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Introducción. La detección e identificación de microorganismos a 
través de marcadores moleculares, tales como el 16S rRNA o sus 
genes codificadores, cada vez es mas usada para explorar la 
diversidad y estructura de las comunidades microbianas involucradas 
en diversos procesos biotecnológicos. Técnicas como el DGGE o 
TGGE se han aplicado para el análisis de la composición de las 
comunidades microbianas, sin embargo, pueden ser empleadas 
también para el estudio de mezclas simplificadas de microorganismos 
(1). El estudio de la dinámica de poblaciones presentes en un cultivo 
mixto, en función de las diferentes fracciones de hidrocarburos, es 
parte importante en la comprensión del proceso de biodegradación.  
El objetivo de este trabajo fue determinar la dinámica de poblaciones 
presentes en un cultivo mixto definido (CMD), mediante la técnica de 
DGGE, en el proceso de biodegradación de diferentes fracciones de 
hidrocarburos. 
Metodología.  
Ensayos de biodegradación. Se utilizaron hidrocarburos alifáticos 
(AL) y aromáticos/polares (AP) como fuente de C. Como inóculo se 
probaron 11 cepas bacterianas aisladas por enriquecimiento, a partir 
de la rizósfera de Cyperus laxus. Posteriormente, se probó un CMD, 
constituido por los aislados, en este caso además de las fracciones 
anteriores se utilizaron hidrocarburos totales (HT) como              
fuente de C (2). 
Obtención del ADN. Para las cepas puras se utilizó el Sistema de 
extracción Wizard (Promega). Para el CMD, se empleó el método de 
Bead-Beating descrito por Ferris y col. (3). 
PCR. Se amplificó el fragmento correspondiente a las regiones 
variables V6 a V8 del gen 16S DNA, las condiciones de PCR fueron 
similares a las propuestas por Muyzer y col. (4).  
DGGE. Se llevó a cabo utilizando un gradiente de 44%/54% por 16h 
a 85 V (5). 
Resultados y Discusión. Con la finalidad de determinar la presencia 
de las diferentes cepas bacterianas, al final de los ensayos de 
biodegradación, se obtuvieron previamente los perfiles genómicos de 

cada una por la técnica de DGGE. (Fig.1a). Los perfiles son distintos 
para la mayoría de las cepas bacterianas, en el caso de las cepas U7A, 
U9A, U10AP y U11A se obtuvieron perfiles con mas de una banda, 

indicando que posiblemente estos microorganismos poseen más de 
una copia del gen 16s rADN. En el caso de las cepas U4A y U5A 
(carriles 4 y 5), con el gradiente de desnaturalización probado, ambos 
microorganismos presentan una banda con movilidad similar en el 
gel. Al final de los ensayos de biodegradación con el CMD se 
determinó el perfil genómico y se comparó con el de cada aislado.  
En la Fig. 1b se presentan los perfiles al inicio y final de los ensayos 
de biodegradación. Con AL como fuente de carbono (carril B),  las 
cepas U3A, U10AP, y U11A predominaron al final del cultivo. En 
cultivos individuales, éstas cepas presentaron tasas de consumo de 
AL de hasta 354 mg l-1 d-1; siendo menor la tasa de consumo por el 
CMD (Tabla 1). 
Tabla 1. Biodegradación de alifáticos  (10,000 mg l-1), aromáticos/polares 
(5,000 mg l-1) e hidrocarburos totales (10,000 mg l-1) por el CMD. 

Fuente de carbono Tasa de biodegradación 
(mg l -1 d-1) 

Alifáticos 300?  26.5 
Aromáticos/polares 7 ?  0.6 
HT 234 ?  23.0 

 
Para la mezcla de AP (carril C), los aislados U1A, U2AP, U3A, 
U10AP y U12A presentaron las bandas más intensas al final del 
cultivo. La tasa de consumo promedio de ésta fracción por las cepas 
U2AP y U10AP fue de 15 mg l-1 d-1. Las diferencias en las tasas de 
biodegradación de AL y AP, obtenidas con el CMD, respecto a los 
cultivos axénicos posiblemente se debe a interacciones de 
competencia entre los microorganismos durante la biodegradación de 
los hidrocarburos. Las cepas U2AP, U3A y U10AP predominaron al 
final del cultivo con HT, siendo el consumo de ésta fuente de carbono 
de 234 mg l-1 d-1 con el CMD. 
Conclusiones . De acuerdo a los perfiles de DGGE, con el CMD 
como inóculo, las cepas que presentaron las tasas de consumo de 
hidrocarburos más elevadas fueron predominantes al final de la 
biodegradación. Con nuestros resultados será posible diseñar cultivos 
mixtos definidos degradadores de fracciones específicas de petróleo. 
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Fig. 1. a) Perfil genómico obtenido para las cepas bacterianas aisladas. 
Carriles:1, U1A; 2, U2AP; 3, U3A; 4, U4A; 5, U5A; 6, U6A; 7; U7A; 8, 
U9A; 9, U10AP; 10, U11A; 11, U12A. b) Perfil genómico para el CMD 
inicial (carril A) y final con AL (carril B), AP (carril C) y los HT (carril D).
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