EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN DE SUELOS M EXICANOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS.
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Introduccion. El suelo puede contener en adicion a los
componentes naturales, una mezcla de compuestos extrafios
0 contaminantes de diferentes propiedades quimicas. Los
estudio actuales de ecologia microbiana del suelo, basados
en métodos de bhiologia molecular, requieren la extraccion
del ADN como paso inicia. Dicha metodologia estara
limitada por las técnicas de extraccion y purificacion de
ADN (1) . Se han propuesto diferentes técnicas, sin
embargo, siempre se requiere adecuarlas alas condiciones de
cada muestra ambiental, ya que generalmente se coextraen
junto con los &cidos nucleicos, contaminantes que pueden
interferir en la utilizacion posterior del ADN, procesos como
PCR, hibridacién, digestion con enzimas, etc., El objetivo de
este trabajo fue la estandarizacion de un método de
extraccion y purificacion del ADN total de diferentes suelos
mexi canos contaminados con hidrocarburos.

Metodologia La extraccion de ADN se hizo por el método
de lisozima-bead beater-SDS (2). Se probaron diferentes
métodos de purificacion del ADN: cloruro de cesio (2),
columnas Wizard Clean Up (Promega) y polivinil
pirrolidona (PVP) (5).

Resultados y discusion. En la Tabla 1 se presentan algunas
caracteristicas fisico-quimicas de los suelos, asi como las
cuentas de bacterias totales.

Tipo de Cuenta
Suelos | Tipode | pH [HTP'S] | contami- Viable
suelo (ppm) nante (UFC/ gde
suelo seco)
Migajon s
1 Arcilloso n.d. nd. 9.99x 10
i Crudo
2 | MIGAN | ha | 77873 | Gesolina | 558x10°
Diesel
Migajon
3 Arcilloso | 7.4 2000 Crudo 8.9 x 10’
arenoso
4 | Arcilloso | 75 | 3180 Crudo 1.8 x 10
i Diesel
5 | MM 70| 7260 | Gesolina | 7.3x10°
Crudo
6 | Migaon | 73| 35600 | Crudo | 2.7x10°
arenoso
7 Franco | 7 ¢ 5.3 Diesd | 1.2x107
arenoso
Migajon
8 Arcilloso | 7.7 24 Diesel 2.9 x10°
arenoso
Tabla 1. Caracteristicas de los suel os utilizados en € presente

estudio.

La técnica de Lisozima- bead beater-SDS a utilizar
diferentes formas de lisis celular nos permitié obtener un
buen rendimiento de ADN de todos los suelos ensayados
(Fig 1). De las técnicas de purificacién, la que ofrece el

mejor rendimiento es PVP, siendo Wizard la mas baja (Fig
1). Sin embargo, el producto obtenido con esta Ultima es més
puro a juzgar por su capacidad para poducir resultados
positivos en PCR.
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Fig. 1. Comparacion de la concentracion de ADN de los diferentes
suelos 'y de los métodos de purificacion.

Conclusiones. El méodo de lisozima-bead beaters-SDS
extrae eficientemente ADN de suelos de distintas texturas,
contaminados con hidrocarburos de diferente naturaleza. La
utilizacion de columnas Wizard Clean Up es una buena
alternativa para purificar los acidos nuclei cos obtenidos.
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