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RESUMEN

La identificacion de las comunidades microbianas del suelo depende principalmente del
método de extraccion de DNA metagendmico, ya que para seleccionar un método de
extraccidén es necesario considerar la ruptura inadecuada de las células y la contaminacién
con sustancias humicas. En el presente estudio, dos diferentes protocolos para la
extraccion de DNA metagenomico en diferentes tipos de suelos fueron establecidos. El
primer protocolo consiste en una extraccion directa del DNA mediante la ruptura de las
células por método de lisis celular usando lisozima, seguida de lisis quimica mediante el
uso de detergentes y otros compuestos que ayudan a la precipitacion y obtencién del DNA.
El segundo protocolo consiste en la extraccion indirecta del DNA mediante lisis quimica y
lisis mecanica. EI DNA obtenido con el primer método presenté una concentracion en un
rango de 6.2 a 61.2 ug/mL, mientras que la concentracion del DNA metagendmico del
segundo protocolo fue en el rango de 13.02 a 141.61 pg/mL para los suelos forestales, los
salinos, los volcanicos y del agroecosistema (nativo). La eficacia de los métodos se vio
analizada mediante la visualizacién de los patrones de bandas y del que propiamente se
cuantifico la concentracion de DNA metagendmico que se recuperd entre ambos métodos.
Por lo que finalmente se puede sugerir que los protocolos optimizados de bajo costo y facil
elaboracion son una herramienta indispensable y aplicable para poder acceder al estudio e
investigacion de cualquier nicho ecolégico para el analisis del metagenoma de la comunidad

microbiano.



INTRODUCCION

En el estado de Chiapas hay grandes variedades de ecosistemas y agroecosistemas los
cuales cuentan con una gran diversidad de fauna y flora, y ello conlleva al habitat de
grandes diferencias de comunidades microbianas que desempefian un papel funcional en
el desarrollo de estos, recientemente se han realizados estudios para identificar y analizar
microorganismo que se hayan presente dentro de estos ecosistemas, mediante estudios de

Biologia Molecular y analisis gendbmicos ambientales, tales como la metagendmica.

En Chiapas se cuenta con el 30 % de agua a nivel nacional y con grandes extensiones de
hectareas forestales, selvas entre otros tipos de ecosistemas, lo que conlleva no solo en
términos de biodiversidad y diversidad bioldégica sino que normalmente hacemos
referencia a la variedad de especies de animales y plantas que se observan a simple vista.
No obstante, la biodiversidad del estado se debe englobar en una mayor complejidad el
cual debe abarcar toda la variedad de las especies vivientes, incluidos a todos los individuos
de todos los reinos y a los ecosistemas en los que habitan e interactian (Cruz et al., 2013).
Mediante el estudio y analisis de DNA metagendémica, se ha contemplado contemplar parte
del genoma que esta presente en los diversos ecosistemas y en el que actualmente
representa una herramienta energética para evaluar la diversidad de las comunidades
microbianas, para obtener acceso a un sin nimero de especies nuevas, genes 0 moléculas
nuevas que son pertinentes para uso futuro de la biotecnologia y con aplicaciones agricolas.

Por lo que ademés de entender la ecologia de los microorganismos es un desafio para la



Biologia, debido a la gran cantidad de interacciones con factores biéticos y abiéticos (Cruz

et al., 2013).

Se han observado que los resultados de la mayoria de los microorganismos en la tierra u
otros sistemas y ecosistemas son dificiles de cultivar en el laboratorio. Una estimacion
considerada es del 99% sin embargo la metagendmica explota el hecho de que mientras
unos microorganismos son cultivables y otros no los son, todos ellos tienden a basarse en
gue su DNA en particular posee o conlleva una informacion genética. (Hernandez- Ledn et

al., 2010).

Por otro lado, se destaca que los metagenomas de ambientes extremos también han sido
utilizados como fuentes de biocatalisis. El empleo de secuenciacion masiva de nueva
generacion del gen 16S rRNA y genes funcionales han permitido la construccion de librerias
metagenomicas encontrando un nimero mayor de secuencias derivados de ambientes
extremos, tal como suelos salinos alcalinos, sedimentos volcanicos y el agua de los
ambientes marinos. Los andlisis de estos conjuntos de datos abrieron una ventana en la
enorme diversidad taxondmica y funcional de comunidad microbianas en medios
ambientales (Simon y Daniel, 2011). Es por ello que la metagendmica también se lleva a
cabo la utilizacion de marcadores moleculares aplicada al estudio de comunidades
microbianas se ha impuesto rapidamente debido a la gran cantidad de informacion que
proporcionan y a la relativa facilidad metodolégica que implican los analisis de estos
compuestos, especialmente tras el gran desarrollo tecnolégico que ha experimentado la
biologia molecular durante los ultimos afios. Utilizando estos marcadores no sélo se puede
determinar la composicion de las comunidades microbianas sino que también se puede

cuantificar la abundancia de microorganismos especificos (Kirk et al., 2004).



En conjunto con métodos no cultivables, se han desarrollado métodos para poder aislar y
amplificar el material genético de bacterias no cultivables en diferentes ambientes. Una de
las técnicas mas usadas desde hace algunas décadas es la amplificacion de los genes
ribosomales que codifican para la subunidad 16S (ADNr 16S). De esta manera, miles de
secuencias de ADNr 16S de diversos microorganismos, cultivables y no cultivables, son
reportadas a las bases de datos como el GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), y el Ribosomal Database Project (RDP), cuya informacion crece

continuamente (Hernandez- Leon et al., 2010).

Sin despreciar la importancia de los métodos cultivables, los métodos moleculares no
cultivables, son indispensables en el estudio de la funcion de los microorganismos en el
suelo. Mediante métodos moleculares no cultivables se pueden analizar genes funcionales
clave en procesos importantes en suelo tales como la desnitrificacion, nitrificacion, fijacion
de nitrégeno, oxidacién de metano (Nogales, 2005). Por lo tanto en este proyecto se
propuso caracterizar las propiedades fisicoquimicas de diferentes ecosistemas y
agroecosistemas especialmente en suelos con la finalidad de establecer métodos
moleculares tal como la extraccion de DNA metagenomico en los diferentes ambientes lo
que es una excelente oportunidad para lograr un mayor entendimiento de los aspectos

evolutivos y bioldgicos de los microorganismos, asi como de sus aspectos ecoldgicos.



Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Unos de los retos méas importantes de la Biologia Molecular es determinar el papel funcional
de los diferentes microorganismos que constituyen las comunidades microbianas en un
ambiente especifico. Sin embargo, existen pocas herramientas moleculares para analizar
la estructura y funcionalidad microbiana por lo que el establecimiento de las condiciones de
métodos para la extraccion del DNA metagendmico son indispensables, de tal manera que
se puede emplear en futuras amplificaciones con técnica de PCR (Metagendmica), lo cual
sin duda contribuira a un mejor conocimiento del funcionamiento de las comunidades

microbianas del suelo o de todo un ecosistema.

Es conocido que hay poca informacion relacionada con las microbiota en los ecosistemas,
lo que nos brinda la oportunidad de realizar este tipo de estudios en Chiapas ya sea en
agroecosistemas y por la importancia bioquimica y biotecnolégica que tienen este tipo de
informacion, donde se pueda asegurar y mantener al margen la complejidad con que
cuenta la biodiversidad microbiana y la interaccion en el aspecto bidtico y abidtico tanto

ecologico y biogeoquimicos.



Il. MARCO TEORICO

3.1 El suelo como habitat para los microorganismos

Se denomina suelo a la parte mas externa de la corteza terrestre, resultante de la
meteorizacion de las rocas subyacentes y con unas caracteristicas claramente
diferenciadas de las mismas. Podemos considerar el suelo como un sistema de interaccién
entre tres fases bien definidas: una fase soélida, constituida por materia mineral y organico,

una fase liquida, y una fase gaseosa o atmdésfera del suelo (Nogales, 2005).

La porcion inorgéanica es muy importante por su influencia en la disponibilidad de nutrientes,
aireacion, retencion de agua, etc. La materia organica procede de la actividad de los
distintos organismos vivos del suelo y su composicibn en cantidad es variable,
principalmente en funcién del tipo de cubierta vegetal. El resto del volumen del suelo esta
practicamente constituido por espacios porosos, que a su vez estan ocupados por agua y
los gases que constituyen la atmdésfera edéfica. La porosidad (cantidad y tamafio de los
poros) depende de la textura, determinada por la cantidad de arena, limo y arcilla, la

estructura y el contenido en materia organica (Nogales, 2005).

Todos estos factores determinan a su vez el movimiento y capacidad de retencion de agua
del suelo y la composicion gaseosa de su atmosfera. Este sistema complejo que constituye
el suelo, caracteristicamente heterogéneo espacial y temporalmente, alberga una gran
rigueza de especies vegetales, animales y microbianas. El suelo es un ambiente muy
apropiado para el desarrollo de los microorganismos tanto eucariotas (algas, hongos,
protozoos) como procariotas (bacterias y arqueas) en el cual también encontramos virus y

bacteriéfagos (Nogales, 2005).



Es tal que los suelos son el sustrato de una amplia variedad de plantas, animales y
microorganismos. Todos ellos contribuyen a crear un medio que resulta esencial para la
produccion primaria de los ecosistemas terrestres. Aunque todas las funciones del suelo
son importantes, para la producciéon de biomasa es probablemente la mas crucial, tanto en

términos de actividades forestales y agricolas, como para sustentar la biodiversidad.

3.2 Demografia de Chiapas

El estado de Chiapas se encuentra al sureste de la Republica Mexicana, cuenta con una
extension territorial de 73 670 km. Limita al norte con el estado de Tabasco; al este y sureste
con la republica de Guatemala; al sur y suroeste con el Océano Pacifico y al oeste con los

estados de Veracruz y Oaxaca.
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Figura 1. Estado de Chiapas, México.

Fuente: https://www.google.com.mx/maps, 2015



https://www.google.com.mx/maps

Chiapas cuenta con una variedad de relieves en su territorio; destaca el Volcan Tacana en
la zona de mayor altitud del estado. El estado se encuentra dividido en tres provincias y 10
subprovincias fisiograficas: a) Llanura Costera del Golfo Sur, con la subprovincia Llanura y
pantanos Tabasquefios que cubre la parte norte del estado; b) Sierras de Chiapas y
Guatemala, con las subprovincias y una discontinuidad fisiografica con mas de 60 % del
territorio estatal, ubicadas al centro-norte, las Sierras del Norte de Chiapas, en la parte
nororiental Sierra Lacandona y Sierras Bajas del Petén, Altos de Chiapas en la parte central
y la Depresion Central de Chiapas al sur-centro y; ¢) Cordillera Centroamericana, que se
extiende por toda la linea de costa en las discontinuidades Llanura Costera de Chiapas y
Guatemala, la Llanura del Istmo; las subprovincias Sierras del Sur de Chiapas y los

Volcanes de Centroamérica (Cruz et al., 2013).

En Chiapas se presentan climas calidos, semicélidos y templados. Los climas céalidos se
distribuyen en terrenos cuya altitud va del nivel del mar a los 1 000 m, abarca cerca de 74%
de la superficie de la entidad; la temperatura media anual es mayor a 18°C y se dividen en
calido-subhumedo con lluvias en verano, calido-hiumedo con abundantes lluvias en verano,

y célido-himedo con lluvias todo el afio.

3.2.1 Edafologia de Chiapas

La amplia variabilidad de los suelos existentes en Chiapas es el resultado de la interaccion
de factores ambientales tales como tipo de roca, precipitacion, temperatura, el tipo de
vegetacion y la accién de los microorganismos (hongos, bacterias, etcétera). Segin Ramos
(2009), existen 15 unidades de suelos en el estado, de las que predominan seis: Litosoles
(que se presentan en 19.89 % del territorio), Rendzinas (en 16.92 %), Acrisoles (en 15.86

%), Luvisoles (en 12.12 %), Regosoles (en 10.48 %) y Cambisoles (en 8.45 %), con los que



se cubre 83.72 % de la superficie del estado; el resto (16.28 %) esta representado por
Feozem, Gleysoles, Vertisoles, Fluvisoles, Solonchack, Andosoles, Arenosoles,

Planosoles, Nitisoles, cuerpos de agua y zonas urbanas (FAO-ISRIC, 1999; INEGI, 2000,

citado por Ramos (2009).

Arenosol  Planosol

F 3
3 ; B e O Remiriee (L
a  Fluvisol Solonchak a
Gleysol | Vertisol
o 0z o4 0 fom B Licosol
m-“'\rw m;w m"‘” .l‘!;lf“'

Figura 2. Edafologia del Estado de Chiapas.
Fuente: La biodiversidad de Chiapas. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la

Biodiversidad (CONABIO).

3.2.2 Vegetacion y tipos de ecosistemas en Chiapas

El estado cuenta con una gran diversidad de flora desde frondosos bosques hasta
abundancia flora selvética con ello que el estado tiene de una riqueza en cuanto a diferentes
tipos de ecosistemas a continuacion presentamos de forma generalizada alguno de los tipo

de vegetacion y ecosistemas con que se cuenta en Chiapas (Cuadro 1) (Cruz et al., 2013).



Cuadro 1. Principales tipos de vegetacion y ecosistemas en Chiapas.

5. Bosgue estacional 10. Sabana 14. Matorral perennifolio

1. Bosgue tropical lluvioso RN e it

2. Bosque Huvioso de montana G. Bosgue de pino-encino-

11. Ca ital 15. Tular
baja liquidambar el .
3. Bosque lluvicso de montana 7. Sebwma baja caducifolia 12. Palmar 16. Popal
4. Bosgue perennifolic de ; - 17. Matorral de dunas
ekl 8. Bosgue de pino-encing 13. Manglar ki

9. Selva baja espinosa
caducifolia

Fuente: La biodiversidad de Chiapas. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO).

3.2.2.1 Bosques

Los bosques de pino se encuentran en suelos poco profundos y a lo largo de algunos filos
y crestas expuestos a los vientos. El dosel permanece siempre verde y el sotobosque,
compuesto de arbustos y hierbas anuales, se seca en los meses menos humedos. Se ubica
en la Sierra Madre de Chipas en la vertiente exterior hacia el océano Pacifico en altitudes
gue van de 300 a 1500 msnm; en los Altos de Chiapas, en los municipios de Zinancantén,
Huixtla, Chanal y, de forma marginal, en Jitotol, Las Margaritas, Altamirano, Ocosingo

(Ramos, 2009).

3.2.2.2 Manglar

El Manglar es una formacion lefiosa densa frecuentemente arbustiva o arborescente de
hasta 20 m de altura. Los manglares son importantes por las funciones ecoldgicas que

desempenfan, asi como de servir de habitat para muchos organismos, entre los cuales



destacan las comunidades de crustaceos, moluscos, anélidos, peces, anfibios, reptiles,

aves y mamiferos, que existen dentro de estos ecosistemas (Tovilla, 1998).

Los manglares se ubican en casi toda la linea de la costa del estado, desde el sistema
lagunar Mar Muerto en el municipio de Arriaga hasta el municipio de Suchiate cerca de la
frontera con la Republica de Guatemala, y presenta una mayor proporcién en el sistema
lagunar Chantuto-Panzacola que comprende los municipios de Mapastepec, Acapetahua y

Villa Comaltitlan (Ramos, 2009).

3.2.2.3 Pastizal

Los Pastizales son areas con presencia de pastos inducidos, que surgen cuando es
eliminada la vegetacién original y cultivada y que se han introducido intencionalmente en
una region y para su establecimiento y conservacion se realizan algunas labores de manejo
en espacios con baja densidad de &rboles y arbustos. Son comunidades donde el papel
preponderante corresponde a la familia Poaceae y el pasto puede alcanzar alturas de hasta
60 cm. Se presenta en grandes extensiones en la costa de Chiapas, piedemonte de la Sierra
Madre de Chiapas al sur, en la Llanura costera del Golfo al norte, en la subregion Cafadas
en la Selva Lacandona al oriente y, muy particularmente, en los municipios de Marqués de
Comillas y Benemérito de Las Américas y en la Depresion Central en la parte centro-oriente,

entre los 0 y1000 msnm y de manera marginal en casi todo el estado (Ramos, 2009).

3.2.2.4 Praderas

La pradera de montafia la conforman comunidades de pocos centimetros de altura, con
aspecto cespitoso (pradera de montafia), amacollado (zacatonal) o arrosetado, localizado

arriba de los 3500 msnm, después del limite altitudinal de la vegetacion arbérea y cerca de

10



las nieves perpetuas. Su distribucion esta restringida a una pequefia parte en las laderas
del volcan Tacana. El suelo deriva de rocas volcanicas, frecuentemente de arenas
(cenizas), es de textura generalmente ligera, reaccién algo acida, contenido elevado de

materia organica y humedad (INEGI, 1984).

3.2.2.6 Selva

El estrato superior es mayor de 30 m y los arboles pueden llegar a medir hasta 50 m de
altura. El siguiente estrato se encuentra entre los 5 y 20 m. Este tipo de vegetacion se
distribuye en terrenos con altitudes de entre 0 y 1000 msnm y, en algunas partes, hasta los
1500 msnm. Se encuentra mejor representada en la parte centro y noreste de la Selva
Lacandona y en pequefios fragmentos en la vertiente del Pacifico en la regién del
Soconusco. Se encuentra distribuida principalmente en la Selva Lacandona, vertiente

costera de la Sierra Madre de Chiapas y el norte del estado (Miranda, 1998).
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3.3 La importancia del estudio de la ecologia molecular de suelos

Los estudios contemporaneos de Ecologia Molecular se han esforzado en entender las
funciones metabdlicas de los diferentes componentes bioldgicos presentes en el ambiente
y en conocer la diversidad bioldégica mediante el uso y aplicacion de técnicas moleculares
basadas en la amplificacion de diversas regiones del ADN y ARN (Souza et al., 2007).
Cuando se desea analizar a una especie o grupo biolégico, es importante conocer el
contexto ambiental y biol6gico en el que se encuentra. El contexto bioldgico se refiere a las

especies con las que coexiste y en muchos casos de las que depende.

En el caso de organismos macroscopicos es relativamente sencilla la caracterizacion y el
conteo de las diferentes especies presentes en ella, pero en el caso de microorganismos
esta caracterizacion se complica y es por ello que en los ultimos afios se han desarrollado
diferentes estrategias, principalmente moleculares, para identificar las especies o grupos
de microorganismos que constituyen la comunidad. Por lo que el suelo es uno de los
ambientes mas complicados y desafiantes para los microbiélogos. De hecho, aunque
contiene la diversidad microbiana méas grande en el planeta, la mayor parte de estos
microbios no son todavia caracterizados y representan un depdésito inexplorado enorme de
diversidad genética y metabdlica (Mocali y Benedetti, 2010). Por lo que el estudio de la
comunidad microbiana en suelos se emplea técnicas de cultivo independientes. Estas
técnicas emplear métodos de Biologia Molecular, basado en que el &cido nucleico extraido
del suelo se somete a amplificacién por PCR. Estos métodos proporcionan una vision Unica
de la riqueza, la composicion y la estructura de la comunidad microbiana, que es decir, la

rigueza de especies.
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3.4 MetagenOdmica

La metagendmica representa el estudio de las comunidades microbianas, definida como el
analisis funcional y de secuencias de los genomas microbianos colectivos contenidos en
una muestra ambiental y es en ello que la metagendmica ha revolucionado a la
microbiologia abriéndose camino en cuanto a las técnicas y métodos independientes de
cultivos microbianos en ecosistemas complicados. La metagendémica contempla los
resultados de extracciones de DNA metagendémico para su empleo en PCR y la
construccion de bibliotecas de DNA y el cual han resultado ser una herramienta de suma
importancia (Simén y Daniel, 2011). Hasta ahora, la mayor parte del metagenémica a

sacado provecho de hébitats y ambientes, como suelos y ambientes marinos.

En por ello que la metagenomica estudia el total del DNA que podemos encontrar en un
nicho especifico. Para acceder a este metagenoma se han desarrollado diferentes
metodologias y vias para su analisis. Al estudiar el metagenoma de un ambiente en
particular, es muy probable que este consista en gran parte de bacterias u otros organismos
no cultivables; s6lo se conoce una pequefia proporcion de éstos, los cuales se pueden

reproducir en condiciones de laboratorio (Hirsch et al., 2010).

Envirommental
sampla

h i L 4
Extraction of Extraction of
matagenomic mietE genomic
DA, RMA
[
¥ ¥ L i ¥ ¥
Construction of Seguancing of Saquancing of Arsalysis of
matagancmic phylogenatic metaganomic m;ﬁﬁ Anslysis of fRMA
lipraries marker geres DA,
Assessrment of Assassmant of Analysis of Anatysis of aclive
Bioprospecting tEmonomic matabolic COMITaanity community
divaraity potentisl functions mambars

Figura 3. Visién general de las rutas en que se emplea el analisis de DNA metagenémico de comunidades
microbianas (Simén & Daniel, 2011).
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3.4.1 Metagenodmica de diversos ambientes

El conocimiento del metagenoma de un ambiente en particular que puede permitir conocer
diversos aspectos de la vida microbiana que alli se esta generando, genes que se expresan
bajo esas condiciones ambientales, o quizas, las diferentes interacciones ecoldgicas de ese
nicho particular. Persiguiendo estos objetivos se ha investigado el metagenoma de
ambientes muy diversos. Por ejemplo, Venter et al. (2004) secuenciaron méas de un billén
de pares de bases de ADN sargazo de mar. Los autores reportaron el descubrimiento de
alrededor de 1800 especies gendmicas; 1,2 millones de nuevos genes y mas de 700 genes

nuevos tipo rodopsina.

3.4.2 Metagendmica de suelos

El suelo es probablemente uno de los ambientes mas complejos por su diversidad y
variedad microbioldgica (Daniel, 2005). Sin embargo es tan complejo que representa uno
de los ambientes mas complicados para entender la vida microbiana que ahi yacen, a lo
largo de los afios se han implementado diversas técnicas que emplean métodos
moleculares como cuantificaciones en tiempo reales en PCR, obteniendo grandes
informaciones de la abundancia de la comunidad microbiana (Rajendhran et al., 2011). Por
lo que entender la ecologia de los microorganismos es otro desafio para la Biologia, debido
a la gran cantidad de interacciones con factores bidticos y abidticos. Es también una
excelente oportunidad para lograr un mayor entendimiento de los aspectos evolutivos y
biolégicos de los microorganismos, asi como de sus aspectos ecoldgicos. Desde el punto
de vista de la Biotecnologia, este ambiente es visto como una gran reserva de enzimas,

antibioticos y otros productos naturales por descubrir.
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Los métodos de aislamiento del ADN para los suelos y los sedimentos se basan tanto en la
recuperacion de las células bacterianas y la lisis posterior o en la lisis directa de las células
de la muestra seguida de la purificacion de ADN. Con las herramientas que provee la
metagenomica se pretende acelerar el descubrimiento de nuevos compuestos con diversas
actividades. En la Figura 4 se muestran los procesos que se emplean a partir la aplicacion

de extraccién de DNA metagendmico de suelos.

isotopically labelled substrate BrdU +/- substrate
13C02 ‘_'1ac|.|4 ; 15”2

Soil. microbial

community

suspend soil & bacterial cells

/
vigorous in situ cell lysis, gentle in situ cell lysis
DMA/RMA extraction \ & DNA extraction

synthesise «—isolate 13C/!*N-labelled DNA/RMNA
cDNA from or BrdU-labelled DNA

RNA metagenomic library

construction
*PCR-amplification and analyses
~high-throughput sequencing
*microarray analysis =screen/sequence inserts

Figura 4. Extraccién de DNA metagendmico de suelos y aplicaciones (Hirsch et al., 2010).

3.4.3 Estudios sobre la diversidad metagendmica en diversos ambientes en México

La filogenia de las poblaciones de procariotas en diez muestras de aguas tomadas de la
cuenca de cuatro ciénagas y dos valles vecinos en chihuahua, asi como de tres muestras
de sedimentos humedos, se determind mediante las caracterizacion de los organismos
cultivados y mediante la amplificacién por PCRs y secuenciacién de los genes 16S ARNs

del ADN total (Souza et al., 2006).
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En otro trabajo se analiz6 la diversidad bacteriana asociada a un biofilm corrosivo en una
tuberia de acero del Golfo de México. Varias bacterias aerobias y heterotrofas fueron
aisladas e identificadas por el analisis de 16S ARNs. EI ADN metagendmico fue extraido,
se realizé un analisis de electroforesis en un gel con gradiente de desnaturalizacion de los
genes ribosomales y se construyé una biblioteca de éstos. Encontrandose una limitada
diversidad bacteriana y la mayoria de las especies fueron asignadas a la clase

Proteobacteria (Lopez, 2006).

En el grupo de trabajo del Dr. Luc Dendooven en el CINVESTAV se han publicado
diferentes trabajos (Bello-Lépez et al., 2014) relacionados con estudios de metagendmica
convencional y funcional en diferentes agroecosistemas y ecosistemas terrestres y
acuaticos. En conjunto con el profesor investigador el Dr. Victor Ruiz-Valdiviezo se
emplearan técnicas moleculares para el estudio de comunidades microbianas en el estado
de Chiapas, lo que brindara informacién de suma importancia para el desarrollo de la

Biotecnologia y los agroecosistemas.
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3.5 Extraccion de ADN metagendmico

El suelo, las plantas y el agua albergan una cantidad infinita de microorganismos, realizar
un aislamiento de todos estos microbios es imposible, ya que las técnicas de cultivo de
microorganismos llevado a cabo en los laboratorios, solo logra obtener el 1% de todos los
tipos de microorganismos presentes (Hirsh et al., 2010). Por lo que a partir de este hallazgo
se opté por desarrollar protocolos que permitieran la extraccibn de DNA de cualquier
ecosistema sea (suelo, agua, plantas o animales), utilizando a la metagenomica, quien esta
definida como el area encargada de estudiar un conjunto de genomas dentro de un

determinado entorno.

En la extraccion de los acidos nucleicos, éstos se separan de cualquier otro compuesto
proveniente de las células o del ambiente del cual se tomaron las muestras (p. €j. en
muestras de suelos debemos considerar la alta concentracién de acidos humicos, que son
materia organica parcialmente degradada que no es soluble en agua a pH bajo y tiene un
poder quelante muy alto, por lo que interfieren con la amplificacién del ADN (Souza et al.,

2007).

Los é&cidos desoxirribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN) son polimeros de nucleétidos
formados por un azucar de cinco carbones (desoxirribosa en el ADN y ribosa en el ARN),
una base nitrogenada (que puede ser adenina, timina, citosina, guanina o uracilo) y una
molécula de fosfato. EI ADN es la macromolécula que contiene la informacion genética de
las células procariontes, eucariontes y de los adenovirus. EI ARN esta involucrado en la
sintesis de proteinas y constituye el material genético de los retrovirus (Madigan et al.,

2000).
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Inicialmente en la extraccion de DNA es necesario llevar a cabo una lisis para liberar al ADN
del interior celular, para lo cual se utilizan los buffers de extraccion que contienen, 1)
detergentes, como sodio dodeal sulfato de sodio (SDS) a una concentracion final del 1% o
Triton X al 0.5%; 2) una molécula quelante (p. ej. EDTA, etilendiamino tetra acético, 50mM),
que tiene cuatro grupos carboxilo y dos grupos amino, cuya forma completamente
desprotonizada puede unirse a cualquier complejo metalico en solucién, quitando a los
cationes de la solucién para desestabilizar la membrana celular e inhibir a las ADNasas; 3)
sales (p.gj. cloruro de sodio, NaCl 20mM), que forman una capa idnica suave que recubre
al ADN protegiéndolo y ayudando a evitar su degradacion; 4) Tris-HCl 20mM con pH entre
7.5 y 8.2 para mantener el pH de la solucion estable; 5) proteinasa K o lisozima

(concentracion final 0.05 mg/ml ) para degradar proteinas o enzimas (Souza et al., 2007).

En la siguiente figura 5 se describe de manera general el proceso de analisis del

metagenoma de una muestra ambiental.

soi.

Indirect cell lysis Direct cell lysis
Purification and fragmentation of DNA
= L l e P

Cloning and transformation of host cells
o) o) ) o]

Metagenomic library

Functional Sequence-based
screening screening
o o o o T
TO)» s O] = O
o= | | ol

Figura 5. Protocolo general de analisis del metagenoma de una muestra de suelo. En un primer paso
se aisla el suelo que se desea estudiar y se extrae el DNA metagendmico para luego realizar la
construccion de libreria Metagenémica.

Fuente: Exploring research frontiers in microbiology: the challenge of metagenomics in soil
microbiology (Mocali & Benedetti, 2010).
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Durante este paso con buffer de extraccion es comuin someter la muestra a tres o cuatro
ciclos de incubacion a temperaturas entre los 50 °C y 70 °C alternados con agitacion de la
muestra (manual, con vortex o en homogenizadores celulares utilizando micro esferas) e
incubacién a 4 °C. La temperatura de incubacion no puede ser mayor a los 80 °C, ya que a
esta temperatura se comienza a degradar el ADN. Estas incubaciones facilitan la ruptura
de lipidos en la membrana celular, permitiendo la liberacién del ADN de la estructura celular.
Posteriormente, resulta necesario tratar las muestras con dos extracciones de fenol para
eliminar las proteinas (como nucleasas); para ello se agrega de fenol el mismo volumen de
la muestra, se mezcla bien (vértex), se centrifuga a 10,000 rpm (tres minutos), recuperando
el sobrenadante con cuidado de no acarrear las proteinas que quedan en la interface

(Souza et al., 2007).

Después de la extraccion con fenol, es comun llevar a cabo otra extraccion con cloroformo
para acabar de limpiar la muestra de cualquier residuo lipidico. Una vez mas, hay que
agregar igual volumen de cloroformo que el de la muestra, mezclar bien (vértex) y
centrifugar para recuperar el sobrenadante. Una vez concluido este paso, se lleva a cabo
la precipitacion del ADN con etanol absoluto y con una sal a concentracion alta (Souza et

al., 2007).

Por otra parte, el alcohol en la solucibn de precipitacion se utiliza para remover la
concentracion residual de sales y promover la precipitacion del acido nucleico. Cuando se
trata de muestras con baja concentracion de acidos nucleicos, comunmente se utiliza un
volumen de muestra de isopropanol, en lugar de dos volimenes de muestra cuando se
trabaja con etanol. La precipitacion del ADN es casi inmediata en presencia de la sal y el
alcohol, sin embargo se recomienda incubar la muestra durante 20 minutos a -80 °C o

durante 45 minutos a -20 °C. Posteriormente, se centrifuga la muestra (15 minutos a 10,000

19



rpm), se remueve la fase acuosay se lava la pastilla de ADN con etanol al 70% para eliminar
todas las sales que permanezcan en la solucion. Las muestras se vuelven a centrifugar (un
minuto a 10,000 rpm), se elimina el etanol y se deja secar el ADN (15 minutos a 37 °C 6 a
30 minutos a temperatura ambiente) hasta que no haya mas trazas de alcohol, (Souza et

al., 2007).

Los protocolos de extraccién del DNA se dividen en dos tipos directas o indirectas, y va
dependiendo de la finalidad de estudio que se quiera realizar. La diferencia de cada
protocolo radica de lo se vaya a realizar, es decir extraer el DNA directamente de la muestra
ya sea suelo, agua animales o plantas, permitiendo una evaluacién total de todos los
microorganismos presentes en cualquier entorno, abarcando tanto microorganismos
cultivables como no cultivables mientras que la otra técnica se extrae el DNA solamente de
microorganismos cultivables por la opcidn de realizar una incubacioén en un medio de cultivo
nutritivo donde la muestra serd depositada y a partir de ahi realizar la recoleccién de
microorganismos para la extraccidon metagenomica del DNA conlleva a recaer que solo
ciertos microorganismo puede llegar a ser aislados y del cual solo es especifico del que ser

requiere investigar (Delmont et al., 2011).
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3.6 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La electroforesis es el estudio del movimiento de moléculas cargadas en un campo
eléctrico, y se emplea particularmente para la caracterizacion y analisis de polimeros
bioldgicos cargados. En esta electroforesis el medio de soporte utilizado es la agarosa,
producto extraido de algas marinas, y que forma una matriz gelatinosa al polimerizar sus
mondmeros de galactopiranosa en una solucion amortiguadora altamente iénica. Los
acidos nucleicos se pueden separar en funcion de su peso molecular y de su conformacion
(circular, circular hendida, lineal, superenrrollada, mono/bicatenario), asi como de la
concentracion de la agarosa. La separacion efectiva de los fragmentos de ADN dependen
entonces tanto de la masa como de la carga de los distintos fragmentos en realidad es una

relacion carga-masa (Yafnez, 2007).
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V. JUSTIFICACION

Una de las técnicas mas importantes y cruciales en el analisis metagendmico es el proceso
de extraccion del ADN metagendémico debido a que es una herramienta importante en el
area de ecologia molecular, la cual permite explicar los cambios en la estructura y funcién
de las comunidades microbianas en diferentes ecosistemas (suelo, aire y agua), a través
del tiempo y conocer las perturbaciones que sufren este tipo de ambientes por las
actividades antropogénicas. Sin embargo este tipo de investigaciones son pocas en el
estado de Chiapas, por lo que en este estudio se establecen distintas técnicas para evaluar
y analizar DNA metagendmico en suelos provenientes de diferentes ecosistemas y
agroecosistemas de tal manera que un futuro se obtendré informacion de gran importancia
relacionada con la identificacion de los microorganismo presentes y sus funciones en
diferentes ciclos biogeoquimicos en los ecosistemas en el estado de Chiapas, México. El
cual cuenta con una gran rigueza natural y biodiversidad de ecosistemas y

ag roecosistemas.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Establecer 2 métodos diferentes de extraccibn de DNA metagendmica de suelos

provenientes de diferentes ecosistemas del Chiapas.

5.2 Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de suelos en diversos ecosistemas en

el estado de Chiapas.

Establecimiento de diferentes métodos de extraccion de DNA metagendmica en

suelos caracterizados del estado de Chiapas.

Evaluar y comparar la calidad del DNA metagendmica de los suelos de los diferentes

ecosistemas de Chiapas para su empleo en la realizacion de PCRs.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Descripcion de las areas de estudio

Para la realizaciébn de este trabajo se llevaron a cabo muestreos de diferentes sitios

experimentales que se indican en el cuadro 2, los cuales fueron seleccionados considero

gue sean sitios representativos de un ecosistema y contrastantes con otros como son 1) la

zona de manglares ubicada cerca de la costa del municipio de Tonala, 2) el volcan

Chichonal como un ecosistema de un suelo extremo ubicado en colindancia con el

municipio de Pichucalco, 3) un ecosistema forestales, ubicados en el municipio de Huixtan

este por contener una amplia zona de bosques con grandes cantidades de materia organica

y 4) un suelo de un agroecosistemas ubicado en el municipio de la concordia.

Cuadro 2. Localizacion, clima, y caracteristicas de los sitios experimentales de diferentes

ecosistemas del estado de Chiapas*.

Sitio Experimental

Concordia

Huixtan

Tonala

Pichucalco

Coordenadas
Geograéficas

16°01" 55" N
92°50" 54" O

16° 40 30
92° 29°00”

Oz

15°57° 30" N
93°49° 05" O

17°19° 00
93° 00" 00

oz

Tipo de suelo
predominante

Leptosol

Luvisol

Leptosol

Luvisol

clima

Calido
subhumedo

Templado
himedo

Célido
subhimedo

Céalido humedo

Tipo de
vegetacion

Bosque, selva,
pastizal inducido
y sabana.

Bosque y
pastizal inducido

Selva, manglar,
pastizal
inducido, y
sabana.

Selva, pastizal
inducido, tular y
area sin
vegetacion

Uso del Suelo

Agricultura,
pastizal
cultivado, y
zona urbana

Agricultura 'y
zona urbana.

Agricultura,
Pecuario.

Agricultura,
pastizal
cultivado, y
zona urbana

Temperatura y
precipitacion
anual

14 - 26°C/

1 000 -4 000
mm.

14 — 22°C/

1200 — 2000
mm.

14 - 30°C/
1200 — 3500 mm.

20 — 28°C / 2500~
4500 mm.

*Fuente: Prontuario de informacién geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos, Chiapas (INEGI).
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Figura 6. Mapa del estado de Chiapas donde se muestran algunos sitios experimentales. A) Tonala y B) Volcan
Chichonal, Pichucalco (Imagenes tomadas de Google Maps, 2015).

6.2 Muestreo de suelos

La técnica de muestreo empleada para la realizacion de este protocolo es de muestreo
simple el cual se explica brevemente, dicha técnica consiste en la obtencién de una
muestra compuesta (mezclas de varias submuestras), se asegura la representatividad de
las muestra en una misma area por cada punto de muestreo. Los pasos para realizar este

tipo de muestreo fueron los siguientes:

6.2.1 NUmero de submuestra

Cada muestreo se constituyé por un numero de submuestra segun el siguiente criterio

toméandose de 3 a 6 submuestra por cuadro o parcela.
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6.2.2 Seleccidn de los puntos de extraccion de cada submuestra

Se debe elegir algtn patron de recorrido dentro de cada area homogénea, antes de efectuar

la extraccion de las submuestra, como se observa en la Figura 7.

T o] 7 oFis
°oie : ° o:‘ o, ’): v 'h-.‘
e e . '; 'f".; \b\_:
oie E ° s o ,° o, SR,
CUADMICLAA 1G-1AG DLAGONALES SINUOSA

Figura 7. Punto representativo de un area de muestreo.

La toma de muestra se realizé en forma diagonal formando un area cuadrada de alrededor
de 1 metro? y tomandose el muestreo en forma diagonal obteniéndose 3 puntos de
extracciones, cabe destacar que en algunas zonas se tomaron solo 2 puntos de extraccion

debido a las condiciones del area de muestreo.

6.2.3 Profundidad de muestreo

Se consideré la profundidad en la que hay mayor desarrollo de raices o césped, como

orientacion por lo que se tomé en consideracion las siguientes medidas:

Césped, invernaculo, viveros y suelo maritimo de 0 a 15 cm.
Pradera, cultivos tradicionales: capa arable 0 - 20 cm.

Frutales, forestales: 0 — 20.

6.2.4 Extraccion de las submuestra

Se comenzo por la eliminacion de la cobertura vegetal u hojarasca en cada punto elegido

y, con una pala limpia (libre de 6xido y/o agroquimicos), se realizé un corte en el suelo en

26



forma de V, arrojando la primera palada a un costado. En la segunda palada se saca la

profundidad de muestreo (10- 15 cm).

6.2.5 Cuarteo y obtencion de la muestra compuesta

Una vez que se fue obtenida la ultima submuestra, se juntaron y colocaron dentro de una
bolsa de plastico limpio (figura 8), obteniéndose un peso final de 0.5 a 1 kg de muestra de
suelo, cada una de las muestras fueron almacenadas y transportadas dentro de una hielera

a una temperatura de -2 a 4 °C.

Figura 8. Mezclado de una mismo punto de muestro.

6.3 Caracterizacion fisicoquimica de suelos

La caracterizacion fisicoquimica y el procedimiento experimental en el establecimiento de
métodos para la obtencion de DNA metagendmico, fueron realizados en el Laboratorio de
Biologia Molecular, del Polo Tecnoldgico Nacional para el Desarrollo de Investigacion y

Pruebas Analiticas en Biocombustibles del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG).

Para la preparacion de las muestras los suelos fueron secados al aire libre y se extendieron
sobre una superficie plana y puestos al sol mezclandolo continuamente, el tiempo de

exposicion dependié del tipo de suelo hasta obtener un suelo seco el cual fue tamizado
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para eliminar cualquier tipo de basura como ramas, hojas o piedras. Los pardmetros que se
determinaron en la caracterizacion fisicoquimica de los suelos se muestran en el siguiente

cuadro:

Cuadro. 3 Parametros determinados en suelos y el tipo de método empleado.

Determinacion Método

Humedad Método Gravimétrico

pH Potenciémetro (Thomas, 1996).
Conductividad Eléctrica (CE) Conductimetro (Rhoades et al., 1989).
Capacidad de Retencién de Agua (CRA) Método Gravimétrico (Gee y Bauder, 1986).
Textura Densimetro de Bouyoucos

La caracterizacion fisicoquimica fue propuesta por Ruiz-Valdiviezo et al. (2010). El pH se
realiz6 mediante una saturacion de suelo con agua estéril libre de sales en una relacion
(2:2.5) y se midio con un potenciometro. La conductividad eléctrica se realiz6 mediante una
solucion saturada de suelo con agua y pasado de las 24 horas se midi6 la conductividad
eléctrica. La capacidad de retencion de agua se realiz0 saturando la muestra con agua
estéril libre de sales colocada en embudo y luego de 24 horas se realiz6 la medicidn por
método gravimétrico Sin embargo también se hicieron para este proyecto las
determinaciones del contenido de Nitrdgeno totales y Carbono Organico en cada tipo de

suelo.
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6.4 Protocolo de extraccion de ADN metagendmico en suelos

Estos métodos se caracterizan en que las soluciones requeridas son elaboradas en el
laboratorio y pueden ser modificadas segun requerimientos particulares. La extraccion de
DNA por estos métodos combina procesos quimicos, fisicos y mecénicos e incluye

basicamente tres pasos (Souza et al., 2007):

. Lisis celular
. Eliminacion de proteinas
. Precipitacion y limpieza del DNA

Los métodos de extraccion de DNA presentan algunas ventajas y desventajas respecto a
otros métodos: son econdmicos, nNnoO Se manejan compuestos quimicos téxicos o
contaminantes al ambiente y se obtienen grandes cantidades de DNA; pero por otro lado,
la pureza del DNA no es absoluta ya que pueden obtenerse células incompletas y la

absorcion del DNA (Souza et al., 2007).

Metodologia Propuestas para Extraccion de DNA metagendmico

a) Método de Hoffman-Winston (1987).
b) Método de Lisis enzimatica (Bello-Lopez, 2014).

Para la aplicacion de ambos protocolos se requirié de una serie de precauciones para no
contaminar las muestras con &cidos nucleicos extrafios u algun otro contaminante. La
portacién de guantes y cubre bocas para proteccion personal asi como evitar contaminar
las muestras y uso total de materiales y soluciones estériles. Es necesario trabajar en

condiciones estériles y limpiar las areas de trabajo con disolventes.
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6.4.1 Método de extraccion de DNA metagendmico en suelo con solucion de

Hoffman-Winston.

6.4.1.1 Preparacion de la muestra

Para poder pesar las muestras almacenadas a -2 °C se dejaron con anterioridad a
temperatura ambiente del cual se pesé 0.5 gramos de muestra de suelo en tubos Falcon®

de 15 ml.

6.4.1.1.1.-Eliminacion de materia organica

Para la eliminacion de materia organica o acidos humicos, se realizaron lavados con
pirofosfatos 0.15 M, se adicionaron 15 ml de pirofosfato de sodio al tubo y se agitaron en
vortex durante 10 minutos para luego ser llevado a centrifugar a 4000 rpm durante 10

minutos a 25 °C. Los lavados se repitieron hasta obtener un sobrenadante transparente.

6.4.1.1.2.- Eliminacién del exceso de pirofosfato de sodio

Para eliminar el exceso de pirofosfato de sodio, se adicionaron 15 ml de buffer de fosfato
sodio a pH 8 y agitaron en vortex hasta resuspenderlos y luego se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 minutos a 25 °C y se eliminé el sobrenadante, este paso se realiz varias veces
hasta considerar la eliminacion del exceso de pirofosfato mediante la visualizacion del

liguido viéndose transparente.

6.4.1.2.- Método de Extraccién de Hoffman-Winston.

A las muestras se le agreg6 700 pul de solucién lisis de Winston, un volumen de arena estéril
y se llevd a resuspender en vortex a velocidad maxima durante 15 minutos y se centrifugd

a 13000 rpm durante 10 minutos a 25 °C.
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6.4.1.3.- Eliminacion de Proteina y Purificacién de DNA Metagendmico

6.4.1.3.1.- Setransfirid la fase acuosa del paso anterior a un Eppendorf® nuevo de 1.5 ml,
y del cual se agregron 200 ul de EDTA a 0.5 M a pH 8 y un volumen de 200 ul de acetato
de potasio a 5 M pH y se incubo durante 30 minutos a 4 °C. Pasado el tiempo de
incubacion, el tubo se centrifugo a 13000 rpm, 10 minutos a 4°C y se transfirid el

sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 ml.

6.4.1.3.2.- Para la eliminacion de exceso de proteinas, se realizaron lavados afiadiendo 400
ul de solucién de Cloroformo:Alcohol-Isoamilico 24:1 y agitando en vortex durante unos 15
segundos y centrifugando a 13 000 rpm durante 10 minutos a 25 °C, luego se transfirio la
fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf®, en este paso se debe transferir la capa superior
evitando absorber la fase organica, en caso de haber absorbido la fase orgéanica devolver

el contenido al tubo Eppendorf® anterior y repetir la centrifugacion.

6.4.1.3.3.- Repetir dos lavados mas de solucion Cloroformo: Alcohol-Isoamilico 24:1.

6.4.1.3.4.- A la fase acuosa recuperada se le agregaron un volumen 1:1 de solucion PEG
al 13%, para precipitar el DNA metagendmico y se agito en vortex y se dejaron incubar

durante 48 horas a -20 °C.

6.4.1.4.- Purificacién y obtencién del DNA metagendémico

Se descongeld la muestra a una temperatura de 4 °C y centrifugé a 13 000 rpm a 4°C
durante 10 min., se decantd el sobrenadante teniendo mucho cuidado de no eliminar la
pastilla de DNA., y se realizo un lavado con etanol al 70%. Se Centrifugo 13000 rpm a 4°C
durante 10 minutos y se elimind el exceso de etanol y después se dejo secar la pastilla
durante 15 minutos, por Ultimo se resuspendié la muestra de DNA metagendmico con 40 pl

de agua inyectable estéril.
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6.4.2 Método de extraccion de ADN metagendmico en suelo con solucion de Lisis

Enzimatica

6.4.2.1. Preparacion de la muestra

6.4.2.1.1.- Para poder pesar las muestras almacenadas a -2 °C se dejaron con anterioridad
a temperatura ambiente del cual se pesaron 0.5 gramos de muestra de suelo en tubos

Falcon® de 15 ml.

6.4.2.1.2 Eliminacion de materia organica

Para la eliminacion de materia organica o acidos humicos, se realizaron lavados con
pirofosfatos de sodio 0.15 M, se adicionaron 15 ml de pirofosfato al tubo y se agit6é en vortex
durante 10 minutos para luego ser llevado a centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos a

25 °C. Los lavados se repitieron hasta obtenerse un sobrenadante transparente.

6.4.2.1.3 Eliminacion del exceso de pirofosfato

Para eliminar el exceso de pirofosfatos se adicionaron 15 ml de buffer de fosfato de sodio
a pH 8 y agitaron en vortex hasta resuspender y luego se centrifugaron a 4000 rpm durante
10 minutos a 25 °C y se elimind el sobrenadante, este paso se realiz6 varias veces hasta
considerar la eliminacion del exceso de pirofosfato mediante la visualizacion del liquido

viéndose este transparente.
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6.4.2.2. Lisis Enzimatica

Al suelo lavado se le agregaron 1000 pl de buffer para lisozima y 80 ul de lisozima e
incubaron a 37 °C durante 1 hora. Después se adicionaron 1000 yl de SDS al 10% y 0.1 g
de arena estéril, agitdndolo en vortex durante 15 minutos y se centrifugaron a 13 000 rpm
durante 10 minutos a 25 °C, después transfirié la fase acuosa a un Eppendorf® nuevo de

1.5 ml.

6.4.2.3. Eliminacién de Proteina y Purificacion de DNA Metagendmico.

3.1 Se transfirid la fase acuosa del paso anterior a un Eppendorf® nuevo de 1.5 ml, y se
agregaron 200 pl de EDTA a 0.5 M a pH 8 y un volumen de 200 pul de acetato de potasio a
5M pH y se incubd durante 30 minutos a 4 °C. Pasado el tiempo de incubacion se
centrifugo a 13000 rpm, 10 minutos a 4°C y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo

de Eppendorf de 1.5 ml.

6.4.2.3.2 Para la eliminaciéon de exceso de proteinas, se realizaron lavados afiadiendo 400
ul de solucién de Cloroformo:Alcohol-Isoamilico 24:1 y agitando en vortex durante unos 15
segundos y centrifugando a 13 000 rpm durante 10 minutos a 25 °C, luego se transfirio la
fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf®, en este paso se debe transferir la capa superior
evitando absorber la fase organica, en caso de haber absorbido la fase orgéanica devolver

el contenido al tubo Eppendorf anterior y repetir la centrifugacion.

6.4.2.3.3 Repetir dos lavados més de solucion Cloroformo: Alcohol-Isoamilico 24:1.

6.4.2.3.4 A la fase acuosa recuperada se le agregaron un volumen 1:1 de solucién PEG al
13%, para precipitar el DNA metagendmico y se agito en vortex y se dejaron incubar durante

48 horas a -20 °C.
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6.4.2.4. Purificacion y obtencion de DNA metagendémico

Se descongeld la muestra a una temperatura de 4 °C y se centrifugaron a 13000 rpm a 4°C
durante 10 min., se decant6 el sobrenadante teniendo mucho cuidado, de no eliminar la
pastilla de DNA 'y se realiz6 un lavado con etanol al 70%. Se Centrifugo a 13000 rpm a 4°C
durante 10 minutos y se elimind el exceso de etanol y se dej6 secar la pastilla durante 15
minutos, por ultimo se resuspendié la muestra de DNA metagenomico con 40 ul de agua

inyectable estéril.

6.5 Comprobacion y cuantificaciéon de la extraccion de DNA metagenémico
mediante: Electroforesis en gel de agarosa y uso de equipo para cuantificar

“Nanodrop 3300”.

Para la Verificacion de la calidad de DNA metagendmico, se realiz6 mediante electroforesis
en placa de gel de agarosa al 0.8 %, colocandose una relaciéon 6:2 pl de muestra (DNA
metagendmico) y Syber Green o buffer de carga. La electroforesis se realiz6 a 80 volts
durante 35 minutos, empledndose una solucion amortiguadora de TAE 1X; una vez
terminado se llevd a visualizar a un transluminador UV y se documentaron los resultados

mediante un fotodocumentador de imagenes.

Luego de la verificacion y confirmacién de DNA mediante electroforesis, la cuantificacion
del DNA extraido y su calidad se realiz6 preparando previamente una solucion de 200 L
de TE 1X con picoGreen (1:200), mezclando una alicuota de muestra con solucion
previamente preparada, posteriormente se lee y cuantifica respectivamente en el equipo
“nanodrop 3300” de la marca thermoScientific y la visualizacion de los datos
computarizados se analizaron en un equipo de computo de la marca “Fujitsu Siemens

lifebook”.
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Sitio de
muestreo

Concordia

Huixtan

Tonala

Pichucalco

VII. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion fisicoquimica de suelos

Las caracteristicas fisicoquimicas de los diferentes suelos se presentan en la cuadro 4. El
contenido de humedad se encontré en el rango de 4 a 37%, el pH se encontré en un rango
de entre 4.5 a 6.8. Con respecto al contenido de carbono organico el suelo salino del sitio
de muestreo de Tonal& contiene mayor proporcion y el que presentd bajo contenido fue el
tipo de suelo forestal del sitio de muestreo Huixtan, mientras que el contenido de nitrégeno
lo presentdé en mayor cantidad el suelo nativo del sitio de muestreo de la concordia, en
cuanto a la textura del suelo el tipo franco arenoso se presentd en 3 sitios de muestreo,
para los tipos de suelos como el nativo, el salino y el volcanico, asi mismo la Unica
diferencia de textura la present6 el sitio de muestreo Huixtan con el tipo de textura franco

arcilloso.

Cuadro 4. Caracteristicas fisicoquimicas de suelos y sedimentos empleados para la extraccién de

DNA metagenomico.

Muestras de Humedad pH CE (dSm?) CRA C Organico N total
ecosistema (%) (gH20/kg (TOC)

suelo seco) (g C/ kg (g N/kg

suelo suelo
seco) seco)

Agroecositema  5.99 6.77 0.431 0.41 9.65 1.77
(Nativo)
Forestal 4.95 487 ND 0.741 5.05 0.22
Manglar 37.69 6.22 2.3 0.8946 77.20 0.48
volcénico ND 4.2 ND ND 31.3 0.70

CE= Conductividad Eléctrica; ND = No determinado
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7.2 Extraccion de DNA metagendmico

Se extrajo DNA metagendémico en diferente sitios de muestreo del estado de Chiapas, y
mediante una electroforesis de DNA en gel de agarosa al 0.8 % se verificd la eficiencia de
los métodos propuestos y la presencia de DNA metagendémico (Figura 9). Es importante
destacar que para el andlisis de la comunidad microbiana del suelo, es esencial disefar
protocolos que permitan obtener DNA metagenémico de alta calidad y un rendimiento
apropiado para su posterior amplificacion y secuenciacion mediante diferentes plataformas

de analisis de secuencias.

M12 34 56 7 8 9101112 13 14

Figura 9. Electroforesis de gel de agarosa de la extraccion de DNA metagendmico de suelos.(M) marcador 1
Kb plus, (1) suelo nativo #1 método de Lisis enzimatica, (2) suelo nativo #1 método de Hoffman-Winston, (3)
suelo forestal #1 método lisis enzimatica, (4) suelo forestal #1 método de Hoffman-Winston (5) suelo forestal #2
método lisis enzimatica (6) suelo forestal #2 método Hoffman-Winston, (7) suelo #1 salino método Lisis
enzimatica, (8) suelo salino #1 método Hoffman-Winston, (9) suelo #2 salino método Lisis enzimatica, (10) suelo
salino #2 método Hoffman-Winston, (11) suelo volcanico #1 método lisis enzimatica, (12) suelo volcanico #1
método Hoffman-Winston, (13) suelo volcanico #2 método lisis Hoffman-Winston, (14) suelo volcanico #2

método lisis enzimatica.

De los métodos de extraccion establecidos, el método enzimético (en los carriles 1, 3, 5, 7,
9, 11,14) fue el que permiti6 visualizar bandas de DNA metagenémico con una mayor

intensidad, sin embargo se puede indicar que en el carril 7 el DNA se observa con intensidad
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tenue, mientras que con el método Hoffman-Winston (1987), (carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12) se
visualizaron bandas de DNA metagendémico con mucha menor intensidad. Asi mismo el
DNA metagenémico del sedimento volcanico present6 una baja intensidad de banda hasta
el punto no se verse ninguna banda (carril 13) comparado con el DNA extraido de las otras

muestras ambientales.

Para comprobar que ambos métodos propuestos son eficientes se realizaron nuevamente

todas extracciones que continuacion se presenta en la siguiente figura 10.

M 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 1314

Figura 10. Electroforesis de gel de agarosa de la extraccion de DNA metagendmico de suelos.(M) marcador 1
Kb plus, (1) suelo nativo #1 método de Lisis enzimatica, (2) suelo nativo #1 método de Hoffman-Winston, (3)
suelo forestal #1 método lisis enzimatica, (4) suelo forestal #1 método de Hoffman-Winston (5) suelo forestal #2
método lisis enzimatica (6) suelo forestal #2 método Hoffman-Winston, (7) suelo #1 salino método Lisis
enzimatica, (8) suelo salino #1 método Hoffman-Winston, (9) suelo #2 salino método Lisis enzimatica, (10) suelo
salino #2 método Hoffman-Winston, (11) suelo volcanico #1 método lisis enzimatica, (12) suelo volcanico #1
método Hoffman-Winston, (13) suelo volcanico #2 método lisis Hoffman-Winston, (14) suelo volcanico #2
método lisis enzimatica.

En la figura anterior es posible comprobar que ambos métodos propuestos tuvieran un
eficiencia en extraer DNA metagenomico y se ve reflejado en las bandas de mayor y menor
intensidad. Por lo que se implement6 el Ultimo paso que es la cuantificacién (concentracion)

del producto crudo obtenido de DNA metagendmico en todas las muestras.
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7.3 Cuantificacion de DNA

El DNA metagendmico se cuantifico para conocer la concentracion, que se obtuvo de cada
una de las muestras y estas se analizaron con el equipo “nanodrop 3300”, como se muestra
en el cuadro 5.

Cuadro 5. Concentracion de DNA metagenomico (ug/mL) en diferentes suelos y sedimentos del

estado de Chiapas.

Muestra Método de extraccion Concentracion de DNA (pg/mL)
Suelo Nativo 1 Lisis enzimatica 6.20
Suelo Nativo 1 Hoffman-Winston 141.61
Suelo Forestal 1 Lisis enzimética 58.91
Suelo Forestall Hoffman-Winston 63.72
Suelo Forestal 2 Lisis enzimética 12.73
Suelo Forestal 2 Hoffman-Winston 35.51
Suelo Manglar 1 Lisis enzimatica 3.60
Suelo Manglar 1 Hoffman-Winston 14.32
Suelo Manglar 2 Lisis enzimatica 36.34
Suelo Manglar 2 Hoffman-Winston 77.81
Suelo Volcanicol  Lisis enzimatica 24.63
Suelo Volcanicol  Hoffman-Winston 13.02
Suelo Volcanico 2 Lisis enzimatica 61.20
Suelo Volcanico 2 Hoffman-Winston 51.32
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En el cuadro anterior se presentan las cuantificaciones de DNA para ambos métodos se
indica que para una misma muestra se emplearon ambos métodos y que dichos resultados

se comparan individualmente de cada punto de los diferentes suelos.

Se encontro que el método de Hoffman-Winston (1987) obtuvo mas concentraciones en las
mayorias de la muestras de las diferentes ecosistemas (cuadro 5) y que en cuestién con el
método de lisis enzimética se mantiene un bajo perfil de concentraciones. Por lo tanto
vemos que sin ninguna duda ambos métodos presentan una eficiencia diferente pero que
proporcionan resultados en cuanto a la lectura del analisis de concentraciones de producto
de DNA metagenomico en los diferentes suelos de distintos ecosistemas y del

agroecosistema.
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VIII.  DISCUSION

Para establecer los protocolos de extraccion de DNA metagenémico se utilizaron dos
métodos diferentes para aislar el DNA de la comunidad microbiana (metagenoma). El
método de lisis enzimatica reportado por Bello-Lépez (2014) y el método de Hoffman-
Winston (1987) se emplearon en 14 diferentes muestras de suelos; provenientes de 3

distintos ecosistemas incluyendo un agroecosistema.

Los suelos que se trabajaron en este proyecto se consideran de gran interés debido a que
aportan una vasta informacion de la microbiota que se encuentran en estos. Por tanto la
diversidad microbiana en suelo ha demostrado ser un repositorio de microorganismo,
nuevos genes y via metabdlicas y su produccién, por lo que la incapacidad de emplear
técnicas de cultivos a nivel laboratorio nos limita en el entendimiento de los nicho ecoldgicos

e importantes enzimas u otros biomoléculas (Herndndez- Ledn et al., 2010).

8.1 Caracteristicas fisicoquimicas de suelos

Las propiedades fisicoquimicas juegan un papel importante en los procesos
biogeoquimicos del suelo, los cuales pueden ser estudiados y analizados por que influyen

en gran parte en la microbiética de la ecologia microbiana (Simon et al., 2013).

El sedimento volcénico (Chichén) tuvo un pH con un valor de 4.2 por lo que esta se
considera una muestra acida. Este valor se encuentra dentro del rango reportado en afios
recientes por Cuoco et al. (2013) para el mismo sitio experimental quienes encontraron

valores de pH en el rango de 2.6 a 4.3.
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En el caso de suelos de manglares se obtuvo un pH de 6.2, lo que indica una tendencia
ligeramente acida; este valor es similar a lo reportado en otros estudios en manglares del
pais en los que se reportan rangos de pH que oscilan entre 5.0 y 6.5 (Moreno et al., 2012).
En el caso para suelos marinos la salinidad y la temperatura van de la mano ya que en la
zona costera, en las lagunas litorales y en las areas donde los rios desembocan en el mar
formando los esteros, la salinidad se presenta baja descendiendo desde la boca hasta su
interior. Lo que presenta una variacién estacional notable ya que disminuyen en la época de
lluvias y aumenta en la de sequia he aqui haciendo un hincapié no solamente en esta propiedad
fisicoquimica (Cifuente et al., 2011), sino también para la conductividad eléctrica, en la cual
se obtuvo un valor de 2.3 dSm™. Seguln la NOM-021-RECNAT-2000, determina que este
suelo puede considerarse ligeramente salino. Ya que este valor es aproximadamente 1.7
veces menor al reportado en suelos de manglares del estado de Tabasco donde los valores

de la conductividad eléctrica (CE) son mayores a 4 dSm* (Moreno et al., 2002).

El suelo forestal tuvo un pH de 4.87 por lo que este podra considerarse un suelo &cido.
Este valor obtenido puede estar influenciado por la cantidad de agua y de sales que estan
disponibles, ya que estos suelos almacenan una gran cantidad de materia organica debido
a la presencia de hojas y pastos, los cuales retienen demasiada humedad. Segun la NOM-
021-RECNAT-2000, los suelos con un 16% o mas de materia organica en todo el perfil de

suelo son denominados turbosos.

Un suelo agricola es aquel que se considera suelo apto para siembra y cultivo con poca
salinidad (NOM-021-RECNAT-2000), dicho esto en el suelo nativo del municipio de la
concordia se encontré con un pH aproximado de 6.7 considerado neutro y con una

conductividad eléctrica de 0.431 dSm.
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En lo que respecta a la cantidad de carbono organico y nitrégeno total, esta se determiné
para comparar la disponibilidad de estos en diversos ecosistemas, incluido un ecosistema
agricola con valores ya reportados. El mayor contenido de carbono organico se observé
en el suelo de manglar con un valor de 77.20 g C/ kg de suelo, mientras que su contenido
de nitrégeno total fue de 0.48 g N/kg de suelo seco. Moreno et al., en 2002 reportaron que
la disponibilidad de carbono organico en manglares del estado de Tabasco fue de 47.10 g
C/ kg de suelo seco y que acumulacion de carbono organico en suelos himedos es
primeramente resultado del balance de dos procesos: la fijacién de carbono a través de la
fotosintesis y la pérdida por descomposicion; los promedios de fotosintesis son mas altos
que en otros ecosistemas y el promedio de descomposiciéon es mas lento debido a las
condiciones anaerdbicas, por lo que la materia organica tiende a acumularse. Si bien el
suelo al ser drenado y es expuesto a condiciones aerdbicas, este degrada la vegetacion y
se oxida durante el proceso por lo que se acelera la liberacion de carbono (Moreno et al.,

2002).

Si bien la degradacion de hojas, raices o material organico depende en gran parte de la
situacion del suelo cuando caen las hojas, si el manglar esta inundado, la degradacion es
rapida debido a que disminuye el impedimento en la movilizacién de nutrientes para los
microorganismo y acelera la degradacion de materia organica y aumenta la disponibilidad
de carbono orgénico (Orihuela et al., 2004). En el caso del carbono organico del sedimento
volcéanico, este fue de31.3. g C/ kg de suelo, mientras que el contenido de nitrégeno total
fue de 0.70 g N/ kg de suelo, los cuales son valores mayores en comparacion con los
contenidos de carbono y nitrégeno de suelos como el forestal y el agricola, debido a que
en este tipo de suelo predominan altas cantidades de sales (cloruros y sulfatos ) lo cual

impiden la disponibilidad de materia organica al degradarse por autolisis (proceso que se
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inicia por la alta salinidad y elevadas temperaturas) y disminuye los niveles de carbono y

nitrégeno (Armienta et al., 2014).

Sin embargo uno de los suelos que presentdé bajos niveles de carbono orgénico fue
precisamente el suelo agricola (nativo) con un contenido de 9.65 g C/ kg de suelo, sin
embargo, para el caso del contenido de nitrogeno total, este present6 el valor mas alto y
fue de 1.77 g N/kg de suelo. Tanto los valors de C como de N coinciden con lo reportado
por Ruiz-Valdiviezo et al., en 2010 en suelos agricolas de Cintalapa, Villaflores y Zapotillo
con valores que oscilan entre 5.0y 22.8 g C/kg de suelo y de igual forma coincide para el
caso del N con valores de 0.5 a 1.9 g N/kg de suelo. Para el caso del ecosistema forestal
este presentd un contenido de carbono organico de 5.05 g C/ kg de suelo, mientras que el

del nitrégeno total fue 0.22 g N/kg de suelo.

8.2 Extraccion de DNA metagendmico

En cuanto a los métodos de extraccion de DNA metagendmico debe recordarse que los
principales requisitos para cualquier protocolo que se utiliza para el estudio metagendmica
son la extraccion de ADN de alto peso molecular con lisis adecuada de microorganismos y

DNA libre de inhibidores (Faria et al., 2014).

La calidad del DNA metagenomica depende de las cualidades del suelo: contenido celular,
el valor de pH y el contenido de &cidos humicos (Hirsch et al. 2010). Estas propiedades
pueden influenciar también los rendimientos del DNA extraido por lo que las diferentes
muestras podran presentar o no variacion notable o no en los rendimientos de DNA extraido
y esta variacion puede ser debida a las diferencias en las propiedades del suelo. Sagar et

al. (2013), reportaron que la influencia de un alto contenido de &cidos humico por la alta
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disponibilidad de materia organica puede interferir en la obtencion de una buena calidad en

el aislado de DNA matagendmico y en sus respectivos analisis.

En este trabajo se emplearon dos métodos de extraccidén optimizados para aislar una alta
concentracion de DNA. Uno de estos métodos se basa en el uso de la lisis enzimética en
combinacion con un buffer de extraccion, método con el cual se obtuvo una mayor

intensidad en las bandas (Fig. 9).

En el caso del método Hoffman-Winston (1987) solamente se empled el buffer de
extraccion seguido de lisis mecénica. Este método en comparacion con el enzimético

presenta menor intensidades de bandas de DNA.

Sin embargo pese a haberse llevado una combinacién de diversos procesos de lisis celular,
mecanica y quimica, la eficiencia de los protocolos de extraccion se ve afectada debido a
las diferentes condiciones de suelos (Sharma et al., 2013) por lo que la pureza de DNA
varia de igual forma. El término pureza del DNA metagendmico puede indicar que una
electroforesis estara libre de contaminantes, es decir, siempre que no se aprecie ningun
signo o mancha de impureza dentro de la placa de gel. En ambos métodos se observé la
presencia de acidos humicos, en cual se observa en forma de barrido ubicado debajo de

las banda de DNA metagendmico (Fig. 8 y 9).

Como resultado de lo anteriormente mencionado se sugiere que para mejorar la calidad
del extracto de DNA metagenémico hay que reducir en su mayoria cualquier tipo de
contaminante mediante el uso y empleo de buffer acidos (cabe indicar que los acidos
humicos son solubles en pH bésico pero insolubles en acido), el uso de Tris-HCl a pH de 7-
8, ayuda a reducir los niveles de acidos humicos aunque no en su totalidad pero mejora en

tanto la calidad como el rendimiento de DNA extraido (Xie et al., 2012).
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8.3 Cuantificacion de DNA metagendémico

Para discutir la eficiencia de los métodos establecidos debe cuantificarse el rendimiento
total de DNA metagendmico extraido de las muestras de suelo espectrofotométricamente
para obtener valores que varian con respecto al método empleado. El rendimiento de DNA
obtenido con el método enzimatico se haya en un rango de 6.2 a 61.2 ug/mL, mientras que
con el método Hoffman-Winston (1987) se obtuvieron valores mucho mayores: 13.02 a
141.61 pg/mL. Islam et al. (2012) reportd que los métodos que utilizan lisis celular
enzimatica obtenian un alto de rendimiento de DNA metagendmico extraido en
comparacion a los métodos que utilizan lisis quimica y mecénica. Sin embargo en afios
recientes, los métodos en los que empleando solamente lisis quimica (buffer de extraccién)
seguido de una lisis mecénica han obtenido mejor rendimiento y un aislado con menor
cantidad de contaminantes (a4cidos humicos) (Sagar et al., 2013), por tanto se confirma que
el método de Hoffman-Winston que se emple6 en este proyecto dio mejores resultados en

las concentracion total de productos de DNA obtenidos.

En el cuadro 6 se compara los resultados del aislado de DNA metagendémico de este
proyecto de nuestro estado con otros protocolos de diferentes articulos y autores que ya se
han implementado donde se asemejan en cuanto a eficiencia de los métodoscon respecto
a la cantidad total de DNA metagenomico que se obtuvo de uno de los suelos que se

trabajo (suelo salino).
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Cuadro 6. Comparacion de la cantidad de DNA metagenomico aislado por protocolos optimizados
en diferentes suelo.

Método Tipo de suelo Cantidad de DNA (ug/mL)
Faria et al., (2014) Suelo rizosferico 0.73

Xie et al., (2012) Suelo de praderas 12.67

Verma & Satyanarayana (2011) | Suelo alcalino 17.31

Sagar et al., 2013 Suelo y sedimento (industrial) | 36.02

Metodos propuestos Suelo salino 33.01

Enfocandose en cada una de las muestras la concentracion total de DNA metagenomico
presenta de la siguiente manera: el suelo nativo del agroecosistema de la Concordia
presenta la mayor concentracion: 73.91 pg/mL, seguido de la muestra forestales de Huixtan
con 61.31 pg/mL, con respecto al suelo salino de manglar de la zona costera de Tonala se
obtuvo una concentracién de 57.07 pg/mL y finalmente la menor concentracion de DNA
se observo en el sedimento volcénico de Pichucalco con un valor de 56.36 pg/mL. Las altas
concentraciones de DNA metagendmico en suelo nativo y en suelo forestal se debe a que
predominan una alta cantidad de materia organica por la disposicion de pastizales y
bosques y una constante humedad (proveniente de rios, arroyo o lagunas) .En suelo de
manglar el rendimiento es notablemente inferior, lo cual puede deberse a la cantidad de
agua y salinidad presente en el suelo, lo cual impide un buen aprovechamiento y poca
aceleracion en la descomposicién del material organico (Moreno et al., 2002; Orihuela et

al., 2004).

46



En base a los resultados obtenidos y segun lo reportado por Islam et al., (2012) puede
afirmarse que el DNA bacteriano y sus huellas digitales estan relacionadas con las
propiedades fisicoquimicas del suelo: la conductividad eléctrica, que entre mas alta menor
el pH y mayor es disponibilidad de sales, la cual degrada la materia organica o impiden el
crecimiento de ciertos microorganismo, en tanto el contenido de carbono organico y
nitrdgeno total esta ligada con la cantidad de materia organica hallada en el suelo y se
enfoca en la degradacion de esta y su relacion con la actividades aerdbicas y anaerébicas;
por lo tanto estos factores son determinantes en la eleccién de los diferentes métodos de
extraccion de DNA metagenomico, por lo que estas propiedades afectan e intervienen en

la calidad y rendimiento del DNA.
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IX. CONCLUSION

Los protocolos propuestos para estas investigaciones son de gran importancia en medida
al desarrollo de técnicas para aislar DNA metagenomico de la diversidad microbiana y
biodiversidad en suelos, proponiéndose como herramienta alternativa a la metagendmica,

en suelos de diferentes ambientes ya sea extremo o inhdspito.

De los 2 protocolos establecidos se vio una efectividad de la extraccion y aislado de DNA
metagenomico, comprobandose que el método Hoffman-Winston permitié obtener una
mayor concentracion de DNA metagendmico (13.02 a 141.61 pg/mL) en comparacién con

la concentracion de 6.2 a 61.2 pg/mL obtenido con el método de enzimatico.

La cantidad de DNA metagendémico de los diferentes suelos de ecosistemas puede verse
influenciada tanto por el método utilizado y las complejidades de las caracteristicas

fisicoquimicas del suelo.
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