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Introduccion. Ladeteccion e identificacion de microorganismos a
través de marcadores moleculares, tales como €l 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 biotecnol gicos. Técnicas como el DGGE o
TGGE se han aplicado para €l andlisis de la composicion de las
comunidades microbianas, sin embargo, pueden ser empleadas
tambi én para el estudio de mezclas s mplificadas de microorganismos
(2). El estudio de ladinamica de poblaciones presentes en un cultivo
mixto, en funcion de las diferentes fracciones de hidrocarburos, es
parte importante en la comprensién del proceso de biodegradacion.

El objetivo de este trabgjo fue determinar la dindmica de poblaciones
presentes en un cultivo mixto definido (CM D), mediante latécnicade
DGGE, en €l proceso de biodegradacion de diferentes fracciones de
hidrocarburos.

M etodologia.

Ensayos de biodegradacion. Se utilizaron hidrocarburos aiféticos
(AL) y arométicos/polares (AP) como fuente de C. Como inéculo se
probaron 11 cepas bacterianas aidadas por enriquecimiento, apartir
delarizdsfera de Cyper us laxus. Posteriormente, seprob6 un CMD,
constituido por los aislados, en este caso ademés de | as fracciones
anteriores se utilizaron hidrocarburos totales (HT) como
fuente de C (2).

Obtencién del ADN. Paralas cepas puras se utilizé el Sistemade
extraccion Wizard (Promega). Parael CMD, se empled d método de
Bead-Beating descrito por Ferrisy col. (3).

PCR. Se amplificé el fragmento correspondiente a las regiones
variablesVV6 aV8 del gen 16S DNA, las condiciones de PCR fueron
similares alas propuestas por Muyzer y col. (4).

DGGE. Sellevo acabo utilizando un gradiente de 44%/54% por 16h
as8sV (5).

Resultadosy Discusion. Con lafinalidad de determinar lapresencia
de las diferentes cepas bacterianas, a final de los ensayos de
biodegradacion, se obtuvieron previamente | os perfiles gendnicosde
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Fig. 1. a) Perfil genémico obtenido para |as cepas bacterianas aidadas.
Carrilesi1, U1A; 2, U2AP; 3, U3A; 4, U4A; 5, U5A; 6, UBA; 7; U7A; 8,
U9A; 9, U10AP; 10, U11A; 11, U12A. b) Perfil genémico parae CMD
inicial (carril A) y final con AL (carril B), AP (carril C) y lasHT (carril D).

cadaunapor latécnicade DGGE. (Fig.1a). Los perfiles son distintos
paralamayoriadelas cepas bacterianas, en €l caso delas cepas U7A,
U9A, UI0APY U11A seobtuvieron perfiles con mas de unabanda,

indicando que posiblemente estos microorganismos poseen mésde
unacopiadel gen 16srADN. En el caso de las cepas U4A y USA
(carriles4y 5), con € gradiente de desnaturalizacin probado, ambos
microorgani smos presentan una banda con movilidad similar en el

gel. Al fina de los ensayos de biodegradacion con el CMD se
determiné el perfil genémico y se comparé con €l de cada aislado.
EnlaFig. 1b sepresentan los perfilesal inicioy final delos ensayos
de biodegradacion. Con AL como fuente de carbono (carril B), las
cepas U3A, U10AP, y U11A predominaron al final del cultivo. En
cultivosi ndmduales ostas cepas presentaron tasas de consumo de
AL de hasta 354 mg ™ d*; siendo menor latasa de consumo por el

CMD (Tablal).

Tabla 1. Biodegradacion de aiféticos (10,000 mg |™%), arométicos/polares
(5,000 mg I'Y) e hidrocarburos totales (10,000 mg 1Y) por el CMD.

Tasa de biodegradacién

Fuente de carbono (mg 1™ d)
Aliféticos 3007 26.5
Aromaéticos/polares 7?06

HT 234 2 23.0

Para la mezcla de AP (carril C), los aidados U1A, U2AP, U3A,
U10APy U12A presentaron las bandas mas intensas al final del
cultivo. Latasade consumo promedlo de éstafraccion por las cepas
U2APy U10APfuede 15mg ™ d™. Lasdiferenciasen lastasasde
biodegradacién de AL y AP, obtenidas con & CM D, respecto alos
cultivos axénicos posiblemente se debe a interacciones de
competenciaentrelos microorganismos durante labiodegradacion de
los hidrocarburos. Las cepas U2AP, U3A y U10AP predominaron a
final del cult|vo con HT, siendo &l consumo de éstafuente de carbono
de234mgl™ d™* conel CMD.

Conclusiones. De acuerdo a los perfiles de DGGE, con e CMD
como indcul o, las cepas que presentaron las tasas de consumo de
hidrocarburos més elevadas fueron predominantes al final de la
biodegradacion. Con nuestros result ados seraposible disefiar cultivos
mixtos definidos degradadores de fracciones especificas de petrdl eo.
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