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Resumen

El cultivo de la cafia de azlcar ocupa un lugar preponderante y trascendente en la
actividad econdémica y social de México; sin embargo, a pesar de su importancia,
existen problemas de diversa indole asociados al cultivo de la cafia de azucar. En
realidad, no existen reportes que consideren el efecto de las practicas agricolas
empleadas sobre la diversidad bacteriana presente en los suelos utilizados para
su cultivo. En este trabajo se analizd la diversidad bacteriana cultivable y no
cultivable, asi como el perfil metabdlico, presente en una muestra de suelo
empleado para el cultivo de cafla de azucar en la localidad de Lagunillas,
Municipio de Tlalquitenango, Estado de Morelos, durante cuatro etapas del ciclo
de cultivo: 0) suelo recién arado; 1) después de plantar la cafia y primer riego; 2)
aplicacion de herbicida; 3) aplicacion de fertilizante. Los resultados mostraron que
por tipificacion mediante ARDRA los microorganismos identificados en la muestra
pertenecen al grupo de los Firmicutes, y-Proteobacterias y Bacteroidetes. El
género Bacillus, fue el mayormente predominante en todas las etapas de cultivo.
Por este andlisis y secuenciacion de aislados Unicos, Bacillus sp. y Bacillus cereus
destacaron por estar presentes en todas las etapas del cultivo analizadas
independientemente del tratamiento aplicado al suelo; mientras que,
microorganismos como Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., y Escherichia coli
se encontraron en solo una de las etapas, asi la diversidad y abundancia de las
especies en este suelo se modifica a lo largo de los tiempos de cultivo. Mediante
la aplicacion de técnicas moleculares independientes del cultivo para aislamiento
de microorganismos no cultivables, la informacion obtenida por el andlisis de
DGGE difiere a la obtenida por el método dependiente del cultivo. Por DGGE se
identificaron microorganismos pertenecientes a clonas bacterianas no cultivables,
acidobacterias no cultivables, asi como secuencias pertenecientes a rizobacterias
no cultivables y a un vector de clonaciéon para plantas. Se observo que la
comunidad bacteriana no cultivable permanecié constante a lo largo de las etapas
de cultivo y a los tratamientos aplicados, no mostrando mayores implicaciones

sobre la diversidad microbiana.



Introduccion

La cafia de azucar es la principal fuente de obtencion de azucar a nivel mundial y
nacional; sin embargo, a pesar de su importancia, existen problemas de diversa
indole asociados a su cultivo. Un ejemplo de ello ha sido la reduccion del
rendimiento de la planta y su produccion, reflejo de algunas de las préacticas
agricolas llevadas a cabo; asi como, el uso desmedido de fertilizantes quimicos
nitrogenados y pesticidas, que ha traido graves consecuencias ambientales. De
esta manera, se ha prestado gran atencion al estudio de la microbiota nativa de

los cultivos y sus beneficios a la planta, la cafia de azucar (Rodriguez et al., 2005).

Las plantas al ser un ambiente donde pueden desarrollarse poblaciones y
comunidades microbianas tales como las bacterias, levaduras y hongos, proveen
una fuente de nutrimentos para dichos microorganismos por la actividad que
desarrollan, por sus requerimientos nutricionales y por sus componentes celulares.
Estos microorganismos a su vez son la causa de respuestas morfolégicas,
bioquimicas o patologicas en el individuo con el cual estan asociados y por lo cual
la relacién entre macro y microorganismos es altamente interdependiente, debido

a la proximidad fisica tan estrecha que presentan.

En cuanto a las relaciones microbianas, estas pueden ocurrir en la rizésfera, en la
filosfera o en el suelo a una distancia cercana a la planta. La manera en que las
bacterias pueden afectar el desarrollo y la productividad de una planta es a través
de diferentes mecanismos: disminuyendo la eficiencia del proceso fotosintético,
siendo patégenos, actuando como nucleos de condensacion y por la produccién
de fitohormonas; siendo los factores que participan en la relacién planta-bacteria:
la distribucién geografica y clima, la edad de la planta y la genética de las
bacterias asociadas a ella (Rosas et al., 2004).

En el suelo existe una inmensa cantidad de organismos, que obtienen energia
necesaria para su ciclo de vida a partir de compuestos organicos presentes en el
medio. De todos los organismos presentes en el suelo, las bacterias son sin duda

alguna el componente mas abundante. El estudio de su diversidad bacteriana ha



permitido determinar la presencia de microorganismos cultivables, asi como
microorganismos considerados como no cultivables; siendo éstos dltimos, segun
diversos reportes, del 90 a 99% de la diversidad total presente en el suelo
(Escalante et al., 2004).

Se ha propuesto que el caracter no cultivable de esta proporcion de la diversidad
bacteriana y la imposibilidad de cultivarlos en el laboratorio se debe principalmente
al desconocimiento de posibles relaciones simbidticas, comensales o parasitarias
que mantienen los miembros de una comunidad microbiana y que determinan
requerimientos nutricionales, asi como de las condiciones fisicoquimicas para el
desarrollo, las cuales no pueden mayoritariamente reproducirse en el laboratorio.
Esta situacidon tiene un impacto negativo muy importante sobre investigaciones
que pretenden realizar un estudio de la diversidad bacteriana total presente en una
muestra. A pesar de lo anteriormente mencionado, no existen informes que
consideren el efecto de las practicas agricolas empleadas durante el cultivo de la
planta sobre la diversidad bacteriana presente en los suelos utilizados para su

produccién.

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se realizé el estudio de la diversidad
bacteriana cultivable presente en una muestra de suelo vertisol utilizado para
cultivo de cafia de azucar (Vazquez, 2011) de la localidad de Lagunillas, Estado

de Morelos, durante las primeras tres etapas de cultivo que comprendieron:

(TO) El suelo recién arado
(T1) Después de la siembra y riego

(T2) Después de aplicacion de un herbicida.

Debido a las posibles limitaciones para determinar la diversidad bacteriana total
presente en éste tipo de suelo, asociadas al uso de los métodos dependientes de
cultivo empleados, en éste trabajo se pretendié completar el reciente estudio sobre
la diversidad bacteriana cultivable anteriormente mencionado, con el estudio

realizado sobre una etapa mas de cultivo que conformé ésta tesis. Dicha etapa



corresponde al T3, que comprendié el suelo vertisol con fertilizante y parte de la

planta.

Asi mismo, se pretendié integrar dicho andlisis con el uso de técnicas no
dependientes de cultivo microbiano, siendo la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés), la técnica empleada para el
analisis. Ademas, se compararon los resultados obtenidos en el perfil de

diversidad metabdlica de cada muestra.

Los resultados de este trabajo permitiran complementar y obtener por primera vez
la informacién sobre diversidad bacteriana y el perfil metabdlico asociado a un
suelo vertisol empleado para el cultivo de cafia de azucar, permitiendo con esto, la
identificacion de grupos microbianos dominantes e indicadores de este tipo de
suelo. Ademas se propondra una hipotesis sobre la importancia que tiene la
presencia de estos microorganismos identificados en el suelo utilizado para el
cultivo de cafia de azucar. Por otro lado se obtendrd y conservard una coleccion
de bacterias cultivables que conformaran una coleccion de referencia para este

tipo de suelo.



Generalidades

ll.1. Lacafade azltcary propiedades del suelo vertisol para su cultivo

I11.1.1. Carfia de azUcar

La cafia de azucar es una graminea tropical, un pasto gigante emparentado con el
sorgo y el maiz en cuyo tallo se forma y acumula un jugo rico en sacarosa,
compuesto que al ser extraido y cristalizado en el ingenio forma el azucar. Es el
cultivo de mayor importancia desde el punto de vista de la produccion azucarera,
ademas representa una actividad productiva y posee varios subproductos, entre
los que se encuentran: la produccion de energia eléctrica derivada de la
combustion del bagazo, alcohol de diferentes grados como carburante o

farmacéutico (Alexander, 1985).

Se cultivan aproximadamente 20 millones de hectareas de cafia de azucar en todo
el mundo, distribuidas en América con un 54.21% de produccion, Asia con
39.62%, Africa y Oceania con 4.65% y 1.52%, respectivamente. Como es un
cultivo tropical, la gran mayoria se cultiva en América Latina, India y el Lejano
Oriente. Para el afio 2011, México obtuvo el 5to. lugar entre los primeros diez
paises productores de cafia de azucar, destacando Brasil en primer lugar,
posteriormente India, China, Tailandia, Pakistan, Filipinas, E.U., Australia y
Argentina (FAOSTAT, 2011).

La clasificacién taxondmica de la cafia de azucar es la siguiente:

Reino: Vegetal

Tipo: Fanerbgamas

Subtipo: Angiospermas

Clase: Monocotiledoneas

Orden: Glumales

Familia: Gramineas

Género: Saccharum

Especies: spontaneum y robustum (silvestres), edule, barberi, sinense vy
officinarum (domésticas)



Este cultivo se desempefia bien en una amplia gama de formaciones geomorficas
de suelos, clases de texturas, pH, en suelos sueltos, profundos y fértiles.
Dependiendo de la textura, es decir la proporcion porcentual de los agregados
arcilla, arena y limo puede producirse en suelos marginales como los arenosos
hasta en suelos arcillosos. Los suelos francos y franco-arcillosos son adecuados
para el cultivo de la cafia pues en condiciones de buen drenaje, generan
rendimientos fisicos y buena calidad de la cafia. En la forma en como se unan las
particulas para formar terrones, un suelo con buena estructura facilita el desarrollo
del cultivo pues el agua y el aire penetran muy bien, la lluvia y el viento no lo
arrastraran facilmente y las raices de las plantas se desarrollaran en buenas
condiciones. Una mala estructura del suelo cuando esta humedo, forma una gran
masa que anula la aireacion de las raices y dificulta el laboreo (Diaz y
Portocarrero, 2002).

La cafia puede cultivarse de forma éptima dentro de los limites de pH que van de
5.5 a 7.2, y logra adaptarse bien a los suelos con un pH que va desde 4 a 8.3
(Chaves, 2002). Es muy exigente en elementos nutritivos, pues una cosecha de
100 toneladas de cafia extrae del suelo alrededor de 125 kilos de nitrogeno, 77
kilos de fosforo y 32 kilos de potasio. Estas cantidades de elementos nutritivos los
toma la planta de las existencias presentes en el suelo en forma natural, o bien
cuando son aplicados por el agricultor en forma de abono. La cantidad de los
nutrimentos extraidos por la planta y su forma absorbible son presentados como
ejemplo en la tabla 1.

Tabla 1. Extraccién estimada de nutrientes en Kg/TM de cafia producida

Extraccion de suelo
Nutrimento Kg/TM Kg en 80 TM promedio/ha
Nutrimento Forma extraible Nutrimento Forma extraible
N 0.93 0.93 74.4 74.4
P 0.27 0.62 21.6 49.6
K 1.65 1.98 132.0 158.4
Ca 0.34 0.48 27.2 384
Mg 0.25 0.41 20.0 32.8
S 0.29 0.87 23.2 69.6
Si 0.93 1.99 74.4 159.2

(Chaves, 2002).



Esta especie es tipica de los climas tropicales y puede producirse hasta los 35
grados latitud norte y sur, se desempefia mejor en altitudes que van desde 0 a
1,000 metros sobre el nivel del mar, aunque los rendimientos obtenibles hasta
1500 metros son econdmicamente aceptables. Se desempefa bien con una
temperatura media de 24 °C, ademas de una precipitacion anual de 1500 mm bien

distribuidos durante su ciclo de crecimiento (Diaz y Portocarrero, 2002).

El cultivo de la cafla de azlUcar esta expuesto a diferentes condiciones
agroecologicas, las cuales varian altamente de forma natural en el espacio del
sistema de produccion y en el tiempo en que se mantenga dicho sistema. Estas
variaciones son incontrolables y se convierten en un fenémeno normal en un
agroecosistema. La comprension de ella y de sus efectos en la produccion de
cafia es limitada, por tanto, es necesario desarrollar un conocimiento sistematico
de estas variaciones con el fin de entender el cultivo y diseiar sistemas
administrativos mas eficientes y productivos que incorporen esa variacion en los

agroecosistemas (Almekinders et al., 1995).

Por tanto, es sin duda necesario conocer los rendimientos, ademas del analisis de
suelos y foliar que definen la cantidad de fertilizantes a usar. El cultivo de una
variedad determinada de cafia en condiciones Optimas de adaptacion no es
suficiente para obtener altos rendimientos, también es necesario aplicar buenas
practicas agricolas del cultivo como: adecuacién y preparacion del terreno,
sistemas de siembra, fertilizacion, control de maleza, manejo de plagas y

enfermedades, riego, maduracion y cosecha (FAO, 2002).

En la figura 1 se presenta el proceso principal de cultivo de cafia de azucar, el

cual comprende varios ciclos.



Ciclo nuevo

Desmonte, limpieza y
acondicionamiento de terrenos
nuevos

Labranza pnmana

Subsolacion

Ciclo de
renovacdion

Barbecho
leguminosa
Labranza secundaria
]
Surcos y camellones
Preparacion de semilla y
siembra
Fertlizacion basica Desaporgue
Aporque Subsolacion
Control de malezas Recorte lateral
Fertilizacion adicional Rasurado de cepas
Control de plagas y
enfermedades
' Cido de
Cos retono de cepas
Quema

Corte troceo, carga, transporte,

fabrica y elaboracion

Figura 1. Representacion esquematica de los diferentes ciclos que pueden estar

involucrados en el cultivo de cafia de azUcar.

(Vazquez, 2011)




El punto de partida para el cultivo de cafia es la preparacion de las tierras de
cultivo, en donde las labores mecanicas de preparacion son muy importantes para
asegurar una buena germinacién y un mejor aprovechamiento de los fertilizantes:
limpia del terreno de malezas, nivelacion, barbecho, rastreo, levantamiento
topografico y surcado. La preparacion de la semilla y la siembra se realiza
actualmente por dos métodos de siembra, el directo a partir de trozos de cafia y el
de trasplante, a partir de plantulas de 1 a 1.5 meses de edad. Las fechas de
siembra varian segun las regiones agro-climéticas del pais. Una fecha es entre
junio-agosto y la otra es entre noviembre-febrero, temporada considerada como
mas conveniente por el mejor aprovechamiento de la humedad y temperatura,

ademas de que favorece las labores de cultivo (Vazquez, 2011).

Finalmente, las labores de cultivo, se refieren a aquéllas actividades que deben de
realizarse después de la germinacion y que favorecen que el cultivo se desarrolle
de manera sana y vigorosa, las cuales comprenden: el cultivo para control y
eliminacién de malezas que se realiza cuando la planta alcanza 15 cm de altura; el
aporque, proceso mecanico sobre el suelo que tiene como finalidad darle a los
tallos pequefios un mayor soporte para favorecer asi el enraizamiento y para que
el amacollamiento sea méas vigoroso, esta operacioén se realiza cuando la planta
alcanza los 40-50 cm de altura; el redondeo, accion mecdanica que tiene la
finalidad de definir la forma de los surcos para asegurar una buena circulacion de
agua y; el chapoleo, eliminaciéon de la maleza que se desarrolla en el terreno
después del redondeo (Vazquez, 2011).

Existen factores como el riego y la disponibilidad de agua, disponibilidad de
nutrientes en el suelo, fertilizacién, presencia y control de malezas y plagas, que
se ha determinado afectan de forma importante el cultivo de la cafia de azlcar. En
la actualidad existen diferentes estrategias que han permitido mantener estos
factores dentro de parametros que aseguran el buen desarrollo de un cultivo, sin
embargo, es importante destacar que no existen en la literatura reportes sobre la
diversidad bacteriana asociadas a suelos empleados para el cultivo de cafia, ni
sobre el papel de este componente biologico en relacidn a las diferentes etapas de

su cultivo.



[1.1.2. Vertisoles

Los vertisoles (del latin vertere) son los suelos arcillosos que poseen una
proporcién alta de arcillas expansivas. En estos suelos se forman grietas anchas
desde la superficie hacia la profundidad cuando se secan, que ocurre en la
mayoria de las veces del afio. Los nombres locales comunes para muchos
vertisoles son: suelos negros de algodon, regurgitacion (India), césped de suelo
negro (Africa del Sur), margalites (Indonesia), vertosols (Australia), vertissolos
(Brasil) y vertisoles (Estados Unidos de América). De acuerdo al Centro
Internacional de Referencia e Informacion de Suelos (ISRIC, 2009), los vertisoles
son suelos que se producen predominantemente a nivel del valle, bajo climas con
una estacion seca pronunciada. Vastas areas se encuentran en Australia, India,

noreste de Africa (Sudan, Etiopia), al sur de Latinoamérica y Estados Unidos.

Los suelos vertisoles poseen un horizonte vértico (un horizonte subsuperficial
arcilloso con agregados pulidos y ranuras o agregados estructurales en forma de
cufia o paralelepipedo), dentro de los primeros 100 cm de profundidad del suelo.
Poseen 30% o0 mas de arcilla en todos los horizontes a una profundidad de 100 cm
0 MAas y una capa contrastante (litico o paralitico, petrocalcico, discontinuidad
sedimentaria, etc.) entre 50 y 100 cm. Ademas, los vertisoles exhiben grietas de 1

cm de ancho 0 mas, que abren y cierran periédicamente (FAO, 2009)

De acuerdo a las diferentes clasificaciones de suelos, por parte de la Food and
Agriculture Organization y de la Base de Referencia Mundial para los recursos de
los suelos, un vertisol es aquel suelo generalmente negro que posee un alto
contenido de arcilla expansiva conocida como montmorillonita. Los vertisoles se
forman tipicamente de rocas altamente basicas tales como basaltos, en climas
estacionalmente humedos o sujetos a sequias erraticas y a inundaciones. Estos

suelos, generalmente, presentan acumulacion de calcio (WRB, 2007).

El pH del suelo es casi neutro (6.2 a 7.6) que tiende a lo alcalino, de los 50 cm de

profundidad del suelo debido a la presencia de la roca parental aluvial con alto

nivel de CaCOg3 (Llorente, 2004).
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Dependiendo del material parental y del clima, pueden oscilar del gris o rojizo, al
mas familiar negro, con horizontes superficiales ricos en materia organica, textura
arcilloso-limosa con estructura en bloques angulares y subangulares. La porosidad
de estos suelos es elevada, debido a la gran cantidad de microporos que
presentan (Llorente, 2004; WRB, 2007; FAO, 2009)

La agricultura de este tipo de suelo es muy dificil debido a que soOlo puede
trabajarse en un rango de humedad muy estrecho pues los suelos son
extremadamente duros en seco y demasiado plasticos en humedo (WRB, 2007;
ISRIC, 2009).

[l1.2. El suelo como nicho ecoldgico

El suelo representa uno de los ambientes mas importantes sobre la Tierra, tan es
asi que es una de las mas grandes fuentes de diversidad microbiana ubicado en el
planeta entero, con una biodiversidad que no ha sido descubierta en su totalidad y
la cual podria ser un recurso de obtencion de productos naturales para la
agricultura y para aplicaciones biotecnoldgicas; ademas de que en él tiene lugar el
desarrollo de muchos procesos determinantes para el sustento de la vida sobre
nuestro planeta, lo que hace que el suelo sea un sistema muy complejo que
comprende una variedad de microhdbitats en donde viven en conjunto
microorganismos con limites mas o menos definidos, interaccionando entre ellos y
con otros componentes del suelo. Estos microhabitats se caracterizan por la
presencia de gradientes fisicoquimicos y condiciones ambientales discontinuos
qgue permiten el desarrollo de diferentes formas de vida a ambos lados de su
superficie. La actividad combinada de los seres vivos que habitan el suelo
(plantas, animales y microorganismos), enriquecen de forma importante la
cantidad de nutrientes, agua y aire presentes, generandose asi un ciclo dinamico
gue mantiene la vida en ellos y en una escala funcional mayor, lo que hace posible
la vida sobre la superficie de la Tierra (Madigan y Martinko, 2006; Tortora et al.,
2006).
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De todos los organismos presentes en el suelo, las bacterias son sin duda alguna
el componente mas abundante y probablemente uno de los mas importantes
componentes de su microbiota. Los microorganismos del suelo son fundamentales
para procesos terrestres, jugando roles importantes en varios ciclos
biogeoquimicos para contribuir al nutrimento de las plantas, en la salud y calidad
del suelo (término propuesto por la Sociedad Internacional de la Ciencia del
Suelo); que se refiere a la capacidad especifica del suelo para funcionar en un
ecosistema natural o antrépico con la finalidad de sostener la productividad de la
planta y que se relaciona ampliamente con las caracteristicas bioldgicas, quimicas
y fisicas que son esenciales para una productividad agricola sostenible a largo

plazo con un minimo impacto ambiental.

Como resultado de la actividad microbiana, la materia organica e inorganica del
suelo (carbdn, nitrégeno, azufre y CO, del aire), entra a los ciclos biogeoquimicos
y son oxidados y reducidos por diferentes microorganismos para satisfacer sus
requerimientos nutricionales (Torsvik y @vreas, 2002). Los efectos de las practicas
del manejo de suelos agricolas aunados a los factores naturales que causan
también la alteracién de sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, pueden tener
un impacto muy importante sobre la actividad de las poblaciones microbianas
presentes. El estudio de la diversidad bacteriana y de los procesos en los que
participa, es por lo anterior de gran importancia, no tan soélo desde el punto de
vista ecoldgico, sino también, en el contexto agricola y biotecnologico. Varios
procesos microbianos que afectan directa o indirectamente en el desarrollo de la

planta, son mostrados a continuacion (Tabla 2).
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Tabla 2. Principal proceso de la microbiota que influye en el crecimiento de la planta

Funcién ,
. . Proceso o efecto Ejemplos
microbiana
Descomposicion | ¢ Aceleracion de compostaje Trichoderma,
de materia [ ¢« Descomposicién de materia organica | Fusarium, Bacillus,
organica en el suelo Streptomyces
Fijacion de | e  Efecto nutricional para las plantas Rhizobium,
nitrogeno Azotobacter,
Aerobacter
Mineralizacion del | ¢ Efecto nutricional para las plantas Bacillus,
nitrogeno Pseudomonas,
Serratia
Nitrificacion | ¢ Efecto nutricional para las plantas Nitrobacter,
Nitrosomas
Desnitrificacion | ¢  Mejoramiento del suelo Pseudomonas
Solubilizacion de e Efecto nutricional para las plantas Enterobacter,
fosfato e Mejoramiento del suelo Bacillus, Aspergillus,
Penicillium
Transformacion de Desulfovibrio
azufre
Produccion de | ¢  Crecimiento de plantas, enzimas, etc. | Azotobacter,
fitohormonas Pseudomonas,
Rhizobium, Bacillus,
Flavobacterium,
Alternaria
Control biotico | ¢ Efecto supresivo a patégenos, Pseudomonas,
nematodos Bacillus,
Streptomyces

(Varma et al., 2008)

Se ha estimado que el nimero total de células procarioticas en la tierra ha sido de
4 a 6x10%, incluyendo 10°-10% genomas individuales pertenecientes a diferentes
especies. Es por ello que el suelo representa uno de los ambientes de mayor reto
para los microbidlogos, respecto a las funciones y diversidad de la comunidad
microbiana. Las investigaciones describen las propiedades de este ambiente asi
como los procesos implicados en la interacciéon del ciclo de carbono con la vida
microbiana. Sin embargo no se ha elucidado completamente su biogeoquimica o

complejidad espacial (Mocali y Benedetti, 2010).
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[11.3. Estudio de la diversidad metabdlica del suelo

La caracterizacion de la diversidad metabodlica de un ambiente permite identificar
las actividades microbianas predominantes y puede ser utilizada como un
indicador de su funcionalidad. Una de las metodologias desarrolladas y aplicadas
para dicho fin es el analisis del perfil metabdlico de una muestra por medio de la
determinacion de algunos marcadores especificos, entre los que se encuentran
como ejemplo: el perfil de &cidos grasos de membrana (PFLA, por sus siglas en
inglés), y el perfil fisiologico a nivel de comunidad (CLPP, por sus siglas en inglés).
Estos son métodos que no necesariamente dependen de técnicas moleculares
basadas en la extraccion del metagenoma bacteriano ni de la capacidad de poder

cultivar a los microorganismos en un medio (Rosas et al., 2004).

Ya que en todos los microorganismos encontramos fosfolipidos, principalmente en
las membranas celulares, las cuales pueden ser degradadas facilmente dejando
libre el componente fosfolipidico, pueden servir como indicadores de la biomasa
microbiana activa. Ademas se sabe existen lipidos Unicos en grupos especificos
de organismos microbianos, por ejemplo en grupos bacterianos y fungicos, que
facilitan mediante PFLA la determinacion de la diversidad microbiana basada en la
extraccidon y analisis de los lipidos por cromatografia de gases para establecer el
tipo y concentracion de cada uno. De este modo, la relaciébn entre los PLFA
bacterianos:fingicos, es utilizada como un indice de la abundancia relativa de

estos dos grupos saprofitos del suelo (Torsvik, 2002; Handelsman, 2002).

Respecto al CLPP, este es un método utilizado para comparar comunidades
microbianas basandose en las capacidades fisiologicas de la comunidad,
pudiendo ser evaluado directamente de muestras de suelos por medicion de la
capacidad de catabolizar sustratos especificos. Para facilitar su analisis, se han
desarrollado estrategias que involucran el uso de microplacas las cuales contienen
sustratos que al ser metabolizados, y con el uso de indicadores, indican la

capacidad de metabolizar dichos sustratos.
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Se ha propuesto que las modificaciones en las caracteristicas metabdlicas de la
diversidad microbiana pueden preceder a cambios detectables en las propiedades
fisicoquimicas del suelo, por lo que esta caracteristica puede ser utilizada con
fines préacticos como un indicador de posibles sintomas de mejoramiento o
degradacion del suelo (Torsvik y @vreas, 2002; Handelsman, 2002; Gomez et al.,
2006; Green y Keller, 2006). Por tal motivo, el estudio de las caracterizaciones
fisiologicas de la microbiota enddfita constituye la piedra angular de las nuevas
tecnologias de cultivo, que posibiliten el uso de practicas de produccion
sustentables, dirigidas hacia la explotacion racional de los recursos naturales y la
reduccion del uso de sustancias quimicas. Las bacterias endéfitas tienen la
ventaja de la gran cantidad de nutrientes que disponen, asi como la proteccion
que les brinda la planta de las condiciones adversas del medio. Ademas, por
hallarse en contacto intimo con la planta, podrian brindar beneficios mas directos a
su hospedero en comparacion con las bacterias rizosféricas (Rodriguez et al.,
2005).

lll.4. Impacto de la actividad humana sobre la pérdida de la capacidad
agricola de los suelos: efectos negativos sobre su diversidad
microbiana.

La aplicaciéon de diferentes tecnologias para la produccién de cultivos que
satisfagan las demandas de alimentacibn humana y animal en diferentes partes
del mundo, han tenido un impacto negativo muy importante sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de los suelos utilizados para su cultivo,
debido principalmente a la continua remocion de nutrientes y por el uso intensivo
de fertilizantes y pesticidas asociados a la actividad agricola, resultando en
problemas serios de salinizacion (principalmente asociada a estrategias de
irrigacion y disponibilidad de agua con una cantidad de sales), acidificacion y

contaminacion de los suelos (Mocali y Benedetti, 2010).

La pérdida de nutrientes y/o materia organica inducida por el hombre, ocurre si la
agricultura es practicada en suelos pobres o moderadamente fértiles sin la

aplicacion de abonos o fertilizantes. Esta situacion causa una degradacion de los
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suelos generando bajos rendimientos en la produccion de cultivos. La pérdida de
nutrientes en los suelos es un fendbmeno generalizado y de gran importancia,
sobre todo en paises con practicas agricolas en las que son reducidas las
cantidades de quimicos (fertilizantes quimicos, plaguicidas y herbicidas) aplicados
al suelo y que estan por debajo de las dosis recomendadas, sin que esto signifique
la completa eliminacion de su aplicacion. Este tipo de préacticas tiene como
objetivo por un lado, mantener los rendimientos haciendo énfasis en muchos
casos en practicas tradicionales y por otro, para reducir los costos asociados al
cultivo, minimizar el impacto sobre el ambiente o bien debido a la posibilidad del

establecimiento de regulaciones estrictas al uso de cierto tipo de pesticidas.

Los paises desarrollados enfrentan también otra serie de problemas asociados a
la aplicacion de préacticas agricolas intensivas a gran escala, en las que los
rendimientos obtenidos dependen del uso de fertilizantes y pesticidas. Los efectos
de las practicas de manejo de suelos agricolas aunadas a los factores naturales
gue causan también la alteracion de sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas,
pueden tener un impacto muy importante sobre la actividad de las poblaciones
microbianas presentes. El analisis de la diversidad microbiana presente en
muestras de suelo utilizando estrategias dependientes e independientes de cultivo
(Figuras 2 y 3), ha permitido obtener diversas evidencias del impacto de la
actividad agricola sobre la diversidad y actividad microbianas presentes (Escalante
et al., 2004; Vazquez, 2011).

Como ejemplo, un estudio de la variacién estacional de la diversidad bacteriana
detectada en una muestra de suelo agricola experimental demostrd variaciones
importantes en la proporcibn de bacterias Gram-positivas, proteobacterias,
nitrosporas, cianobacterias y bacterias verde-sulfurosas, asociadas a las etapas
de arado, fertilizacion y cosecha, mediante andlisis de secuencias de ADNr 16S
amplificadas a partir del metagenoma del suelo, complementado el estudio con
técnicas de cultivo tradicional, PLFA y por analisis de los perfiles totales de
fragmentos de ADNr 16S por DGGE (Smit et al., 2001). La caracterizacién por

PFLA y la caracterizacion de la composicion microbiana total de bacterias amonio-
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oxidantes por DGGE, en zonas de alta a baja precipitacion que son utilizadas para
fines agricolas con diferentes practicas de cultivo, demostraron un efecto negativo
importante en suelos labrados convencionalmente sobre el PFLA y los perfiles de
ADNr 16S totales, mientras que no mostr6 un efecto importante sobre la
diversidad de bacterias amonio-oxidativas (relacionadas a Nitrospora) (Ibekwe et
al., 2002). El andlisis de la complejidad genémica presente en el suelo para cultivo
y determinada por la técnica de reasociacién del metagenoma bacteriano extraido
y desnaturalizado térmicamente, demostraron que la aplicacion de fertilizantes
causo una disminucién de hasta un 96% en la diversidad gendmica microbiana
respecto a la determinada para suelos circundantes sin uso agricola (Torsvik y
@vreds, 2002; Weisburg et.al.,1991).

Otro estudio como ejemplo del efecto del uso de herbicidas, tal como el glifosato e
imazaquim, sobre la diversidad bacteriana asociada al rizoplano y la nodulacién de
cultivos de soya analizada por la técnica de DGGE, demostr6 un efecto diferencial
sobre la biomasa bacteriana manifestando que el glifosato es particularmente
toxico para bacterias relacionadas con Herbaspirillum, mientras que el imazaquim
afecta preferencialmente a microorganismos relacionados con Ralstonia. El caso
de la sensibilidad microbiana al glifosato, es de particular interés ya que este
compuesto inhibe la actividad de la enzima 3-fosfoshikimato-1-carboxivinil
transferasa codificada por el gen aroA (en E. coli) y que cataliza la reaccion de
shikimato-3-P a 5-enol-piruvil-shikimato-3-P (EPSP), en la via comun de sintesis
de compuestos aromaticos. Es importante destacar que esta via es una
caracteristica metabdlica comun en plantas y bacterias por lo que los efectos
potenciales de este herbicida sobre la via de sintesis de metabolitos aromaticos en
bacterias pueden tener efectos muy importantes sobre la diversidad microbiana

presente en suelos tratados con este compuesto (Herrmann y Weaver, 1999).
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[11.5. Estudio de la diversidad bacteriana del suelo

[1.5.1. Métodos para el analisis de la diversidad microbiana por técnicas

dependientes del cultivo

El punto de partida para el andlisis de la diversidad bacteriana presente en una
muestra ambiental por técnicas dependientes del cultivo microbiano es mediante
un aislamiento inicial en medios de cultivo de los microorganismos presentes en la
muestra con los nutrientes necesarios para su desarrollo y posteriormente la
extraccion del ADN bacteriano de dichos microorganismos. En la actualidad
existen diferentes compafias que comercializan sistemas para la extraccién de
ADN microbiano total de diferentes fuentes, a partir de muestras de hasta 0.5 gy
gue permiten su obtencion en menos de 1 hora. Los protocolos para la extraccion
del ADN de muestras ambientales se han optimizado desde sus origenes. El uso
de este tipo de sistemas de extraccion asegura la obtencion rapida de ADN
bacteriano de buena calidad (alto peso molecular, no degradado y libre de

contaminantes como acidos humicos).

La evaluacion de la diversidad bacteriana presente en una muestra ambiental se
realiza por el andlisis de sus secuencias del ADNr 16S parciales o totales,
amplificadas directamente del metagenoma por medio de primers especificos o
universales y tipificadas por diferentes técnicas (figura 2), dentro de las que
destacan por la frecuencia con las que son referidas en la literatura la técnica de
analisis de restriccion de ADNr 16S amplificado (ARDRA, por sus siglas en inglés)
o las técnicas de electroforesis en gel en gradiente térmico o desnaturalizante
(TGGE/DGGE, por sus siglas en inglés). La secuenciacion (total o parcial,
dependiendo de la técnica), de estos amplicones y su comparacion contra una
base de datos [base de datos de secuencias nucleotidicas no redundantes del
Centro Nacional de Informacién sobre Biotecnologia (NCBI, por sus siglas en
inglés; www.ncbi.nlm.nih.gov)], permite obtener la identidad o una filiaciéon
taxonomica del organismo a la que pertenece dicha secuencia (Tringe y
Hugenholtz, 2008). A partir de la diversidad obtenida y de las relaciones

filogenéticas que guardan estas secuencias con las de organismos conocidos o
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con clonas ambientales, es posible realizar una inferencia de su papel en ese

ambiente de acuerdo a la informacion existente en la literatura (Borneman et al.,
1996; Smit et al., 2001).

Hibridacion de
celulas in situ

Muestra ambiental
(suelo)

' Tecnicas dependientes de cultivo:
> + Analisis de capacidades metabolicas
(EcoPlate, BIOLOG).

¢

Aislamiento
(Banco de aislados)

A

Extraccion de ADN
cromosomal

PCR

L 4

S

FISH

Disefo ce sondas
especificas o
universales

Obtencion del ADNr 168

de los aislados

Identificacion basada en
criterios moleculares

L 4

- ARDRA
« RAPD
+ RFLP

+ DGGE-TGGE

+ PFLA
+ CLPP

Tipificacion de una
coleccion de
cultivos/colonias

P

Seleccion de aislados Unicos
y reamplificacion por PCR

Secuenciacion

Analisis de secuencias de ADNr 168,
comparacion y deposito en base de datos

(NCBI, RDP)

i

W

Identidad

Figura 2. Estrategia del analisis de una muestra ambiental por técnicas dependientes
del cultivo.

(Vazquez, 2011)
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[11.5.2. Métodos de estudio no dependientes del cultivo e implicaciones

biotecnoldgicas

Las bacterias son un componente crucial de la biosfera debido a que catalizan
procesos que mantienen la vida en la Tierra y son, por tanto, los motores de los
ciclos biogeoquimicos (Torsvik y @vreds, 2002). El estudio de la diversidad
bacteriana y de los procesos en los que participa, es de gran importancia, no tan
solo desde el punto de vista ecoldgico, sino también en el contexto agricola y

biotecnologico.

Desde siempre los microorganismos se han diferenciado con base a
caracteristicas fenotipicas, propiedades celulares observables y estructura de
componentes celulares. Debido a que su cultivo es un prerrequisito para examinar
dichas propiedades, la mayoria de los microorganismos no pueden ser
caracterizados en su medio natural, por lo que se vuelve imposible determinar la
diversidad bacteriana total de una muestra ambiental. Tradicionalmente los
estudios para caracterizar la diversidad bacteriana en diferentes muestras
ambientales se basan en la suposiciébn de que las técnicas de cultivo permiten
recuperar la mayor parte de los microorganismos en una muestra. Sin embargo,
se ha demostrado ampliamente que estas técnicas dependientes del cultivo
presentan una serie de limitaciones muy importantes y que sélo permiten obtener
Gnicamente entre 0.1 y 10% de las bacterias en el ambiente (Escalante et al.,
2004).

Utilizando métodos moleculares se ha podido detectar una diversidad
considerablemente mayor. Para explicar este fenbmeno se han sugerido diversas
hipétesis, dentro de ellas destaca que se desconocen los requerimientos
nutricionales y las condiciones fisicoquimicas necesarias para el desarrollo de un
gran numero de grupos microbianos en su ambiente natural. Entre las posibles
razones por las que los microorganismos no se expresan fuera de sus condiciones
de crecimiento se encuentra que los requerimientos de sustratos estan a
concentraciones extremadamente altas o requieren de un conjunto de nutrientes

especificos para su desarrollo. Es por ello que algunos autores sugieren que las
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bacterias “no cultivables” sean llamadas “bacterias todavia no cultivadas”.
Ademas, hay poca informacion sobre las relaciones simbidticas, comensales o
parasitarias que mantienen los miembros de una comunidad microbiana. También
se ha propuesto que las bacterias no cultivables son microorganismos
filogenéticamente similares a los cultivables, pero en un estado fisiolégico que los
hace recalcitrantes a ser cultivados. La base de esta explicacion es que algunas
bacterias cultivables pueden convertirse en viables, pero no cultivables en
condiciones ambientales adversas, y revertirse a un estado -cultivable al
restaurarse las condiciones favorables para su crecimiento (McDougald et al.,
1998). No obstante, se han desarrollado técnicas alternativas de cultivo, por
ejemplo, técnicas de microcultivo de células bacterianas individuales inmovilizadas
y suplementadas con infusiones del suelo de origen, demostrando la capacidad
de crecimiento de especies no cultivadas en placa (Keller y Zengler, 2004).

Este hecho plantea la siguiente pregunta: ¢Cudl es el significado de investigar la
diversidad microbiana si esta limitada a poder aislar organismos cultivables? En
orden de sobrellevar estos problemas, varios métodos Independientes del cultivo
han sido desarrollados, entre los que podemos encontrar: el andlisis de
fosfolipidos en acidos grasos (PLFA) y numerosas aproximaciones moleculares
basadas en ADN y ARN. También existen ahora herramientas moleculares que
permiten realizar la ingenieria genética molecular o tecnologia del ADN
recombinante (Escalante et al., 2004), con ella es posible el aislamiento, la

modificacion y la caracterizacién del ADN de cualquier organismo.

El desarrollo de técnicas moleculares por analisis de patrones de bandeo para
analizar productos de PCR también representaron una herramienta rapida y
poderosa para el entendimiento de la dinamica y diversidad de las comunidades
microbianas desde que la clonacién y secuenciacion mostraron ser técnicas de
una tarea extensiva y cara a la vez para ser usadas rutinariamente para un
conjunto grande de muestras. Sin embargo, el analisis de la diversidad bacteriana
de diferentes muestras ambientales por secuenciacion de los genes que codifican

los ARNr 16S (ADNr 16S) amplificados directamente del metagenoma de
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muestras ambientales, han mostrado la presencia de nuevos taxa bacterianos en
los cuales no existen miembros que estén relacionados con representantes
previamente cultivados (Handelsman, 2002; Keller y Zengler, 2004). Este
resultado, sugiere que la diversidad bacteriana del suelo, esta conformada tanto
por grupos bacterianos cultivables, viables pero no cultivables y una gran

diversidad de especies desconocidas.

Por tal motivo, la diversidad genética microbiana es cominmente estudiada a
través de numerosos métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que analiza la variabilidad de genes que codifican al ARNr 16S (para
eucariotes es el ARNr 18S o también las regiones conocidas como ITS, Internal
Transcribed Spacer) considerados como “crondmetros moleculares” porque estan
presentes en todos los microorganismos, tienen regiones bien definidas y
conservadas para clasificacion taxondmica y poseen suficiente variabilidad para
diferenciar no solo los organismos mas alejados, sino también los mas préximos.
Estos procedimientos, tal como la técnica de PCR, van de la mano con estas
herramientas moleculares y se han propuesto para detectar directamente
microorganismos en muestras ambientales y clinicas, basado en el andlisis del
ADN que codifica al ARN ribosémico (con un peso alrededor de 1500 pb.) y que
permite identificar al microorganismo. Por ejemplo, para las bacterias existen los
genes ADNr 16S y 23S y para hongos los genes 18S y 28S (Baker et al., 2003;
Rosas et al. 2004; Li et al., 2009).

La eleccion del gen ADNr 16S para el disefio de PCR universales entre todas las
secuencias conservadas de genes en bacterias se debidé a varias razones: son
genes que tienen mas de una copia en el genoma de cada bacteria, estan en la
mayoria de los microorganismos de un mismo grupo, Son secuencias muy
conservadas a lo largo de la evolucién bacteriana (con poca frecuencia de
mutacion), para su aplicacidbn no se necesita tener informacién especifica del
microorganismo en estudio y facilita el disefio de primers comunes para detectar
casi cualquier bacteria, debido a la disposicion de los ADNr 16S que permite el

disefio de tales primers complementarios de las regiones conservadas. Entre las
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regiones conservadas se encuentran Intercaladas otras cuya secuencia presenta
variaciones entre los distintos géneros y especies de bacterias y cuyo analisis se
utiliza para identificarlas. Finalmente, existen también regiones hipervariables que
permiten diferenciar entre los distintos miembros de una misma especie y que se
emplean para tipificacion molecular (Baker et al., 2003; Chakravorty et al., 2007; Li
et al., 2009).

A través de la secuenciacion de los productos obtenidos se puede identificar el
microorganismo presente en una muestra mediante comparacion de su secuencia
de bases con las depositadas en registros publicos internacionales. Aungque las
bacterias presentes en distintas muestras sean diferentes, el tamafio del amplicén
obtenido sera el mismo, pero su secuencia sera distinta. Esta tecnologia es
fundamental para comprender un ndamero importante de procesos bioldgicos, y
para el estudio de la diversidad biologica. Por esto, el uso de técnicas moleculares
para la deteccién y andlisis de microorganismos en el medio ambiente ha ido en

aumento constante (Escalante et al., 2004; Smit et al., 2001).

Para obtener la mayor cantidad de informacion posible, el analisis de la diversidad
microbiana se debe de realizar utilizando un enfoque polifasico que abarque la
parte dependiente y la no dependiente de cultivo. Es por lo anterior que los
estudios actuales pretenden caracterizar tanto a los microorganismos cultivables
como a los no cultivables, siendo en estos ultimos el andlisis basado en el
metagenoma, por medio de técnicas moleculares y comparaciones filogenéticas
(figura 3). Esto se complementa en algunos casos con el analisis de las
propiedades metabdlicas de la muestra, como la capacidad de utilizacion de
distintas fuentes de carbono o bien la determinacion de actividades enzimaticas
especificas a partir de suspensiones de muestras de suelo por ejemplo, el uso de
microplacas para determinar la capacidad de utilizacion de diferentes fuentes de
carbono y nitrégeno por los microorganismos presentes, o mediante la
determinacién de actividades enzimaticas especificas a partir de suspensiones de

muestras de suelo (Escalante et al., 2004).
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El estudio de la diversidad bacteriana con estas técnicas ha permitido obtener
informacion sobre la composicién y estructura de poblaciones y comunidades
bacterianas, establecer el impacto de los factores ambientales sobre la diversidad
bacteriana, y disefiar marcadores con fines de diagndstico e identificacion tanto
de bacterias cultivables como no cultivables (Torsvik y @vreds, 2002). El andlisis
de las secuencias de los genes que codifican los ARN ribosomales 16S (ADNr
16S) ha permitido establecer firmas moleculares a varios niveles taxondémicos,
utiizadas como la base de una identificacion bacteriana por comparacion
filogenética (Theron y Cloete, 2000). También se han utilizado para caracterizar la
diversidad bacteriana en diferentes tipos de suelos (Borneman et al.,1996; Smit et
al., 2001).
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Figura 3. Técnicas moleculares no dependientes del cultivo microbiano utilizadas en el
andlisis de la diversidad bacteriana de suelos

(Escalante et al, 2004).
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[11.5.3. Electroforesis en gradiente en gel desnaturalizante (DGGE)

Antes del DGGE, los estudios de la comunidad microbiana presente en muestras
ambientales se habian logrado principalmente por metodologias dependientes del
cultivo (figura 4), a través de la creacion de bancos de clonas de ADNr 16S vy su
posterior identificacion por secuenciacién y comparacion contra la base de datos
no redundantes del GenBank. Esta Ultima aproximacion es una tarea muy

laboriosa y costosa de realizar.

Una alternativa para el analisis de la diversidad presente en comunidades
microbianas a partir de muestras ambientales fue la aplicacion de la técnica de
DGGE. La principal hipétesis en la que se basa ésta técnica de DGGE cuando se
aplica al andlisis de comunidades bacterianas, es que las moléculas de ADN de
cadena doble de la misma longitud pero que difieren en su secuencia, pueden ser
separadas a medida que migran a lo largo de un gel de poliacrilamida que
contiene un gradiente lineal creciente de agentes quimicos desnaturalizantes, que

normalmente suele ser una mezcla de urea y formamida.

La aplicacién de esta técnica al estudio de comunidades microbianas inicia con la
extraccion del ADN total de la comunidad bacteriana a partir de la muestra en
estudio, seguida por una amplificacion mediante PCR de un fragmento del ADN
16S de cada uno de los miembros de la comunidad, utilizando primers especificos
o universales dependiendo del alcance del estudio (analisis de la diversidad total o
de grupos microbianos especificos). Posteriormente, los fragmentos amplificados
se someten a dicha electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones que
permiten la separacién de los fragmentos del mismo tamafio en funcion de su
secuencia. La desnaturalizaciéon parcial de las moléculas de ADN de doble cadena
en cadena sencilla tiene como consecuencia el cambio en su movilidad

electroforética.

Tedricamente, cada banda DGGE corresponde a una sola unidad taxondmica
operativa (OTU), donde el patron total de bandas es un reflejo de la riqgueza de

especies y la diversidad de la comunidad (Gafan y Spratt, 2005). Estos perfiles se
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caracterizan por el numero, posicion (presencia o0 ausencia de bandas
particulares) e intensidad relativa de las bandas, donde cada banda representa un
grupo taxonémico diferente. De este modo el método no soélo permite la
identificacion de bacterias, sino también la cuantificacion relativa de las mismas en

la muestra.

Se ha estimado que el 50% de las posibles secuencias que pueden darse en un
fragmento de 500pb podrian diferenciarse utilizando esta técnica, si bien, este
porcentaje puede aumentarse hasta el 100% insertando en el extremo 5 de los
fragmentos amplificados una secuencia de 40-50pb ricas en GC. La insercion de

este fragmento puede llevarse a cabo mediante clonacién o PCR.

TECNICAS

Comunidades | Género | Especie | Subespecie

Fenotipicas (clasicas, API, Biolog,
LOPAT...)

Secuenciacion ADN

Sondas ADN

Secuenciaciéon ARNr

Perfil acidos grasos
Hibridaciones ADN-ADN
Patron electroforético proteinas
totales

Seroldgicas

Fagotipado

Amplificacion ADN (especifica,
RADP, ITS, AP-PCR, rep-PCR,
AFLP)

Ribotipado

PFGE

RFLP

Macromatrices

Biochips

FISH

DGGE, TGGE

Figura 4. Resolucion taxonémica de las principales técnicas de caracterizacion
bacteriana.

(Modificado de Pallas et al., 2008).
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El estudio de la diversidad bacteriana y de los procesos en los que participa, es
por lo anterior de gran importancia, no tan sélo desde punto de vista ecoldgico,
sino también en el contexto agricola y biotecnoldgico. Se estima que la fraccion de
la comunidad bacteriana del suelo que puede ser cultivada estd entre 0.1 y 10%
del total; utilizando métodos moleculares se ha podido detectar una diversidad

considerablemente mayor (Smit et al., 2001; Escalante et al., 2004).
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V.

Justificacion e Hipotesis

Justificacion

Dado que no se han realizado estudios recientes de la composicion bacteriana del
suelo para cultivo de cafla de azucar y las implicaciones biotecnoldgicas que
podrian asociarse a los microorganismos presentes en dicho suelo, este estudio
es parte de la primera aproximacion que se lleva a cabo para obtener informacion
sobre esa diversidad bacteriana y del perfil metabdlico asociado, presentes en un
suelo vertisol utilizado para el cultivo de cafia de azucar, ubicado en la localidad
conocida como Lagunillas, Municipio de Tlalquitenango, Estado de Morelos,
permitiendo con esto: (1) la identificacion de aquellos grupos que se puedan
considerar como dominantes e indicadores del tipo de suelo, de las etapas
asociadas al ciclo de cultivo y de las variaciones en el perfil fisicoquimico del
suelo. (2) La integracién de la informacion resultante de este trabajo y de los
andlisis llevados a cabo en trabajos anteriores involucrados en este estudio,
permitira elaborar hipétesis sobre la importancia que tiene la presencia de los
microorganismos identificados en el suelo utilizado para el cultivo de cafia de
azucar; y (3) la creacién de una coleccion bacteriana de referencia para este tipo

de suelo.

Hipotesis
Las actividades agricolas que conforman un ciclo nuevo de cultivo de cafia de
azucar afectaran la composicion de la diversidad bacteriana cultivable y no

cultivable de microorganismos mesdfilos aerobios y facultativos, asi como sus

propiedades metabdlicas asociadas al suelo utilizado para su cultivo.
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V. Objetivos

Objetivo General

Estudiar la fluctuacion de la diversidad bacteriana no cultivable y cultivable, asi
como su perfil metabolico global presente en el suelo utilizado para cultivo de la

cafia de azucar durante las primeras cuatro etapas de su cultivo.

Objetivos particulares

- Aislar, purificar e identificar la diversidad microbiana cultivable presente en
la muestra de suelo T3 para completar el andlisis previo del cultivo de la
cafia de azucar en estudio.

- Tipificar la diversidad microbiana cultivable por la técnica ARDRA e
identificacion de tipos Unicos

- Extraer el ADN metagenomico bacteriano de cada una de las muestras de
suelo, representantes de las primeras etapas asociadas al cultivo de la
cafa.

- Analizar de la diversidad no cultivable por medio de la técnica de DGGE,
identificacion de bandas Unicas, secuenciacion, analisis de secuencias Yy
asignacion de identidad.

- Analizar el perfil metabdlico de cada etapa del cultivo de la cafia de azucar,
por medio del sistema EcoPlate™ de Biolog.

- Integracion de la informacién obtenida por las aproximaciones cultivables y

no cultivables.
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VI. Metodologia

VI.1. Analisis de la diversidad bacteriana por métodos moleculares no

dependientes del cultivo.

En la figura 5 se muestra el esquema general de trabajo que se siguié durante
este proyecto para la microbiota no cultivable de las muestras del suelo de la cafa

de azucar analizadas.

Andlisis de capacidades
metabdlicas (EcoPlate
BIOLOG)

Muestra ambiental
(suelo)

Extraccion de metagenoma
bacteriano

Amplificacién de la region
variable V6-V8 ADNr 16S de
la comunidad bacteriana

DGGE

Seleccién de bandas de
interés

Secuenciacion

Identificacion

Figura 5. Estrategia del andlisis de la muestra ambiental por técnicas no dependientes del
cultivo.
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VI.2. Analisis de

la diversidad bacteriana por

dependientes del cultivo.

técnicas moleculares

En la figura 6 se muestra el esquema general de trabajo que se siguié durante

este proyecto para la microbiota cultivable de las muestras del suelo de la cafia de

azucar analizadas.

Muestra de suelo

Aislamiento por cultivo
tradicional

Andlisis de capacidades
metabdlicas (EcoPlate
BIOLOG)

Extraccion de ADN
cromosomal

Amplificacion por PCR
del ADNr 16S de los
aislados

ARDRA

Seleccion de aislados
unicos

Reamplificacion por PCR

Purificacion

Secuenciacion

7

\

\
Analisis de secuencias
de ADNr 16S,
comparacion y depésito
en base de datos (NCBI)

J

Construccion de
dendogramas

Identificacion

Figura 6. Estrategia del andlisis de la muestra ambiental por técnicas dependientes del

cultivo
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1. Toma de muestras

Las muestras de suelo se tomaron de una parcela utilizada para cultivo de cafia de
azucar ubicada en la localidad de Lagunillas, Municipio de Tlalquitenango,
Morelos, la cual posee un tipo de suelo vertisol. Se tomaron 5 muestras de
alrededor de 1 Kg de suelo en distintos puntos de la misma y se mezclaron
homogéneamente; el suelo se extrajo a 30cm de profundidad con una barreta. La
muestras de suelo contenian: (TO; 19/01/10) suelo recién arado, (T1; 25/01/10)
Después de siembra y riego, (T2; 12/02/10) Después de aplicacion de herbicida
Gesapax H 375 de Syngenta, (T3; 18/05/10) con fertilizante de formulacion cafiera
18:4.5:3 y parte de la planta. Se transportaron al laboratorio y se almacenaron a

4°C hasta su analisis.

2. Metodologia no-dependiente del cultivo

2.1.Extraccién del metagenoma bacteriano

Para la extraccion del ADN metagendémico de cada muestra se utiliz6 el sistema
de extraccion PowerMix Soil DNA Isolation kit (Mobio Laboratories Inc.) siguiendo
las especificaciones del fabricante (http://www.mobio.com/ powersoil-dna-isolation-
kit.html). El principio de éste consiste en la suspensién en un amortiguador de las
particulas de suelo con la finalidad de dispersarlas y proteger los acidos nucléicos
de la degradacién enzimatica. Mediante una fuerza mecanica y la adicion de
dodecilsulfato de sodio (SDS) una solucion detergente anionica que lleva a cabo
la lisis de las células presentes en la muestra. EI SDS rompe los acidos grasos y
lipidos asociados a la membrana de la célula permitiendo extraer el ADN. Otra
serie de agentes precipitantes de material inorganico y organico que no era
propiamente ADN impide la contaminacion y la reduccion de la pureza del ADN
metagenomico. EI ADN liberado se captura en un filtro de silica dentro de una
columna eliminando sustancias humicas (particulas que dan un color café
caracteristico de las muestras). E| ADN se enjuaga y se recupera en un

amortiguador.
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2.2.Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Esta técnica es recientemente utilizada como técnica de analisis de amplificados
del gen 16S de una muestra que resultan en un perfil de bandeo caracteristico en
un gel de poliacrilamida en gradiente desnaturalizante (generalmente formamida y
urea). Tiene como principio el que los fragmentos de ADN amplificados por PCR
son separados de acuerdo a su informacién de secuencia, principalmente su
contenido en guanina-citosina (GC), los productos de PCR con alto contenido en
GC migran en el gel a zonas con alta concentracion del agente desnaturalizante,
en cambio las que poseen un bajo contenido de GC se resuelven en la zona del
gel con baja concentracion del agente (Dolores Martinez, 2009). Este
procedimiento fue realizado por parte del M. en B. José Félix Aguirre Garrido en la
Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Xochimilco, en el Departamento de

Sistemas Bioldgicos, laboratorio de Ecologia Molecular.

Para cada una de las muestras de suelo se llevd a cabo la amplificacion de los
productos de extraccién del metagenoma mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa, utilizando como marcador molecular la region variable V6-V8 del gen
ADNr 16S. La region se amplificé usando el par de primers: GC 968 Forward [5'-
GCCCGGGGCGCGCCCCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGGGAACGCGAAGAA
CCTTACC-3 ]y el UNI 1401 Reverse [5- GCGTGTGTACAAGACCC -3']. Estos
primers son ampliamente utilizados en el analisis DGGE de consorcios
microbianos y se afirma son universales para la deteccion de las eubacterias
(Heuer et al., 1997, Zoetendal et al., 1998; Yu y Morrison, 2004; Aguirre, 2005).

El volumen final de cada mezcla de reaccion de PCR fue de 25 pL. Los
volimenes y concentraciones para cada mezcla de reaccion de amplificacion se

describen a continuacion:
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Tabla 3. Componentes de la reaccién de PCR para la regién V6-V8 del ADNr 16S
Componen_t(’as dela Concentracién final | 25 ul de reaccion
reaccion
Agua MQ c.b.p 15.80 pl
Amortiguador 10x 1x 2.50 pl
MgCl, 2 Mm 25ul
dNTP’s 10 mM de cada dNTP 1u
Forward GC968 10 pmol/ul Lo
Reverse 1401 10 pmol/ul 1o
Taq DNA polimerasa 1U 0.2 ul
DNA metagenoma Variable 1.0u

Los pardmetros para los ciclos de amplificacion del PCR que se llevaron a cabo en

un termociclador fueron como a continuacion se describen:

Desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de amplificaciéon que
abarcaron: desnaturalizacion, a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 20s,

extension 72°C por 40s; finalmente un ciclo de extension final a 72°C por 7 min.

2.2.1. Preparacion del gel con gradiente de desnaturalizacién

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%, empleando como
solucion desnaturalizante urea:formamida, con las condiciones de preparacion
descritas en Aguirre, 2005. A continuacién se presenta una tabla con los rangos
de porcentajes de desnaturalizacion, mostrando el porcentaje utilizado en este
trabajo que fue de 40-60%.

Tabla 4. Porcentaje de solucién desnaturalizante para el gel de DGGE

Desnaturali- Volumen
zante ureay final Desnaturalizante | Desnaturalizante | TEMED | APS
formamida 0% (mL) 100 % (mL) pL pL
(mL)
(%)
0 6 6 0 6 20
40 12 7.20 4.8 12 45
60 12 4.90 7.10 12 45
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2.2.2. Preparacion del gel

El procedimiento para la preparacion del gel se describe en Aguirre, 2005; proceso
que involucra la preparaciéon del gel de poliacrilamida con el gradiente
desnaturalizante y la carga de las muestras en los pozos del gel.

Los productos de amplificacion de la region de V6-V8 del gen ADNr 16S se
prepararon mezclandose con amortiguador de carga TAE 1X. EI gel se corrio
ajustando la fuente de poder a 200V durante 5 min y posteriormente a 85V por 16
horas.

2.2.3. Tincién, revelado y conservacion.

Se coloco el gel en una charola metalica, se fijo con una solucion de Carlos 8X
(200 mL de etanol al 96% con 10 mL de acido acético glaciar), agitandose a 26
rpm durante 3 min. Se llevoé a cabo el proceso de tincion con una solucion de
nitrato de plata (al 0.2% en solucion fijadora Carlos 8X) durante 10 min a 26 rpm.
Para el proceso de revelado se empled una solucion de hidroxido de sodio al 1.5%
con 10 mg de borohidruro de sodio y 750 ul de formaldehido. Finalmente se
llevaron a cabo lavados con agua destilada y el gel se sumergié en una solucién
de preservacion de Carlos (50 mL de etanol 96% con 20 mL de glicerol y 130 mL
de agua destilada) para su conservacion. El secado se llevé a cabo a 37°C

durante 24 horas.

2.3.Secuenciaciéon de las bandas de DGGE

A partir del analisis del gel obtenido se seleccionaron alrededor de 26 bandas,
éstas se cortaron y purificaron empleando el sistema Ultrafree-DA columns
(Millipore Corp.). Las muestras obtenidas fueron utilizadas como templado para
ser secuenciadas empleando el primer UNI 1401 Reverse en la Unidad de
Secuenciacion del IBT, UNAM. Las secuencias obtenidas fueron comparadas
contra las secuencias depositadas en la base de datos del GenBank para una
identificacion preliminar, haciendo uso del programa Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST, por sus siglas en inglés)
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3. Metodologia dependiente del cultivo

3.1. Determinacion de bacterias mesofilicas aerobias
3.1.1. Diluciones.

A partir de 10 g de la muestra correspondiente de suelo, se disolvié en 90 mL de
agua peptonada estéril (Difco) al 0.1% (por triplicado). Después de homogenizar,

se continuaron realizando diluciones decimales seriadas en tubos de ensaye con 9

mL del mismo diluyente, hasta obtener una dilucion de 107,

3.1.2. Siembra por extension en superficie.

Se tomaron 0.1 mL de cada dilucién (por duplicado para cada serie de diluciones)
y se inocularon en agar triptona-soya (TSA) suplementada con 3.5 mL de
cicloheximida (Fluka) como inhibidor de hongos, por cada 500 mL de medio estéril.
Se extendié superficialmente mediante perlas de vidrio estériles. La incubacion se
hizo a 35 °C durante 24 horas.

3.1.3. Aislamiento y Purificacion.

Se seleccionaron las placas de la dilucion que present6 de 25 a 250 UFC/mL; se
seleccionaron al azar alrededor de 100 UFC y se aislaron en una nueva placa de
TSA. Cada aislado se inoculé en tubos con 3 mL de caldo soya triptona mas
cicloheximida y se incubé a 30°C por 24 horas. Posteriormente, aquellas colonias
puras se resembraron en TSA, realizando una estria Unica. Se incubaron a 37°C

por 24 horas.

3.1.4. Mantenimiento en Ultracongelacion.

A partir del crecimiento en TSA se realiz6 una suspension masiva en 3 mL de
caldo triptona soya o caldo infusién cerebro corazén (BHI), segun fuera el caso,
transfiriéndose 1 mL de la suspension a criotubos adicionados con 1 mL de

glicerol 50% (Baker) estéril para su posterior conservacion a -70°C.
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3.2. Extraccion de ADN cromosomal

Las cepas fueron reactivadas en 3 mL de caldo BHI incubando a 37°C por 24
horas. Para la extraccion del ADN cromosomal se utilizé un sistema de extraccion
UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit (Mobio Laboratories), siguiendo
indicaciones del protocolo (http://www.mobio.com/microbial-dna-
isolation/ultraclean-microbial-dna-isolation-kit.html). El principio de este sistema
consiste en la lisis de las células y solubilizacion del ADN por combinacion de
detergente y fuerza mecéanica. El ADN que se libera se captura en un filtro de
silica dentro de una columna, se enjuaga y se recupera en un amortiguador. Para
verificar la calidad del ADN extraido se realizé una electroforesis en gel de

agarosa al 1% (inciso 3.4).

3.3. Amplificacion por PCR de los genes ADNr 16S

El ADN extraido se empledé como templado para la amplificacién por PCR de los
ADNr 16S bacterianos (tamafio alrededor de 1.5 kb) procedentes de la muestra;
haciendo uso de un termociclador BIO-RAD My Cycler (V 1.065) y empleando
como enzima TaqDNA polymerase (Fermentas). Los primers fueron fDI: [5-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’] y rD1: 5
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3] (Weisburg et al., 1991).
Se ajustaron las condiciones de amplificacion: 1 ciclo de desnaturalizacion a 95°C
por 5 min, 30 ciclos de amplificacion: 95°C durante 1 min, 45°C durante 1.5 min,
72°C por 1.30 min, y un ciclo de elongacion final durante 5 min. Se verifico la

presencia del producto en un gel de agarosa 1% (inciso 3.4).

Para la extension, al observarse tamafios de 1.5 kbp de los fragmentos de PCR,
se utlizd un tiempo de 1.5 min para permitir que la polimerasa trabajase
adecuadamente; tomando en consideracion lo descrito por Henegariu (1997), que
establece que para un producto de 1 kbp, 1 min en el tiempo de extension es

suficiente, si es de 2 kbp, 2 min, y si es menos, se hace la conversion equivalente.
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En la tabla 5 se muestra cada uno de los componentes para la mezcla de reaccion
de PCR.

Tabla 5. Condiciones para PCR (calculos para 50 yL en cada tubo de reaccion)

Reactivo Concentracion Concentracion final Volumen
inicial (2 rxn)
Taq Buffer (KCI) 10X 1X 5.0 pL
MgCl, 25 mM 2.5 mM 5.0 pL
dNTPs* 10 mM (c/u) 200 uM 1.0 uL
Oligo forward 10 pM 0.12 uM 0.6 pL
Oligo reverse 10 uM 0.12 uM 0.6 pL
H,O Aforo a 50 pL - 36.3 pL
Enzima 5 U/uL 25U 0.5 pL
Templado ADN ~0.1mg genémico (maximo 500ng;
O_lmg/ml de bacteria de 1 a 10ng y si es 1.0 uL
plasmido de 0.1 a 1ng)

*La concentracion de los dNTPs a 10mM, se refiere a la suma de los 4 dNTPs, y cada uno esta a
2.5mM.

3.4. Electroforesis en gel de agarosa

La realizacion de la electroforesis se llevd a cabo para corroborar la calidad y
pureza los productos obtenidos después de: la extraccion del ADN cromosomal,

los productos obtenidos por PCR y después de su purificacion.

Se preparé el gel de agarosa al 1% (p/v) de concentracion, fundiendo agarosa
grado electroforesis (BioRad) en un amortiguador TBE 1X (89 mM Tris base, J.T.
Baker; 89 mM de acido bdrico, Sigma; 2 mM EDTA, BioRad; ajustando a pH 8).
Una vez a temperatura de 40°C, se le adicioné a la solucién 4 puL de bromuro de
etidio 0.04% como revelador por cada 25 mL de solucién de agarosa. Sobre una
camara de electroforesis con peines, se deposité la solucion de agarosa y se dejo
enfriar. Una vez solidificado el gel y formados los pozos se cubri6 totalmente con
amortiguador TBE 1X, para posteriormente depositar en cada uno de ellos la

cantidad de muestra necesaria.
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Con la cantidad apropiada de colorante para analizar la muestra, se mezclaron 3
puL de colorante de carga Loading buffer 10X (Fermentas) por cada 5 pL de
muestra. Se depositaron en el primer pozo del gel 2 pL de un marcador de peso
molecular de ADN (O’GeneRuler, Fermentas) de 1 kbp listo para usar, para
verificar el tamafio de los productos analizados en el mismo. Una fuente de poder
permitid6 que las muestras migraran a través del gel, bajo condiciones de 1 a 10
V/cm de gel (100-150 volts). Los resultados se revisaron en un transiluminador de

luz ultravioleta donde fue depositado el gel.

3.5. ARDRA e identificacion de aislados Unicos

Esta técnica se basa en que cada uno de los productos de amplificacion por PCR
del gen ADNr 16S obtenidos de una comunidad bacteriana se sometan a
digestiones enzimaticas realizadas por endonucleasas de restriccion; las cuales al
ser analizadas en una electroforesis en gel de agarosa resulten en un perfil de
bandas caracteristico (Endlich y Linn, 1981) Para ello, se determiné la
concentracion del ADN con equipo espectrofotometro (NanoDrop, 200C
Spectrophotometer, Thermo Scientific), para estandarizar la concentracion en las
digestiones. Los amplicones de tamafio alrededor de 1.5 kbp, se sometieron a un
analisis de los perfiles de restriccion del ADNr 16S amplificado (ARDRA, por sus

siglas en inglés).

Con la enzima Bsp143I (Sau3Al; Fermentas; tabla 6), las reacciones se incubaron
durante 2 horas a 37°C, posteriormente adicionando 3 pL de colorante de corrida
(0.03% de azul de bromofenol, 0.03% de cianol:xileno y 60% de glicerol) para
detener la reacciéon. Con la finalidad de observar los patrones de restriccion, se
realiz6 una electroforesis en gel de agarosa bajo las condiciones establecidas en
el inciso 3.4, modificando la concentracion de la solucion de agarosa al 2%,
depositando un volumen de 23 uL de mezcla de reaccion con el colorante en total
y utilizando un marcador de peso molecular Ladder de 1000 pares de bases

(Fermentas).
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Tabla 6. Mezcla de reaccion para las digestiones de productos de PCR.

Reactivo Concentraciéon | Volumen para 20 yL de reaccion
DNA amplificado 0.1-0.5 pg/uL X pL
Enzima Bsp143l 10U/ uL 0.1 puL
Buffer Bsp143l 10X 2.0 puL
H,O - Aforo a 20 pL

3.6. Purificacion de los amplificados

A partir del patron de bandeo generado del total de los aislados analizados, se
construy6é una matriz binaria considerando la presencia o ausencia de bandas
obtenidas en cada caso. Dicha matriz se empleé para la construccion del

dendograma por el método de UPGMA.

Se eligid un representante de los aislados que presentaron un patron de
restriccion Unico para ser reamplificados (utilizando las mismas condiciones de
amplificacion del gen ribosomal 16S descritas previamente; inciso 3.3), purificados
y enviados a secuenciar. Se usO el sistema de purificacion PureLink PCR
Purification Kit (Invitrogen). El sistema se basa en la union selectiva de la cadena
de ADN a una membrana de silica en presencia de sales caotrépicas en una
columna dentro de un tubo. El producto de PCR es mezclado con un amortiguador
para ajustar las condiciones para su posterior unién a la columna. EI ADN se une a
la membrana de silica en la columna y las impurezas son removidas por un lavado
minucioso con un buffer de lavado. Después el ADN es eluido en un volumen de

amortiguador que es bajo en sales.

3.7. Analisis de secuencias

3.7.1. Secuenciacién de aislados Unicos
La secuenciacion de los aislados se llevé a cabo en la Unidad de Secuenciacion y
Sintesis de Oligos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, por el método Taq
FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing. Perkin
Elmer/Applied Biosystems Modelo 3730. Para secuenciar se utilizé el producto de

PCR a concentraciones de 100 ng, y los primers fD1 y rD1 a una concentracion de
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10 pmol, para cada ADNr de cada aislado seleccionado, con la finalidad de
obtener la secuencia completa del gen. Los resultados se obtuvieron en formato
*.abl., fueron visualizados en el programa BioEdit
(http://mwww.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) evaluando la calidad de la

secuencia.

3.7.2. Busqueda de identidad de las secuencias de ADNr 16S

Empleando el programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml) y
las secuencias obtenidas para cada aislado, se ensamblaron usando la aplicacion
Clustlalw (alineamiento multiple de acidos nucléicos y secuencias de proteinas)
incluida en el programa. Las secuencias se compararon con las de la base de
datos de secuencias nucleotidicas no redundantes del GeneBank mediante el
programa BLASTN, incluida en el sitio del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para
conocer su identidad, la cual se asign6 considerando el porcentaje de identidad
mas alto, porcentaje de cobertura y un valor de expectancia (e-value) cercano o

igual a 0.

3.8.Perfil metabdlico. Preparacion de placas EcoPlate™

Se prepararon diluciones seriales de 12 mL a partir de 10 g de las muestras de
suelo fresco en agua peptonada 0.1% estéril. Tomando los resultados de cuenta
en placa de UFC'’s, se utilizé la dilucion representativa por muestra para inocular
las placas EcoPlate™ (BIOLOG) a una concentracién estandarizada de 10°> UFC/g
suelo. Se transfirieron 100 pL de la dilucion a cada uno de los 96 pozos de la

placa.

La placa contiene 31 sustratos diferentes con un control sin fuente de carbono,
donde cada pozo de estas placas posee el indicador violeta de tetrazolio, el cual
es reducido durante el proceso de degradacién del sustrato causando el desarrollo
de un color morado cuya intensidad medida espectrofotométricamente es
proporcional a la capacidad de degradacion de una determinada fuente de
carbono. Las lecturas se realizaron en un equipo lector de placas (Versanax
Tunable Microplate reader, Molecular Devices) a 590 nm, cada 24 horas durante 5

dias.
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VIl. Resultados y Discusion

Se muestra en la figura 7 un esquema que comprende las etapas del ciclo de
produccion de la cafia de azucar. En dicho esquema, se sefialan en rojo las
etapas de cultivo de la cafia de azucar que fueron objeto de estudio en este
proyecto, comprendiendo la etapa TO, que corresponde al suelo vertisol recién
arado; la etapa T1 que corresponde a la siembra y primer riego de la planta; la
etapa T2, en la cual se adiciond el herbicida; la etapa T3, que posee el fertilizante
y de la cual fueron extraidas las muestras de suelo para el analisis comprendido
en este trabajo. En la figura 8 se observa la ubicacién geogréfica de la zona de
muestreo, y en la figura 9 se muestran imagenes de la zona durante la toma de
muestra del TO, T1, T2y T3.
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Figura 7. Grafico de apoyo donde se observa el ciclo de cultivo convencional de la cafa
de azucar.
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Figura 8. Ubicacién geografica del campo de muestreo en la localidad de Lagunillas,
Municipio de Tlaguitenango, Morelos.

(Vazquez, 2011)

En el recuadro se muestra la zona utilizada para cultivo con coordenadas de
ubicacion geogréfica correspondientes a los puntos blancos. El valor de 933 y
921m corresponde a la altura sobre el nivel de mar. Imagen e informacion

obtenidas de Google Earth (http://maps.google.com.mx/, 2012).
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Figura 9. Vista general del area de cultivo para la muestra TO (suelo recién arado-19 de
Enero del 2010); muestra T1 (siembra y primer riego-25 de Enero de 2010); muestra T2
(después de la adicion de herbicida y segundo riego-12 de Febrero de 2010); muestra T3
(con fertilizante y parte de la planta-18 de Mayo de 2010)
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VIl.1.Método No dependiente del cultivo
VII.1.1. Extraccién del metagenoma bacteriano

Varios protocolos han sido descritos para la recuperacion de ADN de muestras de
suelos y sedimentos, los cuales se han clasificado como procedimientos de
extraccion directos e indirectos. El método aqui empleado para la extraccion de
ADN metagendémico fue un meétodo directo, el cual se baso en la lisis celular
dentro de la matriz de la muestra de suelo y la subsecuente separacion del ADN
de esa matriz y otros restos celulares. En este trabajo se utiliz6 el sistema de
extraccion PowerMix Soil DNA Isolation kit (MoBio) para extraer el ADN
metagendmico de las cuatro muestras de suelo correspondientes a las primeras
cuatro etapas del cultivo de la cafia de azucar. El tamafio del ADN aislado por este
método directo fue alrededor de 10 Kbp, tamafio caracteristico de una muestra de
ADN cromosomal y que migra en un gel de agarosa al 1% ligeramente arriba de
la banda de 10 Kbp. Esto se muestra en la figura 10, donde se observo ADN no
degradado, caracteristica que junto al peso molecular, es indicador de una
extraccion de ADN de buena calidad. Este ADN metagendémico representa la
coleccion de ADN de toda la biota naturalmente asociada del suelo, en sus
diferentes etapas de cultivo. De forma adicional este sistema permite obtener ADN
libre de sustancias humicas, las cuales pueden interferir con etapas posteriores
del procesamiento y analisis del ADN, como puede ser inhibicion de enzimas de
restriccion y polimerasas. Recientes estudios han mostrado que los buenos
rendimientos de extraccion de ADN no siempre equivalen a la mayor rigueza de
especies bacterianas y que la representacion de sus secuencias esta intimamente
ligada a la eficiencia del método de extraccibon empleado (Rajendhran vy

Gunasekaran, 2008; http://mwww.mobio.com/powersoil-dna-isolation-kit.ntml, 2013)
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Figura 10. ADN metagendmico visualizado en gel de agarosa 1%.

El primer carril corresponde al marcador de peso molecular de Fermentas 1 Kbp DNA.
Los carriles subsecuentes corresponden a cada etapa de cultivo del suelo identificados
como: tiempo 0 (TO); tiempo 1(T1); tiempo 2 (T2) y tiempo 3 (T3). En cada carril se
depositaron 5 uL de muestra.

VII.1.2. Perfiles de DGGE

Se empled la técnica de DGGE con la finalidad de caracterizar muestras de un
suelo destinado para un cultivo de cafia de azuUcar basandose en la microbiota
dominante presente, en el origen y propiedades del suelo. La diversidad
bacteriana no cultivable en las muestras del suelo se determin6 por amplificacién
de la regién V6-V8 del gen ADNr 16S por PCR, usando primers especificos. El
PCR amplificé eficientemente el fragmento esperado de la region V6-V8 con un
tamafo de alrededor de 400 pares de bases. El analisis de los productos de PCR
obtenidos por DGGE para cada una de las muestras permitio observar bandas
definidas presentes en los cuatro perfiles de DGGE, los cuales representan cada
una de las muestras de suelo en diferentes etapas del cultivo; estos resultados se
observan en la figura 11. El andlisis por DGGE mostr6 que la diversidad
microbiana no cultivable se mantiene constante independientemente de los

tratamientos aplicados.

A partir del gel mostrado en la figura 11, se seleccionaron 25 bandas (resaltadas

con flechas) que fueron elegidas del total de los patrones de bandeo, definidas
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como bandas especificas presentes o0 ausentes en las cuatro muestras. Con la

finalidad de identificarlas, se les asignaron niumeros.

Figura 11. Perfil DGGE de la comunidad bacteriana no cultivable de suelo para un cultivo
de cafia de azucar correspondiente a los primeros cuatro tiempos de cultivo. Las bandas
en el gel identificadas con nameros y flechas fueron secuenciadas.

En el gel que se muestra en la figura 11, el carril que representa la muestra del TO
corresponde a los productos de amplificacion de las regiones variables V6-V8 del
ADNr 16S, que pertenecen a los microorganismos que conforman la microbiota
inicial nativa del suelo destinado para el cultivo de la cafia de azucar. Los perfiles
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de bandeo observados en las muestras T1, T2, y T3 corresponden a aquellos
microorganismos que tanto se encontraban presentes inicialmente en TO, asi
como los que se fueron incorporando en las etapas posteriores; es decir, aquellos
gue se mantuvieron, desaparecieron y aparecieron a lo largo de los tratamientos

aplicados.
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Figura 12. Grafico que relaciona la etapa de cultivo contra el nimero de bandas DGGE
presentes en cada etapa.
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Como se muestra en la figura 12, de acuerdo al perfil de bandeo observado en el
TO, las bandas: 1, 2, 3, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 20 y 22 son bandas que se
mantienen constantes en todas las etapas que se analizaron, pues se encuentran
presentes no sdlo en TO sino también en T1, T2 y T3, indicando que los
correspondientes microorganismos permanecen en el suelo independientemente

del tratamiento aplicado.

Por otra lado, las bandas de numero: 6, 7, 8, 15, 16, 17, 18, 19 y 23 que
inicialmente no se detectaron en el TO, se identificaron en los perfiles de bandeo
de las etapas 1, 2 y 3, sugiriendo que los microorganismos a los que les
corresponden estas bandas se incorporaron al suelo como resultado de los
tratamientos aplicados o bien, que de acuerdo a los cambios ocurridos en las
condiciones ambientales del suelo, éstos probablemente pudieron haberse
encontrado inicialmente en TO pero en proporciones bajas, de tal forma que no

fueron detectados durante esta primera etapa del ciclo.

La banda numero 4, originalmente presente en TO, ya no se detecté en los
tiempos T1, T2 y T3, lo cual indic6 que ese microorganismo de algin modo se
podria estar inhibiendo en presencia de otros microorganismos incorporados al
suelo que tuvieran la capacidad de ser competitivos, comprometiendo su
desarrollo ya sea por la aplicacion de los tratamientos posteriores o por la
alteracién de ciertas condiciones del suelo que ya no favorecieran su crecimiento y
que por ende hicieran dificil su deteccion. Asi mismo, los posibles cambios
ocurridos en el ambiente fisicoquimico del suelo como: cambios en la humedad
por la adicion de agua, por temperatura debida a cambios estacionales durante el
cultivo, alteracion en el flujo de aire del suelo, por la posible disminucion del pH
debido a la aplicacién del herbicida por su contenido del &cido 2,4-D,
diclorofenoxiacético (2,4-D) pudieron afectar la permanencia de este grupo

microbiano en el mismo.

En el T1, que corresponde a la etapa de primer riego realizado en el suelo de
cultivo, las bandas: 6, 7, 8, 15, 16, 17, 18, 19 y 23 se detectaron por primera vez,

sugiriendo por un lado, que los microorganismos correspondientes fueron
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incorporados a través de la adicion del agua, o bien, como se menciono, es
probable que inicialmente se hallaran en la etapa TO pero en una baja

concentracion y que la disponibilidad de agua favorecio su crecimiento.

Respecto al T2, que hace referencia a la etapa en la que se adiciono el herbicida
Gesapax H 375 (Syngenta), el cual se encuentra en forma del éster isobutilico del
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) poco soluble en agua, se identificaron
nuevas bandas: 5, 24, 25 y 26, de las cuales la nimero 5 cabe destacar fue la
banda que estuvo presente Unicamente en esta etapa. Asi mismo, cabe mencionar
gue todas las bandas halladas en T1 se mantuvieron durante esta etapa de T2.
Actualmente se tienen reportes del funcionamiento del herbicida 2,4-D en las
plantas, el cual es un herbicida sistémico que se absorbe por las hojas o la raiz
transportadndose por la savia a todo el cuerpo, alcanzando los tejidos internos de la
maleza, acumulandose en los puntos de crecimiento de las raices y tallos
induciendo malformaciones que inhiben el desarrollo de la planta de hoja ancha
(Harikrishan y Usha, 2007). Se piensa que durante su fabricacion pueden
generarse compuestos furanos o dioxinas, de tal forma que estos compuestos
generados y la acidificacion del medio en el que es depositado el herbicida
podrian provocar sobre las células de los microorganismos del suelo, o la propia

planta, alteraciones en su composiciéon celular que no favorecieran su crecimiento.

Para el T3, que corresponde a la etapa en la que se realiza la aplicacién del
fertilizante de formulacion cafiera 18-4.5-3, se observl la permanencia de las
bandas anteriormente halladas en T2, a excepcién de la banda 5, la cual
desapareci6 en este tiempo; de tal forma que la adicion del fertilizante podria tener
un efecto en cuanto a la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Se ha reportado
que se requieren 1,000 kg de la féormula 18(P)-4.5(N)-3(K), de los cuales 500 kg/ha
se depositan bajo la semilla al sembrar y, el resto se aplicara inmediatamente una
vez que el terreno y la semilla estan preparados para fertilizar en el fondo del

surco (Aranda y Méndez, 2000).

Por tanto, el cultivo de la cafia de azucar es un cultivo exigente en nutrientes pues

la planta toma del suelo los elementos nutritivos disponibles de manera natural por
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los procesos tales como la fijacién del carbono, nitrogeno y fosforo, asi como
también los adicionados de manera exdgena por el agricultor en forma de abonos
o fertilizantes. La permanencia de los grupos detectados en el T3 pudo deberse a
que los nutrientes disponibles en esta etapa pudieron ser aprovechados por los
microorganismos que se hallaban presentes en el suelo y que tuvieron la
capacidad de transformar los compuestos de nitrogeno. Lo anterior pudo favorecer
el rendimiento de la planta, de la microbiota cultivable, asi como de los
microorganismos viables pero no cultivables, siendo posiblemente de importancia

biotecnolégica para fines agricolas.

VIl.1.3. Secuenciacién de las bandas de DGGE

Las bandas de interés anteriormente discutidas fueron escindidas del gel y los

fragmentos se extrajeron para reamplificarlas y secuenciarlas.

En este trabajo de las 25 bandas identificadas en el gel, Unicamente se
seleccionaron 16 para secuenciacion con la finalidad de posteriormente ser
identificadas en la base de datos no redundante del GenBank, utilizando el
programa BLAST. Se pretende posteriormente concluir la identificacion de las
bandas restantes. Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 7.

Tabla 7. Identificacion de las secuencias obtenidas a partir del DGGE de la
microbiota no cultivable del suelo

Banda -
Identificacion relacionada a: Numero

Etapa
DGGE GenBank

Rizobacteria no cultivable asociada a
DGGE 1 . . , . JF816552.1 TO,T1,T2,T3
pastizales en ambiente volcanico

DGGE 2 Clona bacteriana no cultivable asociada a la JF416162.1 TOT1.T2,T3

rizésfera de citricos

Clona de gama-proteobacteria no cultivable

DGGE 3 . JN038927.1 | TO,T1,T2,T3
aislada de humedales
Vector de transformacion para plantas, y
DGGE 4 vector de clonacion pBOB de secuencia GU734657.1 TO
completa
DGGE 5 Clona de una acidobacteria no cultivable HM224438.1 T2
DGGE 9 Clona bacteriana no cultivable aislada de GU375820.1 | TO.T1,T2,T3

yacimiento petrolifero
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DGGE 11 Clona bacteriana no cultivable glslada de una EU669649.1 | TO.TLT2.T3
muestra de suelo ambiental
DGGE 15 Clona bacterlana no cultivable a|slad'a de un HQ397554.1 T1,72,T3
suelo salino de la costa de India
DGGE 16 Clona bac_terlana no cultivable asomada_a HQ397554.1 T1,72,73
suelos salinos de la zona costera de India
Clona bacteriana no cultivable asociada a un
DGGE 17 suelo agricola y clona bacteriana no HQ397554.1 T1,7T2,T3
cultivable relacionada con Rhizoctonia solani
DGGE 18 Acidobacteria no Cl_JItlvabIe de muestra HQ597544.1 T1,72,T3
ambiental
DGGE 19 Clona b_acterlana dg una delta-proteobacteria FJ516878.1 T1,72,T3
no cultivable asociada a suelos humedales
Acidobacteria no cultivable de parcelas no
DGGE 22 . HMO061981.1 | TO,T1,T2,T3
usadas anteriormente
Clona bacteriana no cultivable de muestra de
DGGE 23 . GU375745.1 T1,T2,T3
suelo petrolifero
DGGE 24 Aadoba_ctgrla no cultlv_able del s_uelo de la JF319244.1 T2.73
rizosfera del chile en Dalian
Clona bacteriana no cultivable de Firmicutes
DGGE 25 aislada de una muestra de suelo de la EU979031.1 T2,T3
rizosfera del haba Vicia faba L.

El resultado de la secuencia de la banda 1, expuso una identidad maxima de un
84% a una rizobacteria no cultivable asociada a un suelo de pastizales en
ambiente volcanico. La banda nidmero 2 mostré una identidad méaxima del 93% a
una clona bacteriana asociada a una rizésfera de citricos. Por su lado, la banda
namero 3 y la banda 19, se asociaron a clonas bacterianas no cultivables de una
gama-proteobacteria y una delta-proteobacteria, con un porcentaje de identidad
del 82% y 91%,

microorganismos las que tuvieron una clasificacion taxondémica del rango de

respectivamente, siendo estas dos secuencias de
Clase, a la cual podrian pertenecer. De la banda 4, se tuvo un 85% de identidad a
un vector de transformacion para plantas y una identidad maxima del 86% al
vector de clonacion pBOB, de secuencia completa. La banda 5, presente sélo en
el T2, se asocid con un 87% de homologia a clonas de una acidobacteria no
cultivable y a clonas bacterianas no identificadas de suelo de gen parcial de ARNr

16S con 86% de homologia. Por otra parte, la secuencia de la banda 9 tuvo un
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84% de identidad a una clona bacteriana no cultivable aislada de un suelo sobre

yacimiento petrolifero.

Respecto a la banda 11, se obtuvo una identificacibn maxima del 85% a una clona
bacteriana no cultivable aislada de una muestra de suelo ambiental. Las bandas
15 y 16, que se detectaron por primera vez a partir del T1, se asociaron a suelos
salinos costeros. De la banda 17, se obtuvo un 95% de identidad a una clona
bacteriana no cultivable asociada a un suelo agricola. Asi mismo, se encontr6 que
para una clona bacteriana no cultivable del phyllum de Verrucomicrobia y descrita
como una clona bacteriana relacionada al hongo Rhizoctonia solani, la identidad
maxima que resultd de la secuencia 17 fue de un 94%. Respecto a la banda 22,
esta correspondié a una clona bacteriana de una acidobacteria no cultivable
proveniente de una muestra de suelo tomada de 0-7 cm de profundidad de

parcelas nunca antes utilizadas para la agricultura.

La banda de DGGE 18 tuvo un valor de identidad del 87% a una clona bacteriana
de acidobacteria no cultivable aislada de una muestra ambiental. Respecto a la
secuencia 23, tuvo una identificacion maxima del 91% contra la secuencia de una
clona bacteriana de un microorganismo no cultivable proveniente de una muestra
de suelo, primordialmente de un yacimiento de petréleo. Finalmente, las bandas
namero 24 y 25, que se detectan hasta el T2 por primera vez, se asociaron a
suelos rizosféricos de chile y de haba, respectivamente; siendo que para la
secuencia 24, se identific6 en un 98% como una acidobacteria no cultivable,
mientras que la banda 25 obtuvo una identidad maxima del 98% a una clona
bacteriana que pertenece al phyllum de los Firmicutes.

Pese a que se asigné a cada banda una identidad a un grupo bacteriano, es
importante resaltar que el porcentaje de identidad en muchos casos fue de cuando
mucho del 85%, esto en el sentido de la debilidad que muestra el DGGE al realizar
una identificacién parcial de amplicones de 16S de cuando mucho 400 a 500

bases, en el mejor de los casos.

Sin embargo, comparada esta técnica con los métodos tradicionales, la técnica de

DGGE se consider6 como una herramienta que requirid0 de un menor tiempo y
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que sin duda resultd adecuada para el analisis de esta comunidad bacteriana
perteneciente a una matriz de suelo compleja. Los resultados mostraron que, de
acuerdo a los criterios de ausencia o0 presencia de las bandas en el gel de
poliacrilamida a diferentes tiempos, no hubo cambios muy significativos en la
microbiota presente a lo largo de las cuatro etapas de cultivo, ya que la mayor
parte de la microbiota identificada como no cultivable presente en el suelo se
mantuvo constante a lo largo de los tratamientos aplicados y por tanto, se puede
decir que no hay mayores implicaciones sobre la diversidad de la comunidad
microbiana no cultivable por parte de las técnicas de cultivo empleadas para la

preparacion del suelo de cultivo analizado de cafia de azucar.

Aunque algunos trabajos se han realizado para estudiar la ecologia bacteriana
presente en suelo agricola u otro tipo de muestras de suelo ambiental (Enwall,
Philippot y Hallin, 2005; Freitag et al., 2005; Petersen y Dahllof, 2005; Milleto,
Bodelier y Laanbroek, 2007; Jousset et al., 2012), aln no se sabe acerca de un
analisis realizado por PCR-DGGE para estudiar la composicion bacteriana no
cultivable de una muestra de suelo para cultivo de cafia de azucar. En este
trabajo, se secuenciaron 16 bandas del DGGE, las cuales revelaron un predominio
de microorganismos pertenecientes a clonas bacterianas de acidobacterias
aisladas de muestras de suelo agricola, seguido por clonas bacterianas no
cultivables asociadas a la rizésfera de diferentes plantas, una secuencia
identificada como una rizobacteria no cultivable, y una secuencia identificada
como un vector de clonacién para plantas. Estos resultados podrian indicar que
las bacterias no cultivables no sélo podrian estar jugando un papel importante
durante el ciclo de cultivo de la cafia de azUcar sino que también el hecho de que
la mayoria pertenezca a un grupo de acidobacterias no cultivables nos podria dar
una idea del por qué resulta dificil cultivar estos microorganismos fuera de su
ambiente natural, pues este tipo de suelo por sus propiedades fisicas y quimicas

lo hace un ambiente Unico.
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VII.2. Resultados de la aplicacion de Métodos dependientes del cultivo

VIl.2.1. Cuenta microbiana

Tabla 8. Cuenta microbiana presente en muestras analizadas por métodos cultivables
tradicionales.

Colonias -
MUESTRA | UFC/mL _ Fecha muestreo Condicion del suelo
aisladas
4
TO0 86X10 79 19-ENERO-10 Recién arado
5
T1 56X10 99 25-ENERO-10 Después de siembra y riego
5 Después de aplicacion de
T2 11.2X10 100 12-FEBRERO-10 .
herbicida Gesapax H375
3 30x10° 100 Con fertilizante (férmula cafera
X 18-MAYO-10 18:4.5:3) y parte de la planta

Llevado a cabo en este estudio el aislamiento de la fraccién cultivable en agar
triptona soya, suplementado con cicloheximida, bajo condiciones de incubacion
aerobias, solo se favoreci6 el crecimiento de la microbiota que abarca a bacterias
mesodfilas aerobias y/o facultativas, que crecen en este medio general empleando
métodos tradicionales de cultivo. Los resultados del conteo microbiano expresados
en UFC/mL muestran que, conforme transcurre el tiempo y los diferentes
tratamientos agricolas son aplicados al suelo de cultivo de la cafia de azlcar, la

comunidad microbiana no presenta cambios significativos durante sus primeras
. . , 5
cuatro etapas, pues se mantiene en el mismo orden de magnitud (107), a

excepcion de la primera etapa (TO) respecto a la que comprende la etapa de

siembra y riego (T1) en la cual hay un cambio en un orden de magnitud mayor.

Esta es una primera observacion de las implicaciones que tendria la manipulaciéon
del suelo sobre su composicion bacteriana nativa, ya que ésta manipulacién que
sufre no es bajo condiciones estandarizadas donde se controlen parametros
especificos como la temperatura, la humedad, gradientes de nutrientes, los
contaminantes que puedan estar en contacto con el suelo a lo largo del periodo de

cultivo, existiendo asi muchas variables que podrian dar explicacion a la diferencia
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notable que existe entre la microbiota que se esta expresando en las dos primeras
etapas. Cabe destacar que para las muestras del T2 y T3, no parece haber un
efecto importante de la aplicacion de herbicida y la aplicacion del fertilizante sobre
la cuenta total bacteriana.

Se ha visto que a pocos milimetros en la profundidad del suelo, se es posible
encontrar una variedad de micrositios con diferentes propiedades fisicoquimicas.
Particulas minerales y organicas propias del suelo interactian fuertemente con la
microbiota presente en él, a través de la formacién y estabilizacion de
microagregados y complejos con materia organica, arcilla, los cuéles son las
caracteristicas estructurales de la matriz del suelo y entre los mas importantes

parametros que afectan la composicién microbiana (Mocali y Benedetti, 2010)

Es indispensable controlar los procedimientos de muestreo siendo que se ha
encontrado que las comunidades microbianas pueden tener varios niveles de
organizacion y distribucibn que podrian ser dependientes de diferentes
propiedades del suelo, dado que éste es un ambiente muy complejo resultado de
la interaccion mudiltiple de diversos parametros como los anteriormente
mencionados ademas del pH, las variaciones climaticas y por supuesto la biota del

ambiente.

VIl.2.2. Extraccion de ADN

Para el estudio de la diversidad bacteriana por medio de técnicas dependientes de
cultivo, se realizo la extraccion del ADN cromosomal microbiano total de los
aislados pertenecientes a las muestras TO — T3. En la figura 13 se muestra un
ejemplo de la electroforesis en gel de agarosa al 1%, realizado para visualizar el
resultado de la extraccibn de ADN cromosomal que corresponde a los primeros
siete aislados obtenidos en la muestra T3. El tamafio del ADN aislado por este
meétodo fue de alrededor de 10 Kbp, tamafio caracteristico de una muestra de

ADN cromosomal que migra en un gel de agarosa al 1%.
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Figura 13. Extraccion de ADN cromosomal visualizado en gel de agarosa 1%

El carril (M) corresponde al marcador de peso molecular de Fermentas 1 Kbp DNA. Los
carriles subsecuentes corresponden a la muestra de ADN de los aislados. En cada carril
se depositaron 5 yL de muestra.

El sistema UltraClean® Microbial DNA Isolation esta disefiado para aislar ADN
gendmico de alta calidad a partir de 1.8 mL de cultivo microbiano. El principio de
este es lisar los microorganismos mediante una combinacion de calor, detergente,
y la fuerza mecanica contra perlas especiales para lisis. El ADN liberado se une
entonces a una columna de silica gel, se lava y se recupera en un buffer Tris-
EDTA pH 8.0. De esta manera, siendo que el sistema garantiza una buena
extracciéon de ADN, aquellas muestras que no presentaron bandas intensas o que
no se encontraban integras se repitieron hasta obtener un ADN de buena calidad;

es decir, alta pureza y alto peso molecular.

VII.2.3. Amplificacion por PCR del gen ADNr 16S y purificacion.

Para la realizacion de la PCR se empleé la enzima TagDNA polimerasa
recombinante (Fermentas) con las condiciones anteriormente descritas. Los
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%,

observandose una banda de un peso de alrededor de 1.5 Kbp (Figura 14).
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Figura 14. Electroforesis en gel del de agarosa 1% de los ADNr 16S amplificados a partir
del ADN cromosomal extraido de los aislados bacterianos del suelo vertisol en estudio.

El carril (M) corresponde al marcador molecular de Fermentas 1 Kbp DNA. Los carriles
subsecuentes corresponden al producto de PCR de los aislados.

Para el ADNr 16S el tamafio que corresponde a este gen es de alrededor de 1541
bases, el cual logra migrar en un gel de agarosa al 1% a la altura de la banda de
1.5 Kbp del marcador de peso molecular (M), por tanto, la imagen que se muestra
en la figura 14 revel6 que durante la amplificacion bajo las condiciones

establecidas, fue posible amplificar este gen 16S.

VIl.2.4. ARDRA e identificacion de aislados Unicos

Se realizd una tipificacion por ARDRA de 100 aislados bacterianos para cada una
de las cuatro etapas de cultivo que se estudiaron de la muestra de suelo. Con este
analisis se identificaron los tipos Unicos basados en el patrén de restriccion
generado a partir de la digestion del ADNr 16S. Inicialmente se utilizaron las
enzimas Bspl143l (Sau3Al) y BsuRI (Haelll) para la digestion del ADNr 16S de
cada aislado; sin embargo, se obtuvo un patréon de bandeo de mejor resolucién

con la enzima Bspl143l para la muestra T3 analizada en este trabajo (figura 15),
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por lo que se eligié esta enzima para la digestion de todos los aislados los cuales

se muestran en la figura 16.
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Figura 15. Muestra de suelo con fertilizante; muestra T3. Patrones de restriccion
generados con Bspl143l (parte superior) y BsuRlI (parte inferior). El primer y dltimo carril
corresponden al marcador de peso molecular de Fermentas.

60



39 40 42 44 45 46 47 49 51 52 53 54 57 58 59 60 61 62 63

64 65 66 67 67r 68 69 T1 T3 T4 82 83 85 86

87 88 88" 89 91 92 93 94 95 96 97

2000
1500

1000
700

500

250

2000
1500
1000
700

500

250

2000
1500

1000
100

500

250

Figuras 16. Digestiones con Bsp143l que producen diferentes patrones de restriccion en

cada uno de los aislados para la muestra T3.
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Para integrar estos resultados, en un trabajo previo se realizo el analisis ARDRA
con la enzima BsuRI para las muestras del TO, T1 y T2 (Vazquez, 2011). El
andlisis de las digestiones realizadas sobre un gel de agarosa al 2% permitid

observar los siguientes resultados:

De acuerdo al patron de bandeo generado en cada aislado por la zona de corte de
la enzima Bspl143l, se determind el nimero de bandas que correspondian a cada
uno de los perfiles y las bandas totales presentes, mediante una comparacion
global de los aislados. Esto con la finalidad de generar una matriz la cual se
construy6 haciendo un registro de la presencia (1) o ausencia (0) de cada banda,
para los aislados analizados. Con la matriz generada se construyé un dendograma
por el método de Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages
(UPGMA) utilizando las aplicaciones incluidas en el programa Phylogeny Inference
Package (PHYLIP) calculo de una matriz de distancia; con la elaboracion del arbol
por el método de UPGMA se realiz6 un analisis de bootstrap (100 réplicas)
(Figuras 17 a 20). Al analizar las agrupaciones de los microorganismos en el
dendograma, se tomd a un representante de cada cluster para secuenciacion y

asignacion de una identidad.
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Figura 17. Arbol construido por UPGMA de los tipos ARDRA detectados e identificados en las muestras
TO. (Vazquez D., 2011)
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Figura 20. Arbol construido por UPGMA de los tipos ARDRA detectados e identificados en las
muestra T3.
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Bsp, Bacillus sp; Bme, B. megaterium; Bce, B. cereus; Bsu, B. subtilis; Bsh,
B.spahericus; Esp, Enterobacter sp; Eco, Escherichia coli; Fla, Flavovacterium sp.; Pse,
Pseudomonas sp; Sta, Staphylococcus sp.; Pae, Paenibacillus sp; D, G, H, |, J, N, O, Q,
S,V,X, Y, Z, a, B, Tipos ARDRA no identificados; Uni, tipos ARDRA Unicos. Los valores
numéricos que aparecen en algunas de las ramas de cada arbol, representan en valor de

bootstrap sobre 100.
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Observando las gréficas de la figura 21, el grupo bacteriano que mas abunddé en
la muestra TO corresponde a miembros del género Bacillus (82.2% del total de
aislados), entre los que destacaron Bacillus sp. que correspondio a un 48.0% del
total de los aislados tomados de esa muestra; Bacillus cereus con un 16.5% en
abundancia, siendo una especie detectada en particular; seguido por Bacillus
megaterium con 11.4%, y finalmente Bacillus subtilis con 3.8%. Para el T1 se
observé una abundancia de aislados identificados como Bacillus (28.2% del total
de aislados por género). De los aislados 28.3% se identificaron como
Pseudomonas sp. Asi mismo, se hallo la presencia de Staphylococcus sp. (2.0%),
y Enterobacter sp. (17.2%). En la muestra T2 se detectd6 a miembros del genero
Bacillus como el grupo de mayor abundancia, conformado por Bacillus sp.
(37.0%%), B. megaterium (27.0%), Bacillus cereus (8.0%); mientras que en menor
proporcion se encontré6 a Paenibacillus sp. (1.0%), Pseudomonas sp. (3.0%) y
Flavobacterium sp. (2.0%) (Vazquez, 2011)

De acuerdo a los tiempos en los que fueron colectadas las muestras, la diversidad
bacteriana que se hall6 en la muestra TO corresponderia a la microbiota inicial
presente naturalmente en la muestra de suelo utilizada para iniciar el ciclo de
cultivo de la cafia de azucar en la localidad analizada. Dadas las condiciones
iniciales del terreno, un suelo vertisol que se constituye principalmente de arcilla
expansiva la cual se hincha en contacto con el agua proporcionando una
humedad suficiente para el crecimiento de microorganismos, con valores de pH
cercanos a la neutralidad que oscilan entre 6.0 a 8.0 y con constante movimiento
interno del material del suelo, se afirma que los miembros del género Bacillus son
los organismos mas abundantes y naturalmente asociados a este terreno
presentes en aquella etapa inicial de cultivo; no habiendo sido utilizado este
terreno previamente para dicho cultivo de cafia de azucar (al menos por un
periodo de un afio, de acuerdo a comunicacién con personal del Fideicomiso

Comercializador).

La muestra correspondiente al T1 (después de la siembra y primer riego), muestra

una disminucion de las especies de Bacillus detectadas en el TO y un incremento
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del género Enterobacter y la aparicion de la y-Proteobacteria Pseudomonas sp. El
incremento de Enterobacter sp. permite suponer que la disponibilidad de una
mayor cantidad de agua en el medio favorecié su crecimiento, mientras que la
abundante presencia de Pseudomonas sp. puede deberse a que aunque pudiera
haber estado presente este microorganismos en la muestra TO y no se detecto, la
presencia de agua tuvo el mismo efecto sobre su crecimiento como lo observado
para el caso de Enterobacter sp. aunque no se descarta la posibilidad de que el
agua utilizada para riego pudiera haber incorporado a este microorganismo al

suelo analizado.

Respecto a la muestra T2 (después de la adicion del herbicida Gesapax H 375
(Syngenta), se observé un incremento en los aislados del género Bacillus (72.0%
del total de aislados, por género), dentro de los cuales destacaron Bacillus sp.
(37.0%), B. megaterium (27.0%), y Pseudomonas sp. (3.0%), Es importante
sefalar que en esta muestra se presentd una importante disminucion de las y-
Proteobacterias detectadas como los grupos mas abundantes en la muestra T1, lo
que sugiere que el incremento de este grupo microbiano en la etapa T1 se debi6 al
efecto de una mayor cantidad de agua disponible en el suelo como resultado del
primer riego. El herbicida Gesapax es una mezcla de dos ingredientes activos,
ametrina y acido 2,4-D en forma de éster, los cuales ejercen una accion enérgica
contra maleza de hoja ancha en cultivo de cafia de azlcar y maiz. La ametrina
inhibe la fotosintesis provocando un desarrollo anormal que afecta la respiracion,
reservas alimenticias y la division celular de la maleza. Aunque se reporta a la
ametrina como ligeramente toxica para el humano so6lo en dosis elevadas
(Syngenta, 2007), el 2,4-D es el componente mas toxico del herbicida y a pesar de
que no esta reportado el efecto sobre diversos grupos bacterianos, es posible que
por su modo de accion tenga un efecto inhibidor sobre el crecimiento microbiano
(Vazquez, 2011).

Como se muestra en las graficas, para el T3 destacaron microorganismos como
Bacillus mycoides (16.0%) siendo éste el de mayor predominio, Bacillus firmus

(14.0%) y Bacillus mojavensis (8.0%); nuevamente detectandose a Bacillus cereus

69



(5.0%) pero en menor proporcion con respecto a los otros tiempos de cultivo, y a
Bacillus sp. (6.0%). Estos resultados evidencian que en la muestra T3 (etapa que
implicaba la adicién de un fertilizante de férmula cafiera 18:4.5:3) se lograron
conservar miembros del género Bacillus; género que mostro ser el mas abundante
en las muestra TO, T1 y T2, pues dadas las posibles practicas agricolas y la
presencia de un fertilizante éste, en conjunto con las condiciones del suelo,
permitid el crecimiento de microorganismos, especies, que anteriormente no se

habian presentado.

Se podria decir, con base a los resultados reportados y a los obtenidos en este
trabajo, que hay un incremento en la diversidad para la muestra T3 y que
posiblemente tenga una implicacion la adicion de un fertilizante. Sin embargo, a
pesar de la variacion que hubo en el T2 con una reduccion hasta un 28.2% del
género Bacillus, para la muestra T3 no hubo mayor contradiccion pues se
esperaria que conforme las practicas agricolas son llevadas a cabo, la microbiota
inicial predominante vaya disminuyendo en su abundancia (hasta casi un 60%)
pero sin que deje de colonizar el suelo en el que habita, ya que se parte de una
concentracion inicial importante de un género en particular y subsecuentemente se
va dando la aparicion de otras especies y géneros tras el cambio en las
condiciones del suelo y los tratamientos de cultivo aplicados. Tal es el caso de
aguellos microorganismos no detectados en etapas anteriores, que fueron
identificados en este tiempo; por ejemplo, Bacillus badius (2.0%), Brevibacterium
halotolerans (2.0%), Bacillus pumilus (3.0%), Bacillus thuringiensis (2.0%),
Desulfovibrio vulgaris (6.0%) y Acinetobacter rhizosphaerae (2.0%).

Se debe tomar en consideracion la presencia de barreras, que son condiciones
que evitan la expresion de otras especies, aunque no necesariamente deben ser
un obstaculo fisico, ya que pueden ser sustancias u organismos los que puedan
evitar la colonizacién microbiana. Se infiere por tanto que la adicién de nutrientes
inorganicos y organicos (tal como es la adiciéon de un fertilizante o un pesticida)
pueden alterar las condiciones de crecimiento de las bacterias en la matriz del

suelo. Y esto fue evidenciado no sélo en el conteo de células viables formadoras
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de colonias, que mostré una mayor diversidad en el T3 respecto a los otros
tiempos de cultivo y el tratamiento del suelo era aplicado, sino también durante el
andlisis ARDRA donde se generaron patrones de bandeo especificos que,
mediante la elaboracion y analisis del dendograma correspondiente, denotaron
filotipos que permitieron observar los clusters formados en cada etapa de cultivo

en el que fue muestreado el suelo.
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Figura 21. Abundancia relativa de tipos ARDRA detectados e identificados en las
muestras TO-T3.

Bsp: Bacillus sp.; Bme: B. megaterium; Bce y L: Bacillus cereus; Bmy: Bacillus
mycoides; Bsu y K: B. subtilis; Bmj: B. mojavensis; Bf: B.firmus; Bsh: B.spahericus;
B*: Bacillus badius; Esp: Enterobacter sp.; Fla: Flavovacterium sp.; Pse:
Pseudomonas sp.; Bh: Brevibacterium halotolerans; Bap: Bacillus pumilus; Bt:
Bacillus thuringiensis; Dv: Desulfovibrio vulgaris; Sta: Staphylococcus sp. D, H, I, J,
M, Y, Z: Tipos ARDRA no identificados; Uni, tipos ARDRA Unicos.
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Tabla 9. Distribucién de aislados identificados en las muestras de suelo TO-T3

Diversidad Cultivable.

Phyllum/clase ,
No. (%) de aislados detectados en cada muestra
IDENTIDAD
TO T1 T2 T3
Firmicutes / Bacilli
Bacillus sp. | 38 (48.0%) | 16 (16.1%) | 37 (37.0%) | 18 (18.0%)
B. megaterium [ 9 (11.4%) | 9(9.1%) |27 (27.0%) | 1 (1.0%)
B. cereus [ 17 (16.5%) | 2 (2.0%) 8 (8.0%) 7 (7.0%)
B. sphaericus | 2 (2.5%) ND ND ND
B. firmus ND ND ND 14 (14.0%)
B. subtilis | 3 (3.8%) 1 (1.0%) ND 7 (7.0 %)
B. mycoides ND ND ND 16 (16.0%)
B. mojavensis ND ND ND 8 (8.0%)
Bacillus badius ND ND ND 5 (5.0%)
Bacillus pumilus ND ND ND 3 (3.0%)
Brevibacterium halotolerans ND ND ND 2 (2.0%)
Bacillus thuringiensis ND ND ND 2 (2.0%)
Staphylococcus sp. ND 2 (2.0%) ND ND
Proteobacteria / 5-Proteobacteria
Desulfovibrio vulgaris | ND ND ND | 6(6.0%)
Proteobacteria / y-Proteobacteria
Enterobacter sp. | 6 (7.6%) | 17 (17.2%) ND 1 (1.0%)
Escherichia coli | 1 (1.39%) ND ND ND
Pseudomonas sp. ND 35 (35.4%) | 5 (5.0%) ND
Acinetobacter rhizosphaerae ND ND ND 2 (2%)
Bacteroidetes / Chlorobi, Bacteroidetes
Flavobacterium sp. ND ND 2 (2.0%) ND

*ND: No detectado

Para determinar la diversidad bacteriana de la muestra de acuerdo al niumero total
de tipos ARDRA y de la proporcion de individuos con el mismo tipo ARDRA, se
calculo el indice de Shannon-Weaver (H) y el valor de Evenness (igualdad) (E), de

acuerdo a las siguientes expresiones:
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Indice de Shannon-Waever (H): H=-Y(p;In[p;])
Donde: p; es la proporcion de aislados pertenecientes a un tipo ARDRA en

relacion con el nidmero total de aislados.

Evenness (E): E=H/InS

Donde: H es el indice de Shannon-Weaver y S es el nimero total de tipos ARDRA.

Uno de los indices mas utilizados para cuantificar la biodiversidad especifica es el
de Shannon. El indice refleja la heterogeneidad de una comunidad sobre la base
de dos factores: el nUmero de especies presentes y su abundancia relativa (Pla,
2006). Como se muestra en la tabla 10, se observa claramente que el valor H
obtenido a partir de los tipos ARDRA para la muestra T3 fue mayor que el de las
muestras TO, T1 y T2, habiendo una diferencia notable de lo observado en la
muestra T3 en comparacion con las otras muestras que presentan una diversidad
muy similar. Sin embargo, no sigue una tendencia puesto que para la muestra T2
disminuye el valor de H, esperandose que incrementase conforme al tiempo de
cultivo o al tratamiento que se aplico al suelo. El valor de E , es una medida de
distribuciéon de organismos individuales entre especies en el que se considera la
diversidad maxima (InS) que se alcanza cuando todas las especies estan
igualmente presentes; si este valor de E aumenta, la diversidad de la muestra
analizada también aumenta (Borneman et al.,1996; Smit et al., 2001; Escalante et
al., 2004). Cabe resaltar que la fraccion de microorganismos desarrollados bajo las
condiciones de cultivo, corresponde sélo a la fraccion de bacterias mesofilicas

aerobias, cumpliéndose el calculo de estos indices para este grupo microbiano.

Tabla 10. indice de Shannon-Weaver y valor de Evenness parte cultivable

Muestra | H E
TO 1.62 | 0.74
T1 2.23|0.76
T2 1.83 | 0.71
T3 2.82 | 0.88
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VII.3. Implicaciones biol6gicas de los grupos bacterianos detectados en las

muestras TO-T3 fraccidn cultivable: mesofilos aerobios y facultativos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las muestras de suelo respecto a la
diversidad microbiana presente, se realizO una busqueda de algunas de las
caracteristicas biolégicas de los microorganismos identificados y los roles que

posiblemente desempefiarian al encontrarse en las muestras analizadas.

Asi mismo, cabe aclarar que los resultados obtenidos en la fraccion cultivable
concuerdan muy bien con los microorganismos mesofilos aerobios, pues las
identidades obtenidas a partir de las secuencias de los aislados tienen esta

caracteristica, de acuerdo a lo reportado en bibliografia.

Se muestra a continuacién una tabla (tabla 11) que describe el phyllum, clase y
etapa en la cual se detectd6 el microorganismo y caracteristicas presentes
asociadas al tipo de suelo del que se aislé el microorganismo (vertisol), asi como

implicaciones biotecnoldgicas y/o biologicas del microorganismo identificado.
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Tabla 11. Caracteristicas relevantes de los principales microorganismos detectados en las muestras TO-T3 de suelo para cultivo

de cafla de azUcar. Muestra cultivable

Phyllum/Clase

Etapa d_el ) Caracteristicas asociadas Referencias
. que se aislo
Identidad
Firmicutes / Bacilli
Bacteria alcaléfila facultativa por lo que crece bien no sélo alrededor de pH 10 sino que
también en un rango de pH neutro. Reportes afirman que Bacillus sp. permite a la planta
Bacillus sp. | T0,T1,T2,T3 | mantenerse saludable y aumentar su rendimiento en cuanto a crecimiento, pues la digestion (189hge7n,
microbiana de residuos organicos mejora la estructura del suelo e incremente la )
disponibilidad de nutrientes para la planta.
Principalmente una bacteria del suelo, que también se encuentra en ambientes diversos
desde arrozales hasta en alimentos secos, agua de mar, sedimentos, e incluso en la miel de
abeja. Taxondmicamente, se coloca en el grupo de B. subtilis de la clase Bacilli. Debido a
su aplicacion para la produccion de varias sustancias biotecnoldgicas, B. megaterium es de (Kim, 2003;
interés general para la industria. No produce endotoxinas asociadas a la membrana Von Tersch
Bacillus externa. Tiene una amplia variedad de uso de fuentes de carbono. Para nombrar unos etal., 1997:
megaterium | 12757273 | cuantos productos de gran importancia industrial, B. megaterium se utiliza para la Robbins,
produccion de varias alfa- y beta-amilasas que se utilizan para la modificacion del almidon | 1990: Priest,
en la industria de la panificacion. Ademas, B. megaterium se utiliza para la produccion de 1997)
penicilin-acilasas que son esenciales para la sintesis de nuevos antibiéticos B-lactamicos.
Ademas, B. megaterium es conocido por su capacidad para sintetizar vitamina B12 aerdbica
y anaerébicamente.
Bacillus cereus es una bacteria formadora de esporas, es aerobio facultativo, gram-positivo
cuyas células son bacilos grandes. Se encuentra cominmente en el suelo, el aire, y el agua,
Bacillus TOTLT2T3 forma esporas que le permiten sobrevivir a la pasteurizacion y a bajos niveles de calor. | (Nature 423,
cereus B Muchos casos de intoxicacion alimentaria B. cereus se producen por comer arroz 2003)

contaminado. Se ha aislado de alimentos con alto contenido de almidén. Produce
penicilinasas.
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Tabla 11. (Continuacion)

Bacillus subtilis es una bacteria cominmente del agua, el suelo, el aire y de los residuos en
descomposicion de las plantas. La bacteria produce endoesporas que le permiten soportar
condiciones extremas de calor y de desecacion en el medio ambiente. Crece débilmente en la
ausencia de oxigeno excepto en la presencia de nitratos los cuales puede utilizar como un

aceptor de electrones alternativo. B. subtilis produce una variedad de proteasas y otras (Claus 'y
Bacillus subtilis TO,T1 enzimas que le permiten degradar una variedad de sustratos naturales. Se considera un Berkeley,
organismo benigno, ya que no se considera patégena o toxigénica a los seres humanos, 1986)
animales o plantas. Ademas, Klier et al. (1983) demostraron la capacidad de B. subtilis para
el intercambio de plasmidos de transferencia de alta frecuencia.
Las aplicaciones industriales incluyen la produccién de amilasas, proteasas, y aminoacidos.
Produce el antibiético bacitracina, bacillin, y bacillomycin B (Parry et al., 1983)
Microorganismos gram positivo, aerobio y alcaldfilo. B. firmus sirve como agente de control (EFSA
B firmus T3 bloléglcg de Phyto_phthora capsici Le(_)._en jitomate. (Lyc_opersmon esculentum Mlll_.) También Journal
' es ampliamente utilizado como nematicida en algunos alimentos como las zanahorias. Es una 2012) '
bacteria movil con flagelos peritricos, de esporas subterminales y anaerobio facultativo.
Bacilos cortos gram-positivos aerobicos, anteriormente clasificados en el género Bacterium.
Brevibacterium El género a veces ha alojado una amplia gama de organismos con muy diversas Carlotti y
halotolerans T3 caracteristicas fisioldgicas, quimicas y bioquimicas; aunque muchos_ de ellos ya han _S|d0 Funke, 1994)
trasladados a otros géneros (tales como Arthrobacter, Aureobacterium, Corynebacterium, ’
Curtobacterium, Exiguobacterium, Microbacterium, Nocardioides, Oerskovia y Rhodococcus).
Este microorganismo gram positivo que se caracteriza por formar colonias arborescentes.
Estas colonias no son diferentes a los de mycoides y Bacillus prausnitzii del grupo mycoides.
Se diferencia de estos organismos en sus reacciones bioquimicas y en la produccién de un (Dietz
Bacillus badius T3 pigmento marrén, pero puede ser colocado en el mismo grupo. Se ha encontrado en muestra B y
. ) . . atchelor
de heces. Su morfologia es un bacilo largo con extremos redondos, que varia en longitud de 1980) !

2,35 a 4,5 micras. Rara vez se forman cadenas cortas. Presenta movilidad activa en cultivos
jévenes. Forma esporas ovales subterminales desde el primer dia en agar de glucosa, pero
s6lo después de cuatro a cinco dias en agar nutritivo.
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Tabla 11. (Continuacion)

Bacillus thuringiensis es un bacilo gram positivo, de flagelacion peritrica, que posee la
caracteristica de desarrollar esporas de resistencia elipsoidales. Es anaerobio facultativo,
guimiorganétrofo y con actividad de catalasa. Posee la capacidad de fermentar glucosa,
fructosa, maltosa y ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidén, glucégeno, esculina y N-acetil-

Bacillus glucosamina. For_ma parte del grupo de Bacillus cereus, el que incluye a B. anthracis, B. (Sauka y
Bacillus thuringiensis es el insecticida bioldgico mas aplicado en el mundo y se utiliza para 2008)
controlar diversos insectos que afectan la agricultura, la actividad forestal y que transmiten
patégenos humanos y animales ya que durante el proceso de esporulacién produce una
inclusion parasporal, formada por uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica que
son toxicos para distintos invertebrados, especialmente larvas de insectos.

Bacteria sapréfita del suelo que puede ser aislada rapidamente con la capacidad de formar
endoesporas termorresistentes y ser identificada por su Unica morfologia colonial rizoide, no
movil. Es un miembro del complejo de especies de B. cereus; siendo que se ha mostrado a (Bell'y
B. mycoides T3 éstas especies como complejas por el poder de someterse a la transferencia célula a célula Friedman,
de plasmidos y material genético cromosomal, bajo condiciones de laboratorio. Esta bacteria 1994)
produce un antibiético que ha sido utilizado en algunos cultivos para suprimir hongos
causantes de enfermedades.
B. sphaericus To Es.a_mpliame_nte utilizado para el control de plagas de insectos al producir una toxina con (Vazquez,
actividad larvicida. 2011)
Aislados de Bacillus mycoides y B. mojavensis se han analizado respecto a su capacidad
. . para controlar a Glomerella cingulata, el agente causal de la antracnosis del pepino. Una | (Neheretal.,
B. mojavensis T3 : . A . . . g
cepa de B. mojavensis es antagdnica del hongo Fusarium moniliforme, un patégeno endéfito 2009)
de plantas de maiz y otros, productor de micotoxinas.
Staphylococcus T1 Cepas de este género han sido aisladas de suelos contaminados con petréleo y han (Vazquez,
sp. mostrado ser Utiles para su biorremediacion. 2011)
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Tabla 11. (Continuacion)

Proteobacteria/ y-proteobacteria

Este microorganismo, encontrado en las zonas de la rizésfera de los campos de cultivo, son
poderosos solubilizadores de fosfato y ciertas especies (P. putida) son capaces de transformar

Pseudomonse;)s T1,T2 las formas organicas de sulfuro presentes en suelo a sulfato inorgénico biodisponi_ble. (Vgéglisz’
' Pseudomonas lleva a cabo la solubilizacién de fosfatos en el suelo sin representar un peligro
al ambiente. Son bacterias desnitrificantes.
Especies de Acinetobacter son bacterias oxidasa-negativas, no méviles, que aparecen como
cocobacilos gram-negativos agrupados en parejas, bajo el microscopio. Acinetobacter es un
Acinetobacter género de bacterias ampliamente distribuido en el suelo y en medios acuaticos. En la | (Chanika et
rhizosphaerae T3 actualidad cuenta con 17 especies descritas validamente y 14 especies gendmicas | al., 2011)
identificadas. Se ha reportado que Acinetobacter rhizosphaerae es capaz de hidrolizar el
nematicida FEN, un nematicida organofosforado (OP) que se utiliza en los cultivos horticolas.
Es un importante residente del colon de los seres humanos y de otros animales de sangre | (Prescott et
Escherihchia coli TO caliente, que resulta bastante Uutil en el andlisis del agua para determinar si existe al.,
contaminacion fecal. 2004)
Enterobacter sp. | 10, T1,T3 | Estas bacterias son conocidas por promover el crecimiento de las plantas. (2?9231/(');'[
Proteobacteria/ 8-Proteobacteria
Desulfovibrio presenta un genoma de alrededor de 3Mbp. Desulfovibrio vulgaris es un bacilo
anaerobio gram-negativo, no formador de esporas, en forma de bastoncillos curvos, aislado | (Enigma &
del suelo, los intestinos de animales, heces, del agua dulce y salada. Es una bacteria conocida | Hydrogen
Desulfovibrio T3 por su flexibilidad en la variedad de aceptores de electrones que utiliza como: sulfato, azufre, | regulation,
vulgaris nitrato, nitrito, entre otros. Desulfovibrio vulgaris Hildenborough ha sido estudiado como 2013;
modelo de interés para biorremediacion, por su capacidad de reducir varios metales téxicos | Cabrera et
tales como el uranio (VI), cromo (VI) y hierro (lll) asi como estudio del metabolismo de la | al., 2006)

energia de las bacterias reductoras de sulfato.
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Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes

Flavobacterium

sp.

T2

Estas bacterias se encuentran en suelo, agua fresca y habitats marinos. Muchas especies
se adaptan al frio, mientras que otras son patégenas a peces de agua dulce.

(Liu et al.,

2008)
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VIl.4. Perfil Metabdlico determinado por el sistema EcoPlate.

Se utilizé el sistema EcoPlate™ de BIOLOG el cual contiene 31 de las fuentes de
carbono (por triplicado) mas utiles para el analisis metabdlico de la comunidad
bacteriana del suelo. Ya que los organismos presentes en una comunidad pueden
ser considerados como una unidad funcional caracterizada por la suma de las
propiedades metabdlicas de los individuos, la determinacion del perfil fisiolégico a
nivel de comunidad (CLPP, por sus siglas en inglés) a través de los indicadores de
respuesta metabodlica promedio (AMR, por sus siglas en inglés) y la diversidad
metabodlica de la comunidad (CMD, por sus siglas en inglés), representa un
método rapido y sensible para evaluar la diversidad metabdlica potencial de
comunidades microbianas, asi como también el impacto de la adicion de

hidrocarburos, fertilizantes y metales sobre las bacterias del suelo.

AMR describe la utilizacion promedio de las fuentes de carbono por la comunidad
microbiana y proporciona una meétrica unica por la cual las comunidades pueden
ser comparadas. EI AMR se calcula como el promedio de la diferencia media entre
la densidad 6ptica (O.D.) de los pocillos que contiene la fuente de carbono vy el

control.

CMD esta representado por el nimero de sustratos utilizados por la comunidad
microbiana y es equivalente a la riqueza funcional de la comunidad. CMD se
calcula sumando el nimero de respuestas positivas (pozos de color purpura)
observados después de la incubacion. A partir de los datos de absorbancia
obtenidos para el analisis de cada muestra se calcul6 el AMR y CMD (Figura 22).

81



AMD promedio
o
(@)}

=—MO0
=M1
== M2
—=>=M3

-14@.2 10 20| 30 40 [50 60 701 80 90 100

-04

-0.6

08 _ A
Tiempo (h)

100

90
80
70
60
50
40

CMD Promedio

30 I
20
10

==MO
=i—M1
=== M2
=>é=M3

30 40 50
Tiempo (h)

100

B

Figura 22. AMR (A) y CMD (B) de las muestra TO, T1 T2 y T3. Los valores son el
promedio de los datos registrados y analizados para dos placas por muestra. TO,

T1, T2, T3.
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Figura 23. EcoPlate™ después de incubacién por 96 horas

Para el célculo de los parametros AMR y CMD de las muestras TO-T3 se debe de
establecer un valor umbral de absorbancia el cual debe de corresponder a la

D.O.590nm de la coloracién purpura que indica el uso de una fuente de carbono.

De acuerdo a los datos observados en la figura 22, no existen diferencias entre
los valores de AMR y CMD entre las muestras TO, T1 y T2, lo que indica un perfil
metabolico microbiano similar entre las tres muestras analizadas. Sin embargo, en
lo que respecta a la muestra T3, ésta presenta diferencias en el perfil metabdlico
en comparacion con las otras muestras ya que, de acuerdo a los tiempos en que
fue analizado el uso de sustratos en el sistema EcoPlate, se incrementa la
asimilacion de las fuentes de carbono y en un menor tiempo. De esta manera se
explica que, ya que la cafia de azucar posee altos requerimientos nutricionales
debido a su elevada capacidad de produccion de material vegetal y la prolongada
duraciéon de su ciclo, es una razén por la cual la diversidad microbiana presente
permite o colabora con una elevada extraccion y asimilacion de nutrientes del

suelo.
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En sentido estricto, el valor de absorbancia de cero indicaria la no asimilacion de
la fuente de carbono donde se establece un valor umbral de O.D.sggnm = 0.25

(Garland, 1997), observdndose en la tabla 12, que los valores promedio de
absorbancia porcentual para cada fuente de carbono incluidas en la EcoPlate
estdn en un rango arbitrario de 0% hasta >2.0% de utilizacion, indicando
respectivamente la no asimilacion de una fuente de carbono y el maximo de
utilizacion detectado para las muestras analizadas de suelo de los tiempos TO, T1,
T2 y T3. Estos valores presentados en la Tabla 12 muestran que hay una
asimilacion de diversas aminas, aminoacidos, carbohidratos, acidos carboxilicos,
polimeros y compuestos fendlicos, siendo pocos los sustratos que presentan una
mayor asimilacion (>2.0%). Es importante considerar que en la literatura se
reportan valores de absorbancia porcentual (valores <6%) mayores al valor
maximo observado en este trabajo para las muestras TO-T3 (Tiquia, 2010), lo que
sugiere que el perfil metabdlico de las muestras del suelo analizado en este
trabajo es bajo. Asi mismo, es importante considerar también que la cuenta
microbiana total detectada en las muestras fue de 10* UFC/mL para TO y de 10°
para T1, T2 y T3, respectivamente y que la diversidad bacteriana que se logro
identificar (Firmicutes) se considera relativamente baja en cuanto a la diversidad
de grupos bacterianos posibles en la muestra y de acuerdo también a la diversidad

de sustratos fermentados en el sistema EcoPlate.

Debido a que no existen reportes previos de la diversidad bacteriana asociada a
algun tipo de cultivo de cafia de azlcar, no es posible establecer una comparacion
con la diversidad y abundancia microbiana detectada en este trabajo; sin embargo
se puede hacer una comparacion con los microorganismos aislados obtenidos en

estudios que hayan realizado un analisis a un tipo de suelo agricola o ambiental.
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Tabla 12. Patrén de uso de las 31 fuentes de carbono de las muestras de suelo TO-
T3 obtenido por el sistema EcoPlate.

Fuente de Carbono Muestra 0.0-0.49%

T0[T1[T2]T3 0.5-0.99%

Aminas 1.0-1.49%

Putrescina l T5-799%

Feniletilamina ST
Aminoacidos

L-arginina

L-asparagina

L-fenilalanina

L-serina

Acido glicil-L-glutamico

L-Treonina

Carbohidratos

a-D-lactosa

Metil-B-D-glucésido

D-celobiosa

D-manitol

|-eritritol

Glucosa-1-fosfato

Acido D-galactonico y-
lactona

N-acetil-D-
glucosamina

D,L-a-glicerol fosfato .l

D-xilosa

Acidos carboxilicos

Acido a-cetobutirico

Acido D-
glucosaminico

Acido D-malico ”

Acido y- hidroxibutirico
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Piruvato de metilo

Acido D- galacturénico

Acido itacénico

Polimeros

a-ciclodextrina

Tween 40

Tween 80

Glicégeno

Compuestos fendlicos

Acido 2-
hidroxibenzoico

Acido 4-
hidroxibenzoico
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VIII.

Conclusiones

En este trabajo se reporta por primera vez un estudio sobre la fluctuacion de la
diversidad bacteriana no cultivable y cultivable presente en el suelo utilizado para

cultivo de la cafia de azlcar, durante las primeras cuatro etapas de su cultivo.

El método de DGGE resulté una herramienta de diagndstico alternativa rapida que
permiti6 comparar estructuras de la comunidad microbiana no cultivable presente

en un suelo para cultivo de cafia de azUcar.

El alcance que mostro la técnica de DGGE no permiti6 como tal asignar una
identificacion de los grupos microbianos no cultivables a un género en especifico,
pero si identificd grupos microbianos pertenecientes a acidobacterias aisladas de
muestras agricolas, a una rizobacteria no cultivable y a clonas bacterianas no

cultivables para las secuencias analizadas.

El DGGE reveld patrones de bandeo muy parecidos en las cuatro muestras de
suelo lo cual indica que la diversidad no cultivable de microorganismos mesdfilos
aerobios no presenta cambios importantes asociados a los diferentes tratamientos
del suelo.

La cuenta microbiana total para las etapas de cultivo analizadas por métodos
dependientes de cultivo se mantuvo en un orden de magnitud de 10° UFC/mL, por
tanto, no hay impacto de los tratamientos del suelo sobre la cuenta bacteriana

total.

El patron de restriccion (ARDRA) funcioné como una herramienta discriminativa

entre los aislados obtenidos por el método dependiente de cultivo.

La diversidad de la comunidad bacteriana cultivable meséfila aerobia o facultativa,
si se ve afectada por la adicion de agua, aplicacién de herbicida y fertilizante al

suelo.

El género microbiano predominante identificado en este suelo vertisol para
produccion de cafia de azucar fue el género Bacillus, el cual no se ve afectado por

las practicas agricolas aplicadas.
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Mediante la integracion de la informacion obtenida por métodos dependientes de
cultivo de la fraccion microbiana mesofila aerobia o facultativa, los
microorganismos Bacillus sp., Bacillus cereus, Bacillus megaterium y Bacillus
subtilis, se identificaron como los microorganismos dominantes de este tipo de

suelo de cultivo, asociados inicialmente y naturalmente al suelo.

Las técnicas empleadas para la fraccion cultivable y la no cultivable no son
excluyentes una de la otra pues, pese a ciertas debilidades en la metodologia para
la identificacion de la diversidad bacteriana del suelo, se complementaron en

informacion.

El perfil metabdlico de la comunidad microbiana mostré que no existen diferencias
muy significativas entre las muestras TO, T1 y T2; sin embargo, la muestra T3
implica una mayor asimilacion de fuentes de carbono relacionada ampliamente a

la adicion del fertilizante.

IX. Perspectivas

Analizar los aislados cuya identidad no se pudo determinar por analisis de

secuencias de ADNr 16S: secuenciacion del operdn ribosomal completo.

Analizar y comparar un set diferente de primers que permitan mejorar la
amplificacion de la region variable analizada por DGGE de la diversidad bacteriana
del suelo, favoreciendo tanto la identificacion de la fraccion cultivable como la no

cultivable.

Realizar el estudio de la fraccion cultivable y no cultivable con base en otras
condiciones de incubacion, busqueda de medios de cultivo de composicion
distinta, que favorezcan tanto el crecimiento de bacterias anaerobias,
microaerdfilas, de hongos y levaduras, microorganismos fastidiosos, etc., que

puedan estar presentes en el suelo de estudio.
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X. Anexos

Anexo |. Fuentes de carbono en el EcoPlate™

Al A2 A3 A4 Al A2 A3 Ad Al A2 A3 Ad
Water p-Methyl-D- |D-Galactonic |L-Arginine  |Water B-Methyl-D- |D-Galactonic |L-Arginine  |Water p-Methyl-D-  |D-Galactonic |L-Arginine
Glucoside Acid Glucoside Acid Glucoside Acid
y-Lactone y-Lactone y-Lactone
B1 B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4
Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine |Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine |Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine
Methyl Ester Galacturonic Methyl Ester Galacturonic Methyl Ester Galacturonic
Acid Acid Acid
Cc1 C2 C3 c4 C1 c2 C3 c4 C1 c2 C3 C4
Tween 40 i-Erythritol  |2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol  |2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol  |2-Hydroxy L-
Benzoic Acid |Phenylalanine Benzoic Acid [Phenylalanine Benzoic Acid |Phenylalanine
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Tween 80 D-Mannitol 4.Hydroxy L-Serine Tween 80 D-Mannitol  |4-Hydroxy L-Serine Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine
Benzoic Acid Benzoic Acid Benzoic Acid
E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4
o- N-Acetyl-D- |y- L-Threonine |a- N-Acetyl-D- |y- L-Threonine |a- N-Acetyl-D-  |y- L-Threonine
Cyclodextrin |Glucosamine |Hydroxybutyric Cyclodextrin |Glucosamine |Hydroxybutyric Cyclodextrin |Glucosamine |Hydroxybutyric
Acid Acid Acid
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Glycogen D- Itaconic Acid |Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Acid |Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Acid |Glycyl-L-
Glucosaminic Glutamic Acid Glucosaminic Glutamic Acid Glucosaminic Glutamic Acid
Acid Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
D-Cellobiose [Glucose-1-  |a-Ketobutyric |Phenylethyl- |D-Cellobiose |Glucose-1-  |a-Ketobutyric |Phenylethyl- |D-Cellobiose |Glucose-1-  |a-Ketobutyric |Phenylethyl-
Phosphate  [Acid amine Phosphate  |Acid amine Phosphate  |Acid amine
H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4
a-D-Lactose |D,L-a- D-Malic Acid |Putrescine  |a-D-Lactose |D,L-a- D-Malic Acid |Putrescine  |a-D-Lactose |[D,L-a- D-Malic Acid |Putrescine
Glycerol Glycerol Glycerol
Phosphate Phosphate Phosphate

Anexo Il. Composicién del medio TSA (Agar tripticaseina soya)

(Férmula en gramos por Litro)

Peptona de Caseina 15.0
Peptona de Soya 5.0
Cloruro de Sodio 5.0
Agar Bacteriolégico 15.0

pH7.320.2

El Agar de Soya Tripticaseina provee un excelente soporte de crecimiento para
organismos aerobios y anaerobios, segun lo demostré Leavit en 1955. En este
medio las peptonas proveen la fuente de nitrégeno y minerales. El azucar de la
peptona de soya provee la fuente de carbohidratos. El cloruro de sodio tiene su

funcion en el balance osmdtico y el agar es incorporado como agente solidificante.

(Leavit, 1955)
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