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RESUMEN

La informacion sobre la diversidad funcional (potencial metabolico) es esencial para la comprension del papel de las
comunidades microbianas en diferentes entornos. La metodologia de Biolog System® se introdujo en los estudios
ecologicos para estimar el potencial metabodlico de las comunidades microbianas, la cual se pueden determinar '
mediante la estimacion de un indice de diversidad funcional, que permite establecer comparaciones entre
comunidades distintas y seguir la evolucion de una comunidad en especifico frente a las variaciones de

las condiciones ambientales. En el presente este estudio, se analizaron muestras de suelo de la rizosfera

de maiz (Zea mays L) razas amarillo-zamorano y Jala, en diferentes etapas de cultivo. La caracterizacion

funcional se fundamento en la determinacion del perfil fisiologico de la comunidad microbiana, en

la cual se determina su comportamiento metabolico contra un conjunto de sustratos y fuentes de

carbono con el fin de establecer un patron caracteristico de respuesta in vitro y perfil fisiologico a nivel de
comunidad que ofrece la ventaja de que no requiere el aislamiento de cultivos axénicos. Los analisis
de la diversidad metabodlica funcional mediante la estimacion del AWCD vy el indice de Shannon-
Weaver como indicadores Utiles que evidenciaron que existen cambios en la diversidad funcional de
las comunidades microbianas tanto en las diferentes etapas del cultivo como en las diferentes razas

de maiz evaluadas.

Palabras Clave: Funtional diversity, Microbial communities, Rhizosphere.

ABSTRACT

Information about functional diversity (metabolic potential) is essential to understand the
role of microbial communities in different environments. The Biolog System® methodology
was introduced into ecological studies to estimate the metabolic potential of microbial
communities, which can be determined through the estimation of an index of functional

diversity, allowing to establish comparisons between different communities and following
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the evolution of a specific community when facing the variations of
environmental conditions. In this study, samples from the soil of maize
(Zea mays L.) rhizosphere cultivars Amarillo-Zamorano and Jala were
analyzed, in different cultivation stages. The functional characterization
was founded on determining the physiological profile of the microbial
community, in which its metabolic behavior is determined against a
set of substrates and carbon sources with the aim of establishing
a characteristic response pattern in vitro and physiological profile at
the level of community that offer the advantage of not requiring the
isolation of axenic crops. The analyses of functional metabolic diversity
through estimation of the AWCD and the Shannon-Weaver Index,
served as useful indicators that evidenced that there are changes in
the functional diversity of microbial communities, both in the different

stages of the cultivation and in the different cultivars of maize evaluated.

Keyword: functional diversity, microbial communities, rhizosphere.
INTRODUCCION
microbiana es definida como un

La C O m U n | d a ‘ensamblaje” de poblaciones de

microorganismos que interaccionan entre ellas, asi como con el ambiente
espacial y temporal. Dichas interacciones le confieren atributos mediante los
cuales puede ser caracterizada (Atlas y Bartha., 2002, Begon et al,, 2006).
En los ultimos anos se ha utilizado el analisis funcional como indicador de
la diversidad y estructura de las comunidades microbianas, a traves del uso
de diferentes fuentes de carbono para establecer un perfil metabolico de los
microorganismos y su comportamiento (Garland et al., 1991, Zak et al,, 1994,
Bending et al., 2004). La diversidad funcional se puede generalizar como el
conjunto de caracteristicas de los organismos que influyen en las propieda-
des del ecosistema (Hernandez et al., 2006, Frac et al.,, 2012). Esta definicion
sugiere que un ecosistema con una alta diversidad funcional opera mas efi-
cientemente en términos de productividad, resiliencia y resistencia (Tilman,
2001), ya que el estudio de la diversidad funcional de los microorganismaos
en su totalidad y no de forma individual, permite enfatizar en el sinergismo de
las especies (Ricotta et al., 2005). Ademas la estructura de las comunidades
microbianas puede ser determinada al definir las capacidades metabolicas
de los microorganismos y sus consecuencias biogeoquimicas (heterotrofos,
nitrificadores, desnitrificadores, entre otros) y/o participacion en procesos del
ecosistema (descomposicion, biodegradacion, oxidacion, entre otros) (Post
et al, 1982, Fornara et al,, 2013). La caracterizacion funcional se fundamen-
ta en la determinacion del perfil fisiologico de la comunidad, en la cual los
microorganismos son enfrentados contra un conjunto de sustratos y fuentes
de carbono con el fin de establecer un patron caracteristico de respuesta in
vitro y perfil fisiologico a nivel de comunidad, lo cual presenta la ventaja de
que no requiere el aislamiento de cultivos axénicos (Zak et al.,, 1994, Frac et
al., 2012), y la diversidad funcional de comunidades microbianas se puede
conocer mediante la estimacion de un indice de diversidad funcional, el cual
permite establecer comparaciones entre comunidades distintas y/o seguir la
evolucion de una comunidad en especifico frente a las variaciones de para-
metros ambientales. El indice mas utilizado para estimar la diversidad funcio-

Comunidades microbianas asociadas a suelo rizosférico de maiz

nal de comunidades microbianas es
el Indice de Shannon-Weaver, que
se calcula a partir de datos cuantita-
tivos obtenidos del perfil fisiologico
de la comunidad (Buyer et al., 1997;
Diaz-Borrego et al,, 2007). La diver-
sidad funcional de un suelo puede
ser estudiada mediante el analisis de
los perfiles fisiologicos a nivel co-
munidad, que reflejen la capacidad
de dicha comunidad microbiana
para utilizar la bateria de sustratos
de carbono en condiciones de cul-
tivo controladas. Las placas Biolog®
EcoPlates™ pueden ser utilizadas
para la determinacion de los perfiles
fisiologicos de las comunidades te-
rrestres. (Stevens et al., 2004). El ob-
jetivo principal de este estudio fue
determinar los perfiles fisiologicos
de las comunidades microbianas
en la rizosfera de dos razas de maiz
(Zea mays L) en diferentes etapas
del cultivo obtenidos mediante el
sistema Biolog®

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de suelo rizosférico se
recolectaron en una parcela situada
en Tepatitlan, Jalisco, México (AL:
20.873966, LT: -102.789430), se cul-
tivaron en época de temporal (agos-
to-octubre 2013 y 2014 respecti-
vamente) las variedades Pioneer,
Amarillo zamorano. La recolecta se
realizd en dos etapas A) TO, sin culti-
vo de maiz y durante el llenado de la
mazorca R4 y R6. Y otra parcela en
el municipio de Jala en el Estado de
Navyarit, México (AL: 21.083968, LT:
-104.420365). Se hicieron dos levan-
tamientos de muestras en los afos
2013 y 2014, en las etapas de desa-
rrollo fonologico durante el llenado
de la mazorca (R4 y R6) en los dos
aflos, y una muestra sin cultivo (T0).
En ambos casos se realizo el levan-
tamiento de muestras de suelo con
un nucleador. La muestra de suelo
rizosférico fue colectada a 10 cm
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de distancia de la orilla de la planta
hacia afuera, con una profundidad
de 30 cm. Se elimind la capa supe-
rior de 5 cm aproximadamente para
desechar la vegetacion. En total se
tomaron 25 muestras de acuerdo
al protocolo de colecta cinco soles
(Hernadndez-lbanez et al., 2015). Las
caracteristicas fisicoguimicas eva-
luadas para el suelo de maiz ama-
rillo zamorano fueron; tipo de sue-
lo: franco arcilloso, capacidad de
campo:. 34.5%, densidad aparente:
1.20 g cm3, pH (1:2 agua): neutro
con 6.77, materia organica: 1.66%,
nitrogeno inorganico: 21.7 mg kg_l,
fosforo (Bray): 100 mg kg_l, hierro:
285 mg kg_l, manganeso: 46.7 mg
kg'l, con aplicaciones de nitrogeno
(46N-00-009 comerciales. En tanto
que para la raza Jala las caracteris-
ticas fisicoquimicas fueron; suelo
franco, capacidad de campo: 39 %,
densidad aparente: 0.94 g cm’, pH
(1:2 agua): neutro con 6.97, materia
organica: 3.08%, nitrogeno inorga-
nico: 12 mg kg_l, fosforo (Bray): 120
mg kg'l, hierro: 94.1 mg kg'l, man-
ganeso: 12.9 mg kg_l. No se aplico
fertilizante ni otro compuesto en los
anos de recolecta.

Determinacion de los perfiles
fisiolégicos a nivel comunidad
Para determinar
los perfiles fisio-
logicos a nivel
comunidad  se
utilizaron micro-
placas Biolog®
EcoPlate™  se-
gun Epelde et al.
(2008), que con-
tienen tres series
de 31 fuentes 0
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menos nueve pueden ser considerados como exudados radiculares de las
plantas (Petchey et al., 2002). Se peso el equivalente a 1 g de cada muestra de
suelo rizosférico y se mezcld en 9 ml de solucion salina fisiologica al 0.85%
para obtener una solucion 1:10. A partir de ésta se realizaron diluciones se-
riadas hasta obtener una dilucion 1:10 000. Se inocularon 150 ul de la ultima
dilucion en cada pozo de la placa EcoPlate™ e incubaron a 25%2 °C durante
160 h. Las reacciones positivas para la utilizacion de los sustratos se evidencio
por el desarrollo de un color purpura en los pocillos. Se realizaron lecturas de
la densidad optica cada 24 h a 590 nm en espectrofotometro para micropla-
cas Multiskan™ GO Thermo Inc.

Estimacion de la Diversidad Funcional y actividad metabélica

Con los datos obtenidos de la medicion de las densidades opticas (DO) se
calculo el promedio del desarrollo del color por pozo (AWCD por sus siglas
en inglés) y el indice de Shannon-Weaver mediante la formula:

—E i (lﬂp,')

H

donde H es el indice de diversidad Shannon-Weaver, p; es la actividad de
cada sustrato (DO;) entre la suma de las actividades de todos los sustratos
(EDO,-)[8]. La actividad metabolica fue estimada mediante la sumatoria de
las (DO/) de los sustratos agrupados en seis grupos de acuerdo a la fuente
de carbono probada y expresada en porcentaje de actividad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfiles fisiolégicos de comunidad microbiana

Un total de 31 fuentes de carbono fueron probadas para construir los perfiles
fisiologicos de las comunidades microbianas con los sustratos utilizados por
las muestras de rizosfera en las diferentes etapas de ambas razas de maiz. El
AWCD aporto informacion sobre todos los cambios globales en la abundan-
Cia microbiana total y/o actividad metabolica en respuesta a los cambios en
el ecosistema. En los resultados obtenidos para el promedio del desarrollo
del color (AWCD), se observo un incremento a medida que avanzo el tiempo
de incubacion de las muestras. El desarrollo del color fue mas rapido en las
etapas R6 para ambos
suelos, mientras que
en las etapas R4 y TO
fue mas lento (Figura 1),
lo que significa mayor
abundancia microbiana
total en la etapa final del
cultivo (R6).

Diversidad Funcional y
actividad metabdlica
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Figura 1. Desarrollo del color (AWCD) en las muestras de las tres etapas y dos
razas de Zea mays L. evaluadas
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La Figura 2 muestra los
resultados  obtenidos
del calculo del indice
de Shannon-Weaver
(H) como indicador de
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la diversidad funcio-
nal de las comuni-
dades microbianas
presentes en las
muestras de suelo
rizosférico  evalua-
das; un H menor a
2 se considera baja
diversidad, H de 2-3
diversidad normal y
H mayor a 3 como
diversidad alta. (Bor-
glin et al,, 2012) De
acuerdo a los resultados se observo que las comuni-
dades microbianas presentes en el suelo del cultivo de
la raza Xala indicaron mayor diversidad funcional que
en las comunidades de la raza Amarillo Zamorano. Sin
embargo, en ambos se observaron patrones similares
entre las diferentes etapas; debido a que existe mayor
diversidad funcional en las etapas inicial y final del cul-
tivo (TO y R6) la cual se ve disminuida durante la etapa
de desarrollo del mismo (R4). La diferencia en la diversi-
dad metabolica entre las etapas puede ser atribuida a la
presencia de mayor cantidad de materia organica de las
plantas y raices residuales que permanecen en el suelo
después de la cosecha en la etapa TO, asi como el au-
mento de exudados radiculares en la etapa final del cul-
tivo (R6). Baudoni et al. (2003) indico que los exudados
radiculares estimulan la proliferacion bacteriana e in-
crementan la actividad microbiana y las comunidades.
El indice calculado para los tiempos de incubacion de
72 h'y 96 h mostraron resultados similares con las lec-
turas obtenidas; es decir, presenta patrones similares de
aumento o disminucion del indice de Shannon-Weaver
en las diferentes etapas, por lo que se seleccionaron
los resultados obtenidos a las 72 h para estimar el por-
centaje de las actividades metabodlicas en las diferentes
etapas para ambas

tipos de maiz (Figu-

ra 2). 1o0n
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Figura 2 [ndice de Shannon-Weaver de los sustratos metabolizados en las Eco-
Plate de Biolog para dos razas de Zea mays L.
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rias de acuerdo a las
fuentes de carbono,
tales
bohidratos,
carboxilicos,
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acidos
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polime-
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resultados mostra-
ron que los grupos
metabolizados  en
mayor  porcentaje
fueron los carbohi-
dratos (CHOS) (20-30%), aminoacidos (20-25%) y aci-
dos carboxilicos (15-20%), mientras que el grupo menos
metabolizado fue el de aminas/amidas que presentd de
0-10% de actividad (Figura 3). Los datos sugieren que la
composicion de las comunidades microbianas cambia
con respecto a la etapa del cultivo y al tipo de suelo eva-
luado, lo cual se refleja en los cambios de las activida-
des metabolicos. Los perfiles fisiologicos obtenidos del
Biolog® aportan informacion de la diversidad metabo-
lica/funcional de las comunidades edaficas que puede
ser empleada para potenciar las practicas agrarias que
permitan mantener la funcionalidad de los ecosistemas
a través de la conservacion de su biodiversidad, especial-
mente la biodiversidad edafica (Blumenstein et al., 2015).

w72hrs  m 96hes

El analisis funcional de comunidades microbianas in-
volucra la caracterizacion de patrones y procesos que
permiten predecir la estabilidad del ecosistema ante per-
turbaciones y esclarecer las interacciones entre los or-
ganismos que lo componen y el ambiente, que permite
obtener una relacion de tipo diversidad-funcion (Garland
et al, 1991; Laine et al, 1997; Atanasova et al., 2010).
Debido a que el suelo realiza numerosas funciones de
importancia como la produccion de biomasa, descom-

de nutrientes, de-
puracion del agua,
detoxificacion de
contaminantes, re-
servorio  genetico,
etcétera, es esen-
cial poner énfasis en

en las muestras de

Amarillo Zamorano
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Figura 3. Comparacion de la actividad metabolica funcional de las comunida-
des microbianas de suelo rizosferico de dos razas de Zea mays L.
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ecosistema del suelo. (Li et al,, 201); y los indicadores
biologicos de la calidad del suelo, en especial aquellos
relacionados con la actividad y biodiversidad de las co-
munidades microbianas, presentan un enorme potencial
como herramienta monitorizadora de la eficacia de un
proceso fitorremediador.

CONCLUSIONES

E n e presente estudio los analisis de la diver-

sidad metabodlica funcional mediante la
estimacion del AWCD vy el indice de Shannon-Weaver
como indicadores utiles que evidenciaron gue existen
cambios en la diversidad funcional de las comunidades
microbianas tanto en las diferentes etapas del cultivo
como en las diferentes razas de maiz evaluadas.
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