DINAMICA DE POBLACIONESBACTERIANASDE SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROSEN BIOPILASDE REMEDIACION.
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Introduccion. El andlisis de las comunidades microbianas
involucradas en procesos de hbiodegradacion de
hidrocarburos ha sido un desafio para los microbidlogos. La
estructura, diversidad, dinamismo y estabilidad de las
poblaciones microbianas en muestras ambientales se pueden
estudiar por técnicas de biologia molecular. Debido a que los
andlisis de microbiologia tradicional son insuficientes para
establecer estos parametros poblacionales, ya que entre 90 y
99% de estas especies no son cultivables (5). La aplicacion
de técnicas de biologia molecular ofrece varias técnicas para
el andlisis de comunidades microbianas. Una de estés es la
Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion
(DGGE), que permite obtener perfiles de las comunidades
microbianas presentes en diversos ambientes, sin necesidad
de cultivar (2). El 16S rRNA y su respectivo gen (16S
rDNA) son marcadores moleculares apropiados para generar
dichos perfiles moleculares de la comunidad. Las biopilas
son una tecnologia de biorremediacién el cua utiliza
procesos fisicoquimicos y bioldgicos. a donde el suelo
contaminado se mezcla con un materia texturizante (bagazo
de cafia). El objetivo de este trabajo fue conocer la estructura
y dinamismo de poblaciones microbianas en procesos de
biorremediacion mediante biopilas de suelo de Campo 10,
PozaRica.

Metodologia Cuantificacién de bacterias totales en agar
nutritivo y de bacterias hidrocarbonoclastas en agar medio
mineral para hidrocarbonoclastas (1). Extraccion del ADN
de los suelos por el método de Lisozima-Bead Beater-SDS
(4). En la amplificacion por PCR para la region V6-V8 de
16S rDNA se utilizaron los cebadores GC968f y UNI1401r.
El DGGE se rediz6 en un gradiente de 44 — 54% de
desnaturalizantes (formamida y urea) tanto del suelo como
delas cepas aisladas de las muestras.

Resultados y discusion. Las cuentas bacterianas en suelo
contaminado con hidrocarburos mostraron incremento de
dos o6rdenes de magnitud en el numero de bacterias
hidrocarbonoclastas, con respecto a suelo control no
contaminado. Un efecto similar se observd en el nimero
total de bacterias, aunque la diferencia es de solo un orden
de magnitud. B monitoreo de las poblaciones microbianas
durante su tratamiento en biopilas, produjo patrones de
bandas diferentes entre el suelo control y el contaminado. Se
encontraron bandas correspondientes a poblaciones
prominentes a lo largo de los diferentes tiempos de
muestreo. A partir de bacterias hidrocarbonoclastas aisladas
de las muestras, se obtuvieron los patrones de DGGE de 20

cepas puras, de ellas sdlo una cepacoincidié con el patrén de
bandas de |os suel os.
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Tabla 1. Cuentas viables a diferentes tiempos de tratamiento en
biopilas.

Conclusiones. Las bacterias hidrocarbonoclastas
aumentaron en 2 ordenes de magnitud a lo largo del
tratamiento. Los patrones de bandas en el DGGE en
combinacién con las huellas moleculares de los aislados
obtenidos, sugirieren que la mayoria de las especies
bacterianas que estan en el proceso de biorremediacién no
son cultivables con los medios de cultivo utilizados.
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