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Introduccion. En afios recientes, se ha incrementado el
interés en estudios microbioldgicos en ambientes extremos
como fuentes potenciales de diversos microorganismos. Para
entender la composicion y diversidad de las bacterias en
suelos, es necesario tener informacion acerca de la estructura
de una comunidad microbiana y su diversidad, y explicar las
relaciones entre los factores ambientales. La medicion de la
diversidad microbiana ha sido recomendada en los
programas de monitoreo de salud de suelos. Objetivo:
Detectar la presencia de poblaciones nitrificantes
(Nitrobacter) en suelos salinos-alcalinos por el método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Metodologia. El suelo salino-alcalino usado, se recolectd en
el ex-lago de Texcoco (México). El cual debido a sus
condiciones naturales y de drenaje ha creado zonas con
diferentes valores de pH y conductividad.

Primers. Se usaron los primers FGPS 1269 y FGPS 872
para  detectar el género Nitrobacter 16S (1).
5TTTTTTGAGATTTGCTAG 3" FGPS 1269
5"CTAAAACTCAAAGGAATTGA 3'FGPS 872

Extraccion y purificacion de DNA. Se modifico el método
de Guo et al. (2) el tamafio de la muestra inicial fue de 5 gr,
la substitucion de CTAB por Triton X-100, concentracion
final 3 M de NH,4OAc, la purificacion se realizd a través del
sistema mini Prep-Cell (Bio-Rad) con una matriz de agarosa
2 % (w/v) en amortiguador TBE (0.089 M Tris-borato, 0.089
acido boérico, 0.002 M EDTA [pH 8]), con un voltaje
constante de 90 V y un tiempo de elusion de 120 minutos.
PCR. Condiciones de amplificacion con un volumen total de
reaccion de 50 pl conteniendo 5ul de amortiguador 10X, 500
mM KCI, 15 mM MgCl,, 200 uM dNTP’s, 0.5 uM de cada
primer, 1 ul BSA y 25 U de Tag polimerasa (Difco
Laboratories, USA). Un ciclo inicial a 95°C por 3 min,
seguido por 35 ciclos de denaturalizacién a 95°C por 1 min,
alineamiento de los primers a 50°C por 1 min, extensién del
DNA a 72°C por 1 min, y una extension final a 72°C por 3
min.

Electroforesis. Las muestras de DNA extraidas del suelo y
amplificadas por PCR fueron verificadas por electroforesis
horizontal en amortiguador TBE (0.089 M Tris-borato, 0.089
acido hérico, 0.002 M EDTA [pH 8]) con 2.0 % agarosa
(w/v). Los geles se revelan con una solucién de bromuro de
etidio (10 pg/ml) y fotografiada en una fuente de luz UV
312-nm.

Resultados y discusion. El suelo del ex-lago de Texcoco
tiene valores de pH >10 y conductividad eléctrica >30 dSm™,
y altos contenidos de materia organica (cuadro 1).

Cuadro 1. Caracterizacion de las muestras de suelo del exlago de Texcoco

Capacidad de Nitrogeno
Conductivi retencionde  Cabono  Total  Amcilla Limo  Arena
dad Ama  Organico

Sule  (dsm”) pHyQ ke soi

327 938 89 287 152 185 188 627

Cuadro 1 Caracterizacion de los suelos.
Se prob6 un método para extraer DNA el cual se modifico
para las condiciones especificas de estos suelos, también se
comprobé la especificidad de los cebadores probados
obteniéndose la amplificacién de dicho marcador.
Figura 1. Extraccion, purificacion y amplificacion de muestras de
DNA a partir de las muestras de suelo.
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Figura 1A4. Extraccion y purificacion de DNA. 1B. Amplificacion
del gen 16S rRNA de Nitrobacter con los primers FGPS 1269 Y
872. M1) LADDER 100 bp. A) CE 32.7 dS m™. B) CE 24.6 dS m™'.
C)CE3.2dSm™. D) 1.2dSm™. M2) A HIND III.

Conclusiones. Las modificaciones en el método de
extraccion y de purificacion de DNA fueron adecuadas para
obtener muestras susceptibles de amplificacion. Se observé
la presencia de amplificacion de la secuencia de interés,
mostrando en la electroforesis una banda en los cuatro
extractos obtenidos a partir de las diferentes muestras de
suelo. Es un avance importante ya que uno de los pasos
limitantes para el uso de estas técnicas es la cantidad y
calidad de DNA recuperado, asi como la eliminacion de
inhibidores de la amplificacion. Actualmente se estan
disefiando primers para detectar otras poblaciones presentes
en suelos alcalinos hipersalinos del ex lago de Texcoco y su
posible aislamiento.
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