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RESUMEN

Se evaluo la actividad deshidrogenasa y la dindmica de poblaciones bacterianas nativas
en suelo contaminado con hidrocarburos durante su biorremediacion por bioestimu-
lacién y atenuacion natural. Se realizaron ensayos a escala mesocosmos, en la que se
compararon dos condiciones: 1) contaminacion reciente (28 dias) y 2) intemperizacion
(entre 28 a 56 dias), con suelo artificialmente contaminado (30 000 mg de hidrocarburos
totales de petroleo /kg suelo). Se estimo la riqueza de las comunidades bacterianas con
base en los perfiles genémicos generados mediante electroforesis en gel con gradiente
de desnaturalizantes (DGGE, por sus siglas en inglés). Ademas, se identificaron las
poblaciones por secuenciacion de las bandas dominantes en los perfiles de DGGE.
La evolucion de la biodegradacion se estimo a través de la actividad deshidrogenasa
durante los ensayos. El analisis molecular de los extractos de ADN, revel6 una riqueza
de genotipos similar en ambos tratamientos recién contaminados y una disminucion
importante de este parametro por efecto de intemperismo. Los niveles maximos de
actividad de la enzima se presentaron en el suelo recién contaminado-bioestimulado
(3146.84 ng de iodo-nitro-formazan (INF)/g) en comparacion con el suelo recién con-
taminado bajo atenuacion natural (1160.19 pg INF/g). Para los suelos intemperizados,
la actividad deshidrogenasa disminuy6 en comparacion con los demas tratamientos. Se
determind una comunidad bacteriana estable a lo largo del tiempo en el suelo intem-
perizado, mientras que la adicion de nutrientes favoreci6 el incremento de la riqueza
de genotipos tanto en los suelos recién contaminados como en los intemperizados. Se
identific6 la presencia de bacterias hidrocarbonoclastas (Burkholderia, Pelobacter) en
todos los tiempos de muestreo en ambos tratamientos.
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ABSTRACT

Dehydrogenase activity and composition of the native microbial community were
evaluated in hydrocarbon-contaminated soil during its bioremediation by biostimulation
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and natural attenuation. Mesocosms-scale essays were set up, comparing conditions of
recent contamination (28 days) and weathering (28-56 days) with artificially contaminated
soil (30000 mg of total petroleum hydrocarbons /kg soil). The richness of the bacterial
communities was estimated based on the genomic profiles generated by denaturing gradient
gel electrophoresis analysis (DGGE). In addition, populations were identified by sequenc-
ing of the dominant bands in DGGE profiles. The evolution of the biodegradation was
addressed through soil dehydrogenase activity during the essays. The molecular analysis of
DNA extracts revealed similar genotype richness in both newly contaminated treatments,
while a significant decrease of this parameter was observed in weathered treatments. The
maximum levels of enzyme activity occurred in the newly contaminated-biostimulated soil
(3146.84 ng iodo-nitro-formazan (INF)/g) compared to the contaminated soil under natural
attenuation (1160.19 pg INF/g). For weathered soils, dehydrogenase activity decreased
compared to the other treatments. It was determined a stable over time bacterial community
in the weathered soil, while the addition of nutrients favored increases of genotype richness
in newly contaminated and weathered soils. Hydrocarbonoclastic bacteria (Burkholderia,

Pelobacter) were identified in all sampling times in both treatments.

INTRODUCCION

El suelo alberga por unidad de volumen la mayor
biodiversidad y niumero de microorganismos. Se ha
calculado que tan s6lo un gramo de suelo fértil puede
contener hasta 1 x 10'° células procariotas y varios
miles de especies diferentes. En particular, se estima
que en el caso de los procariotas pueden encontrarse
entre 2000 y 18000 genomas bacterianos diferentes
por gramo de suelo (Daniel 2011). Esto representa
una fuente de compuestos, enzimas y un alto poten-
cial metabolico. En el suelo la diversidad y fisiologia
de las poblaciones presentes esta determinada por su
complejidad estructural, la disponibilidad de nutrientes
y sus diferentes condiciones fisicas y quimicas (Das y
Dash 2014). La determinacion de la estructura de las
comunidades microbianas se ha usado para estudiar
distintos procesos, tales como: dinamica de sucesiones
poblacionales, identificacion de poblaciones predomi-
nantes y eficiencia de procesos de biorremediacion (Vi-
fias etal. 2005). En particular, el analisis de fragmentos
del gen 16S ARNr por métodos moleculares, como la
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizantes
y el andlisis de restriccion de fragmentos terminales
polimérficos (DGGE, T-RFLP, por sus siglas en inglés),
en combinacion con la determinacion de enzimas clave
del metabolismo microbiano (deshidrogenasas, lipasas,
oxigenasas), respiracion, contenido de biomasa (Kumar
2013) y numero de microorganismos (Castro-Mancilla
etal. 2013), se han considerado parametros utiles para
el monitoreo de procesos y estrategias de biorremedia-
cién (Simarro et al. 2013).

En México uno de los mayores problemas am-
bientales es la contaminacion por hidrocarburos
en suelos y ecosistemas acuaticos. Particularmente

en el periodo 2000 — 2013, el estado de Tabasco
ocupo el segundo lugar en derrames de hidrocarbu-
ros confirmados (30 %) y primer lugar en derrames
no confirmados (50 %) (CNH 2014), entre los que
se identifican sitios recién contaminados (< 1 mes)
y suelos intemperizados con un largo historial de
contaminacion. En suelos tropicales contaminados de
la region, se ha determinado una alta mineralizacion
aerobica, asi como una elevada actividad de enzimas
como deshidrogenasa y lipasa, lo cual es conside-
rado como una evidencia de actividad y presencia
de poblaciones nativas degradadoras, en respuesta
a la presencia de hidrocarburos (Rivera-Cruz et al.
2002, Diaz-Ramirez et al. 2013, Riveroll-Larios et
al. 2015). El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la dinamica de las comunidades bacterianas y su
relacion con la actividad deshidrogenasa durante la
biorremediacion de un suelo recién contaminado con
hidrocarburos, e intemperizado-contaminado, bajo
condiciones de atenuacion natural y bioestimulacion.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo y colecta de suelo

Se recolectaron muestras de suelo no contaminado
(SNC) enun predio de uso ganadero en el municipio de
Cunduacan, Tabasco (18°0°4.73” N; 93°8°5.61” O).
Se seleccionaron tres puntos de muestreo en los
que se extrayeron bloques de suelo (40 cm?®). Las
muestras se tamizaron (J 2.38 mm) y mezcla-
ron para su caracterizacion fisica y quimica. En
cada punto también se tomaron muestras de 25 g
que se almacenaron en tubos estériles (50 mL)
y se mantuvieron en refrigeracion (4 °C) para su
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analisis dentro de las 24 h posteriores al muestreo.
La caracterizacion fisica y quimica del suelo se
realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT 2000).

Tratamientos y condiciones experimentales

Para el ensayo de biorremediacién el SNC se
contamind artificialmente con petroleo crudo de
fraccién media a una concentracién ~30 000 mg/kg.
Este suelo recién contaminado (SRC) se aire6 a tem-
peratura ambiente (72 h) para permitir la evaporacion
de compuestos volatiles.

Se prepararon unidades experimentales de acrilico
(13 cm x 13 cm % 13 cm) con 1 kg de suelo cada
una, divididas en los siguientes tratamientos (por
triplicado): a) atenuacion natural (AN), que consto de
SRC, b) bioestimulacién (BE), SRC adicionado con
fertilizante Triple 17 (Nutrigarden™) para obtener
unarelacion C:N =15, ¢) testigo que constd de SNC.

El suelo en las unidades experimentales se
humect6 inicialmente al 40 % de su capacidad de
campo (w/w), se conservo la humedad (~27 %) con
la adicion periddica de agua destilada. Estas unidades
experimentales se mantuvieron bajo condiciones
controladas en el laboratorio (25 - 30 °C).

Paralelamente, se prepararon unidades experi-
mentales similares, al aplicar al SRC dos tratamientos
en condiciones de intemperizacién: a) suelo intem-
perizado en atenuacion natural (IAN) y b) suelo
intemperizado en bioestimulacion (IBE), preparado
de manera similar que el tratamiento BE. La intem-
perizacidn consistié en exposicion solar (8 h/dia) por
28 dias, con temperaturas entre 30 y 35 °C.

En la primera etapa de monitoreo se tomaron mues-
tras los dias 0, 7, 14, 21 y 28 (ver condiciones abajo),
para los tratamientos AN, BE y SNC. Los tratamientos
IAN e IBE fueron mantenidos sin perturbar al inicio
del ensayo (28 dias). Ambos tratamientos intempe-
rizados fueron monitoreados cada 7 dias a partir del
dia 28, se determind la actividad deshidrogenasa de
forma inmediata y se mantuvieron a 4 °C (entre 24 a
72 h) en tubos estériles para la extraccion del ADN y
determinacion del nimero de microorganismos.

Determinacion de actividad deshidrogenasa y
analisis microbiologicos

En los dias sefialados se tomaron muestras de 0.5 g
de suelo (peso seco) y se colocaron en tubos estériles
(15mL), adicionando 2 mL de solucién amortiguadora
tris base (1 M, pH 7.0) y 2 mL de cloruro de iodo nitro-
tetrazolio (INT, 5 mM, PROMEGA®) como aceptor
alterno de electrones. Los tubos se incubaron por 24
h a 35 °C. El iodo-nitro-formazan (INF) producido

fue extraido con acetona y para determinar su con-
centracion, el extracto filtrado (0.2 um, Millipore™)
fue analizado en un espectrofotdmetro de UV-visible
modelo Evolution 220 (Thermo Scientific®) a 493 nm
(Neto et al. 2007). Para la cuantificacion del producto
de la reaccidn se prepard una curva estandar con INF
(PROMEGA®) en las siguientes concentraciones: 5,
10, 15, 20, 25, 30 y 35 pg INF/mL de acetona.

La cuenta total bacteriana (unidades formadoras
de colonias, UFC/g) se realizé de acuerdo con el
procedimiento descrito por Lorch et al. (1995), con
agar soya y tripticaseina (AST, Bioxon, México). Las
placas preparadas se incubaron a 35 °C y el conteo
de colonias se realizé después de 48 h.

Extraccion de ADN microbiano del suelo

Para la extraccion de ADN se pesaron 1.5 g de sue-
lo seco de cada muestra y se colocaron en tubos con
3.5 mL de NaH,POy4 (0.1 M) y lisozima (10 mg/mL,
pH 4.5), bajo agitacion (100 rpm), durante 1 h. De
cada tubo se tomaron tres alicuotas (1 mL) y se tra-
taron de acuerdo con el procedimiento descrito por
Rojas-Herrera et al. (2008). Los extractos de ADN
asi obtenidos, se visualizaron por electroforesis en
agarosa (1 %) con bromuro de etidio (10 mg/mL)
como agente de tincion. el ADN Se cuantifico por
espectrofotometria a 260 nm (uDrop™ Plate, Mul-
tiskan Go, Thermo Scientific®).

Amplificacion del ADN y electroforesis en gel con
gradiente de desnaturalizantes

El ADN extraido de las diferentes muestras de
suelo se us6 como templado para la amplificacion de
laregion V6-V8 del gen 16S ARNr basados en el pro-
cedimiento descrito por Diaz-Ramirez et al. (2008).

El analisis por electroforesis en gel con gradiente
de desnaturalizantes (DGGE, por sus siglas en inglés)
de los amplicones obtenidos se realizé de acuerdo
con Muyzer et al. (1996), utilizando un gradiente de
desnaturalizacion de 30 - 60 %. La electroforesis se
realizd con el sistema DGGE-2001 (CBS Scientific®)
con amortiguador TE 1 X (60 °C/16 h, 85 V). La
tincion del gel y conservacion se realizé de acuerdo
a Sanguinetti et al. (1994).

Identificacion de poblaciones microbianas por
secuenciacion

Las bandas predominantes de los geles de DGGE
se cortaron y colocaron en 30 uL de agua desionizada
(4 °C/72 h). A partir del sobrenadante se re-amplificd
el ADN extraido del gel bajo las condiciones descri-
tas anteriormente, pero utilizando el iniciador 968f
modificado (sin la cola de guanina-citosina). Los
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amplicones obtenidos se purificaron con el sistema
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROME-
GA®) y enviados para su secuenciacion en un siste-
ma automatizado (Macrogen Inc. Setl, Corea). Las
secuencias obtenidas se compararon con la base de
datos del Centro Nacional de Informacion Biotecno-
logica (NCBI, por sus siglas en inglés) a través de su
herramienta basica de busqueda local de alineamiento
(BLAST, por sus siglas en inglés) (Zhang et al. 2000).

Analisis estadisticos

Para estimar la correlacion entre la actividad
deshidrogenasa (INF/g de suelo) y el numero de
microorganismos (UFC/g) se realiz6é un analisis de
correlacion de Pearson para los valores obtenidos en
los diferentes tiempos de muestreo.

Para determinar la riqueza de genotipos (bandas
observadas), se utiliz6 el estimador estadistico no pa-
ramétrico de Chao2 (Gotelli y Chao 2013) conforme
esta implementado en el programa EstimateS V. 9.1.0
(Colwell 2013): Chao2 =S, +Q0;*(Q;-1)/2%(Q>+1).
Doénde: S, = numero de bandas observadas, Q; =
bandas tnicas que aparecen en un solo tiempo de
muestreo y O, = bandas comunes que aparecen en
dos 0 mas tiempos de muestreo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron los cambios en la composicion y
actividad bioldgica de la comunidad microbiana
nativa de un suelo contaminado artificialmente a lo
largo de un ensayo de biodegradacion de hidrocar-
buros totales de petroleo. Se estimo la respuesta en
condiciones de contaminacién reciente ¢ intemperi-
zacion, bajo atenuacion natural y bioestimulacion.
La seleccion del SNC para el estudio se baso en su
ubicacion en un area de alta actividad petrolera y
ganadera, donde frecuentemente se presentan derra-
mes de hidrocarburos (Riveroll-Larios et al. 2015).
Este suelo tiene uso como pastizal con zacate estrella
(Cynodon plectostachyus) como especie dominante.
Las caracteristicas fisicas y quimicas fueron: materia
organica 3.71 %, carbono orgénico 2.15 %, potasio,
calcio, magnesio y sodio (0.37, 32.94, 6.86, 0.28
Cmol/kg, respectivamente), pH 7.5, humedad 21.6
% y conductividad eléctrica 0.46 dS/m. De acuerdo
con su textura, la clasificacion correspondi6é a un
suelo arcilloso-limoso con condiciones aptas para
su aprovechamiento agropecuario.

El ensayo se enfocd en la determinacion de la
riqueza de genotipos bacterianos en perfiles geno-
micos y la identificacion de poblaciones dominantes

a partir de las bandas de DGGE observadas durante
el ensayo. La actividad de la enzima deshidrogena-
sa se consider6 como una medida de la actividad
degradadora y se correlacion6 con el nimero de
microorganismos presentes.

Dinamica de la comunidad microbiana nativa en
el ensayo de biorremediacion de hidrocarburos

El analisis de los perfiles de DGGE para el suelo
bajo atenuacién natural (Fig. 1- AN), revel6 un con-
teo de bandas compuesta por hasta 25 genotipos, de
las cuales 57 % correspondieron a genotipos comunes
entre los cinco tiempos de muestreo (Fig. 1, flechas).
En el caso del suelo bioestimulado (Fig. 1, BE),
se obtuvo un conteo de bandas con 22 genotipos,
con 47 % de bandas comunes en los primeros 7
dias del ensayo y 23 % al final (T = 28 dias). En el
SNC se presentaron 22 bandas que corresponden a
la comunidad bacteriana nativa previo a la adicion
de contaminantes.

A partir de los perfiles gendmicos de este ensayo
se realizé una curva de acumulacién de genotipos
correspondientes a la riqueza estimada (S¢yq,2) de
poblaciones bacterianas (Fig. 2). De acuerdo con
estimador de Chao2 (Fig. 2a), los valores de riqueza
de genotipos (numero bandas), fueron similares en
condiciones de bioestimulacion y atenuacidn natu-
ral (sin adicion de nutrientes). Ademas, en ambos
tratamientos la riqueza present6 un comportamiento
creciente durante el ensayo, lo que corresponde a
la aparicion de poblaciones microbianas diferen-
tes, observadas como bandas tnicas, a lo largo del
tiempo de muestreo (Fig. 1, AN y BE). Este com-
portamiento, puede reflejar dependencia de algunas
poblaciones a la disponibilidad de fuentes de carbo-
no, derivadas de la biotransformacion de la mezcla
de hidrocarburos, llevada a cabo por poblaciones
microbianas mas versatiles (bandas comunes).
Cambios en la composicion de las comunidades
microbianas y seleccion de poblaciones durante
la biodegradacion se han reportado previamente
utilizando analisis comparativo de los perfiles gend-
micos e intensidad de bandas a través del tiempo, en
presencia de hidrocarburos y en diferentes tipos de
tratamiento en suelo (Maila et al. 2005, Supaphol et
al. 2006). Para el suelo IAN en el periodo analizado
(28 a 56 dias), lariqueza estimada (S¢ypq,2) para am-
bos tratamientos intemperizados (Fig. 2b), presento
valores elevados, observandose de 8 — 11 genotipos
estimados para IAN y de 14 — 22 para IBE.

Villarreal et al. (2004) en su estudio sobre analisis
de la biodiversidad, sefialaron que la estimacion de
genotipos a través del indice de Chao2 se basa en la



DINAMICA DE POBLACIONES Y ACTIVIDAD DESHIDROGENASA EN BIORREMEDIACION DE SUELO CON HIDROCARBUROS 241

IBE
|

ks

KK KE ¥

!

AN

;
| 4
g
£

W

BE
I o I .
J‘lt
[

1

Fig. 1. Perfiles genomicos obtenidos por electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizantes durante el ensayo con
suelo artificialmente contaminado con hidrocarburos, aplicando diferentes tratamientos: AN-suelo recién con-
taminado con atenuacion natural, BE-suelo recién contaminado-bioestimulado, IAN-suelo intemperizado con
atenuacion natural, IBE-suelo intemperizado-bioestimulado. Las flechas indican las bandas comunes entre los
tiempos de muestreo. Los puntos representan las bandas seleccionadas para secuenciacion
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Fig. 2. Riqueza estimada (Scnq02) de genotipos en el ensayo con suelo artificialmente contaminado con hidro-
carburos aplicando diferentes tratamientos: a) AN-suelo recién contaminado con atenuacion natural, BE-
suelo recién contaminado-bioestimulado; b) IAN-suelo intemperizado con atenuacion natural, IBE-suelo
intemperizado-bioestimulado

proporcion entre el nimero de bandas tnicas (raras) Lariqueza de genotipos obtenida en los tratamien-
y el nimero de bandas comunes, lo cual explicaria tos AN y BE (Fig. 2a) al final del tratamiento, no

la estimacion s

uperior observada en el monitoreo. presentd diferencias significativas (p < 0.05), lo cual
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reveld que el numero de poblaciones bacterianas pre-
sentes en ambos suelos recién contaminados fue presu-
miblemente independiente de la adicion de nutrientes.
Qiao et al. (2014) encontraron un comportamiento
similar con un suelo altamente contaminado con hidro-
carburos (63 000 mg/kg) tras la adicion de nutrientes
inorganicos, observando el crecimiento simultaneo
de diferentes especies microbianas heterétrofas, lo
que previno el crecimiento de poblaciones bacteria-
nas dominantes. Los patrones de bandas similares en
los perfiles genémicos obtenidos para el AN y BE,
reflejan la tolerancia de las poblaciones bacterianas
nativas a la presencia de hidrocarburos, asi como su
posible capacidad para utilizar estos contaminantes
como fuente de carbono y energia (Colla et al. 2014).

En general, los suelos contaminados-intemperi-
zados presentaron una riqueza de especies menor,
comparados con los suelos recién contaminados,
siendo notoria la disminucion en la riqueza a través
del tiempo de muestreo. Genovese et al. (2014),
atribuyeron este comportamiento a la presion de
seleccion ejercida por los contaminantes sobre una
comunidad microbiana en SNC, hacia una comuni-
dad formada por microorganismos degradadores y/o
resistentes a los hidrocarburos.

Actividad biologica global en el ensayo de biode-
gradacion de hidrocarburos

La actividad deshidrogenasa durante el ensayo
de biorremediacion con suelo recién contaminado y
suelo en condiciones de intemperie se muestra en la
figura 3. La actividad deshidrogenasa al inicio del
monitoreo en el SNC fue de 941.7 ug INF/g suelo
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seco y el nimero de bacterias heterdtrofas fue de
2.7 x 107 UFC/g suelo seco. Estos valores se con-
sideraron como iniciales para los tratamientos AN
y BE. Para el tratamiento BE, se registrd una alta
actividad deshidrogenasa durante todo el tiempo de
monitoreo (28 dias), siendo cinco veces mayor en
comparacion al SNC y tres veces respecto al regis-
trado para el tratamiento AN (Fig. 3a). El nimero de
bacterias se increment6 en un orden de magnitud en
el BE (2.9 x 10® UFC/g suelo; T = 28 dias) respecto
al valor inicial, reflejando el efecto positivo de la
adicion de nutrientes que favorecid el incremento
tanto del numero de microorganismos como de la
actividad enzimatica. Los resultados de la AN y BE
son comparables con los registrados en muestras de
suelo adyacente al estudiado en el presente trabajo,
pero contaminado con hidrocarburos (20 400 mg/kg),
donde se obtuvieron valores de ~1.2 x 107 UFC/g
suelo (Riveroll-Larios et al. 2015).

En el IBE (Fig. 3b) la actividad deshidrogenasa
mantuvo niveles elevados, en los primeros 14 dias
de monitoreo (28 a 42 dias). Posteriormente, se
redujo en 50 % (~1 900 pg INF/g) respecto a los
valores maximos registrados, lo que corresponde a
un niimero de microorganismos de ~8.8 x 107 UFC/g
(T =14 dias). En general, la actividad deshidrogenasa
para el IBE fue tres veces superior respecto a la regis-
trada para el suelo IAN. Estos resultados sugieren que la
bioestimulacion favoreci6 el incremento en la actividad
metabolica, lo que coincide con los datos de riqueza
registrados bajo condiciones de intemperizacion.

En un ensayo paralelo, a partir del contenido de
hidrocarburos iniciales y finales de estos suelos,
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Fig. 3. Actividad deshidrogenasa (mg INF/g de suelo) durante el ensayo con suelo artificialmente contaminado con
hidrocarburos aplicando diferentes tratamientos: a) AN-suelo recién contaminado con atenuacion natural,
BE-suelo recién contaminado-bioestimulado; b) [AN-suelo intemperizado con atenuacion natural, IBE-suelo

intemperizado-bioestimulado
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Gonzalez-Diaz (2014) determind un nivel de biode-
gradacion de 25.4 % para el suelo BE y 13.0 %, para
el suelo bajo AN, después de 28 dias de tratamiento.
Mientras que, la remocion fue de 25.5 % para el
suelo IBE y 19 % para el suelo IAN al final del
periodo de 84 dias de tratamiento. Estos valores de
biodegradacién corresponden con la mayor actividad
deshidrogenasa observada en el periodo inicial del
monitoreo (Fig.3a). En el caso de los suelos some-
tidos a intemperizacion, éstos alcanzaron un nivel
similar de remocidn pero mucho tiempo después.

A través del analisis de correlacion de Pearson (1),
se determino una correlacion positiva entre el nimero
de microorganismos y la actividad deshidrogenasa,
en los suelos recién contaminados e intemperizado-
contaminados (r = 0.7). Udosen y Okon (2014) re-
portaron una correlacion positiva similar, asi como
un incremento en la actividad de esta enzima en
suelos contaminados con petréleo, en comparacion
con suelos no contaminados. Asi mismo, Yan et al.
(2013) demostraron valores de correlacion positiva
(r = 0.568) entre la actividad deshidrogenasa y la
degradacion de hidrocarburos con cepas aisladas de
un suelo sin exposicion previa a hidrocarburos. Los
resultados de la actividad deshidrogenasa (Fig. 3)
y su correlacion con el contenido de microorganis-
mos, sugiere que el uso de esta enzima es adecuado
para el monitoreo del proceso de biodegradacion de
hidrocarburos.

Identificacion de genotipos microbianos nativos
en suelo contaminado

La identificacion taxondmica de las bandas pre-
dominantes recuperadas de los perfiles genomicos
de los diferentes tratamientos analizados y SNC
(Fig. 1, puntos) se muestra en el cuadro I. De
las siete bandas secuenciadas en los suelos recién
contaminados, tres se encontraron presentes en el
SNC (RC2, RC3, RC13). Estas bandas pertenecen
a miembros de la comunidad bacteriana nativa que
persistieron después de la adicion de los hidrocar-
buros. Entre los géneros identificados destacaron
Pelobacter y Nocardioides, que se encontraron
en todos los tiempos de muestreo, tanto en el tra-
tamiento AN como en el BE. Las bandas RC18
y RC22 correspondieron a genotipos Unicos que
aparecieron en el tiempo final del tratamiento BE (T
= 28 dias), entre los que se pudieron reconocer los
géneros Desulfuromonas y Nocardioides que poseen
varios miembros reportados como degradadores de
hidrocarburos, presentes en ambientes con bajas
concentraciones de oxigeno y alta salinidad (Das-
tager et al. 2009, Kim et al. 2014). Esto sugiere un
cambio en la estructura de la comunidad microbiana
con la adicion de nutrientes, ya que estas bandas no
coinciden con ninguna de las observadas en el SNC.
Mientras que la adicion de hidrocarburos al suelo no
modifico significativamente la composicion inicial
de la comunidad microbiana nativa, ya que, de las 22

CUADRO L. IDENTIFICACION DE SECUENCIAS PARCIALES DEL GEN 16S ARNR PROVENIENTES DE BANDAS RECU-
PERADAS DE LOS PERFILES GENOMICOS OBTENIDOS DE SUELOS RECIEN CONTAMINADOS E INTEM-
PERIZADOS CON HIDROCARBUROS, APLICANDO DIFERENTES TRATAMIENTOS INDICADOS COMO:
AN-SUELO RECIEN CONTAMINADO CON ATENUACION NATURAL, BE-SUELO RECIEN CONTAMINADO-
BIOESTIMULADO, IBE-SUELO INTEMPERIZADO-BIOESTIMULADO

Secuencias identificadas en GenBank

. % de .

Banda  Tratamiento No. de acceso Grupo Género identificacion® Referencia™*
filogenético (clase)

RC2 BE NR _102848.1  Betaproteobacteria Burkholderia 89 % Ajao et al. 2014
RC3 AN, BE NR_075013.1  Proteobacteria Pelobacter 87 % Kotlar et al. 2011
RC8 AN NR 041671.1 Clostridia Desulfosporosinus 80 % Kuppardt et al. 2014
RC13 AN, BE NR 044982.2  Actinobacteria Nocardioides 86 % Jung et al. 2002
RC17 BE NR_074925.1  Bacilli Staphylococcus 97 % Shukor et al. 2009
RC18 BE NR_026407.1  Deltaproteobacteria Desulfuromonas 83 % Kim et al. 2014
RC22 BE NR 044234.1  Actinobacteria Nocardioides 90 % Dastager et al. 2009
1C4 IBE NR _075009.1  Deltaproteobacteria Geobacter 88 % Rooney-Varga et al. 1999
IC8 IBE NR 074291.1 Betaproteobacteria Bordetella 85 % Wang et al. 2007
1C9 IBE NR 113732.1 Betaproteobacteria Bordetella 80 % Meenakshisundaram y

Bharathiraja 2014

*Para la identificacion de las bandas se consideraron como criterios: a) un valor esperado de coincidencias (valor-E) menora 1 x 1076
(NHGRI 2015), b) un porcentaje de identificacion calculado por la herramienta basica de buisqueda local de alineamiento (BLAST, por

sus siglas en inglés) superior al 80 % (Aburto y Ball 2009)

**La bibliografia citada corresponde a trabajos donde se identificaron estos géneros como degradadores de hidrocarburos
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bandas observadas en el SNC, 16 persistieron en el
tratamiento con AN a lo largo del tiempo de mues-
treo, asi como 14 bandas durante el tratamiento BE.

Para los suelos intemperizados, se recuperaron
las bandas correspondientes al tratamiento IBE. De
las 13 bandas seleccionadas para su reamplificacion
y posterior secuenciacion, tres fueron identificadas a
nivel de género (Cuadro I), entre los cuales Geobac-
ter' y Bordetella se observaron también en el SNC.
Estas bandas también corresponden a géneros con
especies bacterianas reportadas como degradadoras
de diferentes tipos de hidrocarburos.

De los grupos filogenéticos presentados en el
cuadro I, los géneros de la clase Betaproteobacteria
fueron los mas frecuentes, al encontrarse en los tra-
tamientos recién contaminados e intemperizados. Las
bandas IC8 e IC9 persistieron durante el tratamiento
IBE, la identificacion de ambos microorganismos
correspondid con géneros reportados previamente
como degradadoras de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Wang et al. 2007, Meenakshisundaram
y Bharathiraja 2014). Entre las bandas dominantes
identificadas en los suelos recién contaminados,
destacan también las correspondientes a la clase
Actinobacteria, al registrarse en los perfiles de forma
ocasional una banda (RC22) atribuida a Nocardioi-
des. En contraste, la banda RC13 también identificada
como Nocardioides, se observé en todos los tiempos
de muestreo de los tratamientos bajo AN y BE. La
ausencia de poblaciones bacterianas pertenecientes
a esta clase en el tratamiento IBE puede deberse a
que muchas de ellas son degradadoras de alcanos de
cadena intermedia (C10-C18), los cuales pudieron
agotarse durante los primeros 28 dias antes de la toma
de muestras (Diaz-Ramirez et al. 2008).

CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad deshidrogenasa
combinada con la determinacion de la estructura y
dinamica de las comunidades bacterianas permitid
demostrar una alta actividad bioldgica de los mi-
croorganismos nativos y un incremento gradual de
la riqueza de poblaciones bacterianas en respuesta
a la presencia de los contaminantes y a la bioesti-
mulacién. En contraste, en el suelo bajo atenuacion
natural la intemperizacion propicié una comunidad
bacteriana estable con un incremento gradual de la
actividad de la enzima deshidrogenasa. Las bandas
dominantes identificadas pertenecieron a la clase
Betaproteobacteria y Actinobacteria. En general,
esta estrategia permitio valorar el potencial de

biodegradacion y dindmica de la comunidad procariota
durante la biorremediacion de hidrocarburos en suelo.
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