TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEN. ...ttt ettt sttt ettt ettt e st e b e eneesseenaeenteeneenseensesneans 11
L. INTRODUCCION. ...ttt ettt ettt sttt te st esesneesseesseensesneenseensesneans 12
1. Efectos en la salud el uso del petroleo y sus derivados .........ccceeeveeeeciieenciieenciieenieeene 12
2. Tipos de energias alterNatiVas. .........cccuieeriieeiieeeiieeeeeeeiee e e e e ereeesebeeeseree e 13
3. Antecedentes histdricos y uso del Biodiesel. ..........cocouieiiiiiiiiiiiiiiiieeee 14

4.Importancia de las bacterias en el medio ambiente y su uso en la produccion de

DIOAIESEL. ...t 16
5. Taxonomia y caracteristicas generales de los Actinomycetales. ............cccccevevenenen. 16
6. Importancia de establecer diversidad genética en orden Actinomycetales.................. 18
II. HIPOTESIS. ...ttt sttt ettt s sbe e 19
III. OBJETIVOS. ..ottt ettt s sbe s 19
ODbJEtIVO GENETAL ...ovevieiiiieeiie ettt eee et e et e e et e e e eaeeesaeeessaeesnsaeessneaenns 19
ODbjJetiVOS ESPECITICOS. woiiuviiiiiiieeiiieeiie ettt eeee e ee et e e e e e et e e etreesaaeessseeeesseeennseaenns 19
IV. MATERIALES Y METODOS. ......coiiiiiitiiiieieteeeseeseete ettt 20
1. Colecta de material bioldgico y procesamiento de muestra..........coceeeeevereenveenennnenn 20
2. Extraccion de ADN (4cido desoxiribonucleico) a apartir de desechos orgénicos. .....21

3. Analisis de biodiversidad de bacterias a partir de tres fuentes de desechos orgéanicos

mediante CAPs-RFLP del fragmento 16S de ADNI........cceeciieiiiiiiiiiieiieeieeieeeeee 22
3.1. Reaccién en cadena de la polimerasa a partir del fragmento 16S de ADNr........... 22

3.2. Obtencion de fragmentos de restriccion polimoérfica a partir de amplificaciones del

16S de ADNr de las muestras polimicrobianas. ...........ccoeeeveeeeviieiecieiieeieeeee e 23

4. Analisis de la diversidad genética de los Actinomycetales presentes en vertederos de la
Region del Maule. .........ooiiiiiiiiiiiee et 24



5. Aislamiento e identificacion de bacterias del orden Actinomycetales a partir de

dESECROS OTZANICOS. ... vieniieeiiieiieeti ettt ettt ettt e et e st e st e sebe e beesnbeenbeesaseenseennns 24
5.1 Aislamiento de colonias candidatas en medio SO0 ......uuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 24

5.2 ldentificacion de colonias candidatas mediante PCR de region 16S ADNr del orden

bacteriano Actinomycetales y secuenciacion de fragmentos aislados.................c.......... 25
5.3 Extraccion de ADN a partir de colonias candidatas...........c.cceocveeevieeecieencieeecreeenee. 25

5.4 ldentificacién de colonias candidatas mediate PCR de la regién 16S ADNr del orden

bacteriano ACtiNOMYCELAIES. ..........oovieiieeieeeeeeeeeee et 26
5.4.1 Secuenciacion del ADNr 16S amplificado a partir de colonias candidatas........... 26

6. Determinacion de triglicéridos producidos por colonias candidatas mediante

cromatografia de capa fina (TLC)......cccioiiiiiiieiieiiieeceee e 26
6.1 Condiciones de crecimiento y medio de cultivo bacteriano.............cccccveervverveennennne. 26

6.2 Determinacion cualitativa de la presencia de triglicéridos en las cuatro muestras

candidatas mencionadas en el punto (6.1) a través del método TLC..............cccuvvennennn. 27
V. RESULTADOS. ...ttt ettt ettt st e st enseeneesteensesneans 29
2. Extraccion de ADN a apartir de desechos organicos. ..........cceeeeeueenieeiiienieniieeneee, 29

3. Identificacion molecular de bacterias del orden Actinomycetales a partir de desechos

OTZANICOS. ..eeuvveeutieureenreenereeteensteenseessaeeaseesseeasseenseessseenseessseanseessseenseessseenseessseenseessseenseennns 30

4. Anadlisis de los patrones de diversidad genética en muestras de bacterias

pertenecientes del orden ACtINOMYCELAIES..........cccvieieeiieiicieeeeeeeeeee e, 31

5. Aislamiento e identificacion de bacterias del orden Actinomycetales a partir de

dESECNOS OTZANICOS .. .uvieeiiiieeiiieeiiee ettt e eite e et eesteeesteeestbeeessaeeesseeesseesssseessseeessseeennseaenns 33
5.1 Aislamiento de colonias candidatas en medio SOIdO......ouuuueueeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeean, 33

6. Secuenciacion del fragmento ADNr 16S de las bacterias pertenecientes al orden

Actinomycetales SelecCioNAdOS. .......cc.eceueeivieiriieirieetie ettt ettt et e v ereens 33
7. Determinacion de triglicéridos a través del método TLC (cromatografia capa fina). 34

VI DISCUSION. ..ttt ettt sttt ae e 35



VIL. CONCLUSIONES. ...ttt 39

VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...ttt 40



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Condiciones de digestion para cada enzima de restricCion. ............ceveeveennennne. 23
Tabla 2. Condiciones de crecimiento de las colonias candidatas ...........ccccceeveeriieennnnne 25
Tabla 3. Indices de diversidad genética para cada poblacion de Actinomycetales en tres
poblaciones de vertederos de la Region del Maule. .........occoevieiiiiiiiiiiiniiiiieieceee, 32
Tabla 4. Comparacion de las secuencias de la region 16S DNAr del orden bacteriano

Actinomycetales con la base de datos NCBI . ...........cccoeiiiiiiiiiicieceeeeeeeee e 34



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion geografica de sitios de muestreo. ........coccoveeveevenieeniees veennnne. 20

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % para ADN obtenido a partir de

desechos organicos s0lidos y liXiviados........c.eevueeiieiiieniieiieeie e 29
Figura 3. Evaluacion de los dos métodos Kit y Buffer A .........ccoooiiiiiiiiiniiiiiiieeee 30
Figura 4. Producto de PCR con partidores especificos para el orden Actinomycetales.
.......................................................................................................... 30
Figura 5. P.C.A. (Analisis de Coordenas Principales)............cooooiiiiiiiiiinni.. 32

Figura 6. Identificacion de bacterias acumuladoras de TG.........cccevevieniiiiniieneenenen. 34



