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Resumen

El corredor biologico Barbas-Bremen, es una Herramienta de Manejo del Paisaje
(HMP) implementada en Filandia, Quindio en el afio 2004, por el Instituto
Alexander von Humboldt, para recuperar la conectividad entre dos fragmentos de
bosque. Este corredor esta compuesto por cuatro conexiones entre el cafién del
rio Barbas y la Reserva Forestal de Bremen. Para evaluar la eficacia biolégica de
ésta estrategia de restauracién se han utilizado bioindicadores a escala macro
(flora y fauna), pero hasta el momento no se han utilizado microorganismos de
suelo. Dado que los microorganismos son uno de los principales constituyentes
del suelo participando activamente en la formacion de su estructura y en la
descomposicion de la materia organica; es necesario incluirlos como potenciales
bioindicadores en la evaluaciéon de los procesos de restauracion de suelos. Como
un alto porcentaje de microorganismos requiere condiciones especificas para su
crecimiento en el laboratorio y muchos de ellos no son cultivables, es necesario
hacer uso de herramientas moleculares como la metagenémica, Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y Electroforesis en Gel con Gradiente de
Desnaturalizacion (DGGE). Para ello se tomaron muestras de suelo de dos zonas
conectoras (corredores Monos y Pavas), una muestra de cada Bosque maduro
(Barbas y Bremen) y una muestra del potrero junto al corredor Monos.

Se lograron condiciones Optimas para la extraccion de ADN metagendmico libre
de acidos humicos. Se estandarizaron las condiciones para la PCR, utilizando
cinco cebadores universales (27F/1492R y 518F/800R, 518-GCF) para la
amplificacion de dos fragmentos V3 y V1-V9 del gen rrs (16S rARN). El fragmento
de la region V3 se someti6 a DGGE en gradiente desnaturalizacion de 30-70%
durante 16 horas, posteriormente la tincidon con plata permitié visualizar patrones
de bandas que representan las comunidades bacterianas. Por otra parte el
producto de PCR de la amplificacion de ambos fragmentos (285 y 1499 pb) se
clon6é empleando TA Cloning®Kit with pCR™2.1 y células competentes de la cepa
E.coli DH5a. Mediante el sistema de alfa-complementacién se diferenciaron 56
colonias transformadas con la regién V3 (285pb.) y V1-V9 (1499 pb.). Los clones
se cultivaron en medio liquido Luria-Bertani con ampicilina y sus plasmidos se
purificaron. Los plasmidos con el inserto de la region V1-V9 fueron digeridos con
las enzimas Hind Il y EcoR | para evaluar el polimorfismo de los fragmentos, pero
la digestibn no fue exitosa. Los plasmidos con la regiébn V3 se enviaron a
Macrogen USA para su secuenciacion y posterior analisis bioinformatico.

Palabras claves: comunidades bacterianas, gen rrs, metagendmica, Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), Electroforesis en Gel con Gradiente de
Desnaturalizacion (DGGE).



Abstract

The biological corridor Barbas -Bremen is a Landscape Management Tool (LMT)
implemented in Filandia, Quindio in 2004 by Alexander von Humboldt Institute, to
restore connectivity between two forest fragments. This corridor consists of four
connections between the canyon of river Barbas and the Forest Reserve of
Bremen. To evaluate the biological effectiveness of this restoration strategy
macroscale bioindicators have been used (flora and fauna), but so far soll
microorganisms have not been used. Given that microorganisms are one of the
major soil constituents, are actively involved in soil's structure formation, also
participate in decomposition of organic matter, presenting variety of functions
necessary for the existence of other organisms, it is necessary to include them as
potential bioindicators in evaluation of soil restoration processes due to
microorganisms are one of the main soil constituents actively involved in shaping
its structure and decomposition of organic matter, it is necessary to include them
as potential bioindicators in the evaluation of the processes of soil restoration. As a
high percentage of microorganisms require specific laboratory growth conditions,
and many of them are non-culturables. It is necessary to use molecular tools such
as metagenomics, Polymerase Chain Reaction (PCR) and Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis (DGGE). For it, soil samples were collected from two
connecting areas (corridors Monos and Pavas), a sample of each mature forest
(Barbas and Bremen) and a sample of pasturelands next to the corridor Monos.

Optimal conditions were achieved for the extraction of metagenomic DNA free of
humic acids. PCR conditions were standardized using five universal primers
(27F/1492R and 518F/800R, 518-GCF) for the amplification of two rrs (16S rRNA)
regions V3 and V1-V9. The fragment of the V3 region was subjected to DGGE in
denaturing 30-70% gradient for 16 hours, subsequently the silver staining allowed
the visualization band patterns representing bacterial communities. Moreover, the
product of PCR amplification of both fragments (285 and 1499 bp.) was cloned
using the TA Cloning ® Kit with pCR ™ 2.1 and competent cells of E.coli strain.
DH5a. Using alpha-complementation system 56 colonies were differentiated,
transformed with the V3 (285pb.) and V1-V9 (1499 bp.) regions. The clones were
grown in Luria-Bertani liquid medium containing ampicillin and the plasmids were
purified. The plasmids with the insert of the V1-V9 region were digested with the
enzymes Hind Il and EcoR | to evaluate the fragment length polymorphism, but
was not a successful digestion. Plasmids with the V3 region were sent to
Macrogen USA for sequencing and subsequent bioinformatic analysis.

Keywords: bacterial communities, rrs gen, metagenomics, Polymerase Chain
Reaction (PCR), and Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE).



1. Introduccidén

En el afio 2004, en el municipio de Filandia (Quindio) se inicio el establecimiento
de corredores biolégicos como una Herramienta de Manejo del Paisaje (HMP),
para recuperar la conectividad entre dos fragmentos de bosque que habian
quedado aislados por las distintas actividades antropogénicas como la agricultura
y ganaderia (Lozano et al. 2006). Desde hace algunos afios se han evaluado
diversos bioindicadores para determinar la eficacia biolégica de las HMP
implementadas (Lozano 2009). Se ha realizado seguimiento biolégico de
poblaciones y comunidades de flora, fauna (Marin et al. 2009; Bedoya 2007;
Lozano 2009), sin incluir aan los microorganismos del suelo como posibles
bioindicadores.

Los microorganismos son uno de los principales constituyentes del suelo,
participan activamente en la formacion de su estructura, en la descomposicion de
la materia organica, y su presencia es indispensable para la fertilidad, desarrollo y
sostenimiento del mismo (Lizarazo 2001). Se estima que en el suelo hay entre
1x10° a 1x10® bacterias/gramo (Fierer et al. 2007), pero la mayoria requiere
condiciones especificas para su crecimiento en el laboratorio (Handelsman 2007).
En consecuencia, no se conoce la totalidad de los microorganismos presentes, ni
como cada uno contribuye al funcionamiento de la comunidad bacteriana.

Actualmente se han desarrollado diferentes métodos para el estudio de
microorganismos, algunos de estos métodos son basados en cultivos y otros son
independientes de éstos (van Elsas & Boersma 2011). Sin embargo, sélo una
pequeiia fraccion de la microbiota existente en cualquier ecosistema es cultivable
en condiciones estdndar (Handelsman 2007). En consecuencia los métodos de
evaluacion de microorganismos independientes de cultivo son una importante
alternativa (Kirk et al. 2004), que permiten el estudio de ambientes complejos
(Castillo et al. 2005).

Numerosos estudios se han centrado en la identificacion de microorganismos y su
diversidad, basandose en la amplificacion por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), del gen rrs también conocido como 16S ribosomal (Daniel
2004; Maarit et al. 2001). Este gen proporciona una amplia informacién sobre los
taxa y las especies presentes en el medio ambiente (Ghazanfar et al. 2010), por
esta razon es ampliamente utilizado en analisis metagendmico (Daniel 2005;
Fierer et al. 2007; Maarit et al. 2001).

La metagendmica, definida como el analisis gendmico de las comunidades
presentes en un ambiente, a partir de la extracciéon del ADN directamente de la
muestra ambiental, permite acceder a los microorganismos no cultivables (Schloss
& Handelsman 2003; Riesenfeld et al. 2004; Castillo et al. 2005). EI ADN
metagendmico se puede estudiar ya sea mediante la caracterizacion de las
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propiedades que confiere a un organismo que ha sido transformado
genéticamente o por la determinacion de sus secuencias de nucle6tidos en uno o
varios genes (Streit & Schmitz 2004).

Otra de las técnicas moleculares es la Electroforesis en Gel con Gradiente de
Desnaturalizaciéon (DGGE), esta técnica permite la separacion de fragmentos de
ADN de igual tamafio, pero con variaciones en la secuencia de nucleotidos
(Muyzer et al. 1993). La utilizacion combinada de diferentes técnicas moleculares
como PCR y DGGE, basadas en el gen rrs, han permitido conocer la diversidad,
estructura y dindmica de comunidades microbianas en diversos ecosistemas
(Maarit et al. 2001; Dong & Reddy 2010).

Este proyecto tiene como objetivo identificar molecularmente las comunidades
bacterianas existentes en una muestra de suelo tomada de un ecosistema en
proceso de restauracién ecolégica. Para lograrlo se utilizé la técnica de PCR-
DGGE, con la amplificacion la region V3 del gen rrs del ADN metagendmico de las
muestras de dos corredores (Monos y Pavas), dos bosques (Barbas y Bremen) y
un potrero. Se construyeron librerias con las regiones V1-V9, y V3 del gen rrs
amplificadas del ADN extraido directamente de cada una de las muestras de
suelo. Los plasmidos se purificaron y los que contenian el inserto de V1-V9 fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Hind Ill y EcoR 1, para evaluar el
polimorfismo de los fragmentos, pero no hubo digestion. Los plasmidos con la
region V3 se enviaron a Macrogen USA para su secuenciacion y posterior analisis
bioinformético (“GenBank” y “Ribosomal Database Project”).
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2. Problema de investigacién

La necesidad de restaurar los suelos degradados se convierten en una urgente
tarea y en un compromiso ético que corresponde a la comunidad académica y en
particular a las ciencias biolégicas, dada la importancia del ecosistema y las
relaciones que se establecen entre los microorganismos presentes en dicho
contexto. Dentro de los Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) propuestos por
Naciones Unidas (2010), se considera prioritaria la sostenibilidad del medio
ambiente (Objetivo 7), en particular debido a la pérdida de bosques tropicales,
bien sea por causas naturales o por destinacion de las tierras a otros usos.
Mundialmente no se ha alcanzado la meta de biodiversidad, aspecto vital para el
bienestar humano, puesto que participa del sostenimiento de los ecosistemas
relacionados con la conservacion de la vida (Naciones Unidas 2010).

De acuerdo con Barrera-Catafio et al. (2008), en nuestro pais como en gran parte
del planeta, los ecosistemas naturales han sido alterados o transformados en
cultivos, potreros, espacios urbanos e infraestructura, que someten a presién los
sistemas agropecuarios y sistemas naturales. Esto los puede conducir a su
degradacion; generando pérdida de biodiversidad, habitat para las especies,
recursos hidricos y erosion. Sin embargo las iniciativas de instituciones privadas y
estatales, en los ultimos 15 afios, han desarrollado procesos de restauracion
ecoldgica, con diversos niveles en sus resultados (Barrera-Catafio et al. 2008).

La construccion de corredores bioldgicos ha sido una gestion desarrollada por el
Instituto Alexander von Humboldt desde 2004, bajo su esquema de planeacién de
los paisajes rurales para la conservacion de biodiversidad, logrando conectar los
bosques de la reserva forestal de Bremen y Cafidén del Rio Barbas en Filandia,
Quindio (Lozano 2009). Este esquema propone el desarrollo de cinco fases
(desde Fase 0 a Fase IV); y es justamente en su Fase IV “Seguimiento y
evaluacion de la estrategia de conservacion”, donde se verifica la pertinencia del
presente estudio, debido a que la evaluaciéon de la eficacia biol6gica de HMP, se
realiza mediante seguimiento biolégico de poblaciones y comunidades de fauna y
flora (Lozano 2009), pero aun no se incluyen los microorganismos del suelo.
Teniendo en cuenta que el proceso de seguimiento y evaluacion aporta
informacion para retroalimentar, generar ajustes en otros procesos de planeacion,
y promover estrategias de réplica en otros paisajes a otra escala 0 en otros
paisajes rurales del pais (Lozano 2009), es pertinente la inclusion de
microorganismos como potenciales bioindicadores en la evaluacion de los
procesos de restauracion de suelos. Por tanto, es relevante que este proyecto se
ocupe de identificar molecularmente las comunidades bacterianas presentes en
los suelos que estan siendo restaurados, estableciendo las condiciones éptimas
para la extraccion de ADN directamente de una muestra de suelo y su posterior
analisis.
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Como se menciond anteriormente, los microorganismos son importantes para la
estructura y dinamica del suelo, ademas de responder rapidamente a cambios en
el ecosistema. Por ello seria recomendable que otros estudios de suelos
degradados, o estudios donde se tenga en cuenta las condiciones de antes y
después de la restauracion, consideren los microorganismos de suelo como
posibles bioindicadores en la evaluacion de una estrategia de restauracion.

2.1. Planteamiento de la pregunta de investigacion

Los andlisis microbiologicos basados en los métodos estandar de recuento en
placa, carecen de precision, debido a que aproximadamente entre el 1-10 % de las
bacterias del suelo puede ser cultivado (Fierer et al. 2007). Por otra parte, el uso
de métodos moleculares como la secuenciacion de un fragmento del gen rrs
amplificado por PCR o la PCR-DGGE, ofrece buenas alternativas para el estudio
de las comunidades microbianas del suelo (Kirk et al. 2004). Es asi como es
proyecto busca determinar ¢ cuales son las condiciones Optimas en la extraccion
de ADN metagendmico y en la amplificacion de dos fragmentos del gen rrs, para
identificar qué bacterias se encuentran en una muestra de suelo tomada de un
ecosistema en proceso de restauracion ecologica?
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3. Marco de referencia
3.1. Antecedentes

Historicamente, el interés de restablecer las especies y las comunidades en un
ecosistema degradado se deriva tanto de su valor ecoldgico intrinseco, asi como
de la prestacion de servicios ecosistémicos. Sin embargo, un enfoque hacia los
procesos ecologicos en un contexto de restauracion ofrece una vision diferente del
estado y dinamica de los ecosistemas y los servicios que pueden ofrecer (Falk et
al. 2006).

A finales de la década de los ochentas los temas de la restauracién ecolégica y
ecologia de la restauraciéon comenzaron a ser desarrollados en diferentes partes
del mundo por investigadores como Jordan, Cairns, Bradshaw y Harper (Barrera-
Catafio & Valdés-Lépez 2007). Posteriormente en los noventas se crea la
Sociedad de Ecologia de la Restauracion (SER), actualmente con miembros en 37
paises (SER International 2004). En Colombia el tema de la restauracion ecolégica
se empez0 a trabajar desde mediados de los noventas, pero es a finales de esa
década y principios de este siglo que el tema empieza a tener mayor
reconocimiento por diferentes instituciones, como la Fundacion Restauracion de
Ecosistemas Tropicales (FRET), el Ministerio del Medio Ambiente, el DAMA vy el
Jardin Botéanico, entre otros (Barrera-Catafio & Valdés-Lopez 2007).

Ruiz-Jaen M.C. y Aide M. (2005) en su articulo Restoration Success: How Is It
Being Measured?, hacen una revision de 468 articulos publicados en la revista
Restoration Ecology entre 1993 y 2003, encontrando que solo 68 estudios
evaluaron el éxito de la restauracion después de la siembra de semillas o
plantulas. La mayoria de estos estudios se llevaron a cabo en Norte América
(53%), pero también hubo estudios en Australia (19%), Europa (16%), Africa (4%),
Sur América (4%) y Asia (3%). El habitat de estudio mas frecuente fueron los
humedales (19%), seguido de pastizales (16%) y el bosque montano (13%). En
estos lugares previamente se desarrollaban la mineria (36%) y la agricultura
(18%). Los bioindicadores de recuperacion de la diversidad mas comunes fueron
las plantas (79%) y artropodos (35%). En la mayoria de los estudios se midi6 sélo
un grupo de organismos (61%). Por otra parte los resultados de este estudio
muestran que los microorganismos de suelo fueron poco utilizados para evaluar la
eficacia de los procesos de restauracion.

Los microorganismos son los componentes mas importantes del suelo.
Constituyen su parte viva y son los responsables de la dindAmica de transformacion
y desarrollo (Lizarazo 2001). Las comunidades microbianas responden agilmente
a cambios ambientales, por lo que se han sugerido como indicadores (Uribe
1999). Una medida de su riqueza y actividad biol6gica puede ser un indicador
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valioso del efecto del manejo del sistema sobre la poblacién microbiana del suelo
(Uribe 1999). Sin embargo se ha encontrado que el estudio microbiologico basado
en métodos dependientes de cultivo no es suficiente, debido a que sélo un bajo
porcentaje de microorganismos presentes en el medio son cultivables en
condiciones estandar de laboratorio (Handelsman 2007; Fierer et al. 2007). No
obstante para el estudio de las bacterias no cultivables se utilizan herramientas
moleculares como la metagendmica y PCR-DGGE (Schloss & Handelsman 2003;
Riesenfeld et al. 2004; Castillo et al. 2005; Li et al. 2012). La secuenciacion del
gen rrs de una comunidad de microorganismos proporciona amplia informacion de
la diversidad filogenética de dicha comunidad (Maarit et al. 2001).

La metagendmica consiste en extraer el ADN directamente de una muestra
ambiental, amplificar un fragmento de uno o mas genes, caracterizar las
propiedades que confiere a un organismo que ha sido transformado
genéticamente o determinar sus secuencias nucleotidicas y posteriormente
realizar un analisis bioinformatico (Streit & Schmitz 2004). Por su parte la técnica
de PCR-DGGE se basa en la amplificacién de un fragmento de genes especificos
(nifH, rpoB y rrs), este puede ser una region hipervariable del gen rrs, seguida por
la separacion de los fragmentos de igual tamafio que difieren en la composicion
nucleotidica, lo que permite variaciones en la migracion a lo largo del gel de
poliacrilamida con gradiente de concentracién de un denaturante quimico (Abrams
& Stanton 1992).

3.2. Marco teodrico

3.2.1. Restauracion ecolégica

La restauracién ecoldgica es el proceso de ayudar al restablecimiento de un
ecosistema que se ha degradado, daflado o destruido (SER International 2004),
por causas naturales o antropogénicas, cuando éste no puede por si mismo
retornar a su estado original ya sea porque el dafio es muy intenso 0 porque seria
necesario que pasara mucho tiempo para lograrlo de forma natural (Primack
2010). Para establecer un proyecto de restauracion ecolégica y posteriormente
evaluar su trayectoria se toma como modelo un ecosistema de referencia, el cual
puede constar de una o varias ubicaciones especificas. A medida que pasa el
tiempo se espera que el ecosistema restaurado emule los atributos de la
referencia (SER International 2004).

Cualquier ecosistema que no esté destruido totalmente se puede recuperar
naturalmente de la alteracion producida, sin tener que ser sometido a una
restauracion ambiental mediada por el hombre. De esta manera se da lugar a un
proceso natural de recuperacién, en un periodo de tiempo largo, mediante un
mecanismo de sucesion de etapas mas complejas que modifica las circunstancias
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ambientales anteriores (Universidad Politécnica de Valencia-UPV 2010). En
algunos casos la restauracion implica eliminar o modificar una alteracion
especifica, para permitir que los procesos ecoldgicos se recuperen por si solos. En
situaciones de mayor deterioro o destruccion del ecosistema, la restauracion
requiere de la reintroduccion intencional de especies autdctonas y de la
eliminacioén o control de especies invasoras y dafinas (SER International 2004).

La intervencion humana en los procesos de restauracion se adelanta a las
situaciones naturales para acelerar los procesos mediante técnicas que permiten
la incorporacién de elementos como vegetacion y fauna, que acorten las etapas
del proceso de recuperacion natural (Universidad Politécnica de Valencia-UPV
2010). Una estrategia utilizada para la restauracion ecoldgica es establecer
corredores biolégicos y asi, mediante la conexion de fragmentos, recuperar la
integridad del paisaje, la dispersion de especies y habitats (Hilty et al. 2006).

3.2.2. Corredores Bioldgicos

Un corredor biologico es un espacio geografico delimitado que proporciona
conectividad entre paisajes, ecosistemas y habitats naturales o modificados
(CCAD-PNUD/GEF 2002). Dicho corredor posibilita que las poblaciones o
especies en riesgo se movilicen, encontrando condiciones para sobrevivir y
propagarse, generando nuevos habitats (Walker & Craighead 1997). A medida que
los organismos se mueven a través de paisajes complejos, responden a multiples
factores bioticos y abidticos para maximizar el acceso a los recursos y la actividad
reproductiva, minimizando los costos de fitness, tales como los riesgos de
mortalidad (Cushman et al. 2013).

Los corredores o zonas conectoras facilitan la denominada “colonizacion de
parches” funcionando como canales de movimiento, o como un medio de
interceptacion y contencion de los individuos que transitan dispersandose en el
paisaje circundante y dirigiéndolos hacia los parches en conexién (Haddad et al.
2003).

El corredor biologico Barbas-Bremen se encuentra entre los 1700 y 2100 msnm y
entre los municipios de Filandia (Quindio) y Pereira (Risaralda), en la vertiente
occidental de la Cordillera Central (75°39'38"W/4°42'47"N y 75°35'42"W/4°40'48"N)
(Figura 2). Su extension es de 47,4 ha y estd compuesto por cuatro zonas
conectoras: Monos, Pavas, Colibris y Laureles) con aproximadamente 100 metros
de ancho (Vargas & Lozano, 2008). Siguiendo a Vargas y Lozano (2008), se
encuentra que en el establecimiento de los corredores de Barbas-Bremen se
utilizé una estrategia basada en la aceleracién de la sucesion a partir de diferentes
métodos como: siembra de estacones con elevada capacidad de rebrote para
reemplazar cercas muertas por cercas vivas, trasplante de plantones y rescate de
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plantulas. Con esta sucesion acelerada se buscaba restablecer la conectividad
funcional entre la reserva forestal Bremen y el cafién del rio Barbas, contribuir a la
conservacion de la diversidad bioldgica local y regional e incrementar el habitat
para las especies de flora y fauna que habitan estas areas (Vargas 2008).

3.2.3. Suelo y Microorganismos

El suelo y las capas subyacentes de material organico albergan diversidad de
organismos como: artrépodos, miriapodos, hogos, algas, virus y bacterias (Burke
et al. 1986). La composicion de estas comunidades y su abundancia esta
influenciada por la localizacién geogréfica, el clima, propiedades fisicas y quimicas
del suelo, el tipo de vegetacion, naturaleza y profundidad de la materia organica, y
el manejo de este recurso. Los microorganismos son uno de los principales
constituyentes del suelo, participan activamente en la formacién de su estructura,
en la descomposicion de la materia organica, y su presencia es indispensable para
la fertilidad, desarrollo y sostenimiento del mismo (Lizarazo 2001). Por lo anterior
los microorganismos de suelo se consideran utiles en la determinacion de la
calidad del suelo y como generadores de alimento para las plantas (Sivila & Hervé
1999). De ahi la importancia de incluir organismos del suelo, junto con otras
caracteristicas bioldgicas, entre los indicadores de la calidad del suelo (Sadeghian
et al. 1999; Socarras & Rodriguez 2005).

Se estima que en el suelo hay entre 1x10° a 1x10°® bacterias/gramo, pero la
mayoria no son cultivables en condiciones de laboratorio (Fierer et al. 2007). El
papel de los microorganismos en el suelo es determinante para la formacién de
una estructura adecuada, puesto que contribuyen a mantener las particulas del
suelo unidas, ejercen control biolégico, aumentan la disponibilidad de nutrientes e
intervienen en la biodegradacién de plaguicidas y contaminantes (Hendrix et al.
1990).

En un estudio realizado recientemente por Delgado (2012) se recalca la
importancia de la materia organica en el proceso de restauracién, porgue retiene
nutrientes en forma disponible para las plantas y al mismo tiempo potencializa las
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo. Ademds, se generan las
condiciones necesarias en la obtencion de los estados sucesionales requeridos
debido a la interaccion entre la materia organica y los microorganismos. Es asi
como se producen cambios en las propiedades del suelo que permiten el
establecimiento o inhibicién de ciertas especies de plantas a lo largo del tiempo
(Delgado 2012).

Lauber et al. (2013), en su estudio acerca de la Variabilidad temporal en
comunidades bacterianas de suelo a través del tipo de uso de la tierra, sugieren
que el tipo de uso de la tierra y, en particular, las diferencias en la dinamica de la
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vegetacion, pueden tener un papel importante en la modulacion de la variabilidad
temporal de las comunidades bacterianas en el suelo.

Asi mismo Uribe (1999), al destacar la importancia de los microorganismos de
suelo, considera que las comunidades microbianas responden agilmente a
cambios ambientales, por lo que se han sugerido como indicadores.

3.2.4. Bioindicadores

Para la medicion de impacto de la eficacia biolégica de las estrategias de
restauracion ecoldgica utilizadas en un ecosistema degradado, se deben precisar
indicadores  biolégicos que permitan hacer observables propiedades o
caracteristicas para detectar cambios en el sistema objeto de estudio (Hoorman
2011).

En el corredor biolégico Barbas-Bremen (Filandia — Quindio), se han desarrollado
diferentes estrategias de restauracion para lograr la aceleracion de los procesos
sucesionales y su progreso se ha evaluado teniendo en cuenta indicadores
biol6gicos como mamiferos, aves, insectos y plantas (Marin et al. 2009; Bedoya,
2007; Lozano, 2009), pero aun no se han utilizado las comunidades bacterianas
de suelo. Los resultados de los estudios de Bedoya (2007) con mamiferos
terrestres medianos y grandes, y el monitoreo de la avifauna realizado por Marin et
al. (2009), dan un primer indicio de la efectividad de los corredores como
mecanismo de restauracion ecoldgica.

De acuerdo con Uribe (1999), Los requisitos que debe tener un indicador 6ptimo,
es que sea sensible, facil y econémico de medir y de amplia distribucion. Debido al
papel de los microorganismos en la descomposicion de residuos, una medida de
su abundancia y actividad biol6gica puede ser un indicador valioso del efecto del
manejo del sistema sobre la poblacion de microorganismos del suelo.

3.25. Genrrs

El gen rrs que codifica para la subunidad menor del ribosoma bacteriano 16S
rARN, se ha utlizado ampliamente debido a que proporciona informacion
importante para la descripcion de los microorganismos presentes en muestras
ambientales (Spedding 1990; Gaona et al. 2012). Existen caracteristicas
relevantes, que determinan a este gen como una herramienta importante para
estudios de filogenia y taxonomia (Tomas & Petr 2013), permitiendo estudiar la
estructura y composicion de las comunidades bacterianas en determinado
ambiente (Gaona et al. 2012).
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La estructura y funcién del gen rrs han permanecido constantes durante un tiempo
muy prolongado, contiene regiones conservadas, idénticas para todas las
bacterias y nueve regiones variables (V1-V9) (Figura 1), que contienen sitios
especificos Unicos para bacterias individuales, con suficiente variabilidad para
diferenciar no sélo los organismos mas alejados, sino también los mas préximos
(Heuer et al. 1999). La identificacién de bacterias incluyendo microorganismos no
cultivables, se ha facilitado por la comparacion de las secuencias del gen rrs
(Eisen et al. 1992; Pace 1997) accediendo a las distintas bases de datos que
proveen informacion detallada sobre este gen (van Elsas & Boersma 2011).
Adicioinalmente la secuenciacion del gen rrs se ha aplicado en identificacion
bacteriana mediante el andlisis de las secuencias parciales del gen, donde se han
encontrado patrones de secuencias especificos para grupos, especies o incluso
serotipos bacterianos (Hong et al. 2002).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
)

Figura 1 . Esquema del gen rrs.

3.2.6. Metagenomica

El analisis gendmico de las comunidades presentes en un ambiente, a partir de la
extraccion del ADN directamente de la muestra ambiental, se conoce como
metagenomica (Schloss & Handelsman, 2003; Riesenfeld et al. 2004). EI ADN
metagendmico se puede estudiar ya sea mediante la caracterizacion de las
propiedades que confiere a un organismo que ha sido transformado
genéticamente o por la determinacion de sus secuencias nucleotidicas de uno o
varios genes y posteriormente someterlas a un andlisis bioinformatico (Streit &
Schmitz, 2004). Todo el proceso se basa en la eficiencia de cuatro pasos
principales. (i) El aislamiento del material genético. (i) La manipulacién del
material genético. (iii) La construccion de la biblioteca genémica. (iv) El analisis de
material genético en la biblioteca gendmica (Zeyaullah et al. 2009).

La metagendmica del suelo puede proporcionar una evaluacion de las
comunidades microbianas presentes, que no son cultivables (Ghazanfar et al.
2010). Una metodologia utilizada para tal fin es la amplificaciéon por PCR del gen
ribosomal 16S (rrs) (Daniel 2005; Fierer et al. 2007), que por sus caracteristicas
es un gen ideal para estudios de filogenia y taxonomia (van Elsas & Boersma
2011). El andlisis filogenético, es un paso preliminar atil en un proyecto de
metagendmica, ya que proporciona una evaluacion de la diversidad de dicha
comunidad, usando herramientas bioinforméaticas que permitan realizar
comparaciones entre diferentes secuencias (Daniel 2005).
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3.2.7. PCR-DGGE (Reaccién en Cadena de la Polimerasa- Electroforesis en
Gel con Gradiente de Desnaturalizacién)

La amplificacion por PCR de los genes que codifican para RNA ribosémico
bacteriano, y la utilizacion combinada de diferentes técnicas moleculares basadas
en el 16S rARN, ha permitido un estudio en profundidad de la diversidad,
estructura y dinamica de comunidades microbianas en diversos ecosistemas
(Daniel 2005; Fierer et al. 2007). Los fragmentos amplificados del gen 16S o 18S
rARN y el analisis de estos genes por la DGGE, se han utilizado con frecuencia
para examinar la diversidad microbiana de muestras ambientales y para
monitorear los cambios en las comunidades de microorganismos (Muyzer &
Smalla 1998).

La técnica de DGGE permite la separacion de fragmentos de ADN de igual
tamafio, pero con variaciones en la secuencia de nucleé6tidos (Muyzer & Smalla
1998), esta basada en la desnaturalizacién parcial de cadenas de doble hélice del
ADN a cadenas sencillas, empleando un gradiente quimico y de temperatura
(Muyzer et al. 1993). Para impedir la desnaturalizacion total de la doble hélice y
evitar que los productos de PCR continden corriendo y se salgan del gel, en la
amplificacion previa a la DGGE se utiliza un cebador con una abrazadera (clamp)
de GC (guanina y citosina) unida al extremo 5 ', resultando en un producto con un
extremo que tiene alto punto de fusion (Muyzer et al. 1993). Al presentarse el
cambio de una base, se alteran drasticamente las interacciones de apilamiento y
puede cambiar la temperatura de fusién en 1°C, alterando el patron de migracion
de las bandas a través de la matriz del gel (Myers et al. 1988; Abrams & Stanton
1992; Bassam & Gresshoff 2007).Después de la tincion del gel de DGGE el
namero, posicidn precisa y la intensidad de las bandas dan una estimacion del
namero y la abundancia relativa de ribotipos numéricamente dominantes en la
muestra (Boon et al. 2002). Si los patrones de bandas obtenidos difieren
claramente, las comunidades son distintas (Abrams & Stanton 1992; Maarit et al.
2001; Dong & Reddy 2010). La utilidad de esta técnica en el andlisis de
comunidades bacterianas se basa en la existencia de variacion en las secuencias
gque migran a diferentes posiciones en los geles de acrilamida/bisacrilamida,
separando las secuencias con base en su comportamiento de fusion. Se ha
demostrado que el 95% de las diferencias individuales de las secuencias se
detectan por este método (Jackson et al. 2000). Asi que esta herramienta
molecular tiene un gran potencial para identificar bacterias no cultivables, a partir
del andlisis de secuencias con la técnica de PCR (Boon et al. 2002). Una de las
falencias es que solo las principales poblaciones de la comunidad analizada estan
representadas en estos patrones de DGGE y relativamente en menor abundancia,
por lo cual especies potencialmente importantes podrian no ser detectadas por
este método molecular (Heuer et al. 1999).
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4. Objetivo General

Identificar a nivel molecular las comunidades bacterianas existentes en una
muestra de suelo tomada de un ecosistema en proceso de restauracion ecoldgica
(corredor biolégico Monos, Barbas-Bremen, Filandia - Quindio), a partir del analisis
de la secuencia de fragmentos del gen rrs amplificados por PCR.

4.1. Objetivos Especificos

4.1.1. Construir una biblioteca gendémica de un fragmento del gen rrs de los
microorganismos presentes en la muestra de suelo.

4.1.2. ldentificar las comunidades bacterianas encontradas a partir de los
resultados de las técnicas moleculares utilizadas.

4.1.3. Analizar la diversidad hallada en el suelo del corredor Monos usando
herramientas moleculares y bioinformatica (GenBank, RDP y MEGA 5.1).
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5. Metodologia

5.1. Preparacion de soluciones stock y otros reactivos

Se prepararon las soluciones stock necesarias para el desarrollo del proyecto, con
el fin de asegurar su vigencia, concentracion y calidad. Las soluciones preparadas
fueron: EDTA 0,5 M pH 8.0, TBE 5x, KCL 1M, Tris-HCI 1M pH 8, Buffer de PCR
10x, MgCl, 25mM, Acetato de sodio (C;H3NaO;) 3M pH 5.8, TE, dNTPs 20mM,
NaCl 5M y STET.

5.2. Recoleccién de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas del corredor biolégico Barbas-Bremen.
Este corredor se encuentra entre los 1700 y 2100 msnm, esta ubicado entre los
municipios de Filandia (Quindio) y Pereira (Risaralda), en la vertiente occidental de
la Cordillera Central (75°39'38"W/4°42'47"N y 75°35'42"W/4°40'48"N) (Figura 2).

La recoleccion de muestras de suelo se realizo segun lo indicado en la norma NTC
4113-6 (1997). Se establecié un punto de inicio de muestreo en cada una de las
zonas (corredores Monos y Pavas, bosques Barbas y Bremen, potrero junto a
Monos) evitando los bordes. Se tom6 una muestra compuesta, conformada por
diez submuestras, localizadas en zigzag cada 10 metros (Figura 3) Fue necesario
retirar la hojarasca y demas material que se encontraba en la superficie para
proceder con la toma de muestra del suelo, utilizando un palin rectangular de 30
cm para cavar un agujero en forma de “V” y luego tomar una tajada de 30 cm de
profundidad con un espesor de 5 cm. A continuacion se eliminaron los bordes, y
se introdujo en un balde plastico. Luego de tener las 10 submuestras en el balde
se homogenizaron y se tomoé la muestra compuesta, aproximadamente de 1 kg.
Inmediatamente se tamizé la muestra con un tamiz metalico de 2 mm para impedir
el paso de piedras o material vegetal y/o animal (Figura 4). Se guardé en una
bolsa plastica de cierre hermético, la cual fue rotulada y preservada a 4°C. Se
almaceno cuidadosamente evitando compactacion fisica, humedad excesiva, luz,
anaerobiosis y congelacion. La norma indica que el material debe procesarse tan
pronto como sea posible para no alterar los resultados y si es necesario
almacenarlo; el tiempo no debe superar los tres meses. El primer muestreo se
llevé a cabo el 19 de junio de 2013 y en septiembre se repitio.
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Figura 2. Ubicacion del area de estudio. A) Mapa del departamento de Quindio
donde se muestra la localizacion del municipio de Filandia (6valo rojo). B)
Corredor Barbas-Bremen. Los numeros indican la localizacién de los corredores,
siendo el 1 el corredor Monos.

‘W
Figura 3. Representacion de la ubicacion de las submuestras. Las submuestras
se tomaron cada 10 m. en zigzag evitando los bordes de cada una de las zonas.

Figura 4. Pasos para la recoleccién y almacenamiento de las muestras. a) Hueco
en forma de "V”. b) Corte de la muestra. c) Eliminacion de bordes y
homogenizacion de submuestras. d) Toma de la muestra compuesta y tamizaje. e)
Almacenamiento de la muestra en bolsa plastica de cierre hermético.
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5.3. Extraccién de ADN

A partir de 250 mg de la muestra compuesta de cada una de las zonas de estudio
se realizd la extraccion de ADN, por duplicado, utilizando el kit comercial
UltraCleanSoil® DNA Isolation Kit (MO-BIO) (Whitehouse & Hottelb 2007; Filiona
et al. 2003; Dong & Reddy 2010), presentando buenos resultados en la remocién
de posibles inhibidores de la PCR y en la calidad del ADN aislado. Inicialmente el
proceso de extraccion de ADN se llevo a cabo como lo sugiere el protocolo del
fabricante. Seguido a esto se realizaron varias extracciones con modificaciones
para mejorar el rendimiento y calidad, debido a inconvenientes presentados en la
amplificacion por PCR. La primera modificacién consistio en aumentar a tres el
numero de lavados con la solucion S4. Esta solucion contiene etanol el cual limpia
el ADN unido a la membrana de silica, removiendo los acidos himicos (Tebbe &
Vahjen 1993) y otros inhibidores de la PCR (Whitehouse & Hottelb 2007). La
segunda modificacion fue un procedimiento de precipitacion del ADN extraido.
Este se mezclo con 1/10 de solucion de acetato de sodio 3M a pH 5.8 y 6/10 de
isopropanol frio, se incub6 a -20°C por dos horas y se centrifugd (centrifuga
THERMO SCIENTIFIC HERAEUS PRIMO) a 4°C, 11.000 r.p.m. durante 15
minutos. Posteriormente se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en
200 pl de etanol 70%, luego se centrifugd a 4°C, 10.000 r.p.m. por 3 minutos.
Seguido a esto se descart6 el etanol, se dejé secar a temperatura ambiente sobre
una toalla de papel y se resuspendio en 50 pl de TE (10 mM Tris HCI, pH 8. 1 mM
EDTA). El tubo eppendorf se rotulé y se almacend a -20°C. La tercera y ultima
modificacion fue la diluciéon 1:3 del ADN que habia sido extraido siguiendo el
protocolo y del ADN extraido con el aumento de lavados con la solucion S4.
Ademas se realizaron diluciones después de los tratamientos de precipitacion.
Luego de cada extraccion y modificaciones, se verificO la extraccibn con
electroforesis (camara EASYCAST B2) en gel de agarosa al 1%, con buffer TBE
1x a 90 v. Se tomaron 5 ul del ADN metagendémico extraido las muestras de suelo
de Monos (Mo), Pavas (Pa), Brabas (Ba), Bremen (Br) y Potrero (Po), y se
mezclaron con 5 pl de SYBR Green-blue juice.

5.4. Amplificacién por PCR

5.4.1. Seleccién de cebadores

La seleccion de los cebadores para la amplificacion de distintos fragmentos del
gen rrs, se bas6é en la busqueda bibliografica de estudios similares donde
emplearan cebadores universales, especificos para bacterias y que amplificaran
regiones hipervariables del gen (Galkiewicz & Kellogg 2008; Pedersen 2008).
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores universales seleccionados.

Cebador . Tamairio del
Secuencia fragmento
27F 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3' 1499 pb.
1492R | 5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3
518F 5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’ 285 pb
800R 5-TACCAGGGTATCTAATCC-3 )
5’_
CGCCCGGGGCGLCGLLCLCCGGGLeaa
S18-GCF GGCGGGGGCACGGGGGGCCAGCA 300pb
GCCGCGGTAATACG-3

Luego de definir los cebadores, se verificO su especificidad mediante la
herramienta “primer-BLAST” en la base de datos del Centro Nacional de
Informacion sobre Biotecnologia (NCBI). Una vez sintetizados por el laboratorio
IDT se prepard una alicuota de 100 pl a una concentracién de 20uM de cada uno
de los cebadores. Este procedimiento se realizd en cabina de bioseguridad Esco
clase Il, para evitar contaminacion del stock y/o las alicuotas. Tanto el stock como
las alicuotas de los cebadores se almacenaron a -20°C.

Al iniciar las pruebas para la amplificacion los reactivos utilizados en el coctel de
PCR (Buffer de Taq, MgCl, y Taq) no eran comerciales sino que habian sido
preparados en la Universidad Icesi, los demas reactivos como dNTPs y cebadores
si se adquirieron comercialmente. Una vez estandarizadas las condiciones para la
amplificacion y buscando mejorar la resolucion de las bandas, se adquirieron
componentes comerciales.

Se sigui6é la metodologia propuesta por Aristizabal (2011); Arjun & Harikrishnan,
(2011); Eisen et al.(1992), de las condiciones para la amplificacion por PCR. Se
utilizaron dos pares de cebadores especificos para la identificacion de bacterias:
27F/1492R, y 518F/800R (Tablal). El primer par de cebadores amplifica desde la
region V1 a la region V9, casi la totalidad del gen, mientras que el segundo par de
cebadores amplifica la region hipervariable V3 del rrs (Figura 1). Se realizaron
reamplificaciones para las pruebas de DGGE, los cebadores utilizados fueron
518-GCF/800R y como molde se empled el producto de amplificacion de la region
V3.

Una vez amplificadas las regiones mencionadas, se procedié con cuatro

metodologias diferentes para la identificacion de las bacterias existentes en las
muestras.
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La primera metodologia consistio en:

» Purificacion del producto de amplificacion por PCR de la region V3 del gen
rrs de las cinco muestras (corredores Monos y Pavas, bosques Bremen y
Barbas y potrero).

» Analisis metagendmico de las muestras pertenecientes al corredor Monos,
bosque Bremen y potrero.

La segunda metodologia incluyo:

Clonacion de las regiones V3 y V1-V9 del gen rrs.

Construccién de librerias gendémicas.

Purificacion del ADN plasmidico.

Digestién enzimética con EcoR | y Hind Il de los plasmidos recombinantes
con la region V1-V9.

Seleccién de los plasmidos con fragmentos de distintos tamafios.
Secuenciacion de los plasmidos seleccionados

VV VYVVYV

La tercera metodologia es igual a la anterior hasta la purificacion del ADN
plasmidico, a continuacion se secuenciaron los plasmidos recombinantes con la
region V3 para el posterior analisis bioinformatico.

La cuarta metodologia se diferencia de las anteriores en que se realiza una PCR
con los cebadores 518-GCF/800R empleando como molde el producto de
amplificacion de la region V3 con los cebadores 518F/800R, para llevar a cabo la
DGGE.

A continuacion se presentan las condiciones finales utilizadas en la amplificacion
por PCR del 16S rARN con los cebadores 27F/1492R y 518F/800R, y los
componentes comerciales.

Tabla 2. Condiciones finales para el coctel de PCR, con componentes
comerciales, para la amplificacidon de las regiones V3 y V1-V9 de gen rrs.

Componente | Concentracién Vol(l:1r|1)1en
Buffer de Taq 5X 4.0
MgCl, 25 mM 1.5
dNTP’s 20 mM 0.4
Primer F 20 uM 0.4
Primer R 20 uM 0.4
Taq 5u/ul 0.3
Agua 17
ADN 70 ng/ul 1.0
Vol. final 25
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Tabla 3. Condiciones del termociclador (ESCO SWIFT MAXPRO), para la
amplificacion de las regiones V3'y V1-V9 del gen rrs.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 5 min
2* 94 1 min
3* 56 45 s
4* 72 1 min
5 72 10 min
6 14 0

*35 ciclos entre los pasos 2-4

La amplificacion se verifico realizando electroforesis en gel de agarosa 1%, TBE
1x, 90 v. Se tomaron 5 pl del producto de la amplificacion y se mezclaron con 5 ul
de SYBR Green-blue juice. Se utilizé un marcador de peso molecular de 1Kb de
Promega, 5 pl con 5 ul de SYBR Green-blue juice.

Como parte de la primera metodologia, se siguidé un protocolo corto de purificacion
de ADN por centrifugacion con el Kit de limpieza Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega), para el producto de amplificacion de la region V3 de las
5 muestras (Monos, Pavas, Barbas, Bremen y Potrero), luego se cuantificaron
utilizando el NanoDrop 2000, y se enviaron a Macrogen Korea para el analisis
metagendmico (Orden 1310KFP-0008).

Para la segunda y tercera metodologia, el producto fresco de la amplificacién por
PCR con los cebadores 518F/800R y 27F/1492R, de las regiones V3 y V1-V9
respectivamente, se empleé para la clonacién en el vector pCR 2.1 del kit
comercial TOPO TA Cloning® Kit with pCR™2.1 (Invitrogen).

Por otra parte, siguiendo la cuarta metodologia, se amplifico de la regién V3 del
gen rrs con los cebadores y 518F/800R para la realizacién de la reamplificacién
con los cebadores y 518F-GC/800R. Las condiciones de los componentes son las
mismas que las presentadas en la tabla 2, pero las condiciones del termociclador
varian para la reamplificacién, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones del termociclador para la reamplificacion, utilizando los
cebadores 518-GCF/800R.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 5 min
2* 94 1 min
3* 60 45 s
4* 72 1 min
5 72 30 min

*15 ciclos entre los pasos 2-4
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5.5. DGGE

Los fragmentos de ADN amplificados para esta técnica deben tener entre 200 y
500 pb. ya que secuencias de mayor tamafio pueden generar artefactos (Muyzer
et al. 1993). Por esta razon se utilizé el producto de la reamplificacién de la region
V3 para evaluar la diversidad de bacterias presentes en cada una de las muestras.
Las condiciones utilizadas para la DGGE variaron en los tres ensayos realizados
durante el proceso de estandarizacion de la técnica. Finalmente la separacion de
los fragmentos se realizé en un gel de acrilamida/bisacrilamida (AMRESCO, Chile)
con gradiente de desnaturalizacion de 30-70%, sumergido en buffer TAE 1X, a
voltaje constante de 100 v, y temperatura de 65°C. La electroforesis se corrid
durante 16 h y luego se revel6 siguiendo el protocolo de tinciébn con plata de
Bassam & Gresshoff (2007).

5.6. Clonacion y Construccion de libreria

Utilizando el kit comercial TA Cloning® Kit with pCR™2.1 (Invitrogen) y el producto
fresco de la amplificacion por PCR de las regiones V3 y V1-V9, se llevo a cabo la
clonacion y construccién de librerias gendmicas.

Tabla 5. Condiciones para una reacciéon de clonacion utilizando el kit TA Cloning®
Kit con pCR™2.1 (Invitrogen).

Componentes Vol(l:l:r;en Concentracién
Producto de PCR
1.2
fresco
Buffer 0.2 5X
pCR®2.1 vector 0.4 25 ng/puL
T4 DNA Ligase 0.2 Su

La reaccion permanecio 12 horas a 14°C en el termociclador. Al dia siguiente se
precipitd con 200 ul de etanol 90% por 30 min a -20°C. Luego se centrifugb a
12000 r.p.m. durante 10 min., se lavo con etanol 70% y se volvié a centrifugar por
5 min. Después se elimind el etanol teniendo cuidado de no descartar el pellet, se
dej6 secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 5 pl de DH,0. Usando el
electroporador eppendorf, se transformaron las células competentes de la cepa E.
coli DH5a (20 pl) con 2 ul del producto de ligacion, seguido por una fase de
recuperacion en 500 pl de caldo nutritivo en tubos eppendorf de 1.5 ml, durante 1
hora a 37°C.
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5.6.1. Seleccién por alfa-complementacion

Para la identificacion de clones bacterianos recombinantes se utilizé el sistema de
alfa complementacion. La insercion de ADN foraneo en el sitio de policlonacion del
plasmido inactiva el fragmento amino-terminal de la B-galactosidasa y suprime la
a-complementacion. Por lo tanto, las células que llevan los plasmidos
recombinantes (LacZ) se podran reconocer como colonias de color blanco en
presencia de X-Gal, y las bacterias con fenotipo Lac+ que resultan de la
complementacion a se pueden reconocer por la formacion de colonias azules
(Reddy, 2004). Para este procedimiento fue necesario preparar 12 cajas de Petri
con LB, a cada una se adicion6 40 pl X-Gal 20 mg/ml, 10ul ampicilina 100 mg/ml,
5ul IPTG y 100 pl del producto transformado. Se incub6 48 horas a 37°C. Luego
se realizo el conteo de las colonias blancas en cada una de las cajas Petri y se
tomo6 la mitad de cada colonia blanca con una punta estéril y ésta punta se
introdujo en un tubo de vidrio tapa rosca 12 x 150 estéril, que contenia 5 ml del
medio liquido LB con ampicilina. Se dejaron en incubacion con agitacién a 37°C
por 24 horas, en el agitador con temperatura HEIDOLPH INKUBATOR 1000.

5.7. Purificacion de ADN plasmidico

El ADN de un plasmido recombinante presente en una bacteria se puede aislar
mediante diversos meétodos. En este caso se realizO el siguiente protocolo de
miniprep a los cultivos bacterianos de las 2 librerias construidas.

1. Transferir 1.5 ml del cultivo bacteriano a un tubo eppendorf de 1.5 ml.

2. Centrifugar a 10000 r.p.m. durante 5 min. y descartar el sobrenadante.

3. Repetirpasos 1y 2

4. Adicionar al pellet 350 pl de STET caliente (NaCl 0.1M, Tris-HCI pH 8.0 10

mM, EDTA pH 8.0 1 mM, Tritonx-100 al 5%) y resuspender fuertemente.

Adicionar 25 pl de lisozima fresca (solucion de 10 mg/ml en 10 mM Tris-

HCI pH 8.0) mezclar suavemente hasta que se disuelva.

Incubar a 100°C por 60 segundos.

Centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 min.

Remover el pellet con un palillo estéril.

Adicionas 33 ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 42 pl de isopropanol frio y

mezclar por inversion suavemente.

10.Incubar 5 min. a temperatura ambiente.

11. Centrifugar a 12000 r.p.m. por 5 min. a 4°C

12.Descartar el sobrenadante y secar invirtiendo el tubo sobre una toalla de
papel.

13. Anadir 1 ml de etanol 70% frio.

14. Centrifugar a 12000 r.p.m. por 2 min. a 4°C.

15.Descartar el sobrenadante y dejar secar completamente a temperatura
ambiente.

16. Resuspender el pellet en 20 pl de TE (10 mM Tris HCI, pH 8. 1 mM EDTA).

o

©oxo~NOo
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17. Adicionar ARNasa (10mg/ml).
18.Incubar 20 min a 37°C.
19. Verificar por electroforesis en gel de agarosa 1% el producto obtenido.

5.8. Digestion enzimatica y amplificacién con los cebadores M13

Antes de enviar a secuenciar los plasmidos se realiz6 una digestion enzimatica
con EcoR | y Hind 1ll (Promega), para evaluar el polimorfismo de los fragmentos
en los clones con la regién V1-V9, se realizé varias veces modificando la
concentracién del ADN, la concentracion de las enzimas y el tiempo de exposicion.

Adicionalmente se realiz6 una amplificacion con los cebadores M13F y M13R
usando como molde el ADN plasmidico (Anexo 4). En otro intento se hizo una
dilucion 1:20 del ADN plasmidico purificado para usarlo como molde en la
amplificacion. Finalmente se realizdé una PCR a partir de la colonia bacteriana.

Tabla 6. Componentes de digestion enzimatica para dos tratamientos a 372C.

Volumen (ul)
Componentes | Concentracion Digestion | Digestion
1 2
Agua 6.4 5.9
Buffer 10X 1.0 1.0
BSA 0.1 01
Plasmido 2.0 2.0
m =
Enzima de 10 u/pl 0.5 1.0
restriccion
_T|empo_qle 3 horas 24 horas
incubacion

*Las enzimas utilizadas fueron Hind 11l y EcoR | (Promega)

Tras los intentos fallidos de digestion enzimatica con Hind Ill y EcoR |, y la
amplificacion con M13 F/M13R, se decidid continuar con la tercera metodologia y
enviar a secuenciar los plasmidos recombinantes con la regién V3 a Macrogen
USA (Orden 131220UMDN-073), para el posterior analisis bioinformatico.

5.9. Secuenciacion y analisis bioinformatico

Se envié el producto de amplificacion por PCR purificado y cuantificado de las
regiones V3 de las cinco muestras, (corredores Monos y Pavas, bosques Barbas y
Bremen vy potrero), a Macrogen Korea (Orden 1310KFP-0008), para su
secuenciacion en un solo sentido, pero debido al alto costo del andlisis se tomd la
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decision de procesar tres muestras (corredor Monos, Bosque Bremen y potrero).
Por otra parte, las secuencias resultantes de los plasmidos recombinantes (27)
con la regién V3 de tres muestras (corredor Monos, bosque Bremen y potrero),
enviadas a Macrogen USA (Orden 131220UMDN-073). Una vez finalizada la
secuenciacion se puede comparar la secuencia de nucleétidos con secuencias
disponibles en las diferentes bases de datos como GenBank, Ribosomal Database
Project (RDP). Usando el programa informéatico BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) se realizan alineamientos con secuencias similares a la secuencia de
interés para conocer el respectivo porcentaje de homologia y finalmente asociar la
secuencia problema a una especie (Madden 2002). Para las bacterias
identificadas por el gen rrs, la mayoria de los taxbnomos aceptan una puntuacion
de porcentaje de identidad 297% y <99% para clasificar un microorganismo al
género y especie, respectivamente. (Reller et al. 2007).

5.10. Construccién de arbol filogenético

Se utiliza el programa MEGA 5.1, de previo conocimiento y manejo, y un bootstrap
de 1000 para determinar la diversidad filogenética aproximada a nivel de género
que presentan las comunidades bacterianas identificadas.

MEGA es un programa libre que permite alinear secuencias, inferir arboles
filogenéticos, estimar distancias entre taxa y tasas de evolucion, asi como evaluar
hipotesis evolutivas. (Tamura et al. 2011)
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6. Resultados

6.1. Extraccion de ADN y Amplificacion por PCR

En la Figura 5 se observa la electroforesis en gel de agarosa 1% de la extraccién
de ADN metagendmico, con el kit comercial UltraCleanSoil® DNA Isolation Kit
(MO-BIO). La extraccion se realizd siguiendo el protocolo del kit sin ninguna
modificacion. Se obtuvo un barrido, es decir que la banda no esta definida en
ninguna de las 5 muestras de suelo de cada una de las zonas. Se realiz6 una PCR
para la amplificacibn de dos regiones del gen rrs utilizando los cebadores
(27F/1492R y 518F/800R) pero no hubo amplificacion, como se muestra en el
anexo 1. Posteriormente se incluy6 un control positivo para verificar el estado de
los cebadores, este control fue una bacteria aislada del suelo. En la figura 6. se
observa que no hubo amplificacion con el par de cebadores 27F/1492R en
ninguna de las muestras y con el par de cebadores 518F/800R si hubo
amplificacion de la muestra del corredor Pavas y del control positivo, también se
alcanza a reconocer una leve banda en la muestra del potrero. Las bandas
estaban a la altura esperada pero habia impurezas.

Al realizar una PCR control de reactivos y ADN, solo amplificaron el control
positivo y la muestra del ADN metagendmico del corredor Pavas (Figura 7). Se
evidencio que el cebador 1492R tenia fallas dado que en un PCR control para éste
cebador no amplificé en ninguno de los casos donde se hacian combinaciones con
otros cebadores.

Figura 5. Extraccién sin modificaciones en el protocolo. Electroforesis en gel de
agarosa 1%, TBE 1X, 90 v. 4 ul ADN con 5 pl SYBR Green-Blue juice. El orden de
las muestras de ADN metagendmico es el siguiente: carril 1 Monos (Mo), carril 2
Pavas (Pa), carril 3 Barbas (Ba), carril 4 Bremen (Br), carril 5 potrero (Po).
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27F/1492R 518F/800R
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500pb

250pb

Figura 6. Amplificacion por PCR de las regiones V1-V9 y V3. Se utilizaron los
cebadores universales (tabla 1). Electroforesis en gel de agarosa 1%, GelRed
(1:120000), TBE 1X 90 v. 10 pl del producto de PCR con 3 pl Blue juice. Marcador
1Kb (Promega).A) No hubo amplificacion de la region V1-V9 en ninguna muestra.
B) La amplificacion de la region V3 se logré en la muestra del ADN metagendmico
de Pavas (Pa) y en el control positivo (C+).

27F/1492R
R 518F/800R

7= N ( \

1 2 3 S 5 6 7 8 9 10 1

500pb

250nb

Figura 7. PCR control de reactivos y ADN. Electroforesis en gel de agarosa 1%,
GelRed (1:10000), TBE 1X 90 v. 10 pul del producto de PCR con 3 pul Blue juice.
Marcador 1Kb (Promega). Solo en la muestra de Pa hubo amplificacion utilizando
reactivos comerciales y cebadores de otra alicuota. En los controles si hubo
amplificacion de la region V1-V9 y V3.
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Las modificaciones en el protocolo de extraccién y el tratamiento de precipitacion
mejoraron la calidad del ADN metagendémico, como se muestra en la Figura 8. Se
logré eliminar en gran parte los inhibidores de la PCR, como los &cidos humicos.
Las bandas se ven definidas en la mayoria de las muestras, lo que confirma que
las modificaciones fueron acertadas.

1llav. 1:3 precipitado 1:3 precipitado

Mo BaBr Po MoBaBr Po Mo PaBa BrPo Mo PaBaBr Po

3lav. 1:3

precipitado
o Ba Br PoMo Ba Br

» -

precipitado

Figura 8. Modificaciones en la extraccion de ADN metagendmico. Electroforesis
en gel de agarosa 1%, TBE 1X, 70 v. 5 pl ADN con 5 ul SYBR Green-Blue juice.
Carril 1 al 4, dilucion 1:3 del producto de extraccion con el kit comercial de las
muestras de Mo, Ba, Br y Po. Carril 6 al 9, dilucién 1:3 de la extraccion modificada
con 3 lavados usando la solucion S4.para las muestras de Mo, Ba, Br y Po. Carril
11 al 15, dilucion 1:3 del ADN extraido con el kit y precipitado de las muestras de
Mo, Pa, Ba, Br y Po. Carril 16 al 20 (arriba) y 1 al 4 (abajo), ADN metagenomico
extraido con el kit y precipitado de las muestras de Mo, Pa, Ba, Br, Po, Mo, Ba, Br
y Po. Carril 5 al 7 (abajo), ADN precipitado después de la extraccién modificada
con 3 lavados con la solucion S4 de las muestras de Mo, Ba y Br.

En el proceso de estandarizacion se realizaron diversas amplificaciones, con los
reactivos no comerciales, de los dos fragmentos del 16S rARN, como se muestra
en el anexo 2; hasta lograr las condiciones que permitieron la obtencion de bandas
definidas, sin impurezas y de alto contraste, tanto con los reactivos no comerciales
como con los comerciales, para su posterior purificacion (Figura 9).
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MM Mo Pa Ba Br Po C+ C-
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Figura 9. Amplificacion de la region V3 del 16S rARN y purificacion. A)
Electroforesis en gel de agarosa 1%, TBE 1X, 90 v. 5 pul ADN con 5 pl SYBR
Green-Blue juice, la PCR se realizd con reactivos no comerciales. Marcador 1Kb
(Promega). Hubo amplificacion en todas las muestras. B) Electroforesis en gel de
agarosa 2%, TBE 1X, 70 v. 5 pl ADN con 5 ul SYBR Green-Blue juice, la PCR se
realiz6 con reactivos comerciales. Hubo amplificacién de todas las muestras. C)
Producto de PCR de la regiéon V3 del 16S rARN de todas las muestras
amplificadas con reactivos comerciales, purificado con el Kit de limpieza Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega).

Tabla 7. Cuantificacion de ADN en el NanoDrop 2000 antes del enviar las
muestras a Macrogen Korea.

Muestra | Concentracion (ng/ul)
Monos 90.3
Pavas 84.2

Barbas 91.2

Bremen 70.4

Potrero 68.4

La amplificacion del gen rrs con los cebadores y 518F/800R para la realizacién de
la reamplificacion con los cebadores y 518-GC F/800R no tuvo ninguna
complicacion. Se obtuvieron bandas definidas de alto contraste, del tamafio
esperado (300pb.), como se muestra en la figura 10. Estas muestras se utilizaron
para la DGGE.
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Figura 10. Reamplificacion empleando los cebadores 518-GCF/800R.
Electroforesis en gel de agarosa 1.5%, TBE 1X, 90 v. 5 yul ADN con 5 ul SYBR
Green-Blue juice. Carril 1 Marcador 1Kb (Promega). Del carril 2 al 6 se puede
observar la reamplificacion de la region V3 de las muestras del corredor Monos
(Mo), corredor Pavas (Pa), bosque de Barbas (Ba), bosque de Bremen (Br) y
potrero (Po). Carril 7 control positivo (C2). Carril 8, control negativo (Co).

6.2. DGGE

A continuacion se presenta el resultado de DGGE, luego de su estandarizacion.
Se observan los patrones de bandas obtenidos con los cebadores bacterianos
especificos para la region V3. Estos patrones de bandas representan las
comunidades de bacterias presentes en cada una de las muestras. Hay elementos
comunes entre las diferentes zonas muestreadas (flechas negras, Figura 11),
bandas que son compartidas por algunas muestras (flechas azules, Figura 11),
como también elementos exclusivos (flecha blanca, Figura 11) y dominantes.
Adicionalmente se observa que la intensidad de las bandas varia entre los
elementos comunes. La cantidad de bandas visibles cambia entre las muestras,
indicando la diversidad bacteriana presente en cada una de las zonas
muestreadas. Se observan mas bandas en el bosque de Barbas (58) que en las
demdas muestras, y éstas tienen la misma intensidad. El bosque e Bremen ocupa
el segundo lugar en diversidad con aproximadamente 51 bandas, seguido por los
corredores Monos y Pavas; finalmente en la muestra del Potrero se observa una
menor cantidad de bandas 32, la mayoria de estas son elementos comunes con
otras muestras y de baja intensidad. Hay elementos que solo se encuentran en los
corredores Monos y Pavas y la intensidad de la banda es levemente mayor a las
demas bandas.
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Figura 11. DGGE tefiido con plata. Las bandas representan las comunidades
bacterianas presentes en la muestra. Carril 1 control, “pool” de 4 bacterias. Carril 2
muestra compuesta. Carril 3 muestra del corredor Monos (Mo). Carril 4 muestra
del bosque Bremen (Br). Carril 5 muestra del bosque Barbas (Ba). Carril 6 muestra
del corredor Pavas (Pa). Carril 7 muestra del potrero (Po). Las flechas negras
sefalan los elementos comunes entre las zonas de muestreo, las flechas azules
muestran un ejemplo de elementos compartidos por varias zonas y la flecha
blanca indica un elemento exclusivo del corredor Pa.
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6.3. Clonacion, alfa complementacion y Construccion de libreria genémica

El producto de PCR de la amplificacion de las regiones V3 y V1-V9 se clono
empleando células competentes de la cepa E.coli DH5a y el kit TA Cloning® Kit
with pCR™2.1. Mediante el sistema de alfa-complementacion se diferenciaron 56
colonias blancas, como se presenta en la tabla 8. A partir de estas colonias
aisladas se construyeron 2 librerias.

Tabla 8. Conteo de colonias recombinantes.

M Numero de
uestra .
colonias blancas
Monos (V1-V9) 4
Pavas (V1-V9) 7
Barbas (V1-V9) 3
Bremen (V1-V9) 6
Potrero (V1-V9) 4
Monos (V3) 7
Pavas (V3) 5
Bremen (V3) 10
Potrero (V3) 10

Figura 12. Sistema de alfa-complementacion para la identificacion de clones
bacterianos recombinantes. Se pueden observar las colonias azules y blancas que
crecieron en la muestra de Monos (V1-V9).
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6.4. Purificacion de ADN plasmidico

Se consiguié purificar el ADN plasmidico de las 56 colonias recombinantes
cultivadas, teniendo un buen rendimiento como se puede observar en la Figura 13.

Figura 13. Purificacion de ADN plasmidico de las colonias recombinantes
cultivadas. Electroforesis en gel de agarosa 1%, TBE 1X, 90 v. 2 pl ADN con 4 pl
SYBR Green-Blue juice. Carril 1 Marcador 1Kb (Promega). Del carril 2 al 5, ADN
plasmidico de 4 colonias de la muestra de Monos (V1-V9). Carril 6 al 12, ADN
plasmidico de 7 colonias de la muestra de Pavas. Carrill3 al 15 ADN plasmidico
de 3 colonias de la muestra de Barbas. Carril 16 al 20 ADN plasmidico de 5
colonias de la muestra de Bremen.

6.5. Digestion enzimatica y amplificacion

La digestion enzimatica con EcoR | y Hind Ill (Promega), para evaluar el
polimorfismo de los fragmentos en los clones con la region V1-V9 no fue exitosa.
Debido a esto no fue posible evaluar el polimorfismo de los fragmentos en los
clones.
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Figura 14. Digestion enzimatica con EcoR |y Hind IIl. En blanco se representan
controles negativos (sin enzima). Como controles positivos se incluyeron Ad:
Oryza sp con enzima. Zd: Zephiranthes (Amarillydaceae) con enzima, pero
tampoco hubo digestion en estas muestras. At : ADN total de Oryza sp y Zt: ADN
total de Zephiranthes.

La amplificacién con los cebadores M13F y M13R usando como molde el ADN
plasmidico no presenté amplificacion (Anexo 4) en ninguno de los casos (ADN sin
diluir, dilucion 1:20 y PCR directo de colonia).

6.6. Secuenciacion y andlisis bioinforméatico

Las muestras enviadas a Macrogen Korea fueron procesadas dos meses después
del envio y la construccibon de librerias fracas6  (Reporte:
MACQCREPORT_V1 121106).

Los resultados de la secuenciacion de los 27 plasmidos recombinantes con la
region V3, presentaron impurezas que impidieron un correcto analisis
bioinformatico (Figura 15). Se solicitd el servicio de resecuenciacion de las
muestras bajo la orden 131220UMDN Macrogen USA.
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Figura 15. Cromatograma de la muestra de Monos (V3). Pldsmido recombinante
con la region V3.

40



7. Discusidn

En este estudio se emplearon distintas metodologias moleculares para lograr la
identificacion molecular de las comunidades bacterianas existentes en una
muestra de suelo tomada de un ecosistema en proceso de restauracion ecoldgica
(corredor biolégico Monos, Barbas-Bremen, Filandia - Quindio), a partir del analisis
de la secuencia de fragmentos del gen rrs amplificados por PCR vy la técnica de
PCR-DGGE basada en la amplificacion de una region hipervariable del 16S rARN
y su analisis electroforético.

Daniel (2005) al tener en cuenta la diversidad de especies microbianas y la
compleja matriz del suelo, que contiene muchos compuestos (tales como los
acidos humicos) que se unen al ADN e interfieren con la modificacion enzimatica
de ADN, plantea que para la recuperacion de ADN microbiano para la clonacion o
la PCR es necesario hacer los ajustes pertinentes que posibiliten la obtencién de
ADN metagendémico libre de impurezas. Por tanto en este estudio, dadas las
condiciones de impureza del ADN metagendémico, identificadas con la
electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 5), al seguir el protocolo del kit
comercial UltraCleanSoil® DNA Isolation Kit (MO-BIO), se incluyeron las
siguientes modificaciones buscando mejorar la calidad del ADN metagendémico:

» Aumento en el nimero de lavados (3 lavados) de la columna.
> Precipitacion del ADN.
> Dilucion 1:3 del ADN obtenido.

Este proceso fue desarrollado a partir de 4 extracciones y 6 modificaciones hasta
lograr las condiciones Optimas en el producto de extraccion.

Es importante considerar que aunque estas estrategias purificaron el ADN
metagenomico, también puede haber perdida de material genético.

Se evalud la pureza rrs rARN y se determiné la presencia de inhibidores de la
PCR (Figura 7). Debido a que la Taq polimerasa es muy sensible a los acidos
hamicos y otros inhibidores potenciales que se encuentran en el suelo, la
amplificacion por PCR es un método 6ptimo para evaluar la pureza del ADN
metagendmico extraido del suelo (Whitehouse, & Hottelb, 2007). Es asi como este
estudio se apoya en la evaluacion realizada por Whitehouse, & Hottelb (2007) en
la cual utilizan distintos kits comerciales, incluyendo el UltraCleanSoil® DNA
Isolation Kit (MO-BIO). En el presente estudio se utiliz6 el mismo kit verificando,
mediante amplificacion por PCR, que se requieren ajustes para mejorar la calidad
del ADN.

La estandarizacion de la amplificacion por PCR fue un proceso extenso (2.5

meses), porque los acidos humicos contenidos en el ADN metagendmico extraido
inicialmente interfirieron. Las modificaciones realizadas en el protocolo de
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extraccion de ADN mencionadas anteriormente, mejoraron los resultados. Esto
permitié amplificar especificamente las regiones V3 y V1-V9.

Se amplificaron estas regiones especificas porque: la region V1-V9 permite
amplificar casi la totalidad del gen y asi con una de las metodologias empleadas
se buscaba analizar los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion, pero los resultados no permitieron avanzar en esta metodologia, dado
gue la digestion no se present6 (Figura 14).

Se realizé la amplificacion de la region V3 porque tiene una alta variabilidad y
ademas para la ejecucion de la DGGE es necesario un fragmento que no supere
las 500 pb. (Muyzer et al. 1993; Abrams & Stanton, 1992). Esta amplificacién
especifica en combinacién con otras técnicas moleculares como la DGGE,
permiten un acercamiento a la identificacion de la composicion estructural
bacteriana, especifica, como lo propuso Boon et al. (2002).

La DGGE permite la separacion de fragmentos de ADN de igual tamafio, pero con
variaciones en la secuencia de nucleétidos (Muyzer & Smalla 1998). En este
estudio se confirma lo anteriormente planteado por Muyzer & Smalla (1998), ya
que en el gel se visualizaron gran cantidad de bandas por la separacién de los
fragmentos de igual tamafio con secuencias distintas, porque al presentarse el
cambio de una base nucleotidica, se alteran drasticamente las interacciones de
apilamiento y puede cambiar la temperatura de fusién en 1°C, alterando el patrén
de migracion de las bandas a través de la matriz del gel (Myers et al. 1988;
Abrams & Stanton 1992; Bassam & Gresshoff 2007). En el gel de la DGGE (Figura
11) se puede inferir que las bandas con mayor intensidad son aquellas que
representan comunidades bacterianas con alta abundancia (Boon et al. 2002) pero
debido a la similitud en las bandas en los geles de poliacrilamida, para la
diferenciacion de las comunidades bacterianas, se hace necesario buscar
metodos alternativos que permitan realizar un analisis profundo para establecer
las diferencias entre estas (Heuer et al. 1999).

Con base en los resultados obtenidos se podria argumentar que la diferencia en la
diversidad presentada en las zonas muestreadas se debe al estado sucesional del
ecosistema y el contenido de materia organica. En un bosque maduro como
Barbas se espera encontrar un mayor porcentaje de materia organica que en un
corredor donde el proceso de sucesion es temprano, o0 como en las zonas de
potrero ya que la biomasa acumulada es menor. Lo anterior concuerda con los
resultados obtenidos en los andlisis fisico-quimicos de las tres zonas (Delgado
2013) donde se observa que el bosque maduro de Barbas fue la zona con mayor
porcentaje de materia organica, seguido por el corredor Monos y finalmente el
Potrero. Es asi como se puede explicar que la mayor diversidad bacteriana esté
asociada al bosque maduro, el corredor bioldégico es muy similar en la mayoria de
las comunidades bacterianas pero su menor diversidad se puede deber al estado
temprano de secesion pero con el tiempo se acercara a la diversidad del bosque
maduro.
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La digestion enzimatica y la amplificacion fueron dos metodologias que no dieron
buenos resultados. Es posible que luego de la purificacion del ADN plasmidico no
se hayan realizado las diluciones necesarias para que el ADN no inhibiera la
reaccion de amplificacion y digestion.

Por otra parte, debido a que las muestras enviadas a Macrogen Korea fueron
procesadas dos meses después del envio, la construccion de librerias fracasé
(Reporte: MACQCREPORT_V1 121106) y no se pudo realizar la secuenciacion,
por consiguiente no se conté con la informaciébn para ser analizada con el
programa bioinformatico.

Los resultados de la secuenciacién de los 27 pladsmidos recombinantes con la
region V3, presentaron impurezas que impidieron un correcto analisis
bioinformético (Figura 15), posiblemente los artefactos se deben al ADN
metagendmico.
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8. Conclusiones

Se construyeron 2 librerias genémicas conlas regiones V1-V9 y V3, las cuales se
encuentran criopreservadas a -80°C para posteriores analisis.

Se logré extraer ADN metagendmico de las muestras de suelo de diferentes zonas
del corredor Barbas-Bremen, utilizando el kit UltraCleanSoil® DNA Isolation Kit
(MO-BIO), con dos lavados adicionales a la columna, una precipitaciéon del ADN y
una dilucion 1:3 para eliminar los acidos humicos.

Se estandarizaron las condiciones para la amplificacion por PCR de las regiones
V3 y V1-V9 del gen rrs, con reactivos no comerciales y comerciales, obteniendo
bandas definidas y de alto contraste.

La técnica de DGGE, empleando la reamplificacion del fragmento de la region V3,
con un gradiente de desnaturalizacion de 30-70% durante 16 horas permitié una
aproximacion al conocimiento de la diversidad de comunidades bacterianas en
cada una de las zonas evaluadas del corredor Barbas-Bremen.

La tincion con plata permitid visualizar patrones de bandas que representan las
comunidades bacterianas comunes a todas las muestras, exclusivas o
compartidas por algunas muestras.

La muestra del bosque de Barbas presentd un patrén de bandas de mayor
diversidad con respecto a las otras muestras, seguido por el corredor monos, el
bosque de Bremen, el corredor Pavas y finalmente el potero.
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9. Recomendaciones

Se ha demostrado que la utilizacion de una sola técnica de extraccion no es
suficiente para conseguir la totalidad del ADN metagenomico (Tebbe & Vahjen,
1993). En concordancia con varios autores (Daniel, 2004; Tebbe & Vahjen, 1993)
la extraccion de ADN metagenomico es un proceso que merece toda la atencién y
esfuerzo para que no haya un sesgo que afecte la obtencion la totalidad de ADN
metagendmico. De esta manera, la metagendmica del suelo puede proporcionar
una evaluacion de las comunidades microbianas presentes, que no son cultivables
(Ghazanfar et al. 2010). Por lo anterior, se recomienda utilizar distintos métodos
de extraccion de ADN para enriquecer una muestra compuesta a partir de estos y
no sesgar la muestra a un solo método de extraccion que podria estar dejando por
fuera gran cantidad de informacion.

Se sugiere realizar andlisis fisicoquimicos del suelo que permitan conocer la
naturaleza del suelo del cual se toman las muestras, porque Su composicion
podria intervenir de forma negativa en la obtencién del ADN metagendmico.

Es necesario complementar las técnicas moleculares con las técnicas
microbioldgicas clasicas para evaluar desde dos perspectivas diferentes
(cultivables y no cultivables) la diversidad bacteriana del suelo.

Se recomienda continuar con la evaluacion de las regiones V1-V9 y V3 de las
librerias construidas y el andlisis metagendmico de las muestras.
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11.Anexos

27F/1492R 518F/800R
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Anexo 1. Primera amplificacion por PCR con los cebadores (27F/1492R vy
518F/800R). Electroforesis en gel de agarosa 1%, GelRed (1:10000), TBE 1X 90
v. 5 ul del producto de PCR con 2 pl Blue juice. Marcador 1Kb (Promega).
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Anexo 2. Proceso de estandarizacion de la PCR. Diversas amplificaciones de los
dos fragmentos del gen rrs, con reactivos no comerciales. Electroforesis en gel de
agarosa 1%.
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Anexo 3. Amplificacion fallida con M13F/M13R.

Anexo 4. DGGE corrido durante 14 horas.

54



