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RESUMEN

Se optimizé un protocolo para la amplificacién, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), del ADN de hongos
y bacterias totales como punto base en el estudio molecular de las comunidades microbianas del suelo presentes en tres
ecosistemas evaluados; Bosque seco tropical (BST), Matorral seco tropical (MST) y Bosque montano tropical (BMT). Estos
ecosistemas son de gran interés bioldgico debido a su alta biodiversidad y a que han sido reconocidos dentro de los hébitats
mas amenazados del mundo. Se aislé6 ADN de muestras de suelo y se amplific parte de la regidn conservada en los genomas
de hongos y bacterias totales (ITS F-1 - 5.85 y EUB338 — EUB 518; respectivamente). Se estudié el efecto de diversos pardmetros
en la eficiencia de la PCR. Se observé que la concentraciéon de ADN de partida fue el factor determinante por tipo de ecosistema;
se identificaron las diluciones éptimas por cada tipo de suelo; 1:2, 1:5, 1:20 de ADN (MST, BST y BMT, respectivamente). Ademds,
la eficiencia también se vio incrementada cuando determinamos un dptimo de concentracién de MgCl, y temperatura de
anillamiento por tipo de suelo. La concentracién media de ADN obtenido varié entre ecosistemas siendo mayor en las muestras
del BMT. Ello refleja la presencia de mayor biomasa microbiana en los suelos de este ecosistema comparado con el BST y MST.
Nosotros concluimos que extrapolar parametros de un suelo a otro puede generar errores que afectan la eficiencia de la PCR.
Asi, nuestros resultados sugieren que es necesario hacer una optimizacién de varios parametros de la PCR teniendo en cuenta
el tipo de suelo y la region conservada del genoma que se desea amplificar. Ademas, pudimos verificar que la concentracion
de ADN es una variable consistente para estimar y comparar la biomasa microbiana de suelos en ecosistemas contrastados.
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OPTIMIZATION OF AMOLECULAR TECHNIQUE FOR THE CHARACTERIZATION OF BACTERIAL
AND FUNGAL SOIL COMMUNITIES IN TROPICAL ECOSYSTEMS IN SOUTHERN ECUADOR

ABSTRACT

A protocol for molecular characterization of soil microbial communities of tropical ecosystems (Tropical Dry Forest, TDF; Tropical
Dry Scrub, TDS and Tropical Montane Forest, TMF) in southern Ecuador, was optimized. These ecosystems were selected due
to their great biological interest, its high biodiversity and its vulnerability. Total genomic DNA from soil samples was isolated
and then a polymerase chain reaction (PCR) was performed in order to amplify conserved regions of fungal and bacterial genome
(using universal primers; ITS F-1 - 5.8S, EUB338 — EUB 518; fungal and bacteria; respectively). We evaluated the effect of some
parameters to reach the maximum efficiency of PCR. The results suggest that the DNA starting concentration was the variable
with the highest impact on the reaction efficiency. We therefore identified the optimal dilutions per soil type: 1:2, 1:5, 1:20
of the starting DNA preparation for TDS, TDF, and TMF respectively. Furthermore, the efficiency was increased when we
determined the optimal concentration of MgCl, and optimal annealing temperature for every soil type. The obtained average
DNA concentration varies between ecosystems, being higher in the samples from TMF. This reflects the presence of higher
microbial biomass in soils of this ecosystem compared to TDF and TDS. We, conclude that extrapolating parameters from one
soil type to another which affect the PCR efficiency may result in errors. Our results suggest that it is necessary to standardize
various parameters, taking into account the soil type and the conserved region of the genome to be amplified. Besides, we
could verify that DNA concentration could be a consistent variable to estimate or compare the microbial biomass in different
soil types.

Key words. PCR, tropical dryland ecosystem, tropical montane forest, DNA concentration.
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INTRODUCCION

Laregiénsurde Ecuadoresde graninterésbioldgico pese
aquesolorepresentael 15% del territorio nacional. Dicho
interés viene dado por la presencia de una gran diversidad
de ecosistemas, climas, pisos altitudinales y un alto grado
deendemismo (Myers et al, 2000; Brehm et al, 2005). Entre
los ecosistemas mas diversos de laregion tenemos el Bos-
queMontano Tropical (BMT), el Bosque Seco Tropical (BST)
yelMatorral Seco Tropical (MST).ELBMT hasido unode los
mas estudiados en las ultimas décadas, del cual se reporta
unaaltabiodiversidad, especialmente de plantasvasculares
(Barthlott et al, 1996). EL BST, aunque menos estudiado,
es casi tan diverso como el BMT (Aguirre & Kvist, 2005;
Espinosa et al, 2011; Jara-Guerrero et al, 2011; 2015). El
MST ha sido poco estudiado en la regién; sin embargo, al-
gunasinvestigacionesrealizadasen MST reportan que este
ecosistema, contratodo prondstico, presenta una alta di-
versidad (Espinosa et al, 2013a; 2013b). De estos tres
ecosistemas, BMTy BST han sido reconocidos como uno
delos habitat mas amenazados delmundo (Fajardo et al,,
2005) y sélo una pequeria parte de estos ecosistemas esta
bajo unafigura de proteccién (Miles et al, 2006). ELMST por
suparte, estdsiendo objetode unapresién antrépicasin pre-
cedentes, esto sumado al desconocimiento de su ecologia
(sinembargo revisar Espinosa et al, 2013a; 2013b), lo con-
vierteenun ecosistemaen peligro de extincion. Ademads, los
tresecosistemas antes mencionados sufren unaaltatasade
deforestacidn, o estan en peligro de sufrirla no sélo en
Ecuador, sino también en otras partes de América del Sur,
principalmente por la conversidn de la vegetacion natural
en dreas de pastoreo (FAO, 2009). Es por ello que resulta
unaprioridad acelerarladescripciény caracterizacién de los
mismos para proponer estrategias adecuadas para su con-
servacién y manejo.

Dadalaimportanciaque tienen los ecosistemas en cues-
tidn, esnecesario comenzar, o continuar, estudios de bio-
diversidady funcionamiento, nosoloanivelsuperficialcomo
se ha venido haciendo hasta la fecha (e.g, composicién
floristica; Aguirre & Kvist, 2005), sino también a nivel sub-
superficial, entendiéndose como el estudio de las comuni-
dadesmicrobianas delsuelo. Estas comunidades sonrespon-
sables de unaparteimportante de los ciclos biogeo-quimi-
cos, y por lo tanto, influyen significativamente en el fun-
cionamiento de los ecosistemas (Nannipieri et al.,, 2003;
van der Heijden et al, 2008).

Eldesarrollo de técnicas moleculares ha posibilitado el
estudio de comunidades microbianas antesinexploradas
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(Eldor, 2007; Miki et al,, 2014), las cuales presentan ven-
tajas sobre otros métodos tradicionales debidoaquereduce
eltiempo necesario para procesar unamuestra (e.g, creci-
miento de microorganismos en un medio de cultivo), y
aumentala capacidad deresolucién. Unicamente el 1% de
los microrganismos del suelo son cultivables (Torsvik et al,,
1990; @vreas, 2000) por lo que los métodos tradicionales
no permiten llegararesultados representativos de lasitua-
cion real de los suelos (Eldor, 2007). Asi, los métodos mo-
leculares, que norequieren necesariamente del crecimien-
to previo de microorganismos del suelo en condiciones in
vitro, se han establecido como una herramienta basica en
el estudio de comunidades microbianas por su alto nivel
resolutivo (Lynch etal, 2004; Miki et al, 2014). Estos analisis
consisten principalmente enlaextracciéon de ADN directa-
mente de muestras de sueloy laamplificacién de regiones
especificasen losgenomas (e.,g, hongosy bacterias) median-
telatécnicade PCR (porsussiglas eninglés- Polimerase Chain
Reaction), con el fin de obtener una estimacion de ladiver-
sidad microbianadel suelos.No obstante, la extraccién de
ADN de los suelosresulta frecuentemente inadecuada pa-
ralalisis de las células microbianas, asi como también para
laeliminaciéndelos acidos himicos (AH) debidoaqueevitan
la correcta hibridacién de oligonucledtidos al ADN molde
einhiben laamplificacién delaPCR. Las muestras procesa-
das pueden serinfluenciadas por los grupos fendlicos de los
AH, los cuales desnaturalizan proteinas por la unién de
amidas. Ademas, dichos grupos se pueden oxidar para for-
mar quinonas queinactivan la polimerasa (Kontanis &Reed,
2006; Lakay et al,, 2007). Asi, para buscar un éptimo ren-
dimientoy lamaxima eficiencia de laextracciény amplifi-
cacion del ADN de microorganismos del suelo, es de vital
importancia considerar los siguientes factores: i) eficiencia
delalisis celular; lacual esrealizada por roturamecanica (tri-
turacion), agentes quimicos (detergentes) o digestién enzi-
mética (proteinasaK), que aseguran larupturade lasestruc-
turas celulares resistentes. ii) eliminacion de sustancias
contaminantes (e.g, AH) que son extraidas junto con los
acidos nucleicos e interfieren con el subsecuente andlisis
molecula (O'Donnell et al, 1999), iii) concentracién de
clorurode magnesio (MgCl,) que determinala capacidad de
acciondelapolimerasa, einactivaoreduce lafiabilidad de
copiado dependiendo de su exceso o su ausencia en lare-
accién final dela PCR (Eckert & Kunkel, 1991) y iv) tempe-
ratura de anillamiento (Ta) que permite que los oligo-
nucledtidos se asocien, de maneraestable, conel ADN mol-
deparaestimularlaacciéndelapolimerasa. Entre estos fac-
tores, el primero se puede controlar escogiendo unadecua-
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dosistema comercial de extraccion de ADN, que asegure
unaeficienteruptura celular,remuevainhibidoresdela PCR
y el color oscuro de las muestras de suelos, no igual con
los otros factores que requieren de una evaluacién expe-
rimental. Dichos factores en conjunto cobran mayorim-
portancia cuando se analizan suelos de ecosistemas con
caracteristicas marcadamente diferentes comolos del pre-
sente estudio. Asi, nuestro objetivo fue ponerapuntoun
protocolo paralaamplificacién adecuadade hongosy bac-
terias totales, como punto base en elestudio molecular de
lascomunidades delsuelo presentesen los tres ecosistemas
evaluados; bosque secotropical,bosque montanotropical,
y matorral seco tropical del sur de Ecuador. Nosotros en-
tonces hipotetizamos que es posible aumentar el éxito de
laPCR ensuelos provenientes de ecosistemas contrastados
sise controlan adecuadamente los factores como: lisis ce-
lular, sustancias contaminantes, MgCL, y temperaturade ani-
llamiento.

MATERIALES Y METODOS

Areadeestudio

El presente trabajo se realiz6 en Catamayo (Alamala; AL),
Arenillas (Reserva Ecoldgica de Arenillas; REA) y Zamora (Es-
tacién Cientifica de San Francisco; ECSF) correspondientes a las
provincias de Loja, EL Oroy Zamora Chinchipe respectivamente
(Fig. 1). ALesté clasificado como MST. Presenta un climasubtropical
(calido-seco a muy seco), con una temperatura media anual de
27 °C. La precipitacion media anual es de 388 mm afio™" (Sierra,
1999)y laelevacién de aproximadamente 1600 m snm. La época
secava desde mayo aeneroy latemporada lluviosa generalmen-
te de febrero a abril (Espinosa et al, 2013a). La cobertura de ve-
getacion sucede en forma de parches dentro de una matriz de
suelo desprovista de vegetacién y costra bioldgica del suelo
(Castillo-Monroy, com. pers.). Una especie del género Croton
(Euphorbiaceae) se destaca como la especie arbustiva mas abun-
dante en la zona. REA por su parte corresponde a un remanente
de BST muy bien conservado y representa un drea importante

Figura 1. Localizacién de las zonas de estudio. ECSF: Estacion cientifica de San Francisco, correspondiente al Bosque montano tropical. AL: Catamayo,
sector Alamala, correspondiente al Matorral seco tropical y REA: Reserva ecoldgica de Arenillas, correspondiente al Bosque seco tropical.

Figure 1. Study area and location of the sampling sites. ECSF: Estacion cientifica de San Francisco, corresponding to Tropical montane forest. AL:
Catamayo, sector Alamala, correspnding to Tropical dry scrub and y REA: Reserva ecoldgica de Arenillas, corresponding to Tropical dry forest.
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de endemismo en elmundo (Best & Kessler, 1995). Presenta una
temperatura media anual de 23 °C, precipitacién media anual
de 300 mm afio™" (Aguirre & Kvist, 2005) y elevacion de aproxi-
madamente 50 m snm. Su clima esta caracterizado por una es-
tacién extremadamente seca de mayo a noviembre y una es-
tacion lluviosa de diciembre a abril (Aguirre & Kvist, 2005). ECSF
se encuentra bordeada por el Parque Nacional Podocarpus y co-
rresponde a un BMT bien conservado. Tiene una temperatura
media anual de 16 °C, precipitacién media anual de 2500 mm
afio™"y elevacién de 2000 m snm. Debido alas fuertes pendientes
que presentaestavertiente, los suelos son muy fragiles y sensibles
a la erosion hidrica y son altamente heterogéneos (Wilcke et al,
2002). El color predominante, en el horizonte superficial de los
suelos de la ECSF, es oscuro y el contenido de materia orgénica
es 103,18 mg g'de suelo. En REA y AL predominan colores claros
y el contenido de materia organica es 31,31y 42,29 mg g de
suelo, respectivamente (Castillo-Monroy, com. pers.).

Disefo experimentaly muestreo

Se recolectaron 32 muestras de suelos en cada uno de los
tres sitios muestreados bajo un disefio completamente al azar.
Todas las muestras se tomaron a8 cmde profundidad conayuda
de una sonda de suelo. Posteriormente fueron almacenadas en
bolsas plasticas previamente etiquetadas y enviadas al labora-
torio dela Universidad Técnica Particular de Lojaen donde fueron
conservadas a -80 °C hasta su procesamiento.

Extraccionde ADN

ELADN total, de las muestras de suelo (1,0 gindependien-
temente del ecosistema evaluado) previamente descongela-
das, fue extraido utilizando un sistema comercial, PowerSoil™
DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., CA USA) segtin las
instrucciones del fabricante. Este sistema de extraccion fue
seleccionado por que garantiza una eficiente ruptura de las
estructuras celulares resistentes (lisis celular) ademas de in-
cluir un procedimiento patentado que remueve inhibidores
de la PCRy el color oscuro de las muestras (presentes princi-
palmente en los suelos de la ECSF). En general, 5 mL de cada
extraccion fueronvisualizados en una cdmara de electroforesis
enungelde agarosaal 1%, disuelto en buffer TBE 1X Trisborato,
EDTA. La cuantificacion del ADN fue realizada en un especto-
fotémetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) a una longi-
tud de onda de 260 nm. La pureza del ADN se determind es-
tableciendo la relacién de absorbancia A260/A280 para todas
las muestras entre un rango de 1,8-2,0. Valores fuera de este
rango indican presenciade contaminantes como cidos htimicos,
proteinay/ofenoles. Laconcentracién de ADN fue tomadacomo
indicativo de la biomasa del suelo (Kowalchuk et al, 2003).

Amplificacion deregiones conservadas enlos

genomasde hongos totales
Seutilizé 1pLde ADN genémico comomoldeindependiente
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de su concentracion. Se realizd una mezcla 24 pL de volumen
de reaccion que contenia: 5 uL de tampoén de PCR, 0,5-1,5 pL de
MgCL, 0,5 pL dedNTPs,0.25 uL deloligonucledtido directo, 0,25
plL deloligonucledtido reversoy 0,25 pL de polimerasa GoTaq™
Flexi (Promega, CO, USA).

Elprograma de amplificacién en termociclador fue: un ciclo
dedesnaturalizaciéninicial de 94 °C (9 min), seguido de 40 ciclos
de 94 °C (45 seg) 53-59 °C (45 seg), 72 °C (20 seg), y un ciclo
finalde extension de 72 °Cpor 5 min (Veriti 96 wel Terrmal Cycler,
Applied Biosystems). La amplificacién se llevé a cabo con los
siguientes oligonucledtidos: ITSF-1(TCCGTAGGT GAACCT GCG
G) y 5.85 (CGC TGC GTT CTT CAT CG; Invitrogen) especificos
para la region conservada ITS-5.8S de aproximadamente 500
pb. Sin embargo, la longitud de dicha regién puede variar sig-
nificativamente entre diferentes cepas de hongos. La seleccion
de dichos oligonucleétidos se realizé de acuerdo a lo reportado
por Fierer et al. (2005). Cada producto amplificado fue visua-
lizado en una cdmara de electroforesis en un gel de agarosa al
1% disuelto en buffer TBE 1X Trisborato, EDTA.

Amplificacion deregiones conservadasenlos
genomasdebacteriastotales

Se realizé una mezcla de reaccién de 25 plL que contenia: TuL
de ADN gendmico independiente de su concentracién, 5 pL de
buffer de PCR, 1,5 L de MgCl,, 0,5 pL de dNTPs, 0,25 pL del oli-
gonucledtido sentido, 0,25 pL del oligonucledtido contra sentido
y 0,25 pL de Taq polimerasa.

El programa de amplificacién en termociclador fue: 94 °C
(9min), seguido de 40 ciclos de 94 °C (45 seg), 53-57 °C (45 seg),
72 °C (20 seg), y un segmento final de extensién de 72 °C por
5 min (Veriti 96 wel Terrmal Cycler, Applied Biosystems). La am-
plificacion se llevé a cabo con el par de oligonucledtidos; EUB338
(ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG) y EUB518 (ATT ACC GCG
GCT GCT GG; Invitrogen), para amplificar una region conser-
vada de 200 pb del gen 16S rRNA a partir de todos los genomas
de bacterias presentes enlasmuestras. Dichos oligo-nucledtidos
fueron seleccionados de acuerdo a lo reportado por Fierer et
al. (2005). Cada producto amplificado fue visualizado en una
cadmara de electroforesis en un gel de agarosa al 1% di-suelto
en buffer TBE 1X Trisborato, EDTA.

Puesta a punto de algunos parametros de laPCR

i) Concentracién de MgCL,: Realizamos un experimento
para determinar la concentracién adecuada de MgCl, con el
fin de evitar la formacidn de dimeros de oligonucleétidos, es
decir, de productos inespecificos que pueden repercutir en el
rendimiento de la PCR, asi como en la especificidad del pro-
ducto esperado. Se utilizé el siguiente rango: 0,5-1,0-1,5 pL
(volumen final) correspondientes a0,25-0,5-0,75 mM de MgCl,
(concentracién final), respectivamente y se utilizaron las mues-
tras de suelo de los tres ecosistemas evaluados. i) Temperatura
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de anillamiento (Ta): Con el fin de evitar eventos de inespe-
cificidad en la hibridacién de los oligonucleétidos o un rendi-
miento de la amplificacién muy bajo, se determind la Ta 6p-
tima de los fragmentos conservados del genoma de hongos to-
tales mediante un experimento de gradiente utilizando las si-
guientes temperaturas: 53 °C, 55 °C, 57 °C, 58 °Cy 59 °C. Para
determinar la Ta optima de los fragmentos conservados del ge-
noma de bacterias, se probaron las siguientes temperaturas: 53
°C,54°C, 55°C, 56 °Cy 57 °Cyiii) Eliminacion de agentes con-
taminantes: Con el fin de comprobar el efecto de la concen-
tracion inicial de ADN sobre la eficiencia de la PCR se experi-
menté con las siguientes diluciones del ADN molde en funcién
de los tres tipos de suelo evaluados: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20 y 1:50;
ADN:H,0.

Laconcentraciénde ADN de los suelos de los tres ecosistemas
fue evaluada mediante un anélisis de varianza (ANVA). Cuando
hubo diferencias significativas con el ANVA los promedios se
compararon con la prueba de Tukey. Los datos se trasformaron
a logaritmos para ajustarlos a la distribucién normal cuando se
requirié (Sokal & Rohlf, 1995) y se presentan en su escala ori-
ginal de medicién. Todos los andlisis se realizaron en el progra-
ma SPSS versién 15 y los promedios se consideraron signifi-
cativamente diferentes con P < 0,05.

RESULTADOS

Cuantificacionde ADN

Lasmuestrasde suelo obtenidas de la ECSF presentaron
mayoresvalores de concentraciénde ADN enrelacidnalos
otrossitiosde muestreo (i.e, Aly REA; Fig. 2). Dichos valores
variaron en un rango de 41,3a211,6 ng uL". A su vez, el
30% delasmuestras presentaronunarelacién de absorbancia
A260/A280 menor de 1,8. En las muestras de suelo de Al
las concentraciones obtenidas fueron mas bajas (8,5a39,4
ng pL™"), enrelacion alas muestras de suelo de la REA, con
valoresde 10,5a69,1nguL".Engeneral,el ADN obtenido
para estos dos sitios muestreados fue de buena calidad; la
casi totalidad de las muestras de suelos de Al y REA se en-
contraron dentro del rango de pureza (i.e, 1,8-2,0).

Efecto de laconcentracién de MgCl,sobre
la eficienciade laPCR

Delrango de MgCl, utilizado paramejorar laamplifi-
caciéndelfragmento conservado enlos genomas de hongos
totales, obtuvimos 0,5 mM como la concentracién donde
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Figura 2. Biomasa microbiana expresada como concentracion de ADN (ng/ul) para los sitios de estudio. REA-BST: Reserva ecoldgica de Arenillas —
Bosque Seco Tropical; AL-MST: Catamayo, sector Alamala-Matorral Seco Tropical; ECSF-BMT: Estacion Cientifica de San Francisco-Bosque Montano
Tropical. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los sitios (p<0.05; n=32).

Figure 2. Microbial biomass expressed as DNA concentration (ng/ul) in the three studies site. REA-BST: Reserva ecoldgica de Arenillas —Tropical dry
forest; AL-MST: Catamayo, sector Alamala-Tropical dry scrub; ECSF-BMT: Estacion Cientifica de San Francisco-Tropical montane forest. Different
superscript indicate significance differences between sites after one-way Anova (p<<0.05; n=32).
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la visualizacién del producto especifico fue masintensoy
sinbandasinespecificas (Fig. 3), es decirbandas cuyas tallas
difirieransignificativamente deltamario esperado de 500 pb.
Este procedimientonoserealizd parabacteriastotalesyaque
una vez realizada la amplificacién, las bandas obtenidas
fueron suficientemente intensas y no se observaron pro-
ductosinespecificos, porlo que laconcentracién de MgCl,
recomendada por el fabricante (0,75 mM) delkit de PCR fue
seleccionada.

EfectodelaTasobrelaeficienciay especificidad
delaPCR

DelgradientedeTa utilizadoenlaamplificacién del frag-
mento conservado del genoma de hongos totales, se selec-
cioné 57 °C como Ta (Fig. 4A) en la cual las bandas fueron
mésintensas (i.e, mejoramplificacion del producto), mien-
tras que para los fragmentos conservados en genomas de
bacterias totales, la Ta fue menor, 55 °C (Fig. 4B).

Efectodeladiluciénde ADN sobre la eficiencia
delaPCR

Una vez amplificado los fragmentos de los genomas
dehongosy bacterias totales, la eficienciadelaPCRnofue
la que esperdbamos: el 75% de las muestras de Aly solo
el 40% de lamuestras de REA amplificarony se pudieron
visualizar mediante electroforesis en gel de agarosa, mien-
tras que las muestras de la ESCF presentaron la mayor
dificultad para ser amplificadas y visualizadas (25% de

0.5 pl MgCl,

1.0 pl MgCl,

amplificacién).En consecuenciadiluimosel ADN molde para
encontrar éptimos por cada tipo de suelo correspondiente
alostresecosistemas estudiados. EL95 % de lamuestrasde
Aly la ECSFy el 85% de las muestras de REA fueron am-
plificadasluego de ladilucidn (Tabla 1). Engeneral, el ADN
utilizado para amplificar fragmentos conservados del
genoma de bacterias totales fue mas diluido que el ADN
utilizado para amplificar fragmentos conservados en
genomas de hongos totales. Sinembargo, en ambos casos,
los suelos de la ECSF fueron los més diluidos mientras que
los suelos de Al fueron los que necesitaron menor dilucién
(Tabla 1).

DISCUSION

Unodelos principales problemasenelrendimientoy
calidad de ADN, a partir de muestras de suelo, ha sido
asociado con el fracaso pararemover compuestos de AH
(Zhou et al, 1996). Se estima que laenzima Tagpolimerasa
puede serinhibida incluso cuando el ADN molde es con-
taminadoconmenosde TpLmL"de AH(Clegg etal, 1997).
Suelos con alto contenido de materia orgénica producen
preparaciones de ADN de color oscuro (Thakuria et al,
2008), y lafraccién organica que masinfluye sobre el color
oscuro delsuelo esla de los AH (Schulze et al, 1993). Por
tanto, no es de extrafiar que los suelos de la ECSF, que
presentaron sustancialmente mas materia organica y
muestras de color oscuro que los otros dos sitios evalua-

1.5 ul MgCl,

500pb

Figura 3. Rango utilizado en un experimento para determinar la concentracion adecuada de MgCl, con el fin de optimizar el rendimiento de la PCR.
0,5-1,0-1,5 L (volumen final) correspondientes a 0,25-0,5-0,75 mM de MgCl, (concentracion final). Las muestras representan parte de la region
conservada del genoma de hongos de los suelos de Matorral seco tropical (Catamayo, sector Alamala).

Figure 3. Range used in a lab experiment to determine the appropriated concentration of MgCl, in order to optimize efficiency of PCR. 0.5-1.0-1.5 uL(final
volume) corresponding to 0.25-0.5-0.75 mM de MgCl, (final concentration). Soil samples represent the conserved region of fungal genome from the

Tropical dry scrub (Catamayo, sector Alamala).
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Temperatura de anillamiento hongos °C

M 53 54 55 56 57

500 pb =3 ™2

Temperatura de anillamiento bacterias °C

Figura 4. Gradiente utilizado en un experimento para determinar la temperatura de anillamiento adecuada de MgCl, con el fin de optimizar el rendimiento
de la PCR. Amplificacidn de la regién conservada del genoma de hongos (A) y de bacterias (B) de los suelos de Matorral seco tropical (Catamayo, sector
Alamala). M: Marcador molecular.

Figure 4. Gradient used in a lab experiment to determine the optimal annealing temperature in order to optimize efficiency of PCR. Conserved regions
of fungal (A) and bacterial (B) genome were amplified. Soil samples come from Tropical dry scrub (Catamayo, sector Alamala).

Tabla 1. Diluciones optimas de ADN para una eficiente amplificacion en los tres tipos de suelo estudiados.
Table 1. Optimal DNA dilutions for an efficient amplification in three soil types studied.

) Formacion vegetal Diluciones optimas
Area de estudio

-Suelos- Hongos Bacterias
Estacion Cientifica de San Francisco Bosque Montano Tropical 1:20 1:50
Reserva Ecoldgica de Arenillas Bosque Seco Tropical 1:5 1:10
Catamayo, sector Alamala Matorral Seco Tropical 1:2 1:5
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dos, generasen mayor problema para amplificar mediante
la PCR. Esto se vio reflejado cuando calculamos la pureza
de ADN de las muestras de la ECSF ya que unalto porcen-
taje se encontrd fuera del rango (i.e,, 1,8-2,0). Aunque
nosotros no medimos los AH presentes en las muestras
desuelos, nuestros resultados estan de acuerdo con Wilcke
et al. (2002), quienes reportaron, para la misma zona de
muestreo, que los suelos de la ECSF estan dominados por
cambisoles hiimicos, los cuales se caracterizan por ser suelos
jévenes con una capasuperficial oscuray deregularabuen
contenido de materia organica.

Cuando seamplificé por PCR fragmentos conservados
engenomas de hongos totales, se observaron bandasines-
pecificas en algunos casos (de entre 3500 -4500 bp) y en
otros, la inhibicién total de la amplificacion (e.g, algunas
muestras de suelos de laECSF). Esbien sabido que el exceso
de ADN puedeejercer unefectoinhibidorde laPCRyaque
puede dar lugar a uniones inespecificas de los oligonu-
cledtidos,aumentando latemperaturade desnaturalizacién
oinhibiendolapolimerasa (Altshuler,2006). También se sabe
que la PCR se comporta mejor al diluir ADN debido a que,
mediante ese procedimiento, se pueden eliminar agentes
contaminantes como AH (Clegg et al,, 1997; Céceres et al,,
2012). Entonces, cuando fueron empleadas las diluciones
de ADNseobservé unabuenaintensidad de bandas, lo cual
significé unincremento de la eficiencia de laPCR ademas
que fueron eliminados también, productos inespecificos,
especialmente cuando se amplificd fragmentos conserva-
dos en los genomas de hongos totales. Nuestros resulta-
dos sugieren que, diluir el ADN molde de las muestras
originales paraamplificarlo mediante la PCR es un proce-
dimiento necesario en suelos oscuros principalmente, ya
sea porunalto contenido de MO, o por presenciade AH.
No obstante, cuando se hicieron las diluciones delADN de
las muestras de suelos de AL y REA, los resultados de la
amplificacién por PCR también fueron mas eficientes que
cuando se utilizé el ADN molde inicial.

Ademas deun ADN de calidad, laoptimizaciéndelaPCR
envuelve muchasotras variables entre ellas, laconcentra-
cién de MgClL, y Ta. La eficiencia de la PCR se vio incre-
mentada cuando determinamos la concentracién éptima
delMgCl, para hongos totales. Con 0,5mM de MgCl, lo-
gramosdisminuir la presencia de productos inespecificos,
con tamafios fuera del rango esperado para ITS. No obs-
tante, este procedimiento no fue necesario cuando ampli-
ficamos fragmentos conservados de bacterias totales yaque
nuncaaparecieron productosinespecificos, asi que en el caso
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debacterias nos centramos en optimizarla eficienciadela
PCRynoenlaeliminaciénde productosinespecificos. Esbien
sabidoquelaTainfluye enlaeficienciadelaPCR.Sinembar-
go, este pardmetro hasido utilizado enmuchos trabajos con
base areferencias bibliograficas. Existen muchas publicacio-
nes que utilizan los mismos oligonucledtidosempleados en
el presente trabajo pero que reportan valores diferentes de
Ta.Yergeau et al.(2010), por ejemplo, amplificaron las re-
giones conservadas de bacteriasy hongos totales con 53 °C
como Taenambos casos, mientras que Castillo-Monroy et
al.(2011)y Jagadamma et al. (2014) utilizaron 53°C como
Taparaamplificar fracciones conservadas de bacterias
totales. Estos trabajo tomaron como referencia los oligo-
nucledtidos y las condiciones de amplificacién del trabajo
deFierer et al. (2005). Otros trabajos modificaron las con-
dicionesdelaPCR deacuerdoasusrequerimientos, como
porejemplo Hamelin et al. (1996) quienes reportaron una
Ta de 55 °C para amplificar fragmentos conservados de
hongos y Khodadad et al. (2011) reportaron 60 °C como
la Ta éptima para amplificar fragmentos conservados de
bacterias totales. Nosotros también optimizamos experi-
mentalmentelaTa, enfunciéndelas caracteristicas delos
suelosdelos diferentes ecosistemas evaluados, para maxi-
mizar la especificidad de fragmentos conservados de hon-
gosy bacterias. Portanto, nuestros resultados sugieren que
las caracteristicas de los suelos influyen significativamente
alahoradeseleccionar Ta. Es necesario, entonces, optimizar
las condicionesde PCRy en particularla Ta, cuando se rea-
liceninvestigaciones en suelos que no hansido previamen-
teestudiados. Tomaruna Tadereferenciapuede generarun
error que se ve reflejado en la eficiencia de la PCR, lo cual
puede generar conclusiones erréneas derivadas de unafalla
metodoldgica (estandarizaciénincompleta).

Variosinvestigadores han utilizado la concentracién de
ADN comoindicativo de labiomasa microbiana del suelo.
Marstorp et al. (2000) relacionaron los dos pardmetros y
encontré que podian ser medidas equivalentesindistinta-
mente de las caracteristicas delsuelo evaluados. Kowalchuk
etal.(2003) también utilizaron exitosamente la concentra-
cién de ADN pararelacionar la biomasa delsuelo de dife-
rentestratamientos (i.e., fumigacion, esterilizacién, inocu-
laciény control) y Wolinska et al. (2012) compararon sue-
los agricolas con suelos en barbecho y encontré una rela-
ciénsignificativamente positivaentreel ADNylabiomasa
microbiana del suelo. Nosotros aqui utilizamos la misma
aproximacion para estimar la biomasa microbiana de los
suelos delos tres ecosistemas evaluadosa partir de la con-
centracién ADN. No es de extrafiar que la biomasa mi-
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crobiana de la ECSF fuera significativamente mayor que
los otros dos sitios de estudio (i.e., REA y Al) ya que pre-
sentamayor contenido de materiaorgdnica, y esbiensabido
que labiomasamicrobiana esun pardmetro que esta po-
sitivamente relacionada con el contenido de materiaor-
ganica de los suelos (Schniirer et al., 1985).

En conclusidn, no es conviene extrapolar pardmetros
de la PCR de un suelo a otro ya que se puede incurrir en
errores que afectan directamente su eficiencia. Es nece-
sario hacer una puesta a punto para cada tipo suelo que
seestudieyteneren cuentalos pardmetros masinfluyen-
tesen el éxito de laamplificacidn, los cuales fueron abor-
dados en el presente estudio: correcta concentracion de
MgCl,, adecuadaseleccién de Tay paraeliminar sustancias
contaminantes, dilucién del ADN y seleccién adecuadadel
sistema de extraccién que se va a utilizar.

Esimportante resaltar que diluirelADN es unaestra-
tegia comun para disminuirinhibidores. Sin embargo, no
serecomienda hacer diluciones mayoresde 1:100yaque
se puede disminuirlaconcentracién de ADN moldeavalores
inferiores allimite de amplificacién. Unaalternativa, para
muestras cuya inhibicidn no se puedaresolver mediante
dilucion, es el uso de un sistema de purificacion previo a
laamplificacién por PCR. No obstante, los altos costos que
acarreaeluso de este tipo de sistemas conllevan amodi-
ficar protocolos de extraccion de manera experimental. Asf,
Fatima et al. (2011) agregaron matinol al tampén de ex-
traccién paraaumentar la eficienciade laextraccionde ADN
demuestras de suelo. Estos mismosinvestigadores (Fatima
etal. 2014) utilizaron fosfatos, matinoly nitrégeno liqui-
do paraobtenerunamaxima eficiencia de extraccién. Por
tanto, otra alternativa para eliminar sustancias contami-
nantesy mejorarlaproductividady la calidad de ADN, es
modificar los protocolos de extraccién siguiendo las indi-
cacionesantes mencionadas. De estamanera, se optimizara
tiempo, dineroy esfuerzo para el desarrollo de proyectos
en metagenomica del suelo. Por otro lado, con nuestros
resultados, pudimos verificar,ademds, que la concentra-
cién del ADN es una variable consistente para estimar
biomasa microbiana de los suelos.
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