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Introduccion. En el analisis de comunidades
microbianas nativas del suelo, herramientas moleculares
tales como el aislamiento del ADN de muestras del area
de estudio, la replicacion in vitro de fragmentos
especificos y la obtencién de perfiles genémicos son
esenciales para reducir la escala de trabajo, pudiéndose
estudiar la presencia y dinamica poblacional microbiana a
través del andlisis del ADN metagendmico total del suelo.
Sin embargo, tales métodos se ven afectados por
diferentes factores (tipo de suelo, materia organica,
concentracion de hidrocarburos), por lo que Ila
estandarizacién y comparacion de diferentes métodos es
necesaria para obtener un perfil mds completo de los
microorganismos del suelo.

El presente trabajo demuestra la aplicacién vy
optimizacién de diferentes técnicas de extracciéon y
purificacion de ADN microbiano de un suelo tropical
contaminado con HTP para la obtencién de un perfil
gendmico por PCR y DGGE.

Metodologia. Se realiz6 la extraccion de ADN de
muestras de suelo artificialmente contaminado con HTP
bajo diferentes tratamientos e inoculacién con un cultivo
mixto definido de bacterias a diferentes concentraciones
de hidrocarburos.

Extraccion y purificacion de ADN de cultivos en medio
liguido y de suelo. Se compararon los siguientes
métodos: a) ruptura mecénica por Bead-Beater (1), y b)
por afinidad ADN-Silica en suelos y sedimentos (2). Las
muestras obtenidas fueron purificadas mediante kits
comerciales: a) columnas Wizard® DNA Clean-Up
System (PROMEGA), y b) Quantum Prep Freeze'N
Squeeze DNA Gel extraction spin columns (BIO-RAD).
Amplificacién por PCR. Se estandarizé el protocolo de
PCR para la amplificacion del gen 16S rDNA y su region
variable V6-V8 para todas las muestras de suelo (3). Se
realiz6 una curva de concentracion de MgCl, para todas
las muestras, y se visualizaron los productos mediante
electroforesis en gel de agarosa (1%).

Resultados. Tanto la extraccién de ADN por bead-beater
como por silica resultaron positivas, obteniéndose mayor
rendimiento de ADN por bead-beater, mientras que por
silica se obtuvo ADN de alto peso molecular mejor
conservado, aunque el rendimiento fue menor (Fig. 1a y
1b). La purificacién del ADN se realiz6 s6lo en muestras
obtenidas por bead-beater, registrandose mayor
recuperacion con el kit Wizard® (Fig. 1c). Para confirmar
la utilidad de las muestras de ADN obtenidas, se usaron
los extractos por bead-beater purificados para la
amplificacion del gen 16S rDNA y la region variable V6-

V8, obteniéndose la mejor amplificacion de todas las
muestras. Los extractos obtenidos por silica tuvieron que
ser preparados en diluciones seriadas, obteniéndose un
mejor rendimiento de amplificacién a mayor dilucién y en
presencia de mayor concentracién de MgCl,. (Fig. 2).
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Fig. 1. a) extraccion de ADN por Bead-Beater: l.-suelo inoculado,
contaminado y bioestimulado (SI-C-B), Il.-suelo no inoculado,
contaminado y bioestimulado (SNI-C-B); b) extraccién de ADN por silica
al 4%: 1.-SI-C-B, 11.-SNI-C-B; c) purificacion de extractos de ADN: |.-Sl-
C-B y I1.-SNI-C-B purificados por columnas; II1.-SI-C-B y IV.-SNI-C-B
purificados por electroforesis en gel de agarosa. M: marcador
molecular Lambda DNA/EcoRI 0.125-21.226 Kbp.
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Fig. 2. Estandarizacion de PCR del gen 16S rDNA - region variable V6-
V8 por curva de concentracion de MgCl,. I.- SI-C-B extraido por bead-
beater y purificado por kit Wizard. Il a IV: SI-C-B extraido por silica sin
purificar, con diluciones seriadas 1/150, 1/250, 1/500. (+): Control
positivo (Bacilus subtilis); (-): control negativo (agua MQ); M: marcador
molecular Lambda DNA/EcoRI 0.125-21.226 Kbp.
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Conclusion. La extraccion de ADN de suelo por bead-
beater demostro ser Util para extraer una mayor cantidad
de ADN en comparacion con la extraccién con silica,
aunque no todas las muestras de suelo presentaron
resultados positivos. En contraste, la extraccion por silica
fue exitosa en todas las muestras, siendo posible obtener
los amplicones requeridos sin necesidad de purificar. Los
protocolos establecidos forman parte del analisis de la
dindmica de poblaciones en funciébn de diferentes
tratamientos de biorremediacion.
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