y Minsra mediante seis diluciones seriadas las cuales se interpretaron

aproximadamente 12 horas después.

El manejo de las muestras para el andlisis de COT se realizé de acuerdo con los métodos

estandarizados, seccion 5310 B (Clesceri er al., 2000). Las muestras se filtraron por una

membrana de polipropileno con un tamaifio de poro de 0.45 pum, se conservaron con &cido

fosférico 1/20 y posteriormente, se refrigeraron hasta el momento de la lectura. El COT se midi6

en-un aparto TOC 5050 Total Organic Carbon Analizer Shimadzu, con un ASI-5000 A

Autosampler Shimadzu.
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4.2. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.2.1. Cepas aisladas y seleccionadas para el desarrollo de la segunda etapa
experimental
4.2.1.1. Cepa proveniente de RP

De las cinco cepas bacterianas obtenidas previamente del RP y proporcionadas para este estudio,
fueron pre-seleccionadas las cepas A, B y D, utilizando los criterios planteados para este
propdsito. Posteriormente, se ejecuté la prueba copqspondiente a la comparacion de la respuesta
de crecimiento de las tres cepas. Los datos obténidsg a partir de esta prueba, luego del analisis de
varianza y la aplicacién de la prueba LSD,(a’I =.0'.05), permitieron establecer la diferencia en

cuanto al medio de cultivo ME y MEl y a'la rcspuésta de crecimiento de las tres cepas.

En el medio de cultivo MEI se obtuvo el mayor crecimiento (promedios mas altos de UFC/mL
con las tres cepas: A, B'y D) y a nivel de bacterias, la cepa bacteriana A fue la que resultd con el

promedio més alto de UFC/mL en el medio MEL

Considerando los resultados obienidos, a partir de la aplicacién de los criterios de seleccién,
incluyendo los resultados estadisticos derivados de la prucba de crecimiento ante el IHAK
(Anexo C), fue seleccionada la cepa bacteriana A de entre las cepas provenientes del RP, para la
realizacién de las pruebas experimentales. Esta cepa bacteriana sera nombrada en adelante como

ccpa RPA.

.
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4.2,1.2, Cepa proveniente de SEH

Mediante los procedimientos descritos para el aislamiento de las cepas bacterianas a partir del
SEH, se recuperaron 13 cepas correspondientes a 12 bacilos Gram-negativos 'y | bacilo Gram-
positivo. Se asignaron las letras K1, K2, K3,K4, T1, T2, T3, T4, M1, M2, M3, M4B y MA a cada
una de las cepas aisladas. Los medios que proporcrzio:naro,’n cl. mejor crecimiento y el mads
abundante, en cuanto a cantidad y diversidad de las colonias, fueron el medio TSA y el agar
sangre. En el medio MacConkey sélo se recuperd un tipo de colonia. Las fotografias de las cepas

bacterianas obtenidas y posteriormente aisladas se presentan en la figura 3.

a. b. c.

Figura 3. Crecimiento en placa en los medios TSA (a), Agar sangre (b) y MacConkey (c), de las

cepas recuperadas del SEH después de enriquecimiento con el IHAK.

De las 13 ccpas bacterianas aisladas del SEH, fue scleccionada la cepa MA de acuerdo a los
criterios de seleccion previstos. Entre las caracteristicas de esta cepa se encuentran: la no-
formacién de esporas; supervivencia de la cepa después de 10, 15 y 20 dias en MSMI 1%,
presencia de ADN plaSmidicd,vcrccimicnto en medio LB, LBl 1% y MSMI 1% sélido,

crecimiento en MSMI. 1% sin nitrégeno y. ausencia de crecimiento en ¢l medio MSM sélido
y y
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liquido sin IHAK como unica fuente de carbono. Esta cepa bacteriana seleccionada se nombrara

en adelante como cepa SEHMA,

4.2.1.3. Aislamiento de ADN plasmidico

Considerando que la presencia de ADN plasmidico fue un requerimiento pre-establecido para la
seleccidn de las cepas a emplearse en las pruebas experimentales, se procedié a verificar su
presencia en las cepas preseleccionadas. Al respecto el ADN plasmidico se pudo obtener a partir
de las cepas RPA y SEHMA mediante el protocolo de lisis alcalina y con Midiprep Wizard® -
Promega (Fig. 4). Este tipo de ADN se pudo aislar, cuantificar y visualizar en repetidas ocasiones
con el fin de corroborar el resultado, cumpliendo asi, con este criterio para la continuacién de las

subsecuentes pruebas experimentales.

Figura 4. ADN plasmidico obtenido de las cepas seleccionadas RPA y SEHMA, Pozo 1: MPM
(100 bp DNA Ladder GIBCO BBL). Pozo 2: plasmido pUcl9 en E. coli. Pozo 3: ADN

plasmidico de la cepa RPA y pozo 4: ADN plasmidico de la cepa SEHMA
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4.2.2. Caracteristicas de crecimiento de las cepas y estandarizacion de
indculos para las pruebas de biodegradacion

A partir de la representacion grifica del nimero de células frente al tiempo, en la curva de

crecimiento determinada durante 24 horas, para las cepas seleccionadas (Fig. 5), se determiné

que la fase exponencial de crecimiento de la cepa RPA se lleva a cabo de las 4 a las 8 horas de

crecimiento y en el caso de la cepa SEHMA, de las 5 a las 10 horas.

108 UFC/mL
o)
o

o’i“—w [kl ] R S AR A |
12345678 910111213

Tiempo (h)

300
250
200
150
100

50

10° UFC/mL

=

il i Sk st B St R b S tumaeny |

12345 67891011121314
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Figura 5. Curva de crecimicnto en medio LBI 2% de las cepis bacterianas RPA (a) y SEHMA (b)
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A los resultados obtenidos se les aplicé una regresion lineal (Fig. 6), obteniéndose una
correlacién entre las dos mediciones. En el caso de la cepa RPA R? = 0.984 y para la cepa
SEHMA R? = 0.952. Considerando la existencia de esta correlacién, se ajustaron los inéculos de
cada una de las cepas bacterianas a una concentracién bacteriana de 1 x 10° UFC/mL para el

desarrollo de las pruebas de biodegradacion preliminares,

y =0.0054x - 0.0232

R? = 0.9657
= 0.7
E s °
8 05
= 04
S 0.3 | ° o
8 02!
8 01
< 0 e e e P,
0 20 40 60 80 100 120 140
10* UFC/mL
y =0.0011x + 0.1747
0.5 R2 = 0.952
T )
S 0.4 ]
g s =
~ m
= 0.3 b.
2 02 {
g
= {
§ o1 |
2 o] . L e,
0 50 100 150 200 250 300
108 UFC/mL

Figura 6. Correlacién entre DO y UFC en fase exponencial de crecimiento de las cepas

bacterianas RPA (a) y SEHMA (b)
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4.2.3. Prucba de biodegradacién preliminar

La prucba de biodegradacion llevada a cabo durante 21 dias con el IHAK al 2% (5905 mg

COT/L) y con las cepas bacterianas RPA y SEHMA, generaron los resultados de COT presentes

en la figura 7. En esta grafica se presenta la concentracion inicial antes de la mezcla, as{ como el

primer y tltimo dato obtenido durante la prueba, correspondientes a los dias 0.y 21. Igualmente,

en la figura 8, se observan los resultados del crecimiento de cada una de las cepas. Los valores se

encuentran expresados con el logaritmo decimal del nimero de células (UFC/mL) a diferentes

tiempos.
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mg COTIL

2000

1000
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Cepa SEHMA
Tratamientos

m COT sininoculacion . COT con inoculacién g COT final (21 dias)

Figura 7. Resultados en términos de COT de la prueba de biodegradacién preliminar del IHAK

al 2% con las dos cepas
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Figura 8. Resultados promedio del conteo de UFC/mL de las cepas en estudio

En cuanto a los valores de remocién del carbono durante el tiempo de la prueba, la cepa RPA
utilizé 912 mg COT/L, correspondiente a un 15 % de remocién del carbono total contenido en el
matraz, y la cepa SEHMA utilizo, 571 mg COT/L correspondiente a un 10 % del carbono total
contenido en el matraz como Unica fuente de carbono. Estos resultados preliminares, permitieron
establecer el tiempo de contacto, la cantidad de bacterias por mL y las concentraciones del IHAK

a emplear en las pruebas experimentales siguientes.

4.3. Conclusiones parciales

= De acuerdo a los criterios de seleccion aplicados, de las cinco cepas bacterianas provenientes
del RP, fue seleccionada la cepa bacteriana denominada RPA. Adicionalmente, a partir de una
comunidad bacteriana compuesta por 12 bacilos Gram positivos y un bacilo Gram negativo,

aislada de suelo expuesto a hidrocarburos, fue seleccionada la cepa bacteriana denominada

SEHMA.
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Las dos cepas seleccionadas, provenientes de recortes de perforacion y suelo expuesto a
hidrocarburos, presentaron ADN de tipo plasmidico. Este material genético fue aislado,

cuantificado y visualizado mediante los diferentes protocolos empleados

La estandarizacién de los indculos en las pruebas de biodegradacion, se realizé considerando
la correlacion obtenida entre DO y UFC en la fase exponencial de crecimiento de las dos

cepas

Las cepas RPA y SEHMA degradan el IHAK al 2% (5905 mg COT/L). Particularmente, la
cepa RPA utiliz6 912 mg COT/L (15%) del IHAK como fuente de carbono adicional y la

cepa SEHMA utiliz6 571 mg COT/L (10%) como unica fuente de carbono.

A partir cie los resultados obtenidos en las pruebas de biodegradacién preliminar, y con el fin
de realizar pruebas de biodegradacion de la segunda etapa experimental, se establecio: 1) El
aumento del inéculo de 1 x 10° a 1 x 10® UFC/mL. 2) La reduccién en el tiempo de
evaluacién de 21 a 7 dias y, 3) La reduccién de la concentracidn del IHAK del 2% al 0.5 y 0.1

%, simulando as{ otros valores de concentracién similares a las detectadas en campo.
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CAPITULO 5. SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

5.1. MATERIALES Y METODOS

El presente capitulo se llevé a cabo de acuerdo a los resultados obtenidos en la primera etapa
experimental. Las dos cepas seleccionadas, cepas RPA y SEHMA, son evaluadas segin su
capacidad de degradacion del IHAK a diferentes concentraciones, analizindose la velocidad a la
que se lleva a cabo la utilizacién del sustrato. Adicionalmente, se describe la caracterizacion

mediante pruebas fenotipicas y genotipicas de dichas cepas.

5.1.1. Identificacion de las cepas de estudio

5.1.1.1. Caracterizacion fenotipica

Para la caracterizacion fenotipica de las cepas RPA y SEHMA, se utilizaron las pruebas primarias
y secundarias tales como: caracteristicas macroscépicas de las colonias, examen con tincion de
Gram, morfologia (forma, disposicion de las células bacterianas, presencia o ausencia de
estructuras especificas, posicion y forma de estos) y caracteristicas metabélicas o bioquimicas,
utilizando medios de cultivo diferenciales, estos ultimos se ejecutaron considerando la diferencia
de las dos cepas en cuanto a la tincion de Gram (Anexo B). La identificacion de la cepa SEHMA
se complementd adicionalmente con las pruebas bioquimicas comerciales AP120 E ® Sistema de
identificacién de Enterobacterias y otros bacilos Gram negativos (BioMerieux) y el sistema

Crystal ® Enteric / Nonfermenter (BBL).
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5.1.1.2. Caracterizacion molecular basada en el analisis de Ia secuencia del
gen ADNr 16S

Este tipo de identificacion se realizé aislando y purificando el ADN total, seguido por la

amplificacién mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del fragmento del gen

ADNr 16S. La secuenciacién y el andlisis de las secuencias mediante el alineamicnto y

procesamiento de estas, permitieron establecer la filogenia de las bacterias RPA y SEHMA.

5.1.1.2.1. Aislamiento, purificacion y cuantificacion del ADN total

Para la extraccién del ADN total microbiano se empled el protocolo adaptado y modificado de
Cullen y Hirsch (1998). El pellet para la extraccion del ADN de la bacteria, se obtuvo a partir de
3 — 4 mL de cultivo crecido durante 16 horas en medio LBI 2%. La purificacion se hizo de
acuerdo a Knaebel y Crawford (1997). Para la observacion del ADN total obtenido se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (agarosa ultrapure GIBCO BBL) en buffer TAE (Tris —

Acetato -EDTA 1X). La cuantificacién del ADN se efectué mediante espectrofotometria.

5.1.1.2.2. Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa —PCR- para la
amplificacion del gen ADNr 16S

El fragmento del ADNr 168 se amplifico a partir del ADN total obtenido, mediante la técnica de

PCR (Termociclador GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) con los

oligonucledtidos 8 FPL y 1492 RPL, previamente reportados (Relman, 1993). La mezcla de PCR

contenia 2.5 U de ADN polimerasa (Platinum Pfx DNA polymerase), Buffer Pfx , 2.4 mM de

DNTP’s, 50 mM de MgSO4 y 10 pmol de cada uno de los oligonucleétidos 8 FPL y 1492 RPL.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS 38



SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

Después de 5 minutos a 94 °C la amplificacion se efectud en 35 ciclos que incluyeron | minuto
de desnaturalizacién a 94 °C, | minuto de alineamiento de los oligonucledtidos a 55 °C y 2.3
minutos de extensién a 72 °C. La finalizacion de la amplificaciéon se hizo en cuatro pasos que
implicaron 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55°C, 10 minutos a 72° C y 1 minuto o méas a4 °C. La
purificacién se efectud con QUIAQUICK PCR Purification Kit (QUIAGEN INC ) de acuerdo al
protocolo descrito por el proveedor. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa
con buffer TAE. El marcador de peso molecular empleado fue de 1Kb, de 14 fragmentos (MPM
1 Kb Gene Ruler ADN ladder FERMENTAS MBI).

5.1.1.2.3. Secuenciacion del fragmento del gen ADNr 16S

El producto de PCR generado, correspondiente al tamafio esperado, fue secuenciaciado desde el
extremo 5°. La secuenciacién del amplificado fue realizada por el Instituto de Fisiologia Celular
de la Universidad Nacional Auténoma de México: con un secuenciador automatico ABI Prism
(ABI PRISM 310 Genetic Analyzer PE, Applied Biosystems) utilizando 8 FPL como

oligonucledétido.
5.1.1.2.4. Alineamiento de secuencias, procesamiento y analisis filogenético

Las secuencias del gen ADNr 16S de la cepas RPA y SEHMA se compararon individualmente
con las secuencias existentes en las bases datos, mediante un analisis BLAST utilizandose el
programa BLASTN (Altschul et al., 1997) version 2.2.3 del GenBank (National Center of
Biotcchnolog.y information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Las secuencias resultantes a

partir de ese anilisis, junto con secuencias cxistentes en ¢l GenBank de bacterias pertenecientes
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al filum Firmicutes (Clases Bacilli y Clostridia) y al filum Proteobacteria (Clases

o, B, 8,&,y, vy proteobacteria) fueron alineadas de forma multiple usando el programa

CLUSTAL_X (Thompson et al., 1997) versién 1.81, La descripcion detallada de las secuencias

empleadas se presenta a continuacion:

Secuencias incorporadas en el alineamiento realizado junto con la secuencia de la cepa RPA:

8.

9.

. Escherichia coli O157:H7 EDL933 serotipo O157:H7 (GenBank: AEQ0S174.1) (Perna ef

al., 2001)

Alcaligenes sp. NKNTAU (GB: U82826.1) (Denger er .
Eubacterium ylimos'iin;PM.’“s,l (Gé: A:l706424"2.1)'v alan‘s’ebn y Hansen; 200 1) w
Clostridium buty"ﬂéul"n IBEIN 64A (GenBank: AJ2>897:(’)67.,1"):'(M'ojn’t§yh 'e‘i" al;, 2001)
Paenibacillus lautus CCM 3892 (GenBank: D78472.1) (Shida et al, flétos no publicados)
Bacillus thuringiensis WS 2617 (GenBank: Z84594.1 ) (Lechner et al., 1998)

Bacillus mycoides 2048 DSM (GenBank: X55061.1) (Ash et al., 1991)

Bacillus sp. GCB-2 (GenBank: AJ000648.1) (Maas ef al., datos no publicados)

Bacillus licheniformis NCDO 1772 (GenBank: X60623.1) (Ash et al., 1991)

10. Bacillus sp. Aislado de termita (GenBank: X81131.1) (Hutson er al., datos no publicados)

11. Secuencia de la cepa RPA obtenida en este trabajo de investigacion.

Secuencias incorporadas en el alineamiento realizado junto con la secuencia de la cepa SEHMA

fueron:

1.

2.

Ochrobactrum sp. PR17 (GenBank: AF229848.1) (Reiter y Sessitsch, Datos no publicados)
Sphingomonas sp. ATCC 21423 (GenBank: AF503277.1) (Cleary et al,, Datos no

publicados)
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3. Alcaligenes sp. NKNTAU (GenBank: U82826.1) (Denger et al., 1997)

4. Burkholderia cepacia PW3 (GenBank: AB091761.1) (E! Sayed et al., Datos no
publicados)

5. Desulfobacter vibrioforme B54 (GenBank: U12254,1) (Lien y Beeder 1997)

6. Campylobacter fetus subsp. venerealis (Gél;Bnhk: AF482990.1) (Khamessan et al., Datos

no publicados)

7. Aeromonas sp PGd-1 (GenBank: Alb307’68‘5‘9’.‘])' (Khan er al., 2002)

8. Pseudomonas sp. 5A (GenBank: AF4i 1854.1) (Eckford et al.,, Datos no publicados)

9. Pseudomonas sp. JPL-1 (GenBank: AY030314. l) (Sétoh et al., Datos no publicados)

10. Pseudomonas stutzeri ATCC 17682 (Geannkl:rAJ’(‘)kO6107.2) (Sikorski et al., Datos no
publicados) i

11. Pseudomonas stutzeri J] (GenBank: AF411219.1) (Dijk et al., Datos no publicados)

12, Pseudomonas balearica TG-3 (GenBank: AF054936.1) (Sorokin ef al., 1999)

13. Pseudomonas putida DLL-E4 (GenBank: AF447394.1) (Liu er al., Datos no publicados)

14. Secuencia de la cepa SEHMA obtenida en este trabajo de investigacion

La clasificacién de bacterias utilizadas en la construccién de los arboles filogenéticos de las cepas
de estudio se tomé del GenBank (National Center of Biotechnology information;
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwiax.cgi?name=Eubacteria) (Anexo B).
La visualizacion de los tres tipos de arboles obtenidos se hizo con el programa TreeView (Page,

1996).
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Después del alincamiento, las secuencias se revisaron manualmente con el fin de buscar las
regiones homélogas dentro del gen y excluir los espacios o “gaps”. Se utilizaron los programas
MEGA 2 (Kumar ef al., 2001) y DAMBE (Xia, 2000., Xia y Xie, 2001) para obtener el indice de

transversiones y transiciones (R = S/V) y el indice de frecuencia nuleotidica.

Posteriormente, " utilizando el programa PHYLIP version 3.5c (Felsenstein, 1993) se hizo la
construccion de los zix;boles ﬂlogehéticos‘usando los métodos de distancia, parsimonia y maxima
verosimilitud. Para obtener el drbol de distancia de las cepas bacterianas RPA y SEHMA, se
empled el modelo de Felsenstein (1984), se realiiaron‘ 100 remuestreos con reemplazo y se
obtuvo un érbol consenso. Fueron utilizados lés‘progrélm;s Seqboot (100 replicados en
boo’tstrap), Neighbor (neighbor-joining) ADNdist y Consense. Los programas ADNpars y
ADNmL se emplearon para la obtencion de los arboles mediante los métodos de parsimonia y

maxima verosimilitud, todos estos implementados en el programa PHYLIP.

5.1.2. Pruebas de biodegradacion del IHAK a diferentes concentraciones

Este procedimiento se ejecutd con las dos cepas de estudio, la cepa RPA y la cepa SEHMA. Para
la realizacién de las prucbas de biodegradacidn se consideré el medio MSM como medio de
cultivo base para esta determinacion. El medio de cultivo se complementé con dos
concentraciones diferentes del IHAK: 1) 0.1%, correspondiente a 296 mg COT/L y 2) 0.5%,
correspondiente a 1479 mg COT/L. La prueba se realizé por 7 dias e incluyd seis controles:
control de indculo, contro! de procedimiento, control de remocion o degradacion abidtica con y
sin extracto de levadura (EL), control de adsorcion con y sin EL. La descripcion de los

tratamientos y el contenido de los medios utilizados sc amplia en la tabla 3.
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TABLA 3. Composicion de los medios de cultivo empleados en las prucbas de biodegradacion.,

TR T Conilead
Bacterianaf BT s |2 e [ ;

v v

Muestra sin EL

AN
AN

Muestra con EL
Control de Indculo

RPA Control de procedimiento

Control de adsorcién sin EL
Control de adsorcién con EL
Control de Deg. Abibtica sin EL
Control de Deg. Abiética con EL
Muestra sin EL

Muestra con EL

Contral de Indculo

Control de procedimiento
Control de adsorcién sin EL.
Control de adsorcién con EL
Control de Deg. Abittica sin EL
Control de Deg. Abiotica con EL

S
ASRYRS AR
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ASAV YRS RV A
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ANEYRYRSEYAY

| wlafu|alwlo]=fle]w]a]un]|afw|w] -~
ASENENANENANENENANANENENEAN NN

N SSES
SESESTS

5.1.2.1. Estandarizacién de indculos y procesamiento de muestras
experimentales
Para la estandarizacion de los indculos de cada una de las cepas bacterianas se considerd el

procedimiento empleado en las pruebas preliminares, sin embargo, el indculo a emplearse en la

prueba de biodegradacion se ajusté a una concentracién bacteriana de 1 x 108 UFC/mL.

La toma de muestras durante la prucba de biodegradacion llevada a cabo durante 7 dias, se
realizo a los dias 0, 3 y 7 del experimento. El manejo de las muestras para el andlisis de COT se
realizé de acuerdo con los métodos estandarizados, seccion 5310 B (Clesceri et al., 2000). Las

muestras se filtraron por una membrana de polipropileno con un tamaiio de poro de 0.45 pm, se
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conservaron con #cido fosférico 1/20 y posteriormente, se refrigeraron hasta ¢l momento de la
lectura. El COT se midié en un aparto TOC 5050 Total Organic Carbon Analizer Shimadzu, con

un ASI-5000 A Autosampler Shimadzu.

5.1.2.2. Anilisis y procesamiento de los datos

El anélisis de los datos experimentales se realizé mediante un andlisis de varianza factorial
ANOVA 1II (SAS for Windows Version 8.2, SAS Institute Inc. Cary, NC, EUA). Se¢ emplearon
las pruebas miiltiples de medias de Duncan y Tukey con un a = 0.05. La variable dependiente
correspondid a los datos de COT. Las pruebas se realizaron entre grupos (0.1% y 0.5%), entre
cepas (RPA y SEHMA), entre cada uno de los tratamientos o matraces empleados (1, 2, 3, 4, 5, 6,

7 y 8) y entre cada uno de los tiempos de muestreo (1,3 y 7).

3
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5.2. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.2.1. Identificacion de las cepas de estudio

5.2.1.1. Caracterizacion fenotipica

La cepa aislada previamente a partir de RP y seleccionada bajo los criterios aplicados
previamente en el capitulo 4, denominada cepa RPA, corresponde a una bacteria Gram-positiva,
con forma bacilar (Fig. 11), cuyo crecimiento en agar TSA permitié reconocer la formacién de

colonias blancas, opacas con forma lrregular Medmnte la determmuclén de caracteristicas

fenotipicas (Anexo B), se establemé que dlch ep bactcnuna pertenece a la especie Bacillus

Itchemform!s (Gordon el al 1973 Murray et al., 1984"Bér‘r’0w‘y Feltman, 1993). El crecimiento

de la cepa en medxo sélido (Fi ;es tlplco para este tlpo de buctena

Por otra pahé;;l:a"id‘:euhtirﬁcaévi‘én 'px"élin;ihﬁ;xde'ia ‘cel‘Jar aisl;xda de SEH, denominada como cepa
SEHMA, se efectud medlanle la detenmnucnén dc Ias caracteristicas fenotipicas (Anexo B) con
las cuales, se pudo def nir a lu cepa dentro_del grupo de bacilos Gram-negativos, maviles, no
fermentadores, oxidasa y catalasa: positives (Barrow et al., 1993), (Fig. 10 y 11). Este grupo de
bacterias incluyen géneros como Alcaligenes, Shewanella, Pseudomonas (productoras de dlcali).
A partir de este resultado se realizaron las pruebas comerciales de identificacion API20 E ®
(BioMerieux) y Crystal ® (BBL) mediante las cuales no se pudo identificar adecuadamente a la
cepa bacteriana SEHMA debido a que la aproximacion que ejecutd el programa integrado a estos
sisternas, definid a esta bacteria como Ochrobacirum anthropi 'y Shewanclla putrefaciens

contando con menos del 80 % de confianza en el resultado.
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a, b. c,
Figura 9. Cepa bacteriana RPA. a) crecimiento en placa en medio TSA. b) acercamiento de la

colonia. ¢) crecimiento en agar sangre.

a. b. c.

Figura 10. Cepa bacteriana SEHMA. a) crecimiento en placa en medio TSA. b) acercamicnto de

la colonia. ¢) crecimiento en agar sangre.

TEGIS CON |
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[\ d.

Figura 11. Fotografias dc las cepas bacterianas RPA y SEHMA con tinciéon de Gram al
microscopio (100X). a) Cepa RPA, Bacilo Gram-positivo. b) Cepa SEHMA, Bacilo Gram-
negativo. ¢) Cepa RPA esporulada (espora central, elipsoidal). d) Mezcla de las Cepas RPA y

SEHMA.
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5.2.L.2. Caracterizacion molecular basada en el andlisis de la secuencia del
gen ADNr 16S

5.2.1.2.1. Amplificacién y secuenciacion del gen ADN 168

El ADN total de las cepas bacterianas RPA y SEHMA, tue aislado, purificado y cuantificado, La
observacion del ADN total obtenido se efectud con una electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Fig. 12). A partir del ADN total obtenido de cada cepa bacleriana, se amplifico elkfragn‘jemo del
gen ADNr 16S con los oligﬁndclec’)tidos 8 FPL y 1492 ‘RPL. Posterior a su purlﬂcacnén el
fragmento sc visualizé en el gel vde agarosa al 1% (Fig. 13). El producto de PCR de lhscépas

bacterianas RPA y SEHMA cofréspondieron al tamailo esperado (1542 pb)

rb

10000 —

Figura 12. ADN total extraido de las cepas bacterianas RPA y SEHMA. Pozos: 1, MPM (Gene-
Ruler | Kb DNA ladder FERMENTAS MBI): 2. ADN totwl obtenido de la bacteria SEHMA; 3,

ADN total obtenido de la bacteria RPA
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Figura 13. Gen ADNr 16S amplificado mediante PCR obtenido a partir del ADN total de las
cepas RPA y SEHMA. Pozos: 1, MPM (Gene-Ruler | Kb DNA ladder FERMENTAS MBI); 2,
ADNr 168 amplificado, obtenido de la cepa RPA; 3, ADNTr 165 amplificado, obtenido de la cepa

SEHMA.

Con el procedimiento de secuenciacién en{plf:ado. se obtuvo para la cepa RPA, una secuencia de
999 nucledtidos (Fig. 14.a.) cuya éomppsicién cox;responde a: 248 (25%) A; 224 (22%) C; 307
(31%) G; 187 (19%) T; 33 (3%) .‘N.Porcehtajé G + C: 53%. Para la cepa bacteriana SEHMA, la
secuencia obtenida’ ﬁic de liOO?yﬁuc‘;:]cétidps(Figura 14.b.) y su composicién corresponde a: 251
(25%) A; 215 (21%) c~ 292 (29%) 'C'i" 198 (20%) T; si (5%) N. Porcentaje G + C: 50% Para los
analisis ﬁlogenetncos se trabajé con una secuencia de 986 dc la cepa RPA y una secuencia de

1005 nucleéudos de la cepa SEHMA

TESI: COR
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CGTGCCTAAT ACATCCAACT
GGACGCGTGA GTAACACGTG
GGGCTAATAC CGGATCCTTG
TACCACTTAC ACATCCACCC
GCCACGATGC GTAGCCGACC
AGACTCCTAC CGGAGGCAGC
AACGCCGCGT GAGTGATGAA
GTACCCTTCG AATACGGCGC
GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT
CGCCCCCGCAC GCGGTTTCTT
CATTCCAAAC TGGGGAACTT
AAATCCCTAN ACATCTCCAG
ACGCTCAGGC CCCAAAGCCT
TAACCATCAG TGCTACTCTT
TNCGCCTGCG CANNCNGTICN
NGCHACATCC GGTTNANTTC
CTAANANAGCC GNTNCCNTC

1 CNNNGAACCA ACGCTGCCCG
61 TCCTCCCTTA GGTCAGCGGC
1z1 GGGATAACTC CGGGAAACCG
1el CATAAAMAGCT CCCTTTTAGC
241 TGAGGTAACG GCTCACCAAG
3ol CTCGCACTGA GACACGCCCC
361 CCACGAAACT CTGACGGACC
421 CTCTTCTTAG GGAAGAACAA
481 ACAAAGCCAC GGCTAACTAC
541 CCCCAATTAT TCCGCGTAAA
601 CCGCTCAACC GGGGGAGCCT
661 CAATTCCACGC TCTACCGCTC
721 GACTCTICTGG TCTGTAACTC
781 TACCCTCGTA CYCCACCCCC
a4l GCTGCACCAA CGCATHNAGCA
901 TCACGGGGNC CNCNCAACNG
961 GCNNTTGAAT TCTTNNNANC
1 CCNNCAATCT NTNGACTGAG
€1 CTINCTGGTCC TTTCNGCCAT
121 GCAATHTGNC TGCCGTCACTGC
181 ACCCGCATAC GTYCCTACGC
241 GAGCCTAGGT CGGATTAGCT
3oL CTGGTCTCAG AGGATGATCA
361 CGCACCAGTIG GGGAATATTG
421 CAACAACCTC TTCCGATTGT AAACCACTTT
481 CTTGCTGTTT TGACGTTACC
541 CTAATACCAA GCGGTCCAAGC
601 TTIGATAACTT GGATGTGAAA
661 ACTAGAGTAT GGCACACGCT
721 GAAGGAACAC CACTGCCGAA
781 CGTCGCGGAC CAAACACGAT
-2 39 CCCTTCCLAT CCTTGAAATC
901 ACNGCCNNAG GNTAAACTNA
961 NATTCAANNA NCGNAAMACC

CCGCCAGCCC CTNAACACAT
GCCGCCNCAG CGGHGAGACC
GCGCCGTATA GACTNCGGTIG
GTAGAAACGC GGGCGATCTT
ACTTCCTGAC GTAAACGCTC
GCCACACTCG AACTGACACA
GACAATCGCC GAAAGCCTGA
AACTTCGCAG
GACAGAATAA GCACCGCCTA
GTTAATCGCA ATTACTGGGC
GCCCCCCGCT CAACCTGGGA
CCTCGAATTT CCTIGICTAGC
CGCCACCACC TCCGCTAATA
TAGATACCCT GGTACTCCAC
TTANNCCCGC AACTAACNNT
AANAATTCAC CCGGNCCCCN
TTACNCCCNT TNAANCCAAA

CCACCGCGACC
GGTAACCTGC
ATTGAACCGC
GCCGCGCATT
TGAGACGCYC
ACTAGGGAAT
CGTTTTICCCA
CACCTTCACC
ACCTAGCTGG
AAGTCTCATG
CAGTCCACAA
CAACACCACT
GCGGAGCGAA
AMCCCTTTC
CACACTGAAA
AANCACNCGA

GCCAAGCTTIC
GTGTCGTACC
GHAACACTCC
CGBACCTCGC
ACCAAGGCGA
CGGTCCAGAC
TCCACCCATG
CGAACGGCACT
ACTTCCTGCC
CTAAACCCCG
ATTGCATCCA
CCTCAAATCC
CTCACACTCA
GCCCTAACGA
TAANTCNACC
CAANNGCGGN
AATTTHN

GACGCGCACGCT
CTGTAAGACT
ATGGTTCAAT
ACCTAGTTGG
ATCGCCCACA
CYTCCCCAAT
TCCTAAAACT
GTACCTAACC
CAAGCCTTGT
TCAAAGCCCC
AAGGACACTC
GCGCCAAGGC
CAGGATTAGA
CCCCTTTANT
CTCAAGGAAT
AAANCTTACA

GAGTCGCACN
TAATCCCTAG
AAGGCATAAT
GCTACCAGAT
CGATCCGTAG
TCCTACGGGA
CCCCGYGTOT
AAGCTAATAC
ACCACCCGCG
CCTACGTGGT
AAACTGTCTG
GTANATATAC
CGTCCNAAAG
TCTCNACTAN
CCTCCGCCAT
NNNTCNGNTT

a)

b)

Figura 14. Secuencia del fragmento del gen ADNr 168 de las cepas: a) RPA y b) SEHMA,

5.2.1.2.2. Alineamiento de secuencias, procesamiento y andlisis filogenético

La comparacion de la secucncia de la cepa RPA (999 pb) mediante un andlisis BLAST

empledndose el programa BLASTN demostré la estrecha relacion entre la secuencia de esta cepa

bacteriana con miembros del género Bacillus, en particular con Bacillus licheniformis. En el caso

de la comparacién de la secuencia de la cepa SEHMA (1007 pb) mediante ¢l mismo anélisis, se
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demostré la estrecha relacién de la secuencia de esta bacteria con miembros de la familia
Peudomonadaceae, en particular con el grupo de Pseudomonas stutzeri. Después del alineamiento
y la revisién manual se establecié una longitud de secuencia para la cepa RPA de 986

nucleétidos y de 1005 nucledtidos para la cepa SEHMA.,

Mediante el programa PHYLIP versién 3.5c (Felsenstein, 1993) se realizé la construccién de los
arboles ﬁlogenéticds usando los métodos de distancia (Fig. 15 y 18), parsimonia (Fig. 16 y 19) y

mixima verosimilitud (Fig. 17 y 20) para las dos bacterias de manera independiente.

Los tres drboles obtenidos por los diferentes métodos para cada una de las cepas bacterianas,
tienen una topologfa similar. En cada caso este resultado demuestra que los tres drboles no son
excluyentes entre s{ sino que son comparativos y conclusivos en cuanto a la estrecha relacién
entre estas cepas y las resultantes luego de la comparacion. Esto permite afirmar que de acuerdo a
la secuencia del gen ADNr 16S, las dos cepas bacterianas, cepa RPA y SEHMA, son
ﬁlogenéticmente cercanas a la especie Bacillus licheniformis (GenBank accesion no. AY436611;
unpublished “data) y a la especie Pseudomonas stutzeri (GenBank accesién no. AY436612;

unpublished dam) respectivamente.
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Alcaligenas sp.NKNTAU

EBscherichia coli O157: H7 EDL933
100 Bub iten ki PM31
joo0 [ Clostridium butiricum IBUN 64A

Paenibacillus lautus CCM 3892

Bacillus licheniformis NCDO 1773

Bacillus sp.ocB 2
59 Bacillus sp.

47 Aislado de termita
100
Cepn RPA
Bacillus thuringi is WS 2617
p R
Bacillus mycoides 2048 DSM

Figura 15. Arbol filogenético obtenido por el método de distancia para la cepa RPA

Alcalk; sp.NKNTAU

Bscherichia coli O157: HT EDLS33

Paenibacillus lautus CCM 3892 i
Bacillus licheniformis
NCDO 1772

Bacillus sp GCB2

Bacillus sp.

Aisledo de termita

Cepa RPA
{
Bacillus mycoides 2048 DSM ]
—L Bacillus thuringiensis )
WS 2617 A

Eubacterium ki j

I PM 3L

Clostridium butiricum h
a1 IBUN 64A

Figura 16. Arbol filogenético obtenido por el método de parsimonia para la cepa RPA
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Alcali sp.NKNTAU i

Hscherichia coli Oi51: H7 EDL933

|
I
Clostridium butiricum 1BUN 64A i

Bub, ium li PM 31

Paenibacillus lautus
CCM 3392

Bacillus thuringiensis
W3 2617 1

Bacillus mycoides
DSM

Cepa RPA

B. licheniformis
NCDO 1772

Bacillus sp.GCB2

Bacillus sp.
0.1 Aislado de tesmita

Figura 17. Arbol filogenético obtenido por el método de njéximo verosimilitud para la cepa RPA

Ochrobactrum sp. PR17 H
Sphi sp. ATCC 21423

Psqudormonas sp. SA
%
‘—% Pseudonmonas putida DLL-EA
Pseudomonas sp.JPL-t

100 100

P. stutzeri ATCC 17632
Pseudomonas balearica
TG-3

100 100

Cepa SEHMA
P. stutzeri 1}

57 ——E Alcalgenes sp NKNTAU
. Burkholdaria cepacia PW 3

Desulfob vibrigforme B 54

- felus subsp. venereahs

Figura 18. Arbol filogenético obtenido por el método de distancia para la cepa SEHMA

v DU 53
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Sphi $p. ATCC 21413
Ochrobactrum sp. PR17

[
1

C. fetussubsp. venerealis
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Figura 20. Arbol filogenético obtenido por ¢l método de maximo verosimilitud para la cepa SEHMA
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5.2.2. Pruebas de biodegradacion del IHAK a diferentes concentraciones

Las pruebas de biodegradacion con el IHAK al 0.1% (296 mg COT/L) y al 0.5% (1479 mg
COT/L), llevadas a cabo durante 7 dias con las cepas bacterianas RPA y SEHMA, generaron los
resultados de COT representados en las figuras 21 y 22, en las que se grafican las muestras y los
respectivos controles de cada tratamiento. En la figura 21, los puntos correspondientes a los
tratamientos con extracto de levadura (EL) tienen una contribucién de 45 mg/L de COT). En la
figura 22, los puntos correspondientes a los tratamientos con EL, presentan una contribucion de

200.5 mg/L de COT.

Durante estas pruebas- de vbiodegrac‘iacién, se obtuvieron valores importantes en cuanto a la
remocién del cayrbc‘m'o blfeéent’e en los tratamientos de prueba, tanto en el caso del I[HAK como
unica fuente de carbonq o como fuente de carbono adicional. Al respecto, en la prucba con el
IHAK al 0.1% (296 mg COT/L) la cepa bacteriana RPA utiliz6 296 mg COT/L correspondicnte a
100% en la muestra con el IHAK como unica fuente de carbono y 249 mg COT/L
correspondiente al 72% en la muestra complementada con EL, como fuente de carbono adicional.
La cepa bacteriana SEHMA utilizé 249 mg COT/L correspondiente al 84% en la muestra con el
IHAK como tnica fuente de carbono y 245 mg COT/L correspondiente al 71% en la muestra
complementada con EL, como fuente de carbono adicional. Asimismo, en la prueba con el
IHAK al 0.5% (1479 mg COT/L), la cepa RPA utilizd 328 mg COT/L correspondiente a 22% en
la muestra con el IHAK como tnica fuente de carbono y 80 mg COT/L correspondiente al 5% en
la muestra complementada con EL, como fuente de carbono adicional. La cepa SEHMA utiliz6

374 mg COT/L correspondiente al 25% en la muestra con el IHAK como unica fuente de carbono
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y 1692 mg COT/L correspondiente al 100% en la muestra complementada con EL, como fuente

de carbono adicional.

400 |

COT mglL

-#— Muestra sin EL
~&— Muestra con EL
—r— C. Indculo

—¥— C. Procedimiento
Tiempo (d) 3 —o—C.Ad.sinEL
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~&— C. Deg. Ab. sinEL
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AT F i )
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D E—
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Figura 21. Degradacion del IHAK al 0.1% (295.8 mg COT/L) de la cepa RPA (a) y SEHMA (b)

con respecto al tiempo.
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La adicién de extracto de levadura como fuente de carbono adicional al IHAK, influy6
positivamente en la degradacion del IHAK al 0.5% (1479 mg COT/L) por la cepa SEHMA, con
una remocién del 100% (1692 mg COT/L) y en la degradaciéon del IHAK al 2%, realizada
previamente, por la cepa RPA, con una remocién del 10% (570 mg COT/L), sin embargo la
adicién de esta fuente de carbono no fue determinante para los demds tratamientos ya que los

valores de degradacién con el IHAK como tinica fuente de carbono fueron mayores.

A partir de los datos de COT obtenidds en la prueba de biodegradacion durante 7 dias (0.1% y
0.5% del IHAK) y posterior a la aplicacion del ANOVA con las pruebas de medias multiples de
Duncan y Tukey con un a = 0.05 (Anexo C), fue posible demostrar que existe una diferencia
significativa (P < 0.001) en cuanto a la concentracién del IHAK (0.1 y 0.5%) y el tipo de cepa
empleada en la degradacion del inhibidor (RPA y SEHMA). Las pruebas cstadisticas realizadas a
los diferentes tratamientos, generaron seis grupos distintos con una diferencia significativa (P <
0.001) entre cada uno de ellos. Los grupos de tratamientos correspondieron a: grupo A (8 y 6),
grupo B (7 y 5), grupo C (1), grupo D (2), grupo E (4) y grupo F (3). En cuanto al tiempo,
mediante las dos prucbas, se agruparon el tiempo 1 en un grupo y el tiempo 3 y 7 en otro,
denotando una diferencia significativa (P < 0.001) entre el primer dia de muestreoy eldia3 y 7,
respectivamente. La agrupacion de estos ultimos corresponde a la falta de diferencia significativa

entre estos tiempos.

Para determinar la velocidad de degradacion del IHAK, los resultados obtenidos en las pruebas

de biodegradacién, se trataron como una cinética de primer orden, considerando que la velocidad
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de formacién de los productos resultantes de la degradacion, es directamente proporcional a la
concentracién del sustrato. Sc calculé la constante & de la tasa de biodegradacién, como la
pendiente de la curva al representar graficamente In Co/C vs ¢, y finalmente, sc hallé el tiempo

necesario para blodegmdar el 50% "del IHAK en cada caso. La aplicacién del modelo de

biodegradacién de.p imer orden ‘se’ renlizd sobre los datos puntuales de las rectas graficadas

(figuras 21 y 22) bsgrv_a una disminucion del JHAK de manera lineal,

cspeciﬂcamcnie en ‘lo intei :dé tiempb del dia 0 al 1 con las bacterias RPA y SEHMA con el

IHAK al 0.1%, del dx'a 0 ul l con:la’ bactena RPA y el IHAK al 0.5% y del dia 1 al 3 con la

bacteria SEHMA y el IllAK al 0 5%

Para la cinética de primer orden: ¢ =Cge# ¢ empled la ecuacion con la expresion lineal:
Co ___[l.mleo _
In oY t =kt
Al representar graficamente esta. funcion, segiin los datos obtenidos en las pruebas de

biodegradacion con el IHAK al 0.1 y 0.5%, se obtuvo k. Posteriormente conforme a la ecuacion:

Se determiné el tiempo necesario para degradar el 50% del IHAK inicialmente presente para cada
caso. Los resultados obtenidos a partir de esta aproximacion empirica, se describen en la tabla 4,
donde se presentan los datos de manera decreciente en cuanto a la velocidad de degradacion del

IHAK.
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TABLA 4. Velocidades de degradacion del IHAK

Cepa Bacteriana RPA RPA | SEHMA | SEHMA | SEHMA | RPA RPA | SEHMA
Concentracién del IHAK 0.1% 0.1% 0.5% 0.1% 0.1% 0.5% 0.5% 0.5%
Extracto de levadura sin con con sin con sin con sin
Intervalo de tiempo 0-1 0-1 1-3 0-1 0-1 0-1 0-1 1-3
Valor de k 3.04 1.63 1.2 1 0.79 0.06 0.03 0.02
R? de la recta 1 1 1 1 1 1 1 1
mg COT/L inicial 295 345 1680 295 345 1479 1680 1479
Tiempo (dias) para degradar

ol 50% del IHAK 0.23 0.43 0.58 0.69 0.88 11.65 23.10 | 34.6574
Tiempo (horas) para

degradar el 50% del IHAK 55 10.2 13.9 16.6 21.1 2773 554.5 831.8

5.2.3. Analisis integral de los resultados

Uno de los aspectos mas importantes en la microbiologia ambiental es el analisis de la estructura
de las comunidades microbianas y por ende la identificacién de los microorganismos que las
componen. En el caso de los procesos de biodegradacién, el conocimiento de las especies
implicadas, asf como el estudio de su capacidad metabélica y la respuesta que puedan tener ante
los cambios en las condiciones ambientales, permite explorar el potencial de estos
microorganismos, sobre la degradacién de diversos compuestos, entre cstos, compuestos tales
como los inhibidores de hidratacién de arcillas, especificamente en este caso, el inhibidor de
hidratacién de arcillas tipo K, presente en los fluidos de perforaciéon utilizados en campos

petroleros Mexicanos.

Considerando los resultados obtenidos a partir de la caracterizacién fenotipica y molecular

empleando el gen ADNr 168, se demuestra que existe una gran similaridad de la cepa bacteriana
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RPA con ¢l género Bacillus particularmente con la especic B. licheniformis y de la cepa SEHMA
con el género Pseudomonas, especificamente con especies del grupo de P. stutzeri. Es importante
anotar que los dos microorganismos son reportados y relacionados con capacidades metabdlicas

para degradar diferentes compuestos en ¢l ambiente.

Existen cepas de B. licheniformis no patégenas para el hombre y estan distribuidas ampliamente
en el medio ambiente (De Boer ef al., 1994). El habitat tipico de esta bacteria Gram-positiva es el
suclo, especialmente los suclos pobres en nutrimentos tales como los piaramos y los desiertos (De
Boer et al., 1994). Bacillus licheniformis ha sido reportado como un microorganismo involucrade
en la reduccion de nitrégeno generando poli-amino dcidos (Potter ef al., 2001) como el &cido poli
gamma-glutdmico (Hoppensack et al., 2003), cn la degradacién de nitro-aromaticos explosivos
como el 5-nitro-1,2,4-triazzol-3-one (NTO) (Le Champion er al, 1999), en la degradacién de
queratina (Rozs et al., 2001), en la produccién de biosurfactantes (Thaniyavarn ef al., 2003) y en
general, esta involucrado con la produccién de enzimas tales como queratinasas (Wang y Shih,
1999), proteasas (Rnninéer y Steiner, 2003) y alfa-amilasas (Ikram-ul-Haq er al., 2003) entre

otras.

Pseudomonas stulzéri, por otro lado, es una gamma proteobacteria, distribuida ampliamente
como una cspecie de Pseudomonas no fluorescente (Ginard et al., 1997). Se ha aislado
frecuentemente, de heces de vertebrados no humanos, quimicos para elaborar papel, agua potable
y el medio ambiente (Sikorski et al., 2002). En general, el género Psendomonas ha sido estudiado

de manera sobresaliente debido a la habilidad de sus especies para metabolizar diversidad de
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compuestos. Especificamente, Psendomonas stutzeri sc reporta ampliamente como un
microorganismo versatil en cuanto a su metabolismo, incluida la capacidad de llevar a cabo
procesos de nitrificacién y desnitrificacién (Sikorsky et al., 2002) y la degradacién de diversos
contaminantes ambientales (Rius et al., 2‘0'01‘)‘, lalc;s como tetracloruro de carbono (Parales et al.,
2002), fenantreno (Grimberg et al., l:9y96);r‘lri‘<“:‘tlo|,"q etileno, dicloro etileno, cloroformo (Chauhan

et al., 1998) o-xileno (Baggf etal., 1987)y nuﬁaléno (Rossello-Mora er al., 1994), entre otros.

Con relacién a los resultados obtenidos en las pruebas de biodegradacion del IHAK, las cepas
seleccionadas en cste estudio, bajo condiciones experimentales particulares, lograron un 100% de
remocion del IHAK medido en términos de mg COT/L. En el caso de Bacillus licheniformis cepa
RPA, la degradacién del IHAK fue del 100% como tnica fuente de carbono, al 0.1% (296 mg
COT/L). De igual forma, I’seudomanas stutzeri cepa SEHMA, degradé el 100% del IHAK al
0.5% (1479 mg COT/L), en la rinuesvtrn co‘mpvlememada con EL como fuente de carbono
adicional. En cuanto a la velocidad dé dég‘rada‘cién del THAK, Bacillus licheniformis cepa RPA,
degrad6 el 50% del [HAK como Unica fuente de cﬁrbonb, al 0.1%, en 5.47 horas y en 10.20 horas
en la muestra complementada con EL. Eﬁ el caso de Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, esta
cepa bacteriana, degradé el 50% del IHAK empledndolo como tinica fuente de carbono, al 0.5%
en 16.63 horas y en 21.05 horas en la muestra complementada con EL. De igual manera, esta
cepa bacteriana, degradé el 50% del IHAK al 0.1% a las 13.86 horas en la muestra
complementada con EL. Estos resultados difieren de los resultados presentados en estudios
previos, en donde se emplearon exclusivamente consorcios bacterianos y/o concentraciones
inferiores del IHAK (Ruiz-Sanchez, 2001 y Ambriz, 2001). Por ejemplo, Ambriz, reporta datos

que al analizarse segiin las velocidades de degradacion, representan una velocidad de degradacién
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empleando tres tipos diferentes de consorcios, de 14.32 + 2 horas con una concentracién inicial

del IHAK de 170 mg COD/mL

Dominguez y Luna-Pabello (2001), reportan que et IHAK corresponde a una posible mezcla de

compuestos orgénicos e.inorgdnicos, con' grupos funcionales del tipo amino, amina secundaria,

hidrocarburos " aromti

déﬁaf "pe‘queﬂa. Adicionalmente, Rodiles (2001),
reporta que el lHAK *:‘esv"_u': ue jajk irgtarse con enzimas microsomales, induce
mutacién de bases y"r‘x}’lut{ciiohes; p’@;_; c@frimiehtd de fase tanto por delecion como por adicion.
Considerando esto, es impoﬁix‘ﬁ@ de;tag&r que Bacillus licheniformis cepa RPA y Pseudomonas
stutzeri cepa SEHMA, cuex;ltan con la éépacidad enzimética para degradar el IHAK a pesar de sus
caracteristicas premutagénicas y antimicrobianas, y que dicha capacidad para biodegradar el
IHAK a diferentes concentraciones, se realiza de manera aparentemente cficiente, con una
velocidad y porcentaje de degradacién mayor a lo reportando por Ruiz-Sénchez, 2001 y Ambriz,

2001.

Teniendo en cuenta lo anterior, puede afirmarse que el procedimiento utilizado para el
aislamiento de la comunidad bacteriana en general, asi como el procedimiento para la seleccién
de Bacillus licheniformis cepa RPA y Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, fueron eficaces segin
los resultados obtenidos. De igual manera, las metodologias utilizadas para la identificacion
fenotipica y genotipica de bacterias, incluyendo la filogenia realizada con el analisis y la

comparacion de las secuencias resultantes.
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Es importante resaltar que este estudio es pionero en cuanto a la biodegradacién del IHAK por
cultivos puros, y los resultados de velocidad y porcentaje de degradacion obtenidos, hacen
recomendable el trabajo con ambas cepas con el fin de obtener de las mismas, su perfil genético
enzimatico y metabélico, asociado con la degradacion de este tipo de compuestos o compuestos

similares.

Adicionalmente se puede aprovechar, que dichas cepas bacterianas se encuentran caracterizadas
con el fin de utilizarlas como modelo de estudio en cuanto a su fisiologia, particularmente, los
factores que controlan su crecimiento, su actividad en ambientes contaminados y sus reacciones
especificas en el proceso de biodegradacién. Asimismo, dichas cepas, podrian evaluarse a manera
de consorcio junto con otras, para establecer las interacciones microbianas derivadas a partir de
su crecimiento y/o su capacidad de biodegradacion, Del mismo modo, debido a que muchos de
los genes que intervienen en la degradacién de compuestos ambientales se encuentran en ADN de
tipo plasmidico, estas cepas bacterianas podrian emplearse para determinar la relacién entre la
presencia de este tipo de material extracromosomal y la degradacion del IHAK o alguno de sus

componentes y/o compuestos similares.

Cabe mencionar que desafortunadamente en la practica, mucha de la informacién requerida para
la implementacion de tecnologias tales como la biorremediacion, no esta disponible 'fé;:ilmenle y
el uso de los microorganismos en dichos procesos esta basado en su mayoria en experiencias
empiricas mas que en el conocimiento (Lovley, 2003). Por consiguiente, los resultados obtenidos
en este estudio, aportan una nocidn bisica, no obstante, de gran importancia, en cuanto a la

posible aplicacion de estos microorganismos, sus genes o enzimas en tecnologias tales como la
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biorremediancién, con el fin de mitigar la problematica generada a partir del mancjo y
disposicién final de los FP y RP que a nivel nacional, representan ¢l 72% del volumen total de los

residuos peligrosos generados en las operaciones que realiza Petréleos de México

“Si se -pudiera desarrollar modelos comparablcs para predecir la actividad de los
mlcroorgamsmos durante la blorcmedmclén. hoy en’ dia, la implementacion de este tipo de

estrategias podria ser mucho mas ficil” Derek R.v Lovley,

5.3. Conclusiones parciales

e Laccpa RPA fue caracterizada fenotipicamente, como Bacillus licheniformis

e La cepa SEHMA fue caracterizada fenotipicamente dc manera parcial dentro grupo de
bacilos Gram negativos, moviles, no fermentadores, oxidasa y catalasa positivos.

* La secuencia de 999 nucledtidos de la cepa RPA con un porcentaje de G + C del 53% y la
secuencia de 1007 nucledtidos de la cepa SEHMA, con un porcentaje de G + C del 50%,
demuestran que los drboles filogenéticos obtenidos con los métodos de distancia, parsimonia
y méxima verosimilitud, presentan una topologfa similar no excluyente sino comparativa y
conclusiva en cuanto a la identificacién genotipica mediantc cl andlisis del gen ribosomal
16S.

¢ Los andlisis del gen ADNr 16S resultaron en la identificacién de las cepas seleccionadas
como especies filogenéticamente cercanas a especies del género Bacillus y Pseudomonas,
especificamente, a Bacillus licheniformis en el caso de la cepa RPA y Pseudomonas stutzeri

cn el caso de la cepa SEHMA
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Bacillus licheniformis cepa RPA, obtuvo la mayor degradacién del IHAK al 0.1%,
correspondiente a 296 mg COT/L (100% de remocién) como unica fuente de carbono y al
2%, correspondiente a 570 mg COT/L (9.6%)

Pseudomonas slulzeri'cq:pz; S‘EHMA, obtuvo la mayor degradacion del IHAK al 0.5%,
correspondiente a 1692,r.x’1g‘CO’I§/L (100%) utilizdndolo como fuente de carbono adicional con

el extracto de levadura,

Con respecto a la velocidad en ln"que se llevo a cabo la degradacion del IHAK, Bacillus
licheniformis cepa RPA, degradé el 50% del IHAK al 0.1%, a la 5.47 horas como Unica
fuente de carbono y a las 10.20 horas en la muestra complementada con extracto de levadura.
Pseudomonas stuszeri cepa SEHMA, degradé el 50% del IHAK al 0.1% a las 16.63 horas
como Unica fuente de carbono y a las 21.05 horas en la muestra complementada con extracto
de levadura. Asimismo, Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradé el 50% del IHAK al

0.5% a las 13.86 horas.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

e [En este estudio, se evalud y selecciond una cepa bacteriana proveniente de recortes de
perforacién denominada cepa RPA. Adicionalmente, a parlir de suelo expuesto a
hidrocarburos, se aislé una comunidad bacteriana compuesta por 12 bacilos Gram-negativos y
1 bacilo Gram-positivo. De acuerdo a los criterios de seleccion aplicados, se escogi6 la cepa
denominada cepa SEHMA a partir de esta comunidad bacteriana aislada.

e Las dos cepas seleccionadas, provenientes de recortes de perforacidn y suelo expuesto a
hidrocarburos, presentaron ADN de tipo plasmidico. Este material genético fue aislado,
cuantificado y visualizado mediante los diferentes protocolos empleados.

e LacepaRPA fue caracterizada fenotipicamente, como Bacillus licheniformis

e La cepa SEHMA fue caracterizada fenotipicamente de manera parcial dentro grupo de
bacilos Gram negativos, mdviles, no fermentadores, oxidasa y catalasa positivos.

e Los arboles filogenéticos obtenidos con la secuencias del gen ribosomal 16S de las cepas
RPA y SEHMA, con los métodos de distancia, parsimonia y maxima verosimilitud, presentan
una topologia similar demostrando que no son excluyentes sino comparativos y conclusivos
en cuanto a la identificacion genotipica de estas dos cepas bactcrianas.

e Los andlisis del gen ADNr 16S resuitaron en la identificacion de las cepas seleccionadas
como especies filogenéticamente cercanas a especies del género Bacillus y Pseudomonas,
especificamente, a Bacillus licheniformis en ¢l caso de la cepa RPA y Pseudomonas stutzeri

en ¢l caso de la cepa SEHMA

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS 67



CONCLUSIONES

e Bacillus licheniformis cepa RPA y Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradan el IHAK
al 0.1% (296 mg COT/L), 0.5% (1479 mg COT/L) y 2% (5905 mg COT/L}), no sc presentd
correlacién alguna entre la concentracion de la sustancia y el porcentaje de remocidn.

e Bacillus licheniformis cepa RPA, obtuvo la mayor degradacién del IHAK al 0.1%,
correspondiente a 296 mg COT/L (100% de remocién) como unica fuente de carbono y al
2%, correspondiente a 570 mg COT/L (9.6%)

e Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, obtuvo la mayor degradacnén del IHAK al 05%,
correspondiente a 1692 mg COT/L (100%) utlhzéndolo como fuente de carbono adlcxonul con
el extracto de levadura.

¢ La adicion de extracto de levadura como fuente-de carbdho adiéidnaf ai IHAK, influyé
positivamente la degradacion del IHAK al 0.5% por la: cepa SEHMA con una remocion del
100% y en la degradacién del IHAK al 2% por la cepa RPA con una remocién del 10%. Sin
embargo, la adicién de esta fuente de carbono no fue determxnante en los demas tratamientos,
ya que los valores de degradacion al emplear el IHAK, como unica fuente de carbono, fueron
mayores. ‘

e Con respecto a la velocidad en la que se llevé a cabo la degradacién del IHAK, Bacillus
licheniformis cepa RPA, degrad6 el 50% del IHAK al 0.1%, a la 5.47 horas como tnica
fuente de carbono y a las 10.20 horas en la muestra complementada con extracto de levadura,
Pseudomonas stutzeri cepa SEHMA, degradé el 50% del IHAK al 0.5% a las 16.63 horas
como unica fuente de carbono y a las 21.05 horas en la muestra complementada con extracto
de levadura. Asimismo, Pseudomonas stuizeri cepa SEHMA, degradé el 50% del IHAK al

0.5% a las 13.86 horas.
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Anexo A. Clasificacién de las bacterias empleadas en la filogenia de las cepas

RPA y SEHMA

TABLA A. 1. Clasificacion de las bacterias empleadas para la construccién de los arboles

filogenéticos de la cepa RPA (Tomada del GenBank (National Center of Biotechnology

information; (hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwiax.cgi?name=LEubacteria)

Bacteria (Bubacteria)

Firmicutes (Gram-positive bactering

*  Bucilli
Bacillales
Bacillaceae
Bacillus
Rucillus \p. GCB-2
Buacitlus licheniformin NCDO 1772
Bucitlus sp. Niskddo de termita
Bacillus cereus group
Bacitlus mycoides 2048 1DSA
Bucillus thuringiensin WS 2017
Pacnibacillaceae
Paenibacillus

Pacuibacillus fatns CON 3892
*  Clostridia
Clostridiales
Clostridiaceae
Ciostridium
Clostridinm bunrricam LBUN G4A
Eubacteriaceae
Eubacterium
Eubucterinm timosum P8131

I'roteolyicteria (purple bactera and relatives)

¢ Alphaprotcobacteria
*  Betaproteobacteria
Burkholderiales
Alcaligenaceae
Alcaligenes
Aealigenes sp NKNTAU
s Delta/epsilon subdivisions
¢ Gammaproteobacteria
Enterobacteriaceae group
Escherichia
Escherichia coli
Escherichin coli O137:417 D933
unclassified Protcobacteria
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ANEXOS

TABLA A. 2. Clasificacién de las bacterias empleadas para la construccion de los arboles

filogenéticos de la cepa SEHMA (Tomada del GenBank (National Center of Biotechnology

information; (hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwiax.cgi?name=Eubacteria)

Racterin (Fubacteriag
Protenbacteria (purple bactera and rebatives)

e Alphaproteobacteria
Rhizobiales (rhizobacteria)
Bruccllaceae
Ochrobactrum
Ovhirobactrum sp. PRIT
Sphingomonadales
Sphingomonadaceae
Sphingomonas
Spliingomonas sp, NTCC 20423
¢ Betaproteobacteria
Burkholderiales
Alcaligenaceac
Alcaligenes
Alealizenes sp. NWKNFAL
Burkholderiaccae
Burkholderia
Burhholderia copuacia W3
¢ deltvepsilon subdivisions
delta subdivision
Desulfobacter
Desulfobucter vibrioforme B34
epsilon subdivision
Campylobacter group
Campylobacter
Campylobacter fetus
Cumpylobacter fetus subsp. Venercalis
*  Gammaproteobacteria
Acro /S

inivibri group
Acromonas
eromonus sp PG 4-1
Pscudomonadales
Pscudomonadaceae
Pscudomonas
Psetedomonas sp. SA
I'seudemonas sp, J1M -1
Pscudomanas stutzeri group
Ineudmnonas halearica 1G-3
Pscudomonas stutzeri

Psetdomonas stuizori 4
Pscudomonas putida group
Pscudomonas putida
Pscrdomonas putichs D1 -E4
o unclassified Proteobacteria

Pscadonmmas stutzeri NTCC 17682
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Anexo B. Caracterizacion fenotipica de las cepas de estudio y filogenia

TABLA B.1. Resultados de las prucbas bioquimicas realizadas a las cepas RPA y SEHMA

Caractoristicas paralai

Cepab. RPA

Copa bactoriana
SEHMA

Reacccion de Gram

+

Forma

Bacilar

Bacilar

Cadena de células

+

Posicion y forma de la espora

VX

Catalasa

Oxidasa

Sulfuro

Indol

Matilidad

Crecimiento a 50° C

Crecimiento a 60° C

Crecimiento a en 6.5% de NaCl

TSt

Glucosa

Lactosa

(Carbohidratos, acido a pantir de:

Glucosa

Rafinosa

Xilosa

Salicin

Ramnosa

5acarosa

Inocitol

arabinosa

sorbito!

Reduccién de nitratos

Ureasa

VP

+l+f+

RM

Utilizacién de citrato

Crecimienio de Agar Mac Conkey

Hidrélisis de caseina

Arginina

Utilizacién de gelatina

oF Oxidacion

Fermentacion

V: Espora central / subterminal
X: Espora oval (elipsoidal)

TESI

5

LFALLA DY

{

CON

¢ Y

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

81




ANEXOS

ANEXO C. Aniilisis estadistico

Analisis estadistico de los datos obtenidos de la evaluacion realizada en la

ctapa preliminar referente a2 la respuesta de crecimicnto de las bacterias

presclecionadas (A, By D) ante el IHAK

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) Prucba de comparacion miltiple LSD (Least

significant difference) a = 0.05. La variable dependiente corresponde a los datos de UFC/mL. La

evaluacion se hizo entre los medios ME y MEIl y entre las bacterias A. By D.

TABLA C. 1. Anilisis estadistico realizado para ¢l medio 1 (ME)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
variacién libertad cuadrados medios F calculada Prob>F
Tratamiento 2.00 127556 31 63778.16 299 0.19
Error 300 64054 .53 21351 .51
Total ajustado 500 191610.54
R-cuadrada C V. Root MSE prom. UFC
067 520 146.12 2810.90

Fuente de Grados de Cuadrados

variacién libertad Tipo 1SS medios F calculada Prab> F
Medio 0.00 0.00 . .

Bacteria 2.00 127556.31 63778.16 2.99 0.19

Fuente de Grados de Cuadrados

varlacién libertad Tipo Il SS medios F calculada Prob> F
Medio 0.00 0.00 . .

Bacteria 2.00 127556.31 63778.16 2.99 0.19

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. « = 0.05.,
Valor critico de T=3.18

LSD=465.02

G.l.=3., MSE=21351.51.
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ANEXOS

Medias con la misma letra no tienen diferencia significativa

Grupode T Promedio
A 2983.2
A 28229
A 2626.6

N NN 2

Bacteria
A
B
D

Conclusion: no hay diferencia significativa entre las bacterias con el medio ME

TABLA C. 2. Analisis estadistico realizado para el medio 2 (MEI)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
varlacién libertad cuadrados medios Fealculada Prob>F
Tratamiento 200 26392048 131960.24 2297 0.02
Error 3.00 17235.28 5745.09
Total ajustado 5.00 281155.76
R-cuadrada [oR"4 Root MSE prom. UFC
0.94 222 75.80 3416.06
Fuente de Grados de . Cuadrados
variacion libertad Tipo1sS medios F calculada Prob>F
Medio 0.00 0.00 . .
Bacteria 2.00 263920.48 131960.24 22.97 0.02
Fuente de Grados de Cuadrados
variacién libertad Tipo LI S8 modios F calculada Prob> F
Medio 0.00 0.00 . .
Bacterla 2.00 263920.48 131960.24 22.97 0.02
Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a. = 0.05., G.1.= 3., MSE= 5745.093.
Valor critico de T=3.18 .
LSD=241.22
‘ ~
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ANEXOS

Medias con la misma letra no tienen diferencia significativa

Grupode T Promedio N Bacteria
A 3707.9 2 A
8 3316 2 D
B8 3224.28 2 B

Conclusion: Existe diferencia significativa entre las bacterias con el medio MEL El promedio

mds alto de UFC/mL es de la bacteria A

TABLA C. 3. Analisis estadistico realizado para la Bacteria A

Fuento de Grados de Suma de Cuadrados
variaclon libertad cuadrados medios F calculada Prob>F
Tratamiento 1.00 783313.50 783313.50 24.09 0.04
Error 200 £65035.63 32517.81
Total ajustado 300 848349.43
R-cuadrada c v Root MSE prom. UFC
0.92 5.52 180.33 3265.38
Fuente de Grados de ) Cuadrados
variacion fibertad Tipo 1SS medios F calculada Prob>F
Medio 1.00 783313.50 783313.50 24.09 0.04
Bacteria 0.00 0.00
Fuento de Grados de Cuadrados
variacién libertad Tipo 11 S8 medios F calculada Prob> F
Medio 1.00 783313.50 783313.50 24.09 0.04
Bacteria 0.00 0.00

Prucba T (LSD) para variable UFC/mL. a = 0.05., G.1.=2., MSE=32517.81.
Valor critico de T= 4.30
LLSD=775.88
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Medias con la misma letra no tienen diferencia significativa

Grupode T Promedioc N Medio
A 3707.9 2 MEI
B 28229 2 ME

Conclusion: Existe diferencia significativa entre los medios de cultivo ME y MEI para la

bacteria A. El promedio mas alto de UFC/mL es del medio MEIL

TABLA C. 4. Analisis estadistico realizado para la Bacteria B

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
variacién libertad cuadrados medios F calculada Prob> F
Tratamiento 1.00 357167.59 357167.59 84.86 0.01
Error 200 8417 53 4208 76
Total ajustado 3.00 365585 12
R-cuadrada c v Root MSE prom. UFC
098 222 64 87 2925.47
Fuente de Grados de Cuadrados
variacién libertad Tipo 1SS medios F caleulada Prob>F
Medio 1.00 357167.59 357167.59 84.86 0.01
Bactaria 0.00 0.00
Fuente de Grados de Cuadrados
varlacién libertad Tipo Il SS medios F calculada Prob> F
Medio 1.00 357167.59 357167.59 84.86 0.01
Bacteria 0.00 0.00

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a = 0.05., G.l.=
Valor critico de T= 4.30

LSD=279.13

2., MSE=4208.763.
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Medias con la misma letra no tienen diferencia significativa

Grupode T Promedio N Medlo
A 3224.28 2 MEI
B 2626 .65 2 ME

Conclusion: Existe diferencia significativa entre los medios de cultivo ME y MEI para la

bacteria B. El promedio mis alto de UFC/mL es del medio MEI

TABLA C. 5. Analisis estadistico realizado para la Bacteria D

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
variacién libertad cuadrados medios F calculada Prob>F
Tratamiento 1.00 110755.84 110755.84 28.27 0.03
Ecror 200 7836.66 3918.33
Total ajustado 3.00 118592.50
R-cuadrada Cc Vv Root MSE prom. UFC
0.93 1.99 62.60 3149.60
Fuente de Grados de Cuadrados
variacion - livertad Tipo 1SS medios F calculada Prob>F
Medio 1.00 110755.84 110755.84 28.27 0.03
Bacteria 0.00 0.00
Fuente de Grados de Cuadrados
variacion libertad Tipo 1l 8S medios F calculada Prob> F
Medio 1.00 110755.84 110755 84 28.27 0.03
Bactoria 0.00 0.00

Prueba T (LSD) para variable UFC/mL. a =0.05., G.L.=2., MSE=3918.33.
Valor critico de T= 4.30
LSD=269.33
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ANEXOS

Medias con la misma letra no tienen diferencia significativa

Grupode T Promedio N Medlo
A 3316 2 MEI
B 2983.2 2 ME

Conclusién: ‘ Existe dlferencm s:gmﬁcatxva entre los medlos de cultivo ME y MEI para la
bacteria D. El promedlo mtis alto de UFC/mL es del medm ML‘[

Conclusion gencral del AnéhSIs estud[suco dc los datos oblcmdos de la cvaluaclén realizada en la
ctapa prelmunur referentc a lu rcspucsta de crccmnento de'las. baclerms preseleclonadas (A,By
D) ante el IHAK T s )

Existe una diferencia significativa en cuanto al ﬁledio de culti(vo M.E y MEI, este ultimo
proporcioné los promedios mads altos de UFC/m'[‘, con ias ir:es:Bx‘lrcteurias (A, ByD). A nivel de
bacterias, la A es la bacteria con promedio mas alto de UFC/mL en ¢l medio MEI respecto a las
bacterias B y D. )
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Anilisis estadistico de los datos obtenidos de la prueba de biodegradaciéon de

las cepas RPA y SEHMA ante el IHAK al 0.1 y 0.5%

TABLA C. 6. Tabla obtenida mediante ¢l analisis de varianza ANOVA [I (SAS for
Windows Version 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
>
variaclén libertad cuadrados medios F calculada Prob>F
Tratamlento 1 46640940.66 46640940.66 176.13 <.0001
Error 190 50314895.86 26481524
Total ajustado 191 96955836.52
R-cuadrada c. VvV Root MSE prom. UFC
0481053 77.23381 514.602 666.2911
Fuente de Grados de Cuadrados
>
variacion libertad Tipo 1SS medios F calculada Prob> F
Grupo 1 46640940 66 46640940.66 176.13 < .0001

Resultados de 1a prucba miltiple de medias con ¢l método de Duncan (o = 0.05)

La variable dependiente correspondié a los datos de COT. Las pruebas se realizaron entre grupos

(0.1% y 0.5%), entrc bacterias (A y MA), entre cada uno de los tratamientos o matraces

empleados (1, 2, 3,4, 5, 6, 7y 8) y cntre cada uno glc los tiempos de muestrco (1,3 y 7).

La descripcidn de la composicion de cada uno de los matraces se encuentra en la Tabla 1 del

documento de tesis
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ANEXOS

TABLA C. 7. Resultados de la prueba multiple de medias con el método de Duncan (o = 0.05)

EFECTOS
The GiM Procedure

class Level information

class Levels values

bacteria 2 12

grupo 2 12

tiempo 3 137

replica 2 12

matraz 8 12345678

Number of observations 192

GLOBAL
EFECTOS

. The GLM Procedure
Dependent variable: dato  dato

sum of

source OF squares Mean Square F.-value pPr > F
Model 82 96269711.31 1174020.87 186.51 <.0001'
Error 109 686125.21 6294.73

corrected Total 191 96955836.52

R-Square coeff var RoOt MSE dato Mean
0.992923 11.90760 79.33931 666'.2911
Source oF Type III 5S Mean square F value Pr> F
bacteria 1 135028.07 135028.07 21.45 <.0001
grupo 1 46640940.66 46640940.66 7409.53 <.0001
matraz 7 28630456.60 4090065.23 649.76 <.0001
replica 1 8.17 8.17 0.00 0.9713
tiempo 2 140251.15 70125.58 11.14 <.0001
bacteria*grupo 1 142821.83 142821.83 22.69 <.0001
bacteria*matraz 7 1366319.41 195188,49 31.01 <.0001
bacteria*tiempo 2 194908.46 97454.23 15.48 <.0001
grupo*matraz 7 15030164.52 2147166.36 341.11 <.0001
grupo*tiempo 2 69997.15 34998.58 $.56 0.0050
tiempo*matraz 14 18485.90 58463.28 29 <.0001
bacteri*grupo*matraz 7 1520471.52 217210.22 34,51 <.0001
bacteri*grupo*tiempo 2 130628.54 65314, 10.38 <.0001
bacter*tiempo*matraz 14 836134.78 §9723.91 9.49 «<.0001
grupo*tiempo*matraz 14 613094.54 43792.47 6.96 <.0001
GLOBAL
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Continuacién: TABLA C. 7. Resultados de la prucba maltiple de medias con el método de

Duncan (a = 0.05)

EFECTOS
The GLM Procedure
puncan's Multiple Range Test for dato

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate.

Alpha 0.0S
Error Degrees of Freedom 1
Error Mean square 6294.727

Number of Means 2
critical Range 22,70

Means with the same letter are not significantly different,

buncan Grouping Mean N bacteria
A 692.81 96 2
B 639.77 96
GLOBAL
EFECTOS

The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for dato

NOTE: This test. controls the Type I comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate.

Alpha .

Error Degrees of Freedom 10

Error Mean Square 6294.727
Number of Means 2
critical Range 22.70

Means with the same letter are not significantly different.

buncan Grouping Mean N grupo
A 1159.16 96 2
B 173.42 96 1
GLOBAL

S e

ENEYEIR
d ’r'|'[1'
.\;‘L‘J.[

F AL]I [ . n 'i adhidd

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS | TF

ey

90



ANEXOS

Continuacién: TABLA C. 7. Resultados de la prucba multiple de medias con el método de

Duncan (o = 0.05)

EFECTOS
The GLM Procedure
puncan’s Multiple Range Test for dato
NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate.

Alpha 0,05

Error Degrees of Freedom io9

Error Mean Square 6294.727
Number of Means 2 3 4 5 6 7 8
critical Range 45,39 47.77 49.35 50.51 '51.4% 25214 52.74

Means with the same letter are not significantly different.

buncan Grouping Mean N L matraz. :
A 1019.56 24 8
A 101933 24 6
8 938,60 - 24 .7
a 934.86 24 s
[4 727.99 24 1
) 613.00 24 2
E 72.53 24 4
F 4.46 24 3
EFECTOS

The GLM Procedure
buncan's Multiple Range Test for dato

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate.

Alpha 0,05

Error Degrees of Freedom 109

Error Mean Square 6294.727
Number of Means 2 3
critical Range 27.80 29,26

Means with the same letter are not significantly different.

buncan Grouping Mean N tiempo
A 704,49 . 64 1
8 648,28 64 7
g 646.10 64 3
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Resultados de la prucba miltiple de medias con el método de Tukey (o = 0.05)

La variable dependicnte correspondi6 a los datos de COT. Las pruebas se realizaron entre grupos

(0.1% y 0.5%), entre bacterias (A y MA), entre cada uno de los tratamientos o matraces

empleados (1, 2, 3,4, 5,6, 7y 8) y entre cada uno de los tiempos de muestreo (1,3 y 7).

La descripcion de la composicion de cada uno de los matraces se encuentra cn la Tabla 1 del

documento de tesis

TABLA C. 8. Resultados de la prueba multiple de medias con el método de Tukey (a = 0.05).

EFECTOS
The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for dato

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,
but it generally has a higher Type IT error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 109
Error Mean Square 6294.727
Critical value of Studentized Range 2.80293
Minimum Significant Difference 22.697

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N bacteria
A 692.81 96 2
8 639.77 96 1
EFECTOS

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for dato

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,
but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom

Error Mean square 6294,727
. critical value of Studentized Range 2.80293

Minimum significant oifference 22.697

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N grupo
A 1159.16 96 2
B 173.42 96 1
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ANEXO0S

Continuaciéon: TABLA C. 8. Resultados de la prueba maltiple de medias con el método de

Tukey (o = 0.05).

EF

The GLM

NOTE: This test controls the Type 1 exper

Alpha
Error Mean square

Minimum Significant D

Means with the same letter a

Alpha
Error Mean Square

Minimum Significant O

Means with the same letter a

Tukey Grouping Mean
A 704.49
8 648.28
8
8 646.10

Error Degrees of Freedom 6294
critical value of Studentized Range 4.37084
ini i 70.786

Error Degrees of Freedom

ECTOS

Procedure

Tukey's studentized Range (HSD) Test for dato

imentwise error rate,

but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ.

0.05
109
727

ifference

re not significantly different.

Tukey Grouping Mean N matraz
A 1019.56 24 8
: 1019.33 24 6
B 938.60 24 7
: 934.86 24 5
c 727.99 24 1

‘D . 613.00 24 2
E 72.53 - 24 4
£ 4.46 24 3

GLOBAL
EFECTOS
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for dato

NOTE; This test controls the Type I experimentwise error rate,
but it generally has a higher Type II error rate than REGWQ.

0.05
109
6294.727

Critical value of Studentized Range 3,36043

ifference 33.327

re not significantly different.

N tiempo
64 1
64 7
64 3
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