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RESUMEN

Los suelos aledafios a los hornos ladrilleros de la poblacion de San Nicolas, Tequisquiapan, Querétaro
se encuentran presuntamente contaminados con compuestos organicos persistentes tales como los
bifenilos policlorados, contenidos en aceites gastados, y combustoleo, que es una mezcla compleja de
hidrocarburos de alto peso molecular. Desde hace varios afios, estos materiales se han empleado
como combustible en la fabricacion de ladrillos, razén por la cual este poblado presenta una fuerte
afectacion ambiental debido a su naturaleza toxica y recalcitrante a la degradacion. En el caso
especifico de los bifenilos su toxicidad aumenta ya que se biomagnifican a lo largo de la cadena
trofica. Por fortuna, el ambiente tiende a recuperarse y los microorganismos que prevalecen en esas
condiciones desarrollan la capacidad de adaptarse a ellas, inclusive a utilizarlos como fuente de
carbono y energia y asi removerlos del medio. El objetivo del presente trabajo fue estudiar, mediante
técnicas de biologia molecular, las poblaciones microbianas que se encuentran presentes en muestras
de suelo provenientes de San Nicolas, identificando aquellas que presentan la mayor capacidad para
remover un compuesto modelo como es el bifenilo. Este compuesto se eligié ya que su presencia en
el medio activa la maquinaria enzimatica responsable de la degradacion de compuestos mas
complejos como los bifenilos clorados, los hidrocarburos aromaticos policiclicos y compuestos
organoclorados, entre otros. El trabajo inicié con la colecta de tres muestras de suelo en la entrada de
tres hornos ladrilleros que fueron identificadas como Tele, Reforma y Acosta. Inicialmente se
establecieron cultivos de enriquecimiento en medio mineral liquido a partir de las tres muestras de
suelo y una vez estabilizados los cultivos microbianos, se llevd a cabo su caracterizacion macro y
microscopica mediante tincion Gram y microcultivo. Posteriormente, se realizé un ensayo de 72
horas para determinar el periodo de maxima degradacion del bifenilo por cada uno de los cultivos
microbianos, la remocion del bifenilo se determind por cromatografia de gases con detector de
ionizacion de flama. Los resultados demostraron que los cultivos microbianos de las tres muestras de
suelo presentan la capacidad de degradar cerca del 50% del bifenilo presente (50 partes por millén) en
un periodo de 12 horas. A las 24 horas, el cultivo microbiano proveniente de la muestra Acosta fue
capaz de remover al contaminante en su totalidad. Asi, se eligi6 a este cultivo para proceder a su
identificacion molecular empleando la secuencia del gen 16S rRNA. Cabe indicar que a diferencia de
los otros dos cultivos, el cultivo seleccionado estaba formado Unicamente por bacterias. Mediante la
construccion de arboles filogenéticos y matrices de distancia se determindé que los cuatro
microorganismos aislados se asociaban estrechamenteClugrseobacterium moechotypicola,
Brevibacillus parabrevis, Acinetobacter baumannitenotrophomonas spos resultados obtenidos
demostraron que la diversidad bacteriana de los suelos contaminados de San Nicolas es baja muy
probablemente debido a las presiones de seleccion que imperan en este sitio. Todos los organismos
identificados poseen la maquinaria enzimatica necesaria para degradar bifenilo aunque lo hacen a
distintas tasas. La plasticidad genotipica de muchos de los microorganismos que se desarrollan en
ambientes contaminados, como los que fueron aislados en el presente estudio, les otorga la capacidad
para emplear una variedad de sustratos como fuentes de carbono y energia; por lo tanto, son
candidatos potenciales para aplicarse en procesos de biorremediacion.



l. INTRODUCCION

I.1 La contaminacién por compuestos organicos persistentes

La industria quimica produce una gran cantidad de compuestos que difieren en su
estructura quimica de los organicos naturales. Estos son utilizados ampliamente en la
industria, la agricultura y las actividades humanas cotidianas; un gran porcentaje de ellos
son resistentes a la degradacion, por lo tanto resultan en contaminacion ambiental. Otros se
degradan lentamente por cometabolismo en presencia de un segundo sustrato, que es
empleado como fuente de energia primaria (Allard y Neilson, 1997; Atlas y Bartha, 2002;
Furukawa, 2006). Los compuestos con diversos grupos sustituidos, como los grupos
halégenos o nitrogenados, son considerados recalcitrantes a la degradacién ya que los
sustituyentes bloquean las rutas bioquimicas de degradacion (Atlas y Bartha, 2002).

Una gran cantidad de los xenobiéticos presentes en el ambiente son halocarburos. El enlace
carbono-halégeno es altamente estable y su rompimiento es un proceso endotérmico que
requiere gran cantidad de energia (Atlas y Bartha, 2002). Un ejemplo son los compuestos
arométicos clorados. En el ultimo siglo se emplearon con frecuencia como herbicidas,
pesticidas y en otras aplicaciones industriales. Especificamente, los bifenilos policlorados
(BPCs) son contaminantes resistentes prioritarios (segun la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos) que se han utilizado en la industria como lubricantes,
refrigerantes, aislantes eléctricos y retardantes de flama. Se produjeron comercialmente en
los Estados Unidos por la Monsanto Chemical Company desde 1929 hasta 1977 (Ruiz-
Aguilar, 2005) cuando se dejaron de elaborar. Una de sus caracteristicas mas sobresalientes
y por la cual estos compuestos recalcitrantes se reconocen como uno de los contaminantes
ambientales mas preocupantes en todo el mundo, es su propiedad lipofilica, que los lleva a
bioacumularse a lo largo de la cadena tréfica (Sylvestre, 1995; Ruiz-Aguilar, 2005;
Furukawa, 2006). Su resistencia a la biodegradacion aumenta con el nimero de
sustituyentes clorados.

La volatilizacion de BPCs presente en transformadores, condensadores y otros residuos
contenidos en los vertederos contamina el aire, se transportan a través de él y se sedimentan
mediante precipitacion, reincorporandose al suelo y a los cuerpos de agua (Allard y
Neilson, 1997; Ruiz-Aguilar, 2005).

Otros contaminantes organicos de importancia son los hidrocarburos del petréleo. Aunque
no se consideran persistentes ni resistentes a la degradacion (Atlas y Bartha, 2002), ya que
la mayoria de sus componentes son biodegradables, su uso a gran escala y los derrames
accidentales han provocado dafios ambientales graves debido a que suceden a mayor
velocidad que la capacidad de depuracion natural de los sitios.



El combustdleo duel oil es un hidrocarburo liquido oscuro, insoluble en agua, con olor
tipico a petréleo. Se elabora a partir de productos residuales que se obtienen de los procesos
de refinacion del petréleo crudo y estd diseflado para usarse especialmente como
combustible en hornos, secadores y calderas. También puede utilizarse para calentadores
(unidades de calefaccion) y en plantas de generacion de energia eléctrica. Este combustible
contiene 4% de azufre (PEMEX, 2007) y nitrégeno; ademas, contiene una mezcla compleja
y variable de hidrocarburos de alto peso molecular entre los que se encuentran alcanos,
alquenos, cicloalcanos e hidrocarburos arométicos (Sangetbaiel2006).

Los hidrocarburos de cadena larga son de dificil degradacién ya que cuando superan un
peso molecular de 500 g/l dejan de servir como fuentes de carbono para el crecimiento
microbiano. Asimismo, aquellos que presentan un gran nimero de ramificaciones son mas
recalcitrantes a la degradacién ya que los atomos de carbono terciarios y cuaternarios
interfieren con los mecanismos de degradacion o los bloquean totalmente. Finalmente, los
compuestos aromaticos, especialmente los polinucleares, se degradan mas lentamente que
los alcanos (Atlas y Bartha, 2002).

|.2 Efectos téxicos de los BPCs e hidrocarburos

Debido a la naturaleza téxica y recalcitrante de una gran mayoria de los compuestos
organicos persistentes, su presencia constante tanto en suelos como en cuerpos de agua,
donde pueden llegar a través de la lixiviacion desde el suelo, resulta en una amenaza para la
biota y puede ademas ocurrir la transformacion de sus componentes en otros mas toxicos
(Allard y Neilson, 1997).

Los BPCs se acumulan en el tejido adiposo de los animales, mostrando efectos toxicos,
particularmente en el caso de exposiciones repetidas o dosis altas. La patologia mas comun
se manifiesta sobre todo en la piel provocando un acné caracteristico. Estas sustancias
afectan las funciones del higado, los rifiones, la tiroides y el sistema inmune y también
ocasionan alteraciones en el desarrollo neuroldgico. La Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos asi como la Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) han determinado que los BPCs
son cancerigenos para el humano (ATSDR, 2000).

El combustdleo contiene hidrocarburos aromaticos peligrosos como benceno, tolueno,
etilbenceno, xileno (BTEX) y naftaleno, los cuales son contaminantes comunes del suelo y
los cuerpos de agua y estan clasificados como contaminantes prioritarios por la EPA. Su
presencia en el medio afecta la salud de plantas, animales y humanos (Distyahdu

2005; Witzinget al., 2006). Ademas, los suelos contaminados con hidrocarburos derivados
del petrdleo tienen alteraciones en sus propiedades fisico-quimicas tales como cambio en la
textura, incremento en la cantidad de materia organica, incremento en la capacidad de
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intercambio cationico, disminucion de la densidad al igual que de la porosidad (Martinez y
Lopez, 2001).

1.3 La fraccién microbiana del suelo

En la mayoria de los sistemas naturales se encuentran presentes una variedad de
microorganismos. El suelo es un ambiente muy apropiado para el desarrollo y proliferacion

de bacterias, hongos, algas y protozoos. Estos establecen relaciones diversas que
contribuyen a las caracteristicas propias del suelo por su papel en la modificacion de las
fases solida, liquida y gaseosa. Los microorganismos desempefian funciones de gran
importancia en relacion con procesos de edafogénesis, incluyendo ciclos biogeoquimicos y
son agentes activos en la degradacién de xenobidticos (MeCail, 2001; Nogales,

2005).

En el suelo se desarrolla una gran diversidad bacteriana. Generalmente, en este habitat
existen de 10a 10 bacterias por gramo de suelo (Atlas y Bartha, 2002). Los géneros mas
frecuentes sonAcinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Brevibacterium,  Caulobacter, Callulomonas,  Clostridium, Corynebacterium,
Flavobacterium,  Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcug Xanthomonas (Atlas y Bartha, 2002).

Los hongos constituyen la proporcion mas elevada de la biomasa microbiana del suelo y los
géneros que se encuentran con mayor frecuencia incluygspergillus, Geotrichum,
Penicillium y Trichoderm#Atlas y Bartha, 2002). Las levaduras también son frecuentes en

la mayoria de los suelos.

Algunos de los microorganismos presentes en el suelo sélo exhiben una actividad intensa y
un crecimiento rapido cuando se presentan condiciones favorables y altas concentraciones
de sustratos facilmente asimilables; entre ellos se encuentran género3ssmdomonas,
Bacillus, Penicillium, Aspergillus y Muc@Atlas y Bartha, 2002).

Determinados suelos favorecen el crecimiento de un grupo de microorganismos con un
metabolismo particular. Tal es el caso de la presion de seleccion que ejercen los
compuestos organicos persistentes en suelos contaminados. Asimismo, los factores
abidticos tales como la temperatura, las condiciones de luz o el pH, también delimitan el
tipo de poblaciones microbianas que se puede desarrollar (Atlas y Bartha, 2002).



1.4 Aspectos relacionados con la degradacidon de compuestos recalcitrantes por
microorganismos

Todo compuesto natural es biodegradable, prueba de ello, es que no existen acumulaciones
de algin compuesto en particular en el ambiente, exceptuando el caso particular de los
combustibles fésiles debido a las condiciones adversas en que se generan. En 1965,
Alexander observd que si se dan las condiciones adecuadas en el ambiente, ningun
compuesto natural es resistente a la degradacion. La reciente aparicion de nuevos sustratos
disponibles en el ambiente, tales como los xenobioticos, activa vias metabdlicas que
permiten su aprovechamiento y conlleva a su degradacion (Atlas y Bartha, 2002).

La degradacién de contaminantes organicos recalcitrantes es posible por la actividad de un
porcentaje de los microorganismos que habitan en el suelo. La presencia de un solo tipo de
sustrato en el medio es un evento muy poco comun por lo tanto es importante examinar las
vias de degradacion de los diferentes componentes por separado asi como la interaccion y
dindmica que pudiera existir entre los componentes microbianos del consorcio y los
multiples sustratos disponibles (Allard y Neilson, 1997).

Algunos de los factores involucrados en la biodegradacion de un compuesto organico
recalcitrante son el nimero y posicion de sus sustituyentes halogenados, el peso molecular,
la biodisponibilidad y el tipo y cantidad de microorganismos empleados en su degradacion.

Los compuestos de dos a cuatro anillos como el naftaleno, antraceno o pireno, son
facilmente biodegradados por muchos organismos; su oxidacion se inicia por oxigenasas
gue requieren oxigeno elemental. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) de
mayor numero de anillos, son bastante persistentes debido a su complejidad y baja
solubilidad, por lo tanto son los que representan una mayor amenaza ambiental (Allard y
Neilson, 1997).

Los BPCs con pocos atomos de cloro en la molécula pueden entrar facilmente en la
trayectoria de la oxidacién aerobia del bifenilo. Un alto grado de cloracion hace dificil el
atague mediante enzimas. Los BPCs sujetos a degradacién aerobia son los que contienen
de uno a tres atomos de cloro en la molécula (Ruiz-Aguilar, 2005).

En general, hay que considerar una serie de factores en la degradacion de los compuestos
recalcitrantes. El oxigeno juega un papel importante en la degradacion de una gran variedad
de compuestos organicos persistentes, ya que las bacterias lo utilizan como aceptor de
electrones (Allard y Neilson, 1997). Por otro lado, un estudio realizadBsmrdomonas
cepacia(Comeaelet al.,1993) demostro el papel que juega la densidad celular del in6culo

en la degradacion del herbicida xenobidtico 2,4-D (acido 2,4-dichlorofenoxiacético). Otras
consideraciones referentes a la degradacion de compuestos recalcitrantes incluyen la
activacion de las enzimas involucradas en su degradacién asi como la biodisponibilidad del
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contaminante. Aunque los microorganismos en el medio presenten la maquinaria
enzimatica para degradarlo, si no tienen acceso a él, su degradacion no procedera. Por otro
lado, los metabolitos producidos a lo largo de la transformacion pueden ser téxicos para el
mismo organismo encargado de la biodegradacion o para los demas microorganismos u
otros organismos como plantas o animales. Los metabolitos también pueden jugar un papel
en la biodisponibilidad del contaminante, en caso de que faciliten su asociacion con otros
compuestos Yy dificulten su degradacién. Sobre todo en medios liquidos, hay un limite por
debajo del cual la degradacion del compuesto es lenta o incluso despreciable, esto habla de
gue se requieren ciertas concentraciones para inducir y mantener la actividad de las
enzimas degradadoras. Aunque algunos grupos de microorganismos son metabdlicamente
versatiles y por lo tanto son capaces de degradar un amplio espectro de sustratos, no hay
organismos o grupos de ellos que se puedan aplicar universalmente en las tecnologias de
biorremediacién. Es necesario considerar el potencial fisiolégico y bioquimico del
microorganismo empleado en cada caso particular. También hay que considerar que la
biodegradacion implica la mineralizacion del contaminante y no solamente su
biotransformacion (Allard y Neilson, 1997).

1.5 Degradacion de bifenilo por bacterias

El bifenilo es un compuesto formado por dos anillos de benceno. Los BPCs se producen
comercialmente por la cloracion del bifenilo en presencia de cloruro férrico y/o yoduro
férrico (Ruiz-Aguilar, 2005). A través de este proceso es posible obtener hasta 209
congéneres diferentes conteniendo desde uno hasta diez atomos de cloro (Sylvestre 1995,
Ruiz-Aguilar, 2005; Furukawa, 2006).

Varios congéneres de BPCs pueden ser transformados tanto por microorganismos aerobios
como anaerobios (Abramowicz, 1990; Furukawa, 1994; Eeaal, 1996; Abrahanet al.,

2002). Las bacterias que son capaces de utilizar el bifenilo como fuente de carbono y
energia cometabolizan los BPCs a &cidos clorobenzoicos (Sylvestre, 1995; Furukawa,
2006) y 2-hidroxipenta-2,4-dienoato a lo largo de la via superior del bifenilo y utilizan
enzimas catabdlicagia una ruta oxidativa. Posteriormente, a lo largo de la via inferior
alifatica del bifenilo, se convierte el segundo producto de la via superior a acetil CoA
(Seegeret al., 1997). Esta es también la trayectoria habitual para la degradacion de los
hidrocarburos aromaticos (Fig. 1).
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Figura 1. Via de degradacion del bifenilo codificada por el lobps. Metabolitos: 1) bifenilo; 2)
bifenil-2,3-dihidrodiol; 3) 2,3-dihidroxibifenil; 4) acido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-diendico; 5a)
acido 2-hidroxipenta-2,4-dienéico; 5b) acido benzoico; 6) acido 4-hidroxi-2-oxovalérico; 7a)
acetaldehido; 7b) acido pirGvico; 8) acetil CoA.

Enzimas: A) bifenil-2,3-dioxigenasa; B) bifenil-2,3-dihidrodiol-2,3-deshidrogenasa; C) 2,3-
dihidroxibifenil-1,2-dioxigenasa; D) 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil-hexa-2,4-dienoato hidrolasa; H) 2-
hidroxipenta-2,4-dienoato hidratasa; 1) 4- hidroxi-2-oxovalerato aldolasa; J) acetaldehido deshidrogenasa
(FUENTE: Seegeet al.,1997).

Desde hace mas de 30 afios, los estudios de Ahmed y Focht (1972) y Furukawa (1978)
demostraron que la via catabdlica del bifenilo/BPC era inducida por la presencia del
bifenilo, especificamente se inducen las enzimas de la via superior.

Las enzimas de la via del bifenilo no son muy especificas y pueden utilizarse para degradar

compuestos analogos a los BPCs, por lo tanto los microorganismos que crecen en presencia
de bifenilo son mas eficientes para degradar un amplio grupo de compuestos relacionados

gue aquellos que no lo hacen (Nanal.2001; Kasaget al.2003).

Los genes encargados del catabolismo del bifenilo y de los BPCs se denbptinan
constituyen un operon. En presencia del bifenilo se activa su transcripcion (Furukawa,
2006). La via de degradacion del bifenilo esta bien conservada en bacterias y parece ser que
los genes que codifican para las enzimas involucradas en la via superior del bifenilo estan
filogenéticamente relacionadas en un amplio grupo de bacterias incluyseddomonas



sp.cepa LB400Comamonas testosteropiEscherichia col(Keil et al.,1972; Erickson y
Mondello, 1992; Bergeroet al.,1994)

|.6 Degradacion de bifenilo por hongos

Existen pocos reportes sobre la degradacion de bifenilo por hongos. Se sugiere que los
hongos ligninoliticos son los organismos mas promisorios para la degradacion de
contaminantes ambientaleBhanerochaete chrysosporiues el mejor estudiado de este

tipo de organismos (Ruiz-Aguilat al., 2002). Este hongo es el principal degradador de
lignina en la naturaleza y las mismas enzimas que emplea para su degradacion pueden ser
las responsables de transformar BPCs. De la misma forma, se ha reportado la utilizacion de
Trametes versicoloy Lentinus edodepara la biodegradacion de BPCs presentes en el
suelo (Ruiz-Aguilaet al.,2002).

Valli y Gold (1991) propusieron una via general de degradacion oxidativa de compuestos
aromaéticos clorados por hongos que comienza con una decloracion-4-oxidativa ya sea por
una lignina peroxidasa o por la peroxidasa dependiente de manganeso.

I.7 Métodos moleculares para la identificacion de microorganismos

La identificacion de los microorganismos provenientes de una muestra de suelo es posible
mediante la combinacién de técnicas de biologia molecular que incluyen el empleo de
marcadores moleculares, su amplificacion y andlisis mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y los polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) y finalmente su identificacion a
partir del andlisis de su secuencia nucleotidica. Esta metodologia para identificar
microorganismos se puede ampliar también con estudios de gendmica y protedmica.

1.7.1 El gen bacteriano 16S rRNA como marcador molecular

El andlisis de marcadores moleculares en los &cidos nucleicos (DNA y RNA) es una
herramienta para conocer la diversidad bacteriana del suelo. El gen bacteriano 16S rRNA
puede emplearse como marcador molecular ya que se encuentra presente en todas las
células y su secuencia esta bien conservada. Este gen permite determinar la composicion de
los consorcios bacterianos asi como la cuantificacion de la abundancia de microorganismos
especificos (Nogales, 2005).

Hay dos factores que son clave al momento de aplicar esta técnica de biologia molecular al
estudio de composicion de un consorcio microbiano. Uno de ellos es la eficiencia de
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extraccion del DNA metagenOmico, que se realiza mediante procesos quimicos, fisicos y
enzimaticos que aseguran la ruptura de las estructuras celulares resistentes, caracteristicas
de algunos microorganismos del suelo; otro factor es la eliminacion de sustancias
contaminantes (en este caso, como componentes del medio de cultivo o solventes) que se
extraen conjuntamente con los acidos nucleicos y afectan la calidad del DNA e interfieren
en los analisis posteriores (O'Donell y G611699).

El andlisis de la secuencia de los genes que codifican para RNA ribosomico,
particularmente el gen que codifica para la porcion ribosomica de la subunidad
ribonucleoproteica menor del ribosoma bacteriano (16S rRNA) ha demostrado ser una
herramienta poderosa para analizar la composicion de consorcios bacterianogt(Bbjka

1998; Heacet al., 1998; Miskinet al., 1999; Nogalest al., 2001; Nogales, 2005). Este
marcador molecular presenta una serie de ventajas: esta presente en todos los organismos y
en todos tiene la misma funcion; diferentes regiones de la molécula presentan distinto grado
de variabilidad en secuencia, lo que permite realizar comparaciones con diferente nivel de
resolucion taxondémica; su transferencia es vertical por lo tanto el gen sélo puede
transmitirse entre la misma especie; la longitud de su secuencia tiene un tamafo adecuado
para proporcionar suficiente informacion, las bases de datos estan muy bien representadas y
el andlisis de la secuencia permite realizar reconstrucciones filogenéticas de los
microorganismos (Nogales, 2005).

I.7.2 PCR-RFLP para estimar la diversidad de un consorcio microbiano

El andlisis molecular de la composicién de un consorcio microbiano es posible a través de
la comparacion de secuencias del gen 16S rRNA para lo cual es necesario amplificar los
acidos nucleicos, purificados, mediante PCR utilizando oligonucleétidos especificos para
bacterias. Posteriormente se lleva a cabo una clonacion con lo cual es posible ligar
fragmentos del DNA metagendmico, en este caso el gen 16S rRNA, para su propagacion
dentro de un hospedero. Desde la década de 1970 se han utilizado plasmidos, moléculas
circulares de DNA y de replicacion independiente al cromosoma, como receptoras de
fragmentos de DNA provenientes del mismo o de otro organismo (Bolivar, 2004). Una vez
obtenidas las clonas, se construye una biblioteca de genes ribosomales y finalmente se
caracterizan mediante el andlisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) (Muyzeet al.,1993; McCaiget al.,2001; Escalantet al.2004).

Los cambios en la secuencia de un gen que se heredan a la siguiente generacién y que
coexisten con el gen original resultan en polimorfismos, por lo tanto, es posible que dos o
mas variantes de un gen circulen en una poblacion simultaneamente @teahe009).

La técnica de RFLP consiste en cortar genes de rRNA clonados con endonucleasas de
restriccion y aprovecha la variacion en la posicion de los sitios de restriccion (secuencias de



corte de las endonucleasas de restriccion) para distinguir filotipos que corresponden a
especies o0 géneros filogenéticamente distantes (Valkdeals1997).

La técnica que combina PCR con RFLP se aplica exitosamente para estimar la diversidad

de microorganismos de muestras ambientales. Mediante la clonacion, solo las secuencias
mas abundantes son detectadas aunque de manera azarosa se pueden seleccionar (detectar)
algunas secuencias poco abundantes (Mc&aad;, 2001). El analisis de la abundancia de
secuencias de distintos tipos (perfiles en el RFLP) es una manera semi-cuantitativa de
evaluar la abundancia de microorganismos presentes en el medio estudiade([abjka

1998).

1.7.3 Identificacion de bacterias mediante el andlisis del gen 16S rRNA

El andlisis del metagenoma de un consorcio microbiano permite la caracterizacion
filogenética de la diversidad microbiana asi como la identificacion de sistemas bioldgicos
de resistencia a compuestos contaminantes (Escadanad, 2004). La identificacion
bacteriana por comparacion filogenética utilizando el gen 16S rRNA permite determinar si
los microorganismos del consorcio son bacterias ya conocidas o si pertenecen a nuevos
grupos y si estan o no relacionadas filogenéticamente a las ya conocidas (Estaante
2004).

GeneBank es el archivo de secuencias de DNA mas importante y extenso. Esta base de
datos contiene secuencias de DNA de diversos organismos equivalente a 85,759,764 pares
de bases lo que a su vez equivale a aproximadamente 82,853,685 geneseflLamey

2009) y cuatro mil genomas bacterianos completos de tamafio similar Bl dali
(Escalanteet al., 2004). Mediante paquetes computacionales de bioinformatica es posible
determinar si el DNA clonado tiene similitud significativa con alguna de las secuencias
presentes en la base de datos. Si existe dicha similitud y se conoce la funcion de la
secuencia depositada en el banco, entonces la secuencia clonada podria tener una actividad
biolégica similar (Escalantet al.,2004) lo que resultaria util para extrapolar la capacidad

para metabolizar compuestos resistentes a la degradacion.

La complejidad genética de una muestra de suelo es una funcién del numero de genomas
presentes en ella. Estudios realizados por @wetas (1998) y Torsvik y @vreds (2002)
indicaron que un suelo sin perturbar posee una complejidad equivalente a 6,000 — 10,000
genomas mientras que un suelo agricola contaminado con metales pesados posee entre 350
a 1,500 genomas que equivalen a tan solo 40 genomas cultivables.

La identificacion de microorganismos tradicionalmente se ha realizado mediante técnicas
de cultivo tales como el conteo en placa. Sin embargo, Unicamente entre 0.1% y el 10% de
las bacterias en el ambiente son cultivables. Esto se debe a que se desconocen los
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requerimientos nutricionales y las condiciones fisicoquimicas necesarias para el desarrollo
de un gran numero de grupos microbianos. Ademas, se tiene poca informacion y no se
asemejan las relaciones simbioticas, comensales o parasitarias que mantienen los miembros
de una comunidad en su ambiente natural (Muyteal., 1993; Dojkaet al., 1998;
Escalanteet al.,2004; Nogales, 2005).

Se ha propuesto que las bacterias no cultivables son microorganismos filogenéticamente
similares a los cultivables, pero en un estado fisiolégico que los hace dificimente
cultivables (McDougalekt al.,1998). La base de esta explicacion es que algunas bacterias
cultivables pueden ser viables pero no cultivables en condiciones ambientales adversas y
posteriormente revertirse a un estado cultivable cuando las condiciones favorables se
restauran. Entonces, del 90 al 99% de las bacterias no cultivables estan representadas por su
contraparte cultivable (Rond@t al.,1999).
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IIl. ANTECEDENTES

I1.1 Problematica ambiental en San Nicolas, Tequisquiapan, Querétaro.

La fabricacion de ladrillos de manera artesanal es la principal actividad de la localidad y
una de las fuentes mas importantes de ingresos economicos @redy201Q Benitez,

2010). Uno de los principales problemas ambientales asociados a las ladrilleras es la
combustion ineficiente en los hornos donde se cuecen los ladrillos. EI combustéleo es el
principal combustible empleado y estd compuesto por una mezcla de hidrocarburos de alto
peso molecular; sin embargo es un producto caro y los fabricantes de ladrillo optan por
otras alternativas. Asi, se emplea una variedad de combustibles como basura, madera,
llantas (Costillaet al., 2006) y plasticos (Anayat al., 2010). Anteriormente se utilizd

aceite quemado que resultaba mas econdémico porque es un desecho e incluso su venta es
ilegal. Los aceites que se emplearon durante algun tiempo en la fabricacién de ladrillos en
San Nicolas estaban contaminados con cantidades importantes (300 partes por millon) de
BPCs (UAQet al., 2005). Asimismo, las cenizas generadas por los hornos contienen estos
compuestos (Costillet al., 2006) y en el peor de los casos dioxinas y furanos. En general,

la quema de estos combustibles por la actividad de produccion artesanal del ladrillo, genera
grandes cantidades de contaminantes por periodos prolongados (Alvarez, 2009¢tAnaya
al., 2010)

La mayoria de los hornos ladrilleros se encuentran dentro de la comunidad, el 47% se
encuentra en el traspatio de casas habitacion (Aetaya 2010; Benitez, 2010; Costilk

al., 2006). Anayeet al (2010) estiman que 190,000 personas viven en zonas a 5 km de las
fuentes de emision y un promedio de 8 personas por horno se exponen ocupacionalmente.
Ademas, la Unica escuela primaria de la localidad esta rodeada de hornos ladrilleros. Los
nifios son mas vulnerables a los compuestos contaminantes provenientes de los hornos ya
gue consumen mas aire y agua en relacién con su peso que los adultos y pasan mas tiempo
en “microambientes”, lo que aumenta su tiempo de exposicidn y su riesgo.

1.2 Evaluacién de la contaminacién en San Nicolas

Se han hecho mdltiples estudios que caracterizan el suelo y a la poblacion infantil de este
sitio. El departamento de Toxicologia Ambiental de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autdbnoma de San Luis Potosi junto con el Centro de Estudios Académicos
sobre Contaminacion Ambiental (CEACA) de la Universidad Autonoma de Querétaro
llevaron a cabo un estudio sobre la presencia de BPCs en el suelo y en los nifios de San
Nicolas. Encontraron que de las 36 muestras de suelo analizadas, el 30% supero la guia de
referencia para suelo en lugares habitacionales propuesta por la Agencia de Proteccion
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Ambiental de los Estados Unidos que es de 50 ppm (partes por millon) de BPCs; ademas,
dos de estas muestras presentaron 3035 y 6060 ppm de BPCs respectivamente, los cuales
son niveles muy altos. Ademas, llevaron a cabo una estimacion de riesgo y concluyeron que
el 100% de la poblacion esta expuesta a niveles superiores del nivel de riesgo minimo (0.02
png/kg/dia BPCs oral) para presentar dafio inmunoldgico. Por otro lado, se evalué la sangre
de 43 nifios habitantes de la localidad y se encontraron desde 28 hasta 309 ppm de BPCs de
3 diferentes congéneres en el 47% de las muestras. Estos valores se consideran altos
comparados con los resultados de un estudio llevado a cabo en Estados Unidos donde se
midi6 la concentracion de los tres mismos congéneres y no se detectaron en sangre (Costilla
et al., 2006).

Por otro lado, Ize-Lemat al (2004) midieron la presencia de metales y compuestos
organicos persistentes en sangre de nifios habitantes de sitios contaminados, incluyendo la
localidad de San Nicolas. Encontraron que el 30% de los 37 nifilos muestreados contenia
lindano (plaguicida prohibido desde 1991), todos presentaron niveles detectables de DDE
(1,1-bis-(4-clorofenil)-2,2-dicloroetano) lo que indica una exposicion generalizada al
insecticida DDT (1,1is-(4-clorofenil)-2,2,2-tricloroetano) en el pasado ya que aquél es su
principal metabolito. El 35% de los nifios presentd plomo y el 5% arsénico. Finalmente, el
50% de la poblacion estudiada presenté BPCs en sangre.

La COFEPRIS junto con la Comision de Evidencia y Manejo de Riesgos y la Secretaria de
Salud llevaron a cabo, en 2005, un monitoreo de BPCs en suelos de San Nicolas y
encontraron que todas las muestran presentaron BPCs; sin embargo, el 100% de las
muestras de suelo en zona residencial cumplieron con el limite de 5.0 mg/kg establecido
por la Norma Oficial Mexicana NOM-133-SEMARNAT-2000 para este uso. En el caso de
suelo de uso industrial (entrada de horno ladrillero), el 90% de las muestras de suelo
presentd niveles de BPCs por debajo del limite de 25.0 mg/kg establecido en la norma. El
10% restante se encuentra dos veces por arriba de dicho limite.

1.3 Situacién actual

Es un hecho que los habitantes de San Nicolas estdn expuestos a una multitud de
contaminantes (Costillet al., 2006). Los niveles de BPCs alcanzaron niveles alarmantes
(Ize-Lemaet al., 2004) sin embargo no hay que dejar de lado la exposicion a hidrocarburos
policiclicos arométicos, aldehidos, dioxinas (Costia al., 2006), hidrocarburos
arométicos halogenados (Anastaal., 2010) y metales (Ize-Lent al., 2004). Ademas,

debido a la semivolatibilidad de algunos congéneres de BPCs, el suelo no es el Unico
contaminado sino también al aire y el polvo (Cosdla., 2006).

En San Nicolas y sus alrededores se encuentran campos agricolas, empresas productoras de
leche y la presa Centenario, de donde se extraen peces para consumo humano. Como los
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estudios lo demuestran, los niveles de BPCs en suelo han disminuido; sin embargo,
considerando que la Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés) establece limites desde 0.2 hasta 2 ppm de BPCs para alimentos
(COFEPRIS, 2005), que los BPCs se biomagnifican a lo largo de la cadena alimentaria y
gue los nifios de la localidad presentan altos niveles del compuesto en la sangre, resulta
prioritario prevenir la contaminacion por este compuesto asi como dar un tratamiento a la
gue ya existe.

La poblacién de San Nicolas no esta consciente de los riesgos ambientales y a la salud por
la prolongada y continua exposicion al humo de las ladrilleras y al uso de aceites
guemados, combustoleo y demas combustibles (Benitez, 2010). En general, en México no
se han establecido medidas para el tratamiento o disposicion de los BPCs, tampoco hay
programas de biomonitoreo en sitios de alto riesgo (Codttitlla, 2006), todo esto impide

el establecimiento de estrategias para prevenir y resolver los problemas de contaminacion
generados por BPCs.

En 1996, una de las metas del plan de Accién Regional de América del Norte sobre BPCs,
aprobado en el marco de la Comision para la Cooperacion Ambiental (CCA), consistid en
la eliminacion y manejo adecuado de BPCs existentes a lo largo de todo su ciclo de vida.
Con base en los resultados de su estudio, la COFEPRIS, propone elaborar un programa de
restauracion de sitios contaminados con dicho compuesto lo que incluye su remediacion.

De esta forma, el presente trabajo pretende ofrecer un mejor conocimiento sobre el tipo y
potencial de aplicacion que pueden tener microorganismos provenientes de estos sitios.
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[1l. JUSTIFICACION

La industria, la agricultura, las actividades minera y petrolera, ademas de é&reas no
controladas como los basureros e incluso fuentes naturales, liberan al ambiente grandes
cantidades de metales y compuestos organicos resistentes a la degradacién, lo que resulta
en sitios contaminados. Debido a que muchos de estos compuestos son toxicos y ademas
se encuentran en altas concentraciones en el ambiente, resultan peligrosos para la biota.
Asimismo, perturban las caracteristicas fisico-quimicas del agua, el aire y el suelo.

Es necesario disponer y tratar de manera adecuada estos contaminantes con el fin de evitar
su dispersion y acumulacién, asi como disminuir las concentraciones que ya existen en el
ambiente.

La biorremediacion es un método alternativo de descontaminacién a los métodos fisicos y
guimicos. Emplea microorganismos para degradar contaminantes, puede resultar mas
eficiente y genera un menor impacto ambiental (Allard y Neilson, 1997). La microbiota que
habita en sitios contaminados activa rutas de degradacion para aprovechar los
contaminantes como fuente de carbono, nitrégeno y energia; de hecho, los
microorganismos mas versétiles se han aislado de estos sitios ya que presentan una gran
flexibilidad genotipica que les permite aprovechar una variedad de sustratos (#iating

2006).

Existen una variedad de estudios acerca de microorganismos capaces de degradar
compuestos organicos persistentes, asi como de acumular metales, que pueden emplearse
en tecnologias de biorremediaciéon; sin embargo, cuando se propone un proceso de
remediacion, los procedimientos deben ser especificos al sitio evaluado ya que deben
considerarse sus propiedades geogréficas, fisico-quimicas y microbioldgicas. De la misma
forma deben ser especificos al contaminante que se planea remover (Allard y Neilson,
1997).

Los resultados del presente estudio contribuirdn con la identificacion y caracterizacion de
una fraccion de la poblacién microbiana que habita en el sitio especifico de San Nicolas;
asimismo, los microorganismos descritos pueden emplearse como base para desarrollar
técnicas de biorremediacion.

14



IV. HIPOTESIS

Si los suelos estan contaminados con compuestos organicos persistentes entonces albergan
microorganismos poco estudiados que presentan capacidades interesantes para ser
propuestos en sistemas de biorremediacion.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Estudiar e identificar a los microorganismos provenientes de suelos contaminados con
combustoleo y bifenilos policlorados (BPCs) de la localidad de San Nicolas,

Tequisquiapan, Querétaro, que tengan la capacidad de degradar bifenilo como compuesto
modelo.

V.2 Objetivos particulares

1. Cultivar y enriquecer las poblaciones microbianas provenientes de suelos de San
Nicolas, Tequisquiapan, utilizando bifenilo.

2. Estandarizar la técnica de extraccién y analisis de bifenilo por cromatografia de
gases con detector FID.

3. Evaluar el crecimiento de los cultivos microbianos enriquecidos en cultivo en
suspension en presencia del contaminante.

4. Evaluar la biodegradacion del contaminante modelo por cultivos microbianos en
cultivo en suspension.

5. Identificar a los componentes del consorcio que presente la mayor capacidad de
degradacion de bifenilo utilizando técnicas de biologia molecular.
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VI. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

El trabajo realizado se dividid en dos etapas: la primera consistio en evaluar la degradacion de
bifenilo por microorganismos provenientes de suelos contaminados y la segunda consistio en
identificarlos mediante la clonacion del gen 16S rRNA y en construir una biblioteca de genes

ribosomales (Fig. 2).
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VIl. MATERIALES Y METODOS
VI1.1 Degradacion de bifenilo por microorganismos provenientes de suelos contaminados

La primera etapa consisti6 en evaluar la degradacion de bifenilo por los microorganismos
presentes en los consorcios provenientes de los suelos contaminados. Para realizar lo anterior fue
necesario realizar un muestreo del sitio en estudio. A continuacion se describe a detalle los
materiales y métodos que incluyeron esta etapa del proyecto.

VII.1.1 Colecta de muestras de suelo

El sitio de muestreo se ubico en la localidad de San Nicolas, municipio de Tequisquiapan, al
sureste del estado de Querétaro. Se encuentra a 20° 28.42’ N, 99° 56.15’ O y a 1,920 metros sobre
el nivel del mar (COFEPRIS, 2005). De acuerdo a los datos del segundo Conteo de Paoblacion y
vivienda de 2005 del INEGI, el municipio cuenta con un total de 54,929 habitantes, de los cuales
el 7.4% (4,065) habitan en San Nicolas. Esta localidad se sitla, aproximadamente, a 8 kilbmetros
de la cabecera municipal y su principal actividad econdémica es la produccion artesanal de tabique
para la construccion (Gonzalezal., 2005). Se colectaron 3 muestras de suelo en la entrada de 3
hornos ladrilleros en julio de 2009 (Fig. 3). El primer punto de muestreo se ubic6 enfrente de la
telesecundaria de la localidad, el segundo en la calle de Reforma y el tercero en la calle de
Acosta. El suelo se colect6é con pala y se almacend en cubetas de plastico de 4 litros, cerradas y
en refrigeracion, hasta su utilizacion. En la figura 3 se presenta el mapa de San Nicolas. Los
puntos en rojo sefializan los tres puntos de muestreo.

Sitios de muestreo

Figura 3. Mapa de localizacion de los sitios de muestreo en la localidad de San Nicolas, Tequisquiapan,
Querétaro (fuente: COFEPRIS, 2005).
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VII.1.2 Preparacion de cultivos de enriquecimiento

Se establecié un cultivo de enriquecimiento a partir de las tres muestras de suelo. Por cada
muestra, se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, un gramo de suelo tamizado con
malla #10 (2,00Qum) y 25 ml de medio mineral liquido (Tabla 1) adicionado con 100 ppm de
bifenilo (Aldrich® Chemical Company, EUA, 99.5%) disuelto en hexano (Burdick & Jackson®
Honeywell, EUA, grado HPLC). Este se agreg6 una vez que el medio mineral estuvo estéril y
frio. El procedimiento se hizo por duplicado. Las unidades experimentales se mantuvieron en una
incubadora de agitacion orbital (IKA® KS 4000 i control), a 120 rpm y 30°C.

Tabla 1. Formulacion del medio mineral liquido.

Reactivo Cantidad (g)
KNOj3 (Karal, México, 99%) 1
FeCk(Karal, México, 97-102%) 0.02
Mg.SO, (Karal, México, 98-102%) 0.2

NaCl (Karal, México, 99%) 0.1

CaCl (Karal, México, 99-105%) 0.1

K,HPQO, (Karal, México, 98%) 1

Extracto de levadura (Becton Dickinson de México) 0.05

* Los nutrientes se disolvieron en 1,000 ml de agua desionizada, siguiendo el orden
* Se ajusté el pHa 7.0

* Se filtré

* Se esterilizé a 15 psi durante 15 min.

Se realizaron resiembras cada siete dias, en total se llevaron a cabo tres. En cada ocasion, se tomo
1 ml del medio de cultivo anterior y se agregd a un matraz Erlenmeyer con 25 ml de medio de
cultivo mineral fresco adicionado con 100 ppm de bifenilo. En todas las ocasiones se incubaron a
120 rpm y 30°C.

VII.1.3 Caracterizacibn macro y microscopica

A partir de la ultima resiembra, del cultivo de enriquecimiento se tomaron muestras para
caracterizar a los microorganismos provenientes del suelo contaminado. La caracterizacion
microscopica de bacterias se llevd a cabo mediante tincion de Gram. Por cada matraz, se tomo
una asada del medio de cultivo y se coloco en un portaobjetos. Se dejo secar y posteriormente se
fij6 aplicando calor, en 3 ocasiones, con un mechero de Bunsen por la parte de abajo. Se procedio
con la tincion y se observé al microscopio (Leica Galen 1ll) con una resolucién 100X.

La caracterizacion microscopica de hongos se llevé a cabo mediante microcultivo. Con el fin de
aislar a las diferentes morfologias, se hizo un cultivo por dilucion en agar dextrosa y papa (PDA
por sus siglas en inglés) (Bioxon® Becton Dickinson de México) con 5% de agar bacterioldgico
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(Bioxon® Becton Dickinson de México) como agente gelificante adicionado con 1,000 U/ml
(unidades por mililitro) de penicilina y estreptomicina. Se sembraronllf¥ medio de cultivo

de la ultima siembra del cultivo de enriquecimiento adicionado con bifenilo. Se incubaron a 30°C
de 3 a7 dias.

Se describié la forma, los bordes, la elevacién, el aspecto y el color de las colonias de hongos
obtenidas. Posteriormente se realizé el microcultivo, para lo cual se colocd un portaobjetos sobre
una varilla de vidrio, dentro de una caja de Petri. A cada extremo del portaobjetos, se coloc6 1
cuadro de PDA de 1cm x 1cm. Con un asa micologica, se tom6 una muestra de micelio y se
picaron 4 extremos del cubo de agar. Esto se repiti6 por cada hongo con aparente morfologia
diferente. El agar se cubrid con un cubreobjetos y se lleno la caja de Petri con una solucién de
glicerol al 10%. Se incubaron a 30°C durante 6 dias.

VII.1.4 Conservacion de los microorganismos

Una vez que el cultivo de enriquecimiento se estabilizé se procedié a cosecharlo. Se colocaron
1.2 ml de medio de cultivo en microtubos, se centrifugaron en una microcentrifuga (Spectrafuge
16M Labnet) a 16,000 g durante 5 min, se descart6 el sobrenadante. El botdn celular resultante
se secO y se le agrego glicerol al 25%. Se resuspendio en vortex y se almacend a -20°C. La
cosecha se hizo por duplicado.

VII.1.5 Estandarizacion de extraccion de bifenilo en medio liquido

Con el fin de evaluar con precision la degradacion del bifenilo, fue necesario estandarizar la
técnica de extraccion de dicho compuesto en medio liquido asi como elaborar una curva patrén.
Se colocaron 25 ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer y se agreg0 bifenilo a una
concentracion de 100 ppm. Se hicieron 5 repeticiones. El compuesto de interés se extrajo con
hexano en tres extracciones sucesivas (15 ml, 15 ml y 10 ml). La fase organica final se deshidrat6
con NaSQO, (Productos quimicos Monterrey, México, 99%) vy el bifenilo se concentré en 10 ml
de hexano con ayuda de un rotavapor (Heidolph Laborota 4000).

Por otro lado, se prepararon las muestras para la curva patron. Se construyé con concentraciones
de 0, 10, 30, 50, 100, 150, 200 ppm de bifenilo.

VII.1.6 Andlisis de bifenilo por cromatografia de gases

La concentracion de bifenilo se evalto por medio de un cromatdgrafo de gases (PerkinElmer™
Clarus 500) con detector FID. La temperatura del detector fue de 220°C y la temperatura del
inyector fue de 100°C. Las especificaciones del método fueron las siguientes: la temperatura
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inicial del horno se situé en 80°C y se mantuvo ahi por 1 min, aument6 6°C cada min hasta llegar
a 180°C y ahi se mantuvo 2 min. La corrida duré 19.67 min en total. El gas acarreador fue
nitrogeno y el flujo inicial fue 6.1ml/min. Se emple6 una columna capilar Rtx®-5.

En cada ocasion, se inyect@llde muestra. Generalmente, las lecturas se hicieron por duplicado
en el caso de la estandarizacién y por triplicado en el caso de la curva patrén.

Se consider6 que la técnica estaba estandarizada cuando se logré una eficiencia de recuperacion
de bifenilo mayor al 90%.

VII.1.7 Ensayo preliminar de degradacion de bifenilo

Con el fin de determinar qué muestra contenia al consorcio microbiano mas eficiente para
degradar bifenilo y en qué tiempo presentaba la mayor actividad, se llevo a cabo una cinética de
degradacion preliminar. A partir de los cultivos estables provenientes de cada muestra, se tomo
un indculo de 1.5 ml y se coloc6 en un matraz con 25 ml de medio mineral liquido adicionado
con 100 ppm de bifenilo. Se incubaron en las mismas condiciones que el cultivo de
enriquecimiento (apartado VII.1.2) y se realizaron 2 repeticiones por muestra. La cinética de
degradacion de bifenilo se evalué durante 72 h. Cada 12 h se retir0 un matraz, junto con su
duplicado, y se conservaron a -20°C hasta el proceso de extraccion. Se incluyeron 4 unidades
experimentales (matraces) sin indculo para evaluar la degradacion abiética a las cero y a las 72 h.

El bifenilo se extrajo, del medio de cultivo, con hexano y se cuantificO por cromatografia de
gases de la misma forma que durante el proceso de estandarizacion de la extraccion y
construccion de la curva patron (apartados VII.1.5 y VII.1.6). Se determind el tiempo de mayor
actividad de degradacién de bifenilo por parte de los consorcios microbianos presentes en las tres
muestras.

VII.1.8 Cinética de crecimiento y degradacion de bifenilo

Se selecciono el consorcio que presentd la mayor capacidad de degradacion de bifenilo. Con el
fin de obtener un cultivo sincronizado, se dejo crecer a los microorganismos hasta su momento de
mayor actividad (apartado VII.1.7) y se establecid una nueva cinética de degradacion que se
evaluo durante 24 h bajo las condiciones antes mencionadas. Los matraces se fueron retirando y
almacenando a -20°C cada 4 h. Se agregaron 6 unidades experimentales sin inéculo para evaluar
la degradacion abiotica a las 0, 12 y 24 h.
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VII.1.9 Evaluacién de crecimiento y de degradacion del bifenilo

Se evalud la degradaciéon del bifenilo por cromatografia de gases con detector FID (Apartado
VII.1.6) y el crecimiento microbiano mediante espectrofotometria. La densidad optica (D.O.) de
las muestras se midié a 595 nm. Se realizaron tres lecturas por muestra y el valor asignado fue el
promedio de las tres.

VII.2 Identificacion molecular del cultivo microbiano proveniente de la muestra Acosta

Se selecciond al consorcio con mayor capacidad para degradar bifenilo y asi la segunda etapa
consistié en construir una biblioteca de genes ribosomales y en identificar a los microorganismos
gue componian dicho consorcio mediante amplificacién, clonacién y analisis del gen 16S rRNA.

VII.2.1 Extraccion de DNA metagendmico

Para proceder a la construccion de bibliotecas ribosomales e identificacion molecular de los
microorganismos degradadores de bifenilo, fue necesario obtener su DNA. Cuando se realizé la
extraccion con hexano de los productos de la cinética de degradacion, se escogié la muestra con
mayor capacidad de degradacion de bifenilo en el tiempo 12 y se conservo la fase polar. La
muestra se separd en dos tubos Falcon de 15 ml, se centrifugaron ag3@@@mnte 10 min. Se
desecho el sobrenadante y se repitié la operacion. Se agregd 1 ml de agua estéril y se homogenizo
con vortex. Con ayuda de una micropipeta, se transfirié la solucion a 2 microtubos. Se
centrifugaron a 16 000 gdurante 3 min, se desecho el sobrenadante y se repitio la operacion. El
DNA se extrajo a partir de los botones celulares obtenidos con el kit “illustra tissue and cells
genomicPrep Mini Spin” (GE Healthcare) siguiendo el protocolo del fabricante.

VII.2.2 Evaluacién de la cantidad y calidad del DNA extraido

La cantidad de DNA extraido se determind por espectrofotometria a 260 nm utilizando un
espectrofotometro PerkinEImer™ Lambda 35 UV/VIS y celdas de cuarzo. Para cuantificar el
DNA se partio del supuesto de que 1 D.O. equivale a 50 pg/ml de DNA.

La calidad del DNA extraido se evalu6 por la ausencia de RNA y DNA degradado asi como por
su tamafio. Se separaron 10 pl del DNA extraido de cada muestra por electroforesis en gel de
agarosa al 1% en regulador TAE (Sambrook y Russell, 2001) 1X a 70 volts. EI DNA se tiiid con
bromuro de etidio (0.pg/ml) y se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta 3UV™.,

Las bandas de DNA obtenidas se compararon con un marcador de peso molecular (MPM) de una
kilobase (Kb) (Fermentas).
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VII.2.3 Amplificacion del gen 16S rRNA

Se utilizé el gen 16S rRNA para construir una biblioteca de genes ribosomales y para clasificar a
los organismos de interés mediante RFLP. Dicho gen tiene un tamafio aproximado de 1540 pares
de bases (pb). Se amplific6 un fragmento de aproximadamente 1484 (pb) utilizando los
oligonucléotidos 8 (derecho 5 GCGGATCCGCGGCCGCTGCAGAGTTTGATCCTGGCTC
AG3) y 1492 (reverso 5GGC TCGAGCGGCCGCCCGGGTTACCTTGTTACGACTT3') los
cuales son universales para bacterias y arqueas (Relman, 1993).

La mezcla de reaccion y las condiciones utilizadas para amplificar el fragmento del gen 16S
rRNA se muestra en las tablas 2 y 3. La PCR se llevé a cabo en un termociclador Techne TC

3000.

Tabla 2. Formulacion para la amplificacion del gen 16S rRNA

Reactivo Concentracion final
DNA molde 13.28 ng/pul
Regulador 10X de Taq 1X
Oligonucleotidos 0.4 pM de cada uno
dNTP’s 0.2mM

Taq DNA Polimerasa 1.25U

MgCl, 2.5 mM

Agua inyectable hasta completar 5(l

Tabla 3. Condiciones de PCR para la amplificacion del gen 16S rRNA

# Ciclos Etapa Condiciones

1 Desnaturalizacion 94°C durante 5 min
Desnaturalizacion 94°C durante 1 min

35 Hibridacién 55°C durante 1 min
Polimerizacion 72°C durante 1 min

1 Polimerizaciéon 72°C durante 5 min

Los productos de la PCR se separaron, por triplicado, mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% en regulador TAE (Sambrook y Russell, 2001) 1X a 90 volts, para comprobar la presencia y
el tamafio del amplificado.
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VII.2.4 Purificacidon del producto de PCR

Una vez comprobada la amplificacion del fragmento del gen 16S rRNA, el producto de PCR
restante {47ul) se separd por electroforesis en gel de agarosa al 1% a 80 volts. EI DNA se
purificd a partir del gel de agarosa utilizando el kit de purificacion “Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit” (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante. El purificado se
resuspendié en 2@ de agua inyectable y se comprobd su pureza mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

VII.2.5 Clonacién de los fragmentos amplificados en el vector pJET1.2/blunt y
transformacion en Escherichia coli.

Se clono el amplificado del gen 16S rRNA purificado en el vector pJET1.2/blunt (Fig. 4) de 2974
pb (CloneJET™ PCR Cloning Kit, Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante.

pJET1.2/blunt
| 2974 hp

Figura 4. Mapa del vector plasmidico de clonacién pJet 1.2/blunt utilizado para clonar los fragmentos de 1484
pb equivalentes al gen 16S rRNA (fuente: FERMENTAS).

La figura 4 muestra al vector plasmidico de clonacién pJet 1.2/blunt. Se trata de un vector
linearizado que acepta insertos desde 6 pb hasta 10 Kb. La orilla 5"del sitio de clonacion contiene
grupos fosforilo, por lo tanto la fosforilacion de los productos de PCR no es necesaria. Se
observa el elemento rep(pMB1) responsable de la replicacién del vector. También contiene un
gen de resistencia a la ampicilina, blafpputilizado para la seleccién y mantenimiento de las
células recombinantes de coli. El vector presenta también el gen letal eco47IR. Este gen se
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inactiva cuando se liga un inserto de DNA en el sitio de clonacién por lo tanto solo las células
con plasmidos recombinantes son capaces de propagarse.

Se prepararon células competentesEdeherichia coli con el kit “TransformAid™ Bacterial
Transformation Kit” (Fermentas). Se utilizé la cepa JM107 (Fermentas). Por otro lado, se preparé
la reaccion para generar extremos romos (tabla 4) y posteriormente se preparé la mezcla de
ligacion agregandole jil del vector de clonacion pJet 1.2/blunt (50 hgful pl de TADNA

ligasa (5.0 ull) (CloneJET™ PCR Cloning Kit, Fermentas).

Tabla 4. Formulacidn de la reaccion para generar extremos romos

Reactivo Cantidad (ul)
DNA purificado 2

Enzima generadora de extremos romos de DNA 1

2X regulador 5

Agua inyectable 0.5

La mezcla de ligacion junto con las células competentes se extendié en cajas Petri con medio LB
(tabla 5) adicionado con ampicilina (b§/ml). Se incubaron a 30°C durante 24 h.

Tabla 5. Formulacion del medio de cultivo LB

Reactivo Cantidad (Q)
Bacto™ Triptona (Becton, Dickinson y Co., EUA) 10
Extracto de levadura (Becton Dickinson de México) 5
Cloruro de Sodio (J.T. Baker, México, 99.6%) 10

Difco™ Agar noble (Becton, Dickinson y Co., EUA) 25 (2.5%)
* Los nutrientes se disolvieron en 1,000 ml de agua desionizada
* el pH se ajustd a 7.0

V11.2.6 Seleccion y cultivo de clonas

Las clonas con plasmido que crecieron exitosamente en el medio de cultivo adicionado con
ampicilina se transfirieron con palillos de madera estériles a tubos con tapon de rosca
conteniendo 5 ml de medio LB con ampicilina (1@@ml). Se incubaron en agitacion durante 18

ha 37°C.
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VII.2.7 Biblioteca de genes ribosomales bacterianos

Las clonas que crecieron exitosamente en los tubos con medio LB y ampicilina se cosecharon por
duplicado. Se colocaron 1.5 ml del cultivo en microtubos, se centrifugaron a 1@ @o0ante 5

min y se descartd el sobrenadante. El botdn celular obtenido del primer duplicado se conservé en
glicerol al 25% a -20°C.

VII.2.8 Obtencion del DNA plasmidico

El segundo duplicado se centrifugd una segunda ocasion, se descarté el sobrenadante y se seco el
botdn celular. A partir de éste se extrajo el DNA plasmidico mediante minipreparaciones por lisis
alcalina (Sambrook y Russell, 2001). El botén celular obtenido se resuspendi@lathe38gua
inyectable adicionada con RNAsa (1@0ml) (Fermentas) y se conservo a -20°C.

VII.2.9 Digestion para liberar el fragmento clonado

Se identificaron las clonas que contenian el fragmento de aproximadamente 1,484 pb del gen 16S
rRNA por liberacion del mismo con la endonucleasa de restriddghih (Fermentas) cuyas
secuencias de corte flanquean el sitio de insercion en el plasmido. La mezcla de reaccion se
preparo de la siguiente manera:

Tabla 6. Mezcla de reaccion para la digestion &gl

Reactivo Cantidad (ul)

DNA plasmidico 6

Regulador 10X 1

Balll (2U/ul) 0.1

RNAsa (100ug/ml) 0.029

Agua inyectable hasta completar 1,0

La mezcla se incubdé durante 16 h a 37°C. Los productos de la digestion se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

VI1.2.10 Andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

El fragmento de 1,484 pb clonado se digirid6 por separado con las endonucleasas de restriccion
Hpall y Hhal (Fermentas). Para esto se mezclaron los siguientes componentes (tabla 7):
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Tabla 7. Mezcla de reaccién para la digestion ¢tal

y Hpall

Reactivo Cantidad (ul)

DNA plasmidico 4

Regulador 10x 1

Endonucleasa de restriccion 0.1

RNAsa (100ug/ml) 0.049

Agua inyectable hasta completar 10

La mezcla se incubd durante 16 h a 37°C. Los productos de la digestion se separaron por
electroforesis en gel de agarosa de alta resolucién al 3%.

VII.2.11 Amplificacion del fragmento del gen 16S rRNA clonado con oligonucleétidos
pJET1.2

Se identificaron y clasificaron los polimorfismos resultantes de la digestion con las enzimas de
restriccion. Se escogieron 1 6 2 muestras de cada uno. Se amplifico el fragmento de 1,484 pb del
gen 16S rRNA plasmidico mediante los oligonucleétidos de secuenciacion pJET 1.2 derecho
(5"CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC3’) y reverso (5"AAGAACATCGATTTTCCATGG
CAG3’) (CloneJET™ PCR Cloning Kit, Fermentas) (Fig. 5).

Figura 5. Secuencia de DNA de la region del sitio de clonacion multiple perteneciente al vector pJet
1.2/blunt (fuente: FERMENTAS)
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La mezcla de reaccion y las condiciones utilizadas para amplificar el fragmento del gen 16S
rRNA plasmidico se muestran en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Formulacién para la amplificacion del gen 16S
rRNA plasmidico

Reactivo Concentracion final
DNA molde 2l

Regulador 10X de Taq 1x
Oligonucleotidos 1uM*

dNTP’s 0.2mM

Tag DNA Polimerasa 0.63 U

MgCl, 2.5 mM

Agua inyectable hasta completar 21

*De acuerdo con el fabricante.

Tabla 9. Condiciones de PCR para la amplificacion del gen

16S rRNA
# Ciclos Etapa Condiciones
1 Desnaturalizacion 94°C durante 5 min
Desnaturalizacion 94°C durante 1 min
35 Hibridacioén 58°C durante 1 min
Polimerizacion 72°C durante 1 min
1 Polimerizaciéon 72°C durante 5 min

VI1.2.12 Aislamiento en agar nutritivo de microorganismos provenientes de un cultivo en
suspension de la muestra Acosta

Debido a que no fue posible amplificar los productos de PCR con el procedimiento previo,

entonces se procedid a identificar las diferentes morfologias bacterianas que componian el
consorcio mediante un aislamiento en placa y posteriormente se extrajo su DNA para
secuenciarlo.

A partir de un cultivo estable de microorganismos provenientes de la muestra Acosta, se
prepararon diluciones de 1§ 10° en solucién salina (8.5g NaCl/1000ml). De cada una, se tomé
un inéculo con asa estéril y se extendio en cajas Petri con agar nutritivo (Becton Dickinson de
México). El procedimiento se hizo por duplicado. Se incubaron a 30°C durante 48 h.

28



Una vez obtenidas las colonias, se identificaron las diferentes morfologias y se resembraron,
utilizando un asa, en agar nutritivo adicionado con 100 ppm de bifenilo con el fin de seleccionar
a las colonias que eran capaces de crecer en estas condiciones, que eran las mismas que aquellas
del medio de cultivo liquido en el cual se enriquecio el cultivo. Se incubaron a 30°C durante 24 h.

Las morfologias obtenidas se transfirieron con palillos de madera estériles a un tubo de vidrio con
rosca conteniendo caldo nutritivo (Becton Dickinson de México). Se incubaron a 30°C durante
96 h. Se confirmd su pureza y se describieron microscopicamente mediante tincion de Gram,
posteriormente se cosecharon.

VII.2.13 Extraccion de DNA de microorganismos aislados en agar nutritivo

Se extrajo su DNA utilizando el kit “illustra tissue and cells genomicPrep Mini Spin” (GE
Healthcare) siguiendo el protocolo del fabricante. Se comprobé la integridad y calidad del DNA
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se amplifico un fragmento de aproximadamente
1484 pb del gen 16S rRNA bacteriano utilizando oligonucleotidos universales para bacterias y
arqueas.

VII.2.14 Purificacion de los productos de PCR

Se purificaron los fragmentos obtenidos a partir de gel de agarosa utilizando el kit “Zymoclean™
Gel DNA Recovery Kit” (Zymo Research), se siguieron las instrucciones del fabricante con una
modificacion en la etapa final. El DNA se eluy6 dos veces con 6 ul de agua inyectable y al
producto final se le adicionaron 14 pl de agua inyectable para obtener finalmente 26 pl del
producto de purificacion.

VII.2.15 Secuenciacion

Se cuantificé el DNA purificado por espectrofotometria a 260 nm y se envid a secuenciar al
laboratorio LANGEBIO de CINVESTAYV, Irapuato. La secuenciacion del DNA purificado se
realiz6 de manera automatizada con un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer PE
(Applied Biosystems). Se realizaron reacciones de secuenciacion para cada una de las clonas
previamente seleccionada a partir del extremo 5’ y 3’ con los mismos oligonuclétidos.
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VI1.2.16 Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas de los 4 aislados degradadores de bifenilo se editaron manualmente con
el programa BioEdit (Hall, 1999) y posteriormente se sometieron a una busqueda de secuencias
similares en GenBank por medio del programa BLAST version 2.2.3 (Altecalul 1997) en la

pagina de la NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Una vez determinada la identidad, las
secuencias de organismos relacionadas se seleccionaron considerando los niveles jerarquicos y
linaje  taxondmico descrito en la base de datos TaxBrowser del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=taxonomy). Para obtener el mejor alineamiento, se
hicieron alineamientos multiples de las secuencias con el programa CLUSTAL X versién 2.0.1
(Thompsonet al., 2007); los parametros usados fueron 15.5 para apertura de gaps, 6.6 para
extension de los mismos, eliminacién de secuencias divergentes en 30% o0 mas, peso de 0.5 para
las transiciones y la matriz IUB para peso del DNA, no se utilizd matriz negativa. Los
alineamientos se editaron manualmente con el programa “Seaview” (&adtied996).

Las relaciones filogenéticas entre las secuencias se establecieron por métodos de distancia. El
modelo de sustitucién nucleotidica se eligid6 tomando en cuenta las frecuencias nucleotidicas
determinadas con el programa DAMBE (Xia y Xie, 2001); el indice de transiciones y
transversiones se calculd6 con el programa MEGA version 2.1. Para obtener los arboles
filogenéticos se empleod el paquete de programas computacionales MEGA version 4.1 (Tamura et
al., 2007), se empled el método de agrupamiento de Neighbour Joining y se realizé un analisis
bootstrap con 1000 aleatorizaciones.

Adicionalmente se construyé una matriz de similitud de identidad con el programa MatGat
(Bitincka, 2003).
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1 Degradacion de bifenilo por microorganismos provenientes de suelos
contaminados

VIII.1.1 Descripcion de muestras de suelo

Un estudio realizado por Jaime (2010) describié las caracteristicas fisico-quimicas y
microbiologicas de las muestras de suelos colectadas, las cuales fueron identificadas como
Tele, Reforma y Acosta y fueron objeto del presente estudio. El suelo de las tres muestras
es moderadamente alcalino y presenté una humedad menor al 5%. La textura de la muestra
Tele se determiné como franco arcillo arenosa, la de Reforma como franco limosa y la de
Acosta como franco arcillosa. Los parametros quimicos revelaron que las muestras tenian
concentraciones de carbono desde 17,251 mg/kg hasta 256,311 mg/kg, siendo este ultimo
valor el correspondiente a la muestra identificada como Tele. Esta misma muestra presento
los valores mas altos de nitrogeno (8,889 mg/kg) mientras que las muestras Reforma y
Acosta presentaron valores cercanos a 1,000 mg/kg. La concentracién de fosforo oscilo
alrededor de los 650 mg/kg en todas las muestras. En cuanto al conteo de bacterias
heterétrofas e hidrocarbonoclastas, éste oscil6 alrededor H&JAD/g (unidades
formadoras de colonias por gramo). La muestra Tele presentd la menor cantidad de
bacterias heterétrofas totales (4X10FC/g) asi como de bacterias hidrocarbonoclastas
(243 UFC/g). La caracterizacion de las muestras del suelo indicé que los hidrocarburos del
petréleo en el rango de C10 hasta C63 eran predominantes. Se encontraron metales tales
como Fe, Cu, Zn, Pb, Niy Mn.

VIII.1.2 Caracteristicas macro y microscopicas de los cultivos microbianos

El cultivo de enriquecimiento de microorganismos provenientes de las muestras de suelo de
San Nicolas, Tequisquiapan, Querétaro en medio mineral liquido adicionado con 100 ppm
de bifenilo se estabilizé a los 34 dias. La caracterizacidbn microscopica de los consorcios
microbianos establecidos reveld la presencia de cocos Gram positivos, bacilos cortos y
largos Gram negativos (tabla 10).

Tabla 10. Caracterizacion microscopica de los cultivos obtenidos

Muestra Descripcion microscopica

Tele cocos G(+) y bacilos largos G(-)

Reforma bacilos cortos y largos G(-)

Acosta bacilos largos G(-), bacilos cortos grandes G(ND)*, bacilos cortos G(-)

*no determinado
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Por otro lado, el cultivo en PDA revel6 la morfologia macroscépica de los hongos aislados
a partir de las muestras de suelo, la cual se describe en la tabla 11. Se encontraron dos
morfologias diferentes en la muestra Tele (Fig. 6) y una en la muestra Reforma mientras
que la muestra Acosta no presentd hongos.

Tabla 11. Caracterizacion macroscopica de los hongos encontrados en los cultivos liquidos

M orfologia colonial

. Color Color
Forma Bordes Elevacidbn  Aspecto
anverso reverso
Tele fusiforme  filamentos:  rugos: algodonos blancc blancc
polvoriento al verde al
. , verde
Tele fusiforme  filamentoso rugosa  centro centroy
. obscuro
algodonoso cubierto de
por encima blanco
Reforma circular entero convexa viscosa negro opaco negro

La figura 6 muestra las dos morfologias coloniales de hongos obtenidos mediante cultivo
en PDA adicionado con estreptomicina y penicilina a partir de la muestra Tele. Se
incubaron a 30°C de 3 a 7 dias y en ambos casos el crecimiento colonial fue abundante.

Figura 6. Fotografias que muestran las dos morfologias coloniales de hongos obtenidos a partir de la
muestra Tele. A) Presentd un aspecto algodonoso y color blanco. B) Presentd un aspecto polvoriento y
verde al centro y estaba cubierto por una estructura de aspecto algodonoso blanco.
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A partir de estas colonias se llevd a cabo un microcultivo que revelo las caracteristicas
microscopicas de los hongos. La primera morfologia colonial encontrada en la muestra Tele
(Fig. 6A) corresponde &usarium sp. En la morfologia microscopica presentada en la
figura 7 se observa abundante micelio septado, un conidiéforo, macroconidios septados y
microconidios caracteristicos del género.

—»  conidi6forc

» microconidio

macrcconidio «—

micelio septado «——

Figura 7. Fotografia que muestra la morfologia microscopicd urium sp. obtenido a partir de la
muestra Tele cultivado en PDA a 30°C durante 6 dias.

Como se observa en la figura 8, la segunda morfologia colonial observada y proveniente de
la muestra Tele (Fig. 6B) corresponde al hoAgpergillus sp. Se distingue un grupo de
conidiéforos con la vesicula caracteristica del género, que ademas es un elemento que
permite diferenciarlo déenicillium sp. y a partir de la cual se sostienen las esporas.
También se observan filamentos de micelio.
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» €esporas

»

—» vesicula

micelic ——

conidi6forc «——m

Figura 8. Fotografia que muestra la morfologia microscopispergillus sp. obtenido a partir de la
muestra Tele cultivado en PDA a 30°C durante 6 dias.

Como se describe en la tabla 11, en la muestra Reforma solo se observé una morfologia
colonial a nivel macroscopico; sin embargo, como se observa en la figura 9, a nivel
microscopico se presentaron dos morfologias distintas. En la figura 9A se distinguen hifas
modificadas y globosas que probablemente se desprenden como.daptadgura 9B se
observa un conidiéforo con esparl® fue posible identificar el género de los hongos.

—>» esporas —» esporas

— hifas
— conidi6foro

Figura 9. Fotografias que muestran la morfologia microscopica de los hongos obtenidos a partir de la
muestra Reforma cultivados en PDA a 30°C durante 6 dias.
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VIII.1.3 Extraccion y andlisis de bifenilo en medio liquido

A fin de establecer el porcentaje de recuperacion de bifenilo y con fines de cuantificar la

remocion del compuesto modelo, se estandarizo la extraccion en medio liquido y el analisis
de bifenilo por cromatografia de gases con detector FID. Una vez establecida se construy6
una curva patron con concentraciones conocidas de bifenilo que van de 0, 10, 30, 50, 100,
150 y 200 ppm.

La tabla 12 muestra la concentracion de bifenilo (ppm) obtenida a lo largo de cuatro
extracciones con hexano. El valor promedio muestra el porcentaje de recuperacion. Como
se observa, en la primera extraccion se logré un porcentaje de recuperacion muy cercano al
90%, sin embargo la desviacion estandar fue muy grande. En la tercera y cuarta extraccion
el porcentaje fue mayor a 90% vy la desviacion estandar estuvo cercana a las 5 ppm; por lo
tanto, en este punto se consider6 que la técnica de extraccion de bifenilo estaba
estandarizada, siendo el porcentaje de recuperacion adecuado para demostrar la remocién
biol6gica del compuesto.

Cabe indicar que Unicamente en la primera extraccion se realizaron 5 replicados para
posteriormente realizar Unicamente tres.

Tabla 12. Serie de repeticiones a lo largo de cuatro extracciones de bifenilo con el fin de
estandarizar la técnica

L, Extraccion 1 Extracciéon 2 Extraccion 3 Extracciéon 4

Repeticion

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 63.78 112.18 97.86 91.2
2 90.19 56.06 87.79 97.86
3 110.73 80 90.07 88.93
4 91.26 NR NR NR
5 92.97 NR NR NR
Promedio (%) 89.786 82.746 91.906 92.663
DesvEst 16.788 28.160 5.280 4.641
Valor Min 72.997 54.586 86.626 88.021
Valor Max 106.574 110.907 97.186 97.304

NR no realizada

La figura 10 muestra la curva patréon empleada para estimar las concentraciones de bifenilo
a lo largo de las cinéticas de degradacion. Debido a que el coeficiente de determinacion
obtenido fue cercano a 1, se consider6 que el ajuste de la recta a los puntos fue bueno, por
lo tanto la ecuacion y = 646.02x — 357.13 fue confiable para cuantificar el bifenilo.
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Figura 10. Curva patron utilizada como referencia para estimar la cantidad de bifenilo presente en las
muestras evaluadas.

VIIl.1.4 Ensayo preliminar de degradacion de bifenilo

Como se mencion6 en materiales y métodos, se realiz6 un ensayo preliminar para
establecer los periodos de maxima degradacion de bifenilo y con base en este parametro
establecer el momento en el cual era mas adecuado tomar el cultivo para realizar las
cinéticas de crecimiento y remocion.

Como se observa en la figura 11, el consorcio microbiano proveniente de la muestra Tele
exhibi6é su periodo de mayor degradacion de las cero a las 12 h, tiempo en el cual degradd
47 ppm (50.23%) de bifenilo. En el caso de los microorganismos presentes en la muestra
Reforma, degradaron 59 ppm (59%) de bifenilo en este mismo periodo. Finalmente en la
muestra Tele se observo una degradacion de 41 ppm (45%) de bifenilo hasta las 12 h. En la
figura 11 se puede apreciar claramente que de las cero a las 12 h, la tasa de degradacion fue
similar en las tres muestras (3.9, 4.9, 3.4 ppm/h).
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Posteriormente, de las doce a las 24 h tanto los porcentajes como las tasas de degradacion
variaron en las diferentes muestras. En la muestra Tele se degradaron 18 ppm adicionales
(69.09% en total) con una tasa de degradacion de 1.48 ppm/h. En la muestra Reforma no se
presentd degradacion en este periodo de tiempo. En la muestra Acosta, se degradaron 51
ppm adicionales (100% en total) con una tasa de degradacion de 4.24 ppm/h. En este caso,
a las 24 h el bifenilo habia desaparecido por completo.

De las 24 a las 36 h, el consorcio microbiano de la muestra Tele degraddé 25 ppm

adicionales (95.39% en total) mientras que aquél de la muestra Reforma degradd 40.87
ppm adicionales (99.87% en total). Como se observa en la figura 11, la tasa de degradacion
de bifenilo en la muestra Reforma (3.38 ppm/h) fue ligeramente mayor que en la muestra

Tele (2.07ppm/h).
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Figura 11. Remocién de bifenilo por los consorcios provenientes de las muestras Tele, Reforma y
Acosta. Las condiciones de incubacién fueron 120 rpm y 30°C.
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El cultivo proveniente de la muestra Acosta presento la mayor capacidad de degradacion de
bifenilo lo que fue evidenciado por la mayor tasa de degradacion de bifenilo de las doce a
las 24 h y ademas fue el Gnico consorcio que a las 24 h habia removido el contaminante por
completo. En el caso de los cultivos de las muestras Tele y Reforma, la capacidad de
degradacién fue menor (y ademas similar entre ellas) pues hasta las 72 h permanecieron 3.9
ppm (4.6%) de bifenilo en la muestra Tele y 0.13 ppm (0.13%) en Reforma. En el caso de
estas muestras, la mayor actividad de degradacion de los microorganismos se observo de
las cero a las 12 h, tiempo en el cual el bifenilo se degrad6 alrededor del 50% (50 ppm). En
la muestra Acosta, el periodo de mayor actividad fue de las doce a las 24 h pues se degrado
el 55% (51ppm) del bifenilo.

VIII.1.5 Cinética de crecimiento y degradacion de bifenilo

Una vez que se establecié que los microorganismos encontrados en la muestra Acosta
poseian la mayor capacidad de degradacion de bifenilo y se determiné que su momento de
mayor actividad de degradacion y por ende de crecimiento eran las 18 h, entonces se
procedio a determinar la cinética de crecimiento y remocion del bifenilo, aunque en esta

ocasion los microorganismos empleados como inéculo se dejaron crecer durante 18 h
(método descrito en el apartado VI.1.8) para que alcanzaran su fase de mayor actividad.

La figura 12 muestra la cinética de remocion de bifenilo y el crecimiento bacteriano
proveniente de la muestra Acosta. Se observa que el periodo de mayor degradacion fue de
las 8 a las 12 h, tiempo en el que se degradaron aproximadamente 30 ppm (30%) de
bifenilo. Ademas, en este periodo de tiempo la tasa de degradacion fue de 7.70 ppm/h.
Comparando con el ensayo previo, ésta es la mas alta de todas las muestras en cualquier
periodo de tiempo. Al igual que en el ensayo preliminar de la muestra Acosta, el bifenilo
desaparecio por completo a las 24 h.

En el caso de la curva de crecimiento, se observa que el periodo de mayor degradacion de
bifenilo coincide con un crecimiento estable evidenciado por invariabilidad de la
absorbancia; ademas este periodo estuvo precedido y seguido de una fase de crecimiento.
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Figura 12. Cinética de crecimiento y remocién de bifenilo por microorganismos provenientes de la
muestra Acosta.

VIII.2 ldentificacion molecular del cultivo microbiano proveniente de la muestra
Acosta

VIII.2.1 Extraccion de DNA metagendmico y determinacion de su calidad y cantidad

Debido a que el consorcio microbiano presente en la muestra Acosta mostro la mayor
capacidad de degradacién de bifenilo en cultivo en suspension, se eligi6 ésta para
identificar a los microorganismos que lo componian. La cantidad de DNA extraido del
consorcio microbiano fue de 332 ng/pul.

Como se muestra en la figura 13, el DNA extraido present6 un tamafio superior a las 10,000
pb, muy poca degradacion y no se aprecia RNA. Esto sugiere que fue de muy buena
calidad ya que la probabilidad de que los genes, incluyendo el 16S rRNA, estuvieran
completos, fue muy grande.

39



MPM 1

(5]

10000 pbh —p

Figura 13. Se muestra el marcador de peso molecular (MPM) y la separacion mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% del DNA extraido por duplicado (1, 2) a partir del consorcio microbiano
proveniente de la muestra Acosta.

VII1.2.2 Amplificacion y clonacion del gen 16S rRNA bacteriano

El fragmento de aproximadamente 1484 pb del gen 16S rRNA bacteriano del DNA
metagendmico del consorcio microbiano proveniente de la muestra Acosta se amplificé con
oligonucledtidos universales para bacterias y arqueas y se clond. Los productos de la
amplificacién se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Fig. 14).
Posteriormente, la banda del tamafio esperado se purificd a partir del gel y se comprobd su
integridad nuevamente por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La figura 14 muestra los productos de amplificacion del gen 16S rRNA a partir de la
extraccion del DNA metagendmico. Se realiz6 por duplicado, y por cada uno se llevaron a
cabo tres repeticiones en el proceso de amplificacion. Se puede observar que el fragmento
amplificado del gen 16S rRNA tiene un tamafio de 1,484 pb aproximadamente; ademas la
intensidad de las bandas es alta, lo que refleja una alta concentracion de DNA. El negativo
no amplificé tal y como se esperaba.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion del gen 16S rRNA
de 1484 pb aproximadamente. 1,2,3. Amplificados del gen a partir de la primera repeticion de la
extraccion de DNA metagenomico de la muestra Acosta; 4,5,6. Amplificados del gen a partir de la
segunda repeticion de la extraccion de DNA metagendmico de la muestra Acosta; 7. Negativo

VII1.2.3 Extraccion y digestion del DNA plasmidico recombinante de la biblioteca de
genes ribosomales bacterianos

Las clonaciones y transformaciones realizadas en medio de cultivo selectivo con antibiotico
permitieron el crecimiento de colonias transformantes. Se seleccionaron 52 clonas y con
ellas se construyd una biblioteca de genes ribosomales de microorganismos capaces de
degradar bifenilo.

El DNA plasmidico extraido de las clonas transformantes se separd por electroforesis en
gel de agarosa al 1%. En la figura 15 se observa la separacion en gel de 14 de las 52 clonas
gue portaron el plasmido. El vector plasmidico pJet 1.2 es multicopia. Las bandas obtenidas
en el gel de agarosa corresponden a las isoformas caracteristicas de los plasmidos con
conformacion distinta. Generalmente se obtienen 3 bandas que corresponden a los
plasmidos superenrollados, superenrollados desnaturalizados y relajados. En el carril 2 no
se observo plasmido.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plasmidos extraidos de 14 clonas ¢
procedentes de la muestra Acc

Debido a que en el plasmido se puede insertar cualquier fragmento de DNA de entt
10 kb, el DNA plasmidico se digirié coa endonucleasa de restriccBglll para liberar al
inserto y se confirmé que éste correspondio al gen 16S rRNA, de aproximadamen
pb, mediante separacion por electroforesis en gel de agarosa en 35 de las 5
obtenidas.

VIIIl.2.4 Analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccid
(RFLP) de las clonas de la biblioteca de genes ribosomales bacterie

La digestion de las 35 clonas con el inserto esperado exhibieron 5 pide bandeo
diferentes al ser digeridas (las enzimas de restriccidipall y Hhal. Estos se analizarc
en un gel de agarosa de alta resolucion ¢ .La figura 16 muestra$ perfile: obtenidos
que sadentificaron con las letras a, b, ¢, d
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Figura 16. RFLP obtenidos con la enzima de restricdithal

Tal y como se describié en el método, se eligieron clonas representativas de cada perfil de
RFLP para enviarlas a secuenciar. Se plane6 amplificar el gen 16S rRNA clonado en el
vector pJet 1.2/blunt mediante los oligonucléotidos pJet 1.2; sin embargo, la amplificacion
del gen mediante PCR no fue exitosa. Se aumenté la concentracior ‘e Mgmezcla de
reaccion de PCR, se diluyé el DNA para disminuir la concentracién de inhibidores de la
amplificacién (en caso de que los hubiera), se purificd el amplificado del gen 16S rRNA a
partir del gel de agarosa para eliminar el DNA no blanco, se probaron diferentes lotes de
enzimas y mezclas de ellos y se hicieron pruebas con los oligonucléotidos universales para
bacterias y arqueas que se habian utilizado con anterioridad; sin embargo, la amplificacion
no fue exitosa.
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VIII.2.5 Aislamiento en agar nutritivo de microorganismos provenientes del cultivo en
suspension de la muestra Acosta

Se anticipé que este inconveniente impediria la secuenciacion de las clonas seleccionadas.
Con el fin de identificar las diferentes morfologias presentes en el consorcio microbiano de
la muestra Acosta, se aislaron los microorganismos en medio nutritivo a partir de un cultivo
en suspension estable. Se reconocieron 4 morfologias coloniales distintas que se describen
en la tabla 13.

Tabla 13. Descripcion microscopica y morfologia colonial de los diferentes
microorganismos aislados a partir de la muestra Acosta

. Descripcion Morfologia colonial
Aislado ) e .
microscopica Forma Bordes Elevacibn Textura Color
1 bacilos cortos C-) circulai Enterc  convexi butirosé  amarillo opac
: . . __amarillo clarc
2 bacilos cortos G(-) circular Entero  convexa butlrosz% g
ranslacido
. . blanco
bacilos largos G(+) circular Entero  convexa acuosa _
translicido
bacilos cortos C-) circulai Enterc  convexi butiros:é  blanco opac

La figura 17 muestra las fotografias de los cuatro aislados con morfologias coloniales
distintas obtenidos a partir de cultivos de la muestra Acosta e incubados a 30°C durante 24
h en agar nutritivo adicionado con bifenilo.
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Figura 17. Cuatro aislados con morfologias coloniales distintas encontradas en la muestra Acosta (ver
tabla 13).

El aislamiento en placa presenta la limitante de sélo permitir el crecimiento de las bacterias
cultivables. La diversidad bacteriana obtenida por este método fue equiparable a los
resultados obtenidos con el RFLP, por lo tanto se sugiere que los microorganismos
obtenidos a partir del aislamiento en placa representaban una fraccion considerable del
consorcio.
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VIII.2.6 ldentificacion molecular de los microorganismos aislados a partir de la
muestra Acosta

Se obtuvieron secuencias del gen 16S rRNA para 4 microorganismos aislados a partir del
consorcio microbiano proveniente de la muestra Acosta. El andlisis BLAST sugirié que las
secuencias se asocian con secuencias de microorganismos de los géneros
Chryseobacterium, Stenotrophomonas, Brevibacillus y Acinetobacter.

La figura 18 muestra el arbol filogenético construido con secuencias 16S rRNA de las
especies representativas de los cuatros géneros asi como especies que tenian una alta
similitud con las secuencias del presente trabajo. La secuencia del aislado 1 se asoci6
estrechamente cofhryseobacterium moechotypicola y tuvo un porcentaje de similitud de

97.3%. La secuencia del aislado 2 se asocid por igual en el arBsnatrophomonas
chelatiphaga, Senotrophomonas humi y Stenotrophomonas maltophilia y tuvo un
porcentaje de similitud de 98.8%. La secuencia del aislado 3 se asocié con una secuencia de
Brevibacillus parabrevis con la cual compartié el 98.3% de similitud. Finalmente el aislado

4 se asocid corAcinetobacter baumannii con un porcentaje de similitud de 99.7%.
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GU385012 Acinetobacter calcoaceticus
| F3694759 Acinetobacter sp.
99 | EF611420 Acinetobacter septicus
3 ﬁ AJ275038 Acinetobacter ursingii
GU388381 Acinetobacter tandoii
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Figura 18. Relaciones filogenéticas de las secuencias del gen 16S rRNA de los aislados de la muestra
Acosta. El arbol se construyé a partir de un alineamiento de 571 posiciones con organismos integrantes
de los géneros Chryseobacteriungtenotrophomonas, Brevibacillus y Acinetobacter.
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Se empled el modelo de sustitucion de Jukes Cantor y el método de agrupamiento
UPGMA, se aplicd un remuestreo tipo bootstrap con 1,000 aleatorizaciones. Las etiquetas
rojas son las secuencias del presente trabajo mientras que las etiquetas azules muestran las
secuencias de los organismos con una asociacion mas estrecha.
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IX. DISCUSION

Se ha reportado ampliamente la capacidad de una gran diversidad de bacterias para
degradar bifenilo; entre las méas eficientes se encuentran los génelRssudemonas,
Rhodococcus, Acinetobacter y Burkoldheria (Haddocket al., 1993; Maedaet al., 1995;
Furukawa, 2006). La ruta catabdlica del bifenilo es la encargada de metabolizar este
compuesto en donde la primera enzima que actla es la bifenilo-2,3-dioxigenasa.

Los experimentos realizados en el presente estudio demostraron que los microorganismos
provenientes de suelos presuntamente contaminados con BPCs, hidrocarburos del petréleo
y metales fueron capaces de degradar bifenilo a distintas tasas. El bifenilo se eligi6 como
compuesto modelo ya que activa las enzimas necesarias para su degradacion,
particularmente la bifenilo-2,3-dioxigenasa, que es la primera enzima de la ruta de
degradacion del bifenilo. Esta misma enzima también cataliza la degradacion de otros
compuestos organicos recalcitrantes como los BPCs y los HPAs (Riepk2004;
Furukawa, 2006; Witzigt al., 2006; Ferraret al., 2007).

Es importante poner atencion también en las dioxigenasas involucradas en la degradacion
de HPAs ya que los microorganismos del presente trabajo fueron aislados de suelos
contaminados con estos compuestos (Jaime, 2010) y es posible que la maquinaria
enzimatica necesaria para degradarlos haya sido activada. eKalsgl003) analizaron el

grupo de genes asociado a la degradacion de fenantreno en una Cggadiesticus y se
concluyé que una de las enzimas codificada posee poca especificidad que incluye
fenantreno, naftaleno y bifenilo; con esto se demostré que una misma enzima es capaz de
degradar un par de HPAs y bifenilo, lo que puede ser el caso de los microorganismos
aislados durante el presente estudio.

La cantidad de microorganismos presentes en las muestras de suelo Tele, Reforma y Acosta
fue variable. La caracterizacion del suelo llevada a cabo por Jaime (2010) indicé que el
ndmero de bacterias encontrado en las muestras Reforma y Acosta (alrededdr de 10
UFC/g) es equivalente a la poblacion bacteriana minima reportada en suelos sanos que va
de 16 a 10 UFC/g (Atlas y Bartha, 2002). Aunque Fernaneeal (2001) reportaron que

no se ha encontrado una relacion entre el nimero de microorganismos hidrocarbonoclastas
y la concentracion de hidrocarburos presentes, Jaime (2010) también reporté una cantidad
suficiente de bacterias hidrocarbonoclastas, por o que se sugiere que estos suelos, desde el
punto de visto microbioldgico, puede ser sujeto a un proceso de biorremediacion; sin
embargo, los parametros a considerar para un proceso de este tipo son mucho mas que el
contenido microbiano.

Segun datos de Rodriguez (2009), en un suelo contaminado por metales, la cantidad de
bacterias disminuye hasta*1l0FC/g, por lo tanto el nimero de bacterias encontrado en la
muestra Tele (4xFOUFC/g) resulta consistente tomando en cuenta que la combinacién de
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condiciones imperantes en el suelo puede resultar muy estresante para la mayoria de los
microorganismaos.

Los consorcios microbianos presentes en las muestras Tele y Acosta estaban formados
tanto por hongos como por bacterias y, en el caso de la muestra Reforma, Unicamente se
observo crecimiento bacteriano. Las caracteristicas fisico-quimicas tuvieron una influencia
importante sobre la biomasa microbiana de los suelos. Los resultados de Jaime (2010)
mostraron que el suelo de las tres muestras era medianamente alcalino; para la mayoria de
las especies bacterianas el pH 6ptimo estd cercano a la neutralidad, por lo tanto el valor
encontrado parece favorable para el crecimiento.

Por otro lado, el contenido de humedad en las tres muestras fue bajo (menor al 5%), la
muestra Acosta presentd un porcentaje de humedad de 1.19% que fue el mas bajo de los
tres y puede deberse a que el sitio presentaba gran cantidad de drenaje o una gran
exposicion al sol. El contenido de humedad ideal de un suelo para el crecimiento
microbiano es aproximadamente de 20% (Rodriguez, 2009) a 30% (Alexander, 1980). La
humedad esta correlacionada positivamente con la cantidad de hongos; sin embargo, éstos
son capaces de sobrevivir en estado de latencia en condiciones de sequia.

En los sitios ricos en materia organica o material carbonaceo, las bacterias son numerosas.
Asimismo, el numero de hongos filamentosos en el suelo varia directamente con el
contenido de materia organica utilizable. La presencia de sustratos organicos favorece el
dominio de géneros comfspergillus y Fusarium (ambos encontrados en la muestra Tele),
Penicillium, Mucor y Trichoderma (Alexander, 1980).

El contenido de carbono total mas elevado se presenté en la muestra Tele por lo que se
esperaria un alto conteo microbiano; sin embargo, es posible que el nUmero de bacterias se
haya reducido debido a la competencia con los hongos, los cuales probablemente fueron
favorecidos por las altas concentraciones de nitrégeno (Alexander, 1980).

En cuanto al contenido de algunos metales como fierro, cobre, zinc y manganeso
observados en las muestras de suelo (Jaime, 2010) es posible que estos metales estén
ejerciendo una cierta presion de seleccion sobre las comunidades microbianas y también
activen mecanismos de detoxificacion codificados genéticamente (Silver y Misra, 1988).

La mayoria de las bacterias son microorganismos de rapido crecimiento por lo tanto
superan en actividad a los hongos. A lo largo de la estabilizacion de los cultivos
microbianos, se observéd claramente el desarrollo sobresaliente de bacterias, identificadas
por la turbidez que causaron en el medio de cultivo asi como por los agregados celulares.
Se ha reportado una mayor diversidad de bacterias que de hongos capaces de utilizar el
bifenilo como fuente de carbono y energia (Abramowicz, 1990; Kenati, 2006; Ruiz-

Aguilar et al., 2002) por lo tanto parece que aquellas son capaces de utilizar este sustrato
mas eficientemente.

50



Una muestra de suelo contiene varios microorganismos que desempefian papeles diferentes
en el proceso de mineralizacion, las condiciones nutricionales van determinando la
actividad de cada uno de ellos. Cuando a una bacteria se le proporciona una mezcla de
diferentes nutrientes, utilizara uno preferentemente y comenzara a utilizar el segundo
cuando el primero se haya consumido (Datisl., 1984). Durante la transicion de un
nutriente a otro, el crecimiento disminuira o incluso se detendra (Singleton, 1995). La curva
de crecimiento de los microorganismos encontrados en la muestra Acosta, comparada con
la de remocion de bifenilo (Fig. 12), permite identificar dos grupos de microorganismos: se
sugiere que el primero fue capaz de aprovechar el bifenilo (primer sustrato) como fuente de
carbono y energia y fue el primero en crecer; el segundo aproveché los productos de
degradacion de bifenilo (segundo sustrato) y crecio una vez que estos se acumularon en el
medio.

En la curva de la cinética de remocion de bifenilo se observa que éste se consumié al
tiempo que los microorganismos capaces de aprovecharlo crecieron. Posteriormente, tras
una pausa, comenzaron a crecer los demas. A lo largo de la degradacion de bifenilo, se
acumularon los subproductos hasta que se tuvo una cantidad suficiente para inducir las
enzimas requeridas para su metabolismo (Da&tisal., 1984); entonces, inici6 el
crecimiento de los otros componentes del consorcio que aprovecharon tales subproductos.

Los metabolitos juegan un papel importante en la asociacion del sustrato con otros
componentes. Allard y Neilson (1997) reportaron que los metabolitos del naftaleno
producidos por hongos juegan un papel en la asociacion de este compuesto con material
hamico. También mostraron que alguna fraccién de los sustratos puede adherirse al micelio
fungico. Entonces, es posible que en la muestra Tele y Reforma los metabolitos del bifenilo
producidos por hongos favorecieran su asociacion con otros componentes del medio y por
lo tanto se afectara su biodisponibilidad o interfiriera con su catabolismo enzimaético.
También, se sugiere que el bifenilo se haya adherido al micelio y por lo tanto no estuviera
facilmente disponible para ser biodegradado.

El consorcio microbiano presente en la muestra Acosta y que crecié hasta su supuesta fase
mas activa (18 h) degrad6 60 ppm de bifenilo en 12 h con una tasa de degradacion de 7.7
ppm/h. A las 24 h habia degradado 100 ppm de este compuesto. Esta tasa fue la mas alta
lograda en el presente estudio por lo tanto se sugiere que los microorganismos
efectivamente se encontraban en su momento de mayor actividad de degradacion. Ademas,
estudios realizados por Hoegal (2009) documentan que una cepaldbromobacter sp.

aislada de suelos contaminados con petréleo, fue capaz de remover 50 ppm de bifenilo en
12 h mientras Let al (2009) documentan que un ejemplarella ginsengisoli, aislado

de un lodo activado, degradd 95 ppm de bifenilo en 36 h; por lo tanto, se considera que los
microorganismos de la muestra Acosta son muy eficientes para degradar bifenilo.

51



La efectividad de un consorcio microbiano depende de la capacidad metabdlica que tengan
sus integrantes para degradar y utilizar un contaminante en particular asi como de la
posibilidad de que las enzimas responsables de su degradacion sean expresadas. Las
bacterias son microorganismos con gran flexibilidad metabdlica que colonizan muchos
ambientes. El consorcio bacteriano encontrado en la muestra Acosta fue el mas eficiente
para degradar bifenilo debido a que era de rapido crecimiento, los metabolitos no eran
toxicos en las cantidades que se acumularon y la concentracion de bifenilo logré activar la
magquinaria enzimatica necesaria para su degradacion.

La incapacidad de un compuesto para inducir la sintesis de la enzimas responsables de su
degradacién conlleva a que sea persistente, incluso cuando tales enzimas son capaces de
metabolizarlo (Atlas y Bartha, 2002). Los resultados obtenidos proporcionan informacion
acerca de la capacidad del bifenilo para activar la via de degradaciébn que permite su
remocion y que también estd implicada en la de otros muchos compuestos organicos
recalcitrantes.

El estudio de la composicion del consorcio microbiano capaz de llevar a cabo la
degradaciéon de un contaminante en particular es importante porque los microorganismos
involucrados forman parte de comunidades complejas y dindmicas conformadas por
numerosas especies. Para comprender su funcidn en sus nichos especificos, es esencial
identificar y cuantificar cada uno de los miembros que conforman estas comunidades.
Ademas, el conocimiento de los integrantes de un consorcio proveniente de un suelo
contaminado aporta informacion acerca de la caracterizacién de dichos habitats y del papel
gue estan jugando los microorganismos en procesos ambientales como la biodegradacion
de contaminantes (Nogaletsal., 2001).

Una de las principales limitantes al momento de estudiar una comunidad microbiana es que
mas del 90% de sus integrantes no son cultivables. Las técnicas moleculares, como la PCR-
RFLP, que se valen de la extraccion directa de DNA a partir de la muestra ambiental
superan esta barrera ya que no dependen de un cultivo previo de los microorganismos para
obtener su DNA.

La divergencia en la secuencia del gen 16S rRNA entre diferentes especies bacterianas, ha
sido empleado como un indicador de diversidad. Para evaluar dicha diversidad se llevo a
cabo la amplificacion, clonacion y analisis de la secuencia del gen 16S rRNA de las clonas
seleccionadas. Con esta técnica es posible obtener informacién acerca de la mayoria, no de
la totalidad, de los integrantes de un consorcio microbiano, ya que las especies que
constituyen un porcentaje menor de la poblacion no son facilmente detectables por este
medio (Muyzeret al., 1993). La PCR es una técnica que, como muchas otras, presenta un
sesgo. Al momento de llevar a cabo la ligacion, se presentard una competencia entre los
genes por unirse al vector, por lo tanto los genes de las especies mas abundantes tendran

52



mayores posibilidades de ser exitosos. Posteriormente, debido a la naturaleza logaritmica
de la PCR, las clonas mas abundantes se sobrerepresentaran.

Se estima que en un suelo contaminado por metales hay de 350 a 1500 genomas diferentes.
En el presente estudio se obtuvieron 5 patrones de bandeo diferentes; tal y como sucedio, se
esperaba una baja diversidad bacteriana ya que ademas de la seleccion a la que los
organismos estuvieron sujetos en su ambiente natural contaminado, fueron sometidos a una
segunda presién de seleccién, que fue el bifenilo en el medio de cultivo. La poca humedad
del suelo también pudo haber ido en detrimento de la diversidad bacteriana (Egtalante

al., 2004).

El uso de RFLP para estimar la diversidad en un consorcio microbiano puede presentar
algunas caracteristicas que subestimen la diversidad. La co-emigracion de diferentes
secuencias hacia la misma posicién del gel reduce el numero de bandas observadas y
algunas manchas pueden contener varias bandas (MetG#&ig2001). También existe el

riesgo de homoplasia; varias lineas filogenéticas pueden tener en comun los mismos
caracteres aunque no estén relacionados con un ancestro comun y por lo tanto especies
distintas van a exhibir el mismo patron de bandeo.

Con el fin de secuenciar Unicamente el fragmento del gen 16S rRNA presente en el vector y
no incluir aquél del hospedero, se intentd6 amplificar utilizando oligonucleétidos
especificos; sin embargo, el procedimiento no fue exitoso desde el principio y encontramos
un variedad de explicaciones.

La presencia de inhibidores puede interferir con la interaccion entre la polimerasa y el

DNA, impidiendo la amplificacién. Ejemplos de inhibidores son detergentes, reguladores,

enzimas, acidos, sales e incluso constituyentes de las células o el DNA no blanco. Su
accion puede explicar la obtencion de falsos negativos.

Si no se lleva a cabo una extracciéon de DNA adecuada, los compuestos fendlicos utilizados
en el proceso pueden acarrearse, unirse con la polimerasa e inactivarla. Asimismo, las
proteinasas utilizadas en la extraccion pueden desnaturalizarla. Los detergentes pueden
permitir la solucion de inhibidores que de otra forma se agregarian y precipitarian.

La efectividad de los oligonucleétidos puede reducirse cuando estos reconocen de manera
inespecifica al DNA no blanco. Ademas, altas concentraciones de este DNA previenen la
interaccion especifica entre la polimerasa y el DNA blanco.

Nogaleset al (2001) demostraron que en ocasiones ocurre la inhibicion temprana de la
amplificacion de hebras de DNA molde abundantes mientras las menos abundantes
continban siendo amplificadas; entonces en el presente trabajo se diluyeron las muestras y
ademas se purificaron para eliminar posibles inhibidores y eliminar el DNA no blanco. Sin
embargo, estas modificaciones no permitieron la amplificacion.
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Los testigos negativos indicaron que no habia contaminacion al tiempo que los positivos
indicaron que los componentes de la mezcla de reaccion estaban funcionando. Es probable
gue las muestras que no amplificaron presentaran inhibidores que no estaban presentes en
las muestras con amplificacion positiva y que no pudieron ser eliminados a través de la
purificacion y la dilucion.

Si no es posible exponer los acidos nucleicos para que sean blanco de amplificacion, este
procedimiento no serd exitoso. Una lisis inadecuada de la pared celular puede deberse a
condiciones suboptimas de temperatura o agitacion, desnaturalizacion de las enzimas
liticas, que éstas sean de baja calidad o estén interferidas por inhibidores. El método de
extraccion debe ser lo suficientemente agresivo para lisar la pared celular pero sin dafar la
integridad del DNA. En el presente estudio el hecho de que algunas muestras amplificaran

sugiere que el protocolo de extraccién era eficiente; sin embargo, en algunos casos la
susceptibilidad a la lisis tiene que ver con la etapa en el ciclo celular asi como con las

condiciones de nutricion.

Otro factor pudieron haber sido las polimerasas comerciales que presentan diferencias de
fidelidad y pureza; se combinaron diferentes polimerasas con el fin de aumentar las
posibilidades de amplificacion.

Los iones de Mg son cofactores vitales de Taaq DNA polimerasa y su concentracion

afecta el éxito y especificidad de la amplificacion. Se aumentd la concentraciérfde Mg
con el fin de disminuir la posibilidad de secuestro de estos iones por varios otros
compuestos (contaminantes exdgenos y enddgenos) asi como su interferencia con iones de
C&*lo cual puede inhibir la amplificacién.

La estructura primaria de DNA es susceptible a la inestabilidad y decaimiento debido a
hidrdlisis, dafio oxidativo o degradacion enzimatica (nucleasas), sin embargo se comprobd
gue el DNA empleado en el presente estudio era de buena calidad lo que aumentaba
considerablemente las posibilidades de poder amplificar alguno de sus genes.

El andlisis de la secuencia del gen 16S RNA y su comparacion con las secuencias
encontradas en la base de datos Gene Bank, permitié asociarlas con especies conocidas asi
como identificar capacidades importantes que pueden aplicarse en la biorremediacion.

Un gran numero de especies del gén€hoyseobacterium han sido aisladas de sitios
contaminados con compuestos organicos persistentes tales como hidrocarburos (Nishikawa
et al., 2006; Szoboszlast al., 2008), alquitrdn (Sheet al., 2005) y aguas residuales de una
refineria; en este Ultimo caso las bacterias fueron capaces de utilizar carbazol, fenantreno,
naftaleno e imidazol como fuente de carbono, nitrégeno y energia (Wedt)iang2008).

Por otro lado Radianingtyast al (2003) reportaron queChryseobacterium y
Senotrophomonas maltophilia, aisladas de un suelo agricola, utilizaron anilina y 4-
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cloroanilina como fuente de carbono. Este género también es capaz de degradar pesticidas
(Ramay Ligy, 2009) y crecer en suelos contaminados con cddnaiag et al., 2007).

Se han reportado una amplia variedad de sustratos potencialmente degradables por
Brevibacillus. Especies de este género se han aislado de suelos contaminados con petréleo
y son capaces de utilizarlo como fuente de carbono (Cervantes-Gomrzakz,2008),

otras tienen el potencial para decolorar diversos colorantes azo textiles (Gomare y

Govindwar, 2009) y también han sido aisladas de suelos contaminados con cadmio y zinc
(Vivaset al., 2005).

En el caso décinetobacter, Ahmadet al (2009) comprobaron su capacidad para remover
cromo de medios liquidos; también se han aislado ejemplares de suelos contaminados con
hidrocarburos capaces de degradar benceno, tolueno y etilbenceno (Kim y Jeon, 2009).

Senotrophomonas maltophilia es la especie mas predominante del género y posee un
amplio rango de actividades en el ambiente entre las que se encuentran la degradacion de
contaminantes antropogénicos y naturales. Este género es capaz de adaptarse a una
variedad de nichos ecologicos (Ryemnal., 2009) Al igual que los géneros anteriores,
Senotrophomonas maltophilia es un habitante comun de sitios contaminados con HPAS,
incluyendo petréleo, por lo que es capaz de biorremediarlos (Abbassi y Shquirat, 2008).
Puede utilizar pireno como Unica fuente de carbono y energia, asi como otros HPAs de alto
peso molecular que contienen hasta siete anillos aromaticos (Boogiclahn 1998);

también lleva a cabo la degradacion reductiva de pirazina-2-carboxilato ya que lo utiliza
como unica fuente de nitrégeno (Raghil., 2010). Especies del mismo género utilizan p-
nitrofenol y 4-clorofenol como Unica fuente de carbono, nitrdgeno y energia por lo que se
proponen como candidatos potenciales para degradar compuestos fenoliceis aLjiu

2007). Kaparullinat al (2009) demostraron que una especie aislada de lodos residuales era
capaz de utilizar EDTA

La diversidad de sustratos que pueden ser utilizados como fuente de carbono, nitrégeno y
energia porChryseobacterium, Brevibacillus, Acinetobacter y Senotrophomonas sugiere

gue poseen una flexibilidad genética amplia que les permite adaptarse a una variedad de
medios, aunque presenten condiciones adversas. Ademas, considerando que estos
ejemplares formaban parte del consorcio bacteriano presente en la muestra Acosta que fue
el que presento la mayor capacidad de degradacién de bifenilo, se sugiere que poseen
mecanismos enzimaticos eficientes para la degradacién de un amplio rango de compuestos
organicos persistentes por lo que se proponen como candidatos potenciales en la aplicacion
de tecnologias de biorremediacion.
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X. CONCLUSIONES

1. Los microorganismos aislados a partir de suelos de la localidad de San Nicolas,
Tequisquiapan, Querétaro, presentan la maquinaria enzimatica necesaria para degradar
bifenilo, la cual fue activada en presencia de dicho compuesto.

2. Los resultados de las cinéticas de remocion de bifenilo demostraron que los
microorganismos con mayor capacidad para degradar este compuesto fueron aquellos
provenientes de la muestra Acosta ya que degradaron 100 ppm en 24 horas.

3. Los perfiles de RFLP y los aislados en placa permitieron delimitar que existian alrededor
de cuatro especies bacterianas diferentes en el consorcio presente en la muestra Acosta lo
gue corresponde a una diversidad microbiana baja; sin embargo, era la esperada debido a
las presiones de seleccién a las que fueron sometidas los microorganismos.

4. La comparacion del gen 16S rRNA resulté de utilidad para determinar que las especies
presentes en la muestra Acosta corresponae@hryseobacterium moechotypicola,
Brevibacillus parabrevis, Acinetobacter baumannii y Senotrophomonas sp.

5. La diversidad genética de las vias metabdlicas presente en estas especies, aunada a su
capacidad para degradar bifenilo, reflejan divergencias funcionales en su capacidad de
degradacién por lo que se propone a estas especies como candidatos potenciales para la
remediacion de sitios contaminados con compuestos organicos persistentes, aunque se
requiere profundizar en los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos implicados en la
degradacion de contaminantes asi como en los genes relacionados.
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XI. RECOMENDACIONES

* Evaluar si los microorganismos identificados en el presente estudio son capaces de
degradar compuestos mas persistentes que el bifenilo.

* Medir la actividad enzimatica de la dioxigenasa como un indicador adicional de
biodegradacion de compuestos arométicos.

* Caracterizar la diversidad microbiana que habita en el suelo de San Nicolas
presuntamente contaminado con BPCs, hidrocarburos y metales con el fin de identificar
tanto a los microorganismos cultivables como a los no cultivables.

* Analizar la funcion de cada uno de los miembros de la comunidad microbiana en sus
nichos especificos asi como los mecanismos bioquimicos vy fisiolégicos implicados en la
degradacion de contaminantes persistentes.

* Evaluar el potencial que presentan los microorganismos obtenidos como candidatos para
el establecimiento de tecnologias de biorremediacién de compuestos recalcitrantes.
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