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Resumen

La introduccién accidental o provocada de gasolina en
suelos agricolas en la region del Bajio mexicano es un
problema ambiental persistente. Las constantes fugas de
tomas de combustible en la zona provocan la pérdida de
cultivos de intéres agricola, y favorecen la seleccion de
microorgansimos capaces de emplear dicha mezcla de
hidrocarburos como fuente de energia. Con el fin de
determinar la  diversidad microbiana en  zonas
contaminadas con gasolina, en este trabajo, nos enfocamos
al aislamiento y caracterizacion de microorganismos con
capacidad degradadora de gasolina en suelos agricolas
préximos al municipio de Pueblo, Nuevo en el estado de
Guanajuato. La microbiota aislada fue identificada por
pruebas bioquimicas y moleculares e incluye cepas de los
géneros Pseudomonas sp., Enterobacter sp. y Bacillus sp.

Diversidad microbiana, Hidrocarburos, Biorremediacion,
Ecologia microbiana

Abstract

The accidental or caused introduction of gasoline in
agricultural soils in the Mexican Bajio is a persistent
environmental problem. Constant leakage of fuel in the
area cause the loss of crops of agricultural interest, and
derivating in the selection of microorganisms capable of
using this mixture of hydrocarbons as energy source. In
order to determine the microbial diversity in areas
contaminated with gasoline, in this work, we focus on
isolation and characterization of microorganisms with
ability to use gasoline in agricultural soils next to the
municipality of village, new in the State of Guanajuato.
The microbiota isolated was identified by biochemical
and molecular tests and includes strains of the genera
Pseudomonas sp., Enterobacter sp. and Bacillus sp.
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Introduccion

En la actualidad, existe un riesgo constante hacia
el medio ambiente debido al incremento de las
actividades economicas y sociales de las
comunidades, y este riesgo se incrementa en la
produccion de nuevos compuesto organicos, que
no se encuentran presentes en la naturaleza y del
cual se degradacion se vuelve dificil, entre estos
compuestos se encuentran los combustibles, y
aunque ellos han sido derivados del petroleo, su
composicion actual y concentraciones durante la
refinacion, los convienrte en compuestos
organicos permanentes (COP’s).

Para la remocion de ellos, se puede
realizar por metodos fisicoquimicos, como la
fotolisis, a través del uso de compuestos
quimicos que permiten la oxidacion, aunque este
ultimo es eficiente en la remocion, genera
nuevos compuestos y afecta la diversidad
microbiana y vegetal del sitio impactado, por
ello, se estudian actualmente la implementacion
de nuevas estrategias biologicas para la
recuperacion de estos sitios, considerando que
existe microorganismos que son capaces, de
manera natural, de degradar compuestos
Xenobioticos.

Para poder desarrollar metodologias para
biorremediar un suelo contaminado, es necesario
aislar microorganismos de dicho medio (Lisek,
Paszt, & Trzcinski, 2014).

Los microorganismos  pueden  ser
obtenidos a partir del enriquecimiento de
cultivos, donde la mayor tasa de crecimiento o la
concentracion final celular se puede utilizar
como criterio de seleccion (Geetha, Joshi, &
Kathrotiya, 2013).
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Existen estudios donde se ha determinado
que las bacterias tienen un alto potencial en la
recuperacion de sitios contaminados con
gasolina, ayudando en la recuperacion incluso de
la poblacion vegetal dafiada (Roy et al., 2014),
debido a que pueden degradar varios
componentes provenientes de los hidrocarburos
de petrdleo como son los hidrocarburos
aromaticos polinucleares (PAHSs), hidrocarburos
monoaromaticos o hidrocarburos alifaticos de n-
alcanos (Geetha et al., 2013).

El objetivo de este trabajo fue identificar
bacterias degradadoras de gasolina presente en
suelo contaminado, debido a la presencia de
fugas del combustible en un predio cercano a la
comunidad de “Loma de San Antonio” entre los
municipios de Pueblo Nuevo e lIrapuato en el
estado de Guanajuato.

Metodologia
Ubicacién de la zona de muestreo

Las muestras fueron colectadas en una toma de
gasolina clandestina que presentd una fuga de
combustible (Figura 1), la cual esta localizada a
una distancia de 7.387 km de la carretera
Irapuato-Pueblo Nuevo en la comunidad de
Loma de San Antonio a un costado del Canal de
Coria (20.570621,-101.310999).

Toma de muestras

Se seleccionaron 13 puntos de muestreo
alrededor del punto de fuga, delimitando el area
por la presencia de vegetacidén con sintomas de
estres (Figura 1). Se tomaron muestras de suelo a
una profundidad de 20 cm. Las muestras se
preservaron en bolsas de polietileno con sello
hermético y se conservaron a 4°C hasta su
procesamiento.
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Figura 1 Sitios de muestreo. A. Mancha delimitada por
sequia de vegetacion causada por la contaminacion de
gasolina. B. Mapa del muestreo radial en la zona dafiada.
C y D. Puntos de muestreo

Aislamiento de
degradadores de gasolina

microorgansimos

El aislamiento de microorganismos con
capacidad de degradar la gasolina, se realiz6 a
través de una técnica de enriguecmiento. Se
inoculo incialmente 50 mL de medio mineral
Bushnell-Haas (Bushnell & Haas, 1941)
suplementado con 0.04 % de extracto de
levadura y 1 mL de gasolina, con 1 g de suelo.
Los matraces fueron incubados a temperatura
ambiente a 120 rpm durante una semana.
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Posteriormente se utilizaron 2 mL de
cultivo y se inocularon nuevamente en 50 mL de
medio mineral Bushnell-Haas con 1 mL de
gasolina y 0.02% de extracto de levadura, se
incubaron a temperatura ambiente a 120 rpm por
una semana. Finalmente se utilizaron 2 mL de
cultivo para inocular 50 mL de medio mineral
Bushnell-Haas y 2 mL de gasolina como Unica
fuente de carbono, incubandose a temperatura
ambiente a 120 rpm durante dos semanas. Al
terminar el enriquecimiento de la muestra, se
utilizaron 100 pL de este cultivo y se
espatularon en cajas Petri con agar nutritivo y
agar YPD, incubandose a tempreatura ambiente
por 48 hrs. Los cultivos axénicos fueron
obtenidos a partir de resiembras secuenciales en
agar nutritivo, para posteriormente inocular 10
mL de caldo nutritivo, incubandose a
temperatura ambiente, a 120 rpm durante 24 hrs.
Se utiliz6 alternativamente al enriguecimiento,
siembra directa de diluciones seriales de las
muestras colectadas en agar nutritivo y papa
dextrosa agar (PDA).

Caracterizacion bioquimica y molecular de
los aislados

La identificacion de los aislados se realiz6 a
través de pruebas bioquimicas (actividad de
catalasa, oxidasa, almilasa, utilizacion de citrato
y fermentacion de lactosa), caracteristicas
microscopicas, coloniales, y a traves de la
amplificacion y secuenciacién del gen 16S
rDNA, empleando los oligonucledtidos 27F:5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'y 1492R:5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3". (Pérez-
Gutiérrez et al., 2013).

Para ello, se realiz6 la extraccion de
ADN total empleando el método reportado en el
Manual de Laboratorio Molecular Cloning
(Maniatis, Fritsch, & Sambrook, 1982).
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La reaccién de polimerizacion se llevo a
cabo en el termociclador TC-3000 de la marca
TECHNE.

El programa de amplificacién incluyo 30
ciclos, con paso de desnaturalizacion a 95°C/30
s, alinieamiento de oligos a 50°C/30 s vy
polimerizacion a 72°C/2 min.

La integridad del material genético, asi
como de los productos de amplificacion se
verificd por electroforesis en gel de agarosa al
0.8%.

La secuenciacion de los productos de
PCR se realizo en la unidad de secuenciacion del
Laboratorio de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO) del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politénico
Nacional (CINVESTAV-IPN).

Se utilizo el programa BLASTnN para el
analisis comparativo utilizando la base de datos
de Nucleotide collection nr/nt de NCBI (Sayers
et al., 2009), aplicando un valor de expectancia
de 10, limites de coincidencia/incompatibilidad
de 4, -5 y un costo por introduccién de huecos de
6 y 5 de extension.

Reconstruccion filogenética

El disefio y la construccidon del arbol filogenético
se realizO empleando las secuencias de los
aislados obtenidos y aquellas que por analisis
BLASTN, presentaron la mejor calificacion de
identidad con los aislados (Tabla 2; Nimeros de
acceso:
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KF817747.1,  KF788246.1,  KC920586.1,
JQ398852.1,  GQ280808.1,  FJ227312.1,
JF441244.1,  JN999831.1,  KF515653.1,
HQ324912.1,  JF681286.1,  KF437632.1,
JF825890.1,  HQ840771.1,  KU862318.1,
IX196957.1,  KF751674.1,  KC790300.1,
KT943977,  JF895527.1, KC139411.1,

KF746895.1) correspondientes a las cepas
Enterobacter ludwigii, Enterobacter sp. F65, 09-
M1y VITNC1, Bacillus cereus MG209 y bh11,
Serratia marcescens A4 y Serratia marcescens
subsp. marcescens JLZM21, Pseudomonas
plecoglossicida LJ3, Pseudomonas putida P-
1017-1, Pseudomonas  montelli EUA45,
Pseudomonas sp. DHC8, Rajl2, N1, D9-1,
Yangling-14, SSKSD6, SK9, R873, Ebht3,
Citrobacter braakii Hb-7 y Citrobacter sp. W-
137-1, respectivamente.

Las secuencias se alinearon en el
programa BioEdit (Hall, 1999) con la
herramienta ClustalW (Thompson, Higgins, &
Gibson, 1994) usando los pardmetros estandar.
Una vez alineadas y editadas las secuencias, se
realizo la busqueda del modelo de sustitucion en
el programa JModelTest 2.1.7 v20150530
(Posada, 2008).

El arbol filogenético se elabor6 en el
programa MEGA5.2 (Tamura et al.,, 2011)
empleando como método de reconstruccion
méxima verosimilitud, con el modelo de
sustitucion General Time Reverse (GTR+G).

La distribucion discreta Gamma fue
utilizada para modelar las diferencias evolutivas
entre los sitios (4 categorias (G = 1.2206),
obtenido con el programa JmodelTest con un
LnL=-7725. En la reconstruccion filogenética se
utiliz6 un Boostrap de 1100.
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De ésta coleccion, fueron seleccionados 50
aislados, considerando sus caracteristicas macro
y microscopicas, a los cuales se les realizd una
caracterizacion bioquimica, para determinar su
respuesta frente a las pruebas de actividad de
catalasa y oxidasa, movilidad, hidrélisis de
almidon, utilizacion de citrato, crecimiento en
medio Vogues Proskauer y agar Mac-Conkey
(Tabla 1; Holt, Krieg, Sneath, Staley, &
Williams, 1994).
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Negativo
Positivo

Tabla 1 Resultados de las pruebas bioquimicas

(C: Catalasa, OX: Oxidasa, MOV: movilidad, H.A:
Hidrdlisis de almidén, UC: Utilizacién de Citrato, VP:
Voges-Proskauer, FL (EMB): Fermentacién de Lactosa
(Medio EMB), F.L (M.C): Fermentacion de Lactosa (Mac-
Conkey). N.- Presenta oxidacion del medio cambiando a
color negro
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Se seleccionaron 16 aislados con
caracteristicas  bioquimicas distintas, para
caracterizarlos molecularmente por medio de la
amplificacion y secuenciacion del gen 16S
rDNA. En la Tabla 2 se muestran los resultados
de la comparacion genética contra la base de
datos nr/nt.

Tamaric de

K] 70
Cobertura |dentidad secuencia (nt)

AG1 I Enterobacter sp. VITNCI 98 96 1240
AG2 F Enterobacter sp.09-M1 99 78 1051
AG3 G Pseudononas sp. Yangling 14 99 99 1167
AG4 A Bacillus cereusMG209 99 97 1167
AGS D S“;:f;:ﬁ;‘j?ﬁii‘f’*’ 98 97 171
AGE A Pseudomonas sp. Ebhi3 99 93 1205
AG8 C Pssudonmonas sp. SSKSD6 99 92 1220
AGY C Pseudomonas sp. N1 98 93 1226
AG10 D Psaudomonas aeruginosa R873 99 99 1196
AG11 E Pseudononas pecoglossicida 1.13 98 94 1173
AG12 G Pseudonmnas putida SITANH 88 71 1060
AG13 H Citrobactersp. W-137-1 92 90 1220
AG14 B Pseudononas pecoglossicida 1.13 97 94 1204
AG16 C Pseudonmonas nonteilil EU4S 87 90 1197

Las secuencias comespondientes a los aislades AG7 y AGI6 se climinaron del andlisis por Ia baja calidad que presentaban.

Tabla 2 Resultados del analisis comparativo de secuencias
en la base de datos GeneBank de NCBI

Reconstruccién Filogenética

Para determinar la filiacion genética de los
aislados, se realiz6 una reconstruccion
filogenética empleando como  marcador
molecular, un fragmento de aproximadamente
1100 nucledtidos del gen 16S rDNA (Figura 3).
Las secuencias tipo de microorganismos con las
que se compararon  nuestros  aislados
correspondian a los principales blancos
obtenidos mediante analsis tipo BLASTNn.

Reconstruccién Filogenética

Para determinar la filiacion genética de los
aislados, se realizd una reconstruccion
filogenética empleando como  marcador
molecular, un fragmento de aproximadamente
1100 nucledtidos del gen 16S rDNA (Figura 2).
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Las secuencias tipo de microorganismos
con las que se compararon nuestros aislados
correspondian a los principales blancos
obtenidos mediante analsis tipo BLASTn.

) Prad . Yaglng 1
P

Figura 2 Reconstruccion filogenética del gen 16S rDNA
de los aislados obtenidos. La historia evolutiva fue
obtenida por el método de maxima verosimilitud basado
en el modelo General-Time-Reverse (GTR+G). El analisis
involucr6 36 secuencias de nucle6tidos con 952

posiciones. Los valores de Bootstrap >0.5 se indican.
Discusion de resultados

La emision accidental al ambiente de derivados
del petroleo, como la gasolina, hacen necesaria
la implementacion de técnicas eficientes para su
remocion, con el fin de afectar en menor medida
el ecosistema en la zona impactada.

En nuestro estudio, nos enfocamos en el
aislamiento e identificacion de bacterias con
capacidad de degradar gasolina presentes en
suelos agricolas cercanos a tomas de dicho
combustible, que presentan un potencial
biotecnoldgico en biorremediacion, a través de
aislados naturales y autdctonos.

La caracterizacion bioquimica nos
permitio observar la diversidad metabolica de los
aislados.
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Por su parte, la caracterizacion molecular
mostré una distribucion de los aislados en tres
clados principales, donde las cepas AG1l y AG13
se asociaron con los géneros Enterobacter spp y
Citrobacter spp, ambos géneros son de interés
clinico (Dziri et al., 2016), aunque existen
reportes asociados a cepas de Enterobacter spp y
Citrobacter spp con capacidad de degradar
compuestos  aromaticos  policiclicos y
poliestireno (Sekhar et al., 2016; Singh,
Srivastava, Gupta, & Gupta, 2011).

El aislado AG5 se agrupa con especies de
Serratia marcescens, con un soporte estadistico
de 0.96, lo que sugiere que dicho aislado se
identifica con la cepa propuesta. En un reporte,
Wongsa y col. (2004), aislaron y caracterizaron
una cepa de Serratia marcescens capaz de
degradar compuestos aromaticos de gasolina, asi
como keroseno y aceite lubricante, hasta en un
60% (Wongsa et al., 2004).

Por otro lado, aunque en este clado se
agruparon los aislados AG2 y AG12, su filiacion
genética no es clara pero sugiere que estan
emparentados con la familia Enterobacteriaceae.

El clado con mayor proporcién de OTUSs,
agrupo a los aislados (AG3, AG6, AG8, AG9,
AG10, AG11, AG14 y AG15) con especies del
género Pseudomonas (Figura 2).

Este resultado muestra la diversidad
genética asociada a este género y que puede ser
encontrada en los sitios contaminados con
hidrocarburos.

Por ejemplo, John y col. (2012), aislaron
e identificaron de suelo contaminado con diésel
cepas de Pseudomonas putida y Alcaligenes
faecalis, capaces de degradar hidrocarburos
aromaticos policiclicos (John, Essien, Akpan, &
Okpokwasili, 2012).
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El aislado AG4, el Uunico Gram positivo
que se selecciond para secuenciar, se relacion6
con Bacillus cereus. Se ha reportado que dada la
capacidad de especies del género Bacillus por
esporular puede ser aislado con mayor
frecuencia de muestras de suelo, dado que las
esporas pueden tolerar con éxito las condiciones
cambiantes del suelo. Asimismo, se han
reportado Bacillus subtilis con capacidad de
emplear el petroleo como fuente de carbono (Das
& Mukherjee, 2007).

Conclusiones

La introduccién accidental o intencional de
gasolina en suelos afecta el desarrollo de
especies vegetales de interés agricola. La
identificacion y caracterizacién de bacterias con
capacidad de utilizar gasolina como fuente de
carbono permitird el disefio de estrategias para
remediar zonas impactadas. Los aislados
bacterianos identificados en este trabajo dan la
pauta para generar consorcios microbianos y
establecer las condiciones de manejo y
aplicacion en caso de la introduccion de gasolina
en suelos de interés agricola, para favorecer su
recuperacion.
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