TIPIFICACION MOLECULAR RAPIDA DE BACTERIASHIDROCARBONOCLASTAS
AISLADASDE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS
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Introduccion. Los métodos de biologia molecular ofrecen la
posibilidad de tipificar aislados de una manera mas rapida y
sensible que los métodos de microbiologia tradicionales que
resultan ser muy laboriososy en ocasiones poco sensibles. El
Andlisis de Restriccion Enzimatica (REA), se puede aplicar
a denominado espacio intergénico (ITS) que separa los
genes 16Sy 23S rRNA. Dado que las regiones ITS tienen
mayor variabilidad en su secuencia que los genes
ribosomales, nos permiten redizar tipificaciones més
especificas. En este caso, la region ITS es amplificada por
PCR y los productos son restringidos para a tener un patrén
de bandas del espacio intergénico (2).

El objetivo de este trabajo fue identificar por métodos
bioquimicos y tipificar mediante PCR-REA una coleccion de
bacterias hidrocarbonoclastas aisladas de suel os en procesos
de biorremediacion, contaminados con hidrocarburos.

Metodologia Se colectaron muestras de suelo del Campo
10, Poza Rica, Ver. (1) y de una biopila de tratamiento. El
aislamiento y seleccion de las cepas se realizd en agar medio
mineral para bacterias hidrocarbonoclastas. Se utilizaron
galerias APl NE20 para identificacion por perfil bioquimico.
El ADN de las cepas se extrgjo con €l sistema Wizard DNA
Clean Up (Promega). Para la amplificacion por PCR del ITS
se usaron los cebadores: pHr y p23SR01. REA: se utilizaron
enzimas como Hhal, Haelll y Msp | que reconocen
diferentes secuencias de 4 bases.
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Tamafio AnalisisREA
Cepas| ddITS

(kb). Haelll Hhal Msp | Grupos
1 16 A A A 1
2 1.6 A A A 1
3 15 B B B 2
4 12-14 C C C 3
5 12-14 D C D 4
6 1.>15 E D E 5

2:14

312
7 1:13 F C F 6

2:14
8 12 G C G 7
9 12 G C G 7
10 15 H E H 8
11 12 G C G 7
12 12 G C G 7
13 13 | F I 9
14 >1.6 J G | 10
15 13 K H J 11
16 1.8 L H K 12

Tabla 1. Tamafio del ITSy grupos identificados segun la
digestion con enzimas de las cepas hidrocarbonoclastas
aisladas.

Resultados y discusion. Se aislaron en total 21 cepas de
bacterias hidrocarbonoclastas, tanto del suelo control sin
contaminacién, como de los suelos contaminados en el sitio
y la biolpila. También se obtuvieron aislados del bagazo de
cafia utilizado como texturizante durante el tratamiento en
biopila. Una caracterizacion preliminar con tincion de Gram,
nos di6 16 cepas fue Gram (-) y 5 Gran (+). La
identificacidn con galerias APl permitié distinguir a especies
de los géneros Pseudomonas(2 aislados), Burkholderia (
laislados),Chryseomonas (2 aislados) Sphingomonas ( 5
aislados), Stenotrophomonas ( laislado ), y Agrobacterium(
2 aislados). La tipificacion molecular nos permitio crear 17
grupos distintos, demostrando que las cepas 5, 8, 9, 11y 12
identificadas con mediante APl como Sphingomonas

paucimobilis, pertenecen atres grupos distintos.
Conclusiones. La combinacion técnicas como APl y PCR-
REA en latipificacién resulta practica y sencilla con lo que
se puede utilizar en trabajos similares. A pesar de que no hay
diferencias substanciales en los tamafios de los ITS, las
bacterias se pueden clasificar, con base en los patrones de
bandas de restriccién de dichos fragmentos, en 17 grupos
distintos. El andliss de REA permitieron distinguir
diferencias entre cepas de la misma especie de
Sphingomonas, en 3 distintos grupos.
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