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Prólogo


La elaboración del presente “MANUAL DE PRÁCTICAS AVANZADAS PARA EL ESTUDIO DE LA MICROBIOLOGÍA AMBIENTAL DE AGUA Y SUELO”, tiene como objetivo contribuir en la conformación de material didáctico útil para la enseñanza de las asignaturas Microbiología Ambiental I y II que se impartirán, de manera optativa, en el marco del nuevo programa de estudios de la carrera de Química Farmacéutico Biológica. Asimismo, se considera que será un elemento de apoyo para asignaturas similares que se ofrezcan en otras dependencias de esta misma Universidad, así como de otras instituciones de educación superior y, en general, para aquellas personas interesadas en introducirse en este tema.


Este documento contiene información sobre prácticas avanzadas para la determinación de genotoxicidad, toxicidad aguda, biodegradación de materiales plásticos, así como para la encapsulación de microorganismos en perlas de alginato. Con este tipo de prácticas se pretende proporcionar a los alumnos conocimientos que les permitan ser más competitivos en el ambiente profesional.


En la elaboración del presente documento se contó con el apoyo de alumnos de la Facultad de Química, quienes participaron activamente en el montaje y calibración de las prácticas, mismas que se emplearon en la realización de sus respectivas tesis de licenciatura y posgrado.


Se hace patente el apoyo económico recibido, para la integración e impresión deeste documento, por parte del Proyecto PAPIME, clave PE205706: Desarrollode prácticas avanzadas para la enseñanza de la microbiología ambiental y del PAIP clave 6190-14 (VMLP-2007, 2008 y 2009) otorgado por la Facultad de Química de la UNAM.


Víctor Manuel Luna Pabello




Introducción general


La microbiología ambiental es el estudio de los microorganismos que existen en ambientes naturales o artificiales y como ciencia biológica básica suministra herramientas más versátiles para determinar la naturaleza de los procesos característicos de la vida. Se ocupa de muchos problemas prácticos importantes en medicina, agricultura e industria. Desempeña funciones importantes en la fertilidad de los suelos y procesos industriales a gran escala basadas en microorganismos.


Por otro lado, la microbiología ambiental se refiere a los procesos microbianos que ocurren en el medio ambiente los cuales están formados por numerosas reacciones que se llevan a cabo en la naturaleza, el aprendizaje y entendimiento de dichos procesos pueden ser usados en la limpieza de los diferentes tipos de contaminación. De tal manera que los microorganismos juegan un papel importante, porque, gracias a sus diversos mecanismos enzimáticos pueden ayudar a los procesos de disminución o eliminación de las diferentes sustancias que provocan algún tipo de contaminación en el ambiente. Esto se puede lograr entendiendo los mecanismos enzimáticos de supervivencia o adaptación de los microorganismos en condiciones extremas, lo que les permite adoptar estrategias para modificar su metabolismo y regular su tasa de crecimiento. De esta manera, es posible usar dichos mecanismos metabólicos en los procesos de biodegradación de contaminantes presentes en la naturaleza.


La microbiología ambiental es una ciencia multidisciplinaría que no puede ser estudiada de forma aislada, debido a que la importancia de los microorganismos dentro de esta ciencia, lleva a que se le de un enfoque más amplio en cuanto a su uso y participación en los procesos de biodegradación y eliminación de los contaminantes presentes en el ambiente, los cuales son consecuencia directa de las diferentes actividades antropogénicas.


Los microorganismos juegan un papel esencial en la naturaleza, ya que sin ellos la gran mayoría de los procesos biogeoquímicos no se llevarían a cabo. La importancia de su conocimiento permite a la ciencia desarrollar nuevos procesos o mejorar los existentes en la naturaleza con lo cual ayuda a la eliminación de contaminantes.




Objetivos del manual


El presente manual tiene como objetivo general describir prácticas de laboratorio para la enseñanza de la microbiología ambiental tomando de referencia el temario vigente para la asignatura Microbiología Ambiental II del plan de estudios de la carrera de Químico Farmacéutico Biólogo de la Universidad Nacional Autónoma de México.


Objetivos específicos


Como objetivos específicos se plantea:


• Dar a conocer la importancia de los diferentes grupos de microorganismos que se relacionan directamente con ambientes sanos.


• Reconocer a los principales microorganismos que se pueden encontrar en los sistemas de depuración de aguas residuales.


• Resaltar la importancia del conocimiento de los diferentes grupos microbianos que se encuentran en la naturaleza y que pueden ser aprovechados para la depuración de diferentes tipos de contaminantes.


• Conocer y llevar a cabo las principales prácticas de microbiología ambiental para el análisis de aguas y suelos contaminados.


• Conocer la importancia que tienen los parámetros fisicoquímicos tanto del agua como de suelos sanos y contaminados.




Práctica I
Identificación molecular de bacterias de interés ambiental


Por Dr. Víctor Manuel Luna Pabello
M en C Luciano Hernández Gómez


I.1. Introducción


Los sistemas de identificación o de clasificación de microorganismos presentan una variedad de métodos, que se basan en la observación y manifestación de características morfológicas, metabólicas y genéticas, donde los microorganismos se caracterizan de acuerdo a similitudes o parentescos pertenecientes a grupos microbianos previamente establecidos (Lim, 1998).


En la actualidad existen esquemas de clasificación muy variados y complejos, pero ninguno es completamente satisfactorio para todos los microorganismos, porque además de que las bacterias se reproducen y crecen en tasas altas, el intercambio de material genético que se da entre ellas, permite modificaciones constantes, que trae como consecuencia cambios estructurales, metabólicos y/o genéticos en los microorganismos. Muchas veces tales cambios no son fácilmente incorporados dentro de la mayoría de los sistemas de clasificación; sin embargo, pueden ser adaptables a esquemas que contemplen la divergencia evolutiva (Woese, 1987; Lim, 1998).


La identificación o clasificación de microorganismos se basa principalmente en sus características físicas y químicas como su capacidad tintorial, presencia de recubrimientos externos como la cápsula, número de flagelos y la determinación de la presencia o ausencia de diferentes enzimas codificadas por el genoma bacteriano. Dichas enzimas pueden ser detectadas a través del uso de medios de cultivo con sustratos especiales, donde se incorpora un sistema de detección que indica la actividad enzimática producida por el metabolismo bacteriano. De esta manera los resultados obtenidos en los sustratos empleados determinan de acuerdo a los tabuladores la identificación de una especie particular dentro de un género específico (Koneman et al., 1999; Mac Faddin, 1993).


La preparación de estos sustratos y el uso de métodos para la interpretación de los resultados suele ser tardado y costoso. De ahí que en la actualidad el uso de los sistemas semi-automatizados de identificación microbiana en los laboratorios de microbiología venga en aumento. Estos sistemas consisten de una serie de tubos miniaturizados y/o placas con multicompartimientos que contienen sustratos individuales, así como el uso de tiras o discos de papel impregnados con sustrato deshidratado. Todos estos métodos incluyen un sistema de identificación que previamente fue seleccionado y aprobado para su uso especifico (Richard et al., 1991).


Las ventajas que ofrecen estos sistemas son tiempos reducidos de reacción de hasta cuatro horas de incubación, sistemas mecánicos o automatizados para la inoculación de placas, lectura e interpretación automática de resultados, porcentajes de tipificación, identificación extendida a otros posibles grupos de microorganismos y miniaturización de los sustratos. Las desventajas que pueden presentar estos sistemas son el costo elevado, necesidad de entrenamiento del personal, utilización de pruebas adicionales para la diferenciación y personal de apoyo para mantenimiento de los equipos (Richard et al., 1991; Koneman et al., 1999).


En ocasiones la diferenciación de algún microorganismo por el sistema de identificación convencional basado en las reacciones metabólicas de los microorganismos es imposible, debido a las similitudes en el metabolismo con otras especies bacterianas, por lo que es necesario utilizar nuevas estrategias tecnológicas que ayuden en la diferenciación. En la actualidad una de estas metodologías que se usa con mayor frecuencia en la caracterización de microorganismos es la amplificación de ácidos nucleicos por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta metodología se describe como un método para la construcción de identidades de organismos a partir de pequeñas cantidades de material genético, el cual amplifica diminutos sitios o locus y hace copias de éste para su estudio (Jensen et al., 1993; Woese, 1987).


Algunos autores indican que con la taxonomía molecular es posible establecer relaciones filogenéticas de género y especie en base a el locus del ARN ribosomal (ARNr). También se indica que el ARNr se emplea principalmente para establecer relaciones evolutivas de organismos procariontes y eucariontes, así como la identificación bacteriana a nivel de género y especie (Jensen et al., 1993; Woese, 1987).


El ARNr es una unidad genética altamente conservada en sus tres diferentes moléculas, donde la más pequeña es el 5S con aproximadamente 125 nucleótidos, seguida del 16S con cerca de 1,500 nucleótidos y el 23S que cuenta con aproximadamente 2,900 nucleótidos (Lim, 1998; Jensen et al., 1993; Woese, 1987).


El locus de ARNr contiene genes de ARN de transferencia (ARNt), así como largas y complejas regiones regulatorias y regiones de espacios intergénicos (ISR). Estos ISR están localizados entre los genes de un operón bacteriano que contiene genes de ARNt y algunas secuencias blanco para RNAsa III y otras señales de reconocimiento requeridas para el proceso de transcripción (Antón et al., 1998).


El número de operones de ARNr en bacterias varía entre uno y once, frecuentemente en múltiples operones puede estar presente el mismo tipo de ISR, los cuales, en general poseen una estructura secundaria y genes de ARNt, pero en algunos casos los ISRs presentan secuencias extensas y variaciones en sus tamaños. Este polimorfismo ha sido descrito en los diferentes locis del ARNr del mismo cromosoma bacteriano y en diferentes cepas bacterianas (García et al., 1996 y 1996b; Chun et al., 1999).


I.2. Objetivos


• El alumno aprenderá a extraer ADN de los microorganismos.


• El alumno aprenderá a amplificar el ARNr 16S de los microorganismos por medio de la técnica de PCR.


I.3. Generalidades


El análisis de la comunidad bacteriana, es uno de los aspectos más importantes en la microbiología ambiental. Gran parte de los microorganismos presentes en la mayoría de ambientes no son fácilmente cultivados por las técnicas habituales y por ende, no son incluidos en los análisis subsecuentes. Los métodos comúnmente usados para analizar la comunidad microbiana esta basados en los aislamientos de cepas individuales sobre medio sólido, seguida por la caracterización de las colonias aisladas por uno o más métodos (Hurst et al., 1997).


Las pruebas de tipo bioquímico, morfológico y serológico requieren habitualmente el crecimiento del organismo de estudio, por lo tanto, este tipo de procedimientos, son significativamente limitantes para el conocimiento de la diversidad verdadera de las bacterias y en otras situaciones, pueden ser complicados o difíciles de realizar (Relman, 1993).


El creciente uso de la secuencia del gen ribosomal ADNr 16S con fines filogenéticos, evolutivos y diagnósticos ofrece una oportunidad alterna. Esta región, es una secuencia universal contenida en todas las bacterias. Los “primers” o iniciadores derivados de la secuencia, alinean con todas las especies conocidas. La reacción en cadena de la polimerasa -PCR- puede utilizarse para amplificar y posteriormente detectar la secuencia original del gen 16S ribosomal conservada en todas las eubacterias. Las partes externas de esta secuencia son altamente conservadas, pero las secuencias internas son únicas para las bacterias particulares. La amplificación que utiliza los iniciadores diseñados para las secuencias originales, permite que la secuencia interna del producto pueda ser utilizado para el análisis filogenético que permita la identificación de aislamientos específicos.


El análisis del gen ADNr 16S ha resultado en una explosión de estudios filogenéticos. Estos análisis pueden realizarse con el ADN total extraído, obtenido de muestras ambientales con previo cultivo de bacterias aisladas (Raina et al., 1999) o no aisladas (Cullen y Hirsch, 1998). Del mismo modo, es posible extraer el ADN de la comunidad de la población bacteriana en muestras ambientales (Borneman et al., 1996) o bien, complementado con técnicas de microscopía, permite la determinación de bacterias activas in situ (Christensen et al., 1999). En la figura I.1, se presenta un esquema que representa al gen ARN 16S correspondiente a 1542 pb, así como las localizaciones aproximadas y la orientación de algunos de los iniciadores conocidos. Se indican además, los tamaños aproximados de los productos generados a partir de los pares de iniciadores empleados en el PCR.
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Figura I.1. Esquema que representa al gen ARNr 16S (Tomado de Relman, 1993)


Una de las herramientas empleadas en el análisis de las secuencias de ADN y ARN son las bases de datos, con las cuales se pueden hacer comparaciones y establecer diferencias, similitudes y obtener resultados conclusivos en el caso del diagnóstico mediante técnicas moleculares.


En microbiología ambiental y ecología microbiana, las bases de datos se usan comúnmente para la identificación de microorganismos mediante la secuencia del gen ADNr 16S y la recuperación y evaluación de la secuencia de genes de prueba o iniciadores para PCR (Raina et al., 1999).


Muchos software computacionales con programas para el análisis de secuencias están disponibles para los investigadores en el Genetic Computers Group (GCG) y varios sitios en Internet. Herramientas como Fasta y Blast, son proporcionados por el Nacional Center for Biothecnology Information (NCBI). Estos programas de búsqueda se usan con el fin de encontrar que secuencias en las bases de datos son similares a la secuencia desconocida, e identificar la relación distante a un ancestro común. De igual forma, permiten a los investigadores realizar la comparación de las secuencias, además de identificar las regiones homólogas o únicas en la secuencia de ácidos nucleicos de interés (Raina et al., 1999).


I.4. Procedimiento


Extracción de ADN del microorganismo problema, a partir de cepas bacterianas puras.


Material y equipo







	
1




	
Cepa pura y viable del microorganismo problema para realizar la extracción de ADN.









	
1




	
Baño María.









	
1




	
Centrifuga.









	
1




	
Vortex.









	
1




	
Ultracongelador -20º C.









	
1




	
Ultracongelador -80º C.









	
20




	
Tubos eppendorf de 1.5 mL.









	
10




	
Tubos Corning 15 mL.









	
1




	
Micropipeta de 100-1000 μL.









	
1




	
Micropipeta de 10-100 μL.









	
Puntas amarillas y azules para micropipeta estériles.









	
H2O deionizada.









	
Buffer TE 10X (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM).









	
Cloroformo-alcohol isoamílico (24:1).









	
Fenol neutro saturado.









	
Acetato de sodio 3 M, pH 7.0.









	
Etanol al 80% y absoluto.












Métodología


1. Para la extracción del ADN total microbiano se emplea el protocolo adaptado y modificado de Cullen y Hirsch (1998).


2. Se obtiene el pellet para la extracción del ADN de la bacteria, a partir de 3–4 mL de cultivo desarrollado durante 16 horas en medio LBI 2%.


3. El pellet se resuspende en 100 μL de solución amortiguadora de TE 1X (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM).


4. Se congela a -70° C, por 15 minutos, inmediatamente después se coloca en un recipiente con agua hirviendo por 10 minutos, se deja enfriar y se agita con vortex por 2 segundos.


5. Se agregan 50 μL de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y 50 μL de fenol saturado, se agitaron con vortex por 5 segundos, se centrifugaron a temperatura ambiente por 5 minutos a 5,000 rpm.


6. Se separa la fase acuosa en un tubo limpio y se lava dos veces con 200 μL de cloroformo-alcohol isoamílico y se centrifuga por 1 minuto a 5,000 rpm.


7. Se recupera la fase acuosa en un tubo nuevo y se adiciona un volumen de 1/10 de acetato de sodio 3 M, pH 7.0 y 2 volúmenes de etanol absoluto frío, se mezcla por inversión y se almacena a – 20° C, toda la noche.


8. Se centrifugaron durante 30 minutos a 14,000 rpm a 4° C, el paquete de ADN se lava 2 veces con 300 μL etanol al 80% frío y se centrifuga 3 minutos a 14,000 rpm.


9. Se deja secar y se resuspende con 100 μL de agua desionizada.


10. Finalmente se almacenaron a - 20° C, hasta su uso. Para la observación del ADN total obtenido se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 1% (agarosa ultrapure GIBCO BBL) en buffer TAE (Tris – Acetato -EDTA 1X). La cuantificación del ADN se efectúa mediante espectrofotometría con una OD de 260nM.


Prueba de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificación del gen ADNr 16S


AMPLIFICACIÓN DE ADNr 16S del microorganismo problema CON PCR


Material y equipo







	
1




	
Termociclador









	
1




	
Centrifuga









	
1




	
Minicentrifuga









	
1




	
Microcentrifuga









	
1




	
Vortex









	
1




	
Micropipeta de 10-100 μL









	
1




	
Micropipeta de 5-40 μL









	
1




	
Micropipeta de 0.5-10 μL









	
1




	
caja de puntas amarillas y una de puntas blancas para micropipetas estériles









	
5




	
Tubos eppendorf 2 mL estériles









	
5




	
Tubos para 0.5 mL estériles









	
Enzima y accesorios (bufer, H2O, MgCl, DNTP´S)









	
Primers (Colp-FOR y Colp-REV)









	
1




	
Muestra de ADN extraído









	
1




	
Cooler para transportar enzima









	
1




	
Caja de unicel comprimido









	
Hielo












Metodología


1. El fragmento del ADNr 16S se amplifica a partir del ADN total obtenido, mediante la técnica de PCR utilizando un Termociclador Eppendorf MASTERCYCLER GRADIENT, los primers 341F- 5’-TCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ y 1401R- 5’- CGGGTCTTGTACACACCG-3’.
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