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Resumen

En el presente trabajo reportamos la construccién de una biblioteca
metagendmica de rizésfera de plantas de trigo (Triticum aestivum).
Hasta el momento la biblioteca consta de 1075 clonas. Se determiné
que principalmente se han clonado insertos que tienen un tamaifio
entre 21 y 30 kilobases, con un tamafio promedio de 38 kb. En un
andlisis funcional se encontraron diversas clonas que presentaron
actividades hemoliticas. En particular, una de estas clonas tiene
actividad beta hemolitica y 5 clonas mds poseen actividad del tipo
alfa. Nuestros resultados sugieren que las actividades hemoliticas
encontradas en la rizésfera de trigo, pueden ser mecanismos de
defensa y ocupacién de espacios.
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Abstract

It is reported in this work the construction of a metagenomic library
of the rhizosphere of wheat. At present, the library consists of
1075 clones. Functional analysis reveals the presence of haemolytic
activities. It was also determined that most of the inserts are in the
range size between 21 and 30 kilobases with an average size of 38 kb.
One clone presents beta haemolytic activity and other 5 clones show
alpha haemolysis. Our results suggest that haemolytic activities in
the wheat rhizosphere may be part of a defense and colonization
mechanism.
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Introduccion

La rizésfera de plantas es un microambiente donde reside una
gran diversidad microbiana (Ahmad ez 4/, 2008). La rizésfera
se define como la regién del suelo que rodea y se ve influenciada
por la raiz (Atlas y Bartha, 1998). Es en este nicho donde se
llevan a cabo diversas interacciones abidticas y bidticas. Las
interacciones abidticas, como la temperatura, tipo de suelo, el
clima, entre otros factores, suelen participar en determinar la
estructura poblacional de la comunidad microbiana (Fierer y
Jackson, 2005). Sin embargo, los mismos microorganismos han
evolucionado diversos mecanismos que pueden ser exitosos en la
ocupacién de espacios, y asi, obtener nutrientes excretados por
la rafz de la planta. Por ejemplo, diferentes especies bacterianas
(Pseudomonas, Burkholderia) y de hongos (Penicillium, Aspergillus)
sintetizan y excretan compuestos quelantes de hierro (sideréforos),
antibidticos y bacteriocinas (Haas y Keel, 2003; Krishnan et 4/,
2007; Waller ez al., 2002; Validov et al., 2005). Por otra parte,
se ha reportado que bacterias patégenas de humanos (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, entre otros) pueden
ser parte de la comunidad rizosférica (Rainey, 1999; Paulsen e¢
al., 2005; Valencia Cantero et /., 2005). Incluso, actividades de
tipo hemolitico se han reportado en bibliotecas metagendmicas
de suelos abiertos (Rondon et a/., 2000). De esta manera, se ha
propuesto que los microorganismos del suelo son la principal
fuente de aislamiento y descubrimiento de diversos metabolitos,
asi como de otros compuestos quimicos relevantes (Handelsman
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et al., 1998).

Desafortunadamente el nimero de microorganismos
cultivables provenientes de la rizdsfera representa tinicamente el
1% (o menos) del total de la comunidad existente. (Torsvik y
Goksoyr, 1990). Por tal motivo, la construccién de bibliotecas
metagendmicas es una opcién importante para tener acceso a
todo este material genético que podria codificar para la sintesis
de nuevos metabolitos (Handelsman, 2004). En este trabajo, se
reporta la construccién y andlisis funcional de una biblioteca de
ADN metagenémico proveniente de rizdsfera de plantas de trigo,

asi como la presencia de actividades hemoliticas en seis clonas.
Materiales y métodos

Colecta de muestras

Se tomaron las muestras de suelo proveniente de la rizdsfera de
plantas de trigo (Zriticum aestivum) de la regién de Zamora,
Michoacdn a una profundidad de 10 cm. Posteriormente se
transportaron en bolsas estériles y se mantuvieron en hielo hasta
conservarse a 4 °C.

Andlisis Fisico-Quimico del Suelo

Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo se analizaron el el
Laboratorio Nacional de Fertilidad de Suelos y Nutricién Vegetal
del INIFAP-Celaya.
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Extraccion y purificacion del ADN Metagenémico

Para aislar el ADN metagenémico de la rizésfera de trigo se
emplearon dos métodos: 1) mediante un kit de extraccién Power
Soil DNA Kit marca MO BIO, siguiendo las instrucciones de
la casa comercial y 2) por un protocolo propuesto por Zhou
(2005). Se mezclaron las muestras con el buffer de extraccién
(Tris HCI, fosfato de sodio, NaCl, EDTA, CTAB y PVP) y la
proteinasa K. Se afiadié SDS 20% incubando 2 h, se centrifugéd
y lavé la pastilla dos veces con buffer de extraccién y SDS. El
sobrenadante se mezclé con cloroformo, isopropanol y acetato
de sodio por 1h. Después se centrifugd nuevamente y se lavod
con etanol 70% frio, para resuspender en agua desionizada esteril
(Figura 1). El ADN extraido se purific6 nuevamente mediante
una minicolumna Wizard SV Genomic DNA purification
System de Promega. Posteriormente se observd la integridad del
ADN en un gel de electroforesis al 1% (Figura 2A). Una vez que
se comprobé que obtuvimos un ADN lo suficientemente puro,
se digirieron aproximadamente 300 nanogramos de ADN con la
enzima HindIII durante 4 hr a 37 °C. Se digiri6 con esta enzima
por que el vector de clonacién donde se clond el metagenoma
estd previamente digerido con HindIIl (pIndigoBAC-5). La
digestién de observé nuevamente en un gel de electroforesis al
1%. Después, se inactivé la enzima a 65 °C en un Fisher Scientific
Dry Bath Incubator por 20 min. Se purificé nuevamente por
minicolumna (Wizard SV Genomic DNA purification System,
Promega) y se observé en un gel de agarosa al 1% (Figura 2B).

Construccion de la biblioteca

Para llevar a cabo la clonacién del ADN metagendmico se
emplearon 50 ngr de ADN y 10 ngr del vector pIndigoBAC-5, asi
como 4U de enzima Ligasa T4 durante 12 horas continuamente
a 4 °C. La ligacién se transformé por electroporacién en células
de E. coli TOP10 electrocompetentes en un electroporador 2510
eppendorf. Las células transformadas se plaquearon en medio
s6lido LB con Cm/ml e incubando de 20 a 24 hrs a 37 °C. Se
picaron 1075 clonas en placas de medio LB con 10 microgramos/
ml de cloranfenicol mds 40 ml de X-gal 60 mg/ml e incubadas
durante 24 hrs a 37 °C.

Determinacion del tamario promedio de los insertos
clonados

Para determinar el tamano aproximado y promedio de los
insertos clonados se tomaron al azar 26 clonas para aislar el
vector por medio de lisis alcalina, posteriormente se digirieron

Figura 1. Comparacién
de los dos métodos

de extraccion de ADN
metagendémico de
suelo rizosférico. (A)
Extraccion de ADN
mediante el protocolo
reportado por Zhou et
al., 2005. (B) Extraccion
por medio del Power
Soil DNA Kit (MO BIO).
Ver texto para detalles.
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con la enzima HindIII para liberar el inserto. Las digestiones se
observaron en un gel de agarosa al 2%.

Determinacion de las actividades hemoliticas

la bisqueda de actividades hemoliticas se realizd mediante la
resiembra de la biblioteca o clonas en placas de agar sangre de
carnero. Las placas se incubaron a 28 °C durante 24 hrs. Las
actividades hemoliticas se determinaron mediante la observacién
de un halo hemolitico alrededor de la colonia o clona resembrada.
Las clonas seleccionadas se volvieron a replicar en agar sangre de
carnero para corroborar el fenotipo hemolitico.

Resultados y discusién

Aislamiento, purificacion y digestion del metagenoma

La construccién de bibliotecas metagendmicas de diversos
ambientes ha mostrado un gran potencial por identificar nuevos
o mejores determinantes genéticos que pueden ser usados en
diferentes dreas de la biotecnologfa (Van Elsas, 2008.). Los
resultados del andlisis fisico-quimico del suelo muestran que la
textura es del tipo franco-arcilloso con un pH neutro de 7.17.
El indice de nutrientes en la muestra de suelo presenta altos o
muy altos niveles, mientras que el sodio es bajo. Lo anterior es
indicativo de buenas condiciones para el cultivo de trigo y el
probable desarrollo de microorganismos en la rizésfera de las
plantas.

En este trabajo, se aislé el ADN metagendmico de la rizésfera
de plantas de trigo mediante dos métodos. En la figura 1 se muestra
el grado de pureza del ADN aislado mediante el protocolo de
Zhou (2005) y el aislado con el kit de purificacién. Los resultados
nos muestran que el ADN aislado con el kit muestran una mejor
pureza por no observarse un color café, que pueden ser parte de
los 4cidos hiimicos del suelo (Rajendhran y Gunasekaran, 2008).
En los experimentos posteriores se trabajé con el ADN purificado
con el kit MO BIO. En la figura 2 se observa la digestién del
metagenoma con la enzima HindIII en un gel de agarosa. Como
se puede observar, la digestién fue parcial y se obtuvo un ADN
con fragmentos grandes, probablemente de mds de 10 kb, lo

Figura 2. (A)
Observacion del ADN
mteganémico en gel

de agarosa al 1%. (B)
Purificacion de ADN
metagenémico de
rizésfera de planta de
trigo. Carril 1, Marcador
de peso molecular.
Carriles 2y 3, ADN
metagenémico digerido
con HindIII (5y 10
unidades de la enzima,
respectivamente). Ver
texto para detalles.
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cual se recomienda para la construccién de bibliotecas basadas en
BACs (Handelsman, 2005).

Construccion de la biblioteca metagenomica

La clonacién de grandes fragmentos de ADN en vectores de
expresion, tales como los BACs, presentan diversas ventajas; por
ejemplo, en una biblioteca con un ndmero razonable de clonas
se pueden encontrar vias operones o genes que participan en
vias metabolicas completas (Daniel, 2005). Hasta el momento,
hemos construido una biblioteca de 1075 clonas. Algunos datos
preliminares nos muestran que el tamano promedio de los insertos
en 27 clonas analizadas es de 38 kilobases. Lo anterior nos sugiere
que aproximadamente 40.85 megabases de ADN pudieran
corresponder al total de ADN metagendmico de rizdsfera de
trigo clonado en la biblioteca (datos no mostrados). El tamano
de la biblioteca entonces hasta el momento corresponde a tener
clonado el genoma de la bacteria Escherichia coli K12 8.8 veces,
ya que su genoma tiene una tamafio de 4.6 megabases (Blattner

et al., 1997).

Promedio aproximado de los insertos clonados

Para determinar el tamafio promedio de los insertos clonados se
tomaron al azar 26 clonas para aislar el vector y se digirieron con
HindIII para liberar el inserto. La figura 3 muestra el resimen
de resultados. Se puede observar que la mayoria de los insertos
tiene un tamano de entre 21 y 30 kb aproximadamente. Sin
embargo es de resaltar que se obtuvo fragmentos de gran tamafio,
iguales 0 mayores a 80 kb. En promedio, estos resultados nos
sugieren que se obtuvo una biblioteca de insertos grande, con un
promedio de 38 kb. Es de resaltar que se determiné tinicamente
un aproximado del tamafio de los insertos y podria variar por

el hecho de observar fragmentos grandes de ADN en geles de
agarosa. Los tamafios exactos se estdn analizando por otro tipo de
técnicas como electroforesis de campo pulsado para conocer con
mayor exactitud el tamano de los insertos.

Rondon y colaboradores (2000) contruyeron una biblioteca
metagenémica de un suelo de Wisconsin, E.U., empleando el
vector pBeloBAC11, obtuvieron poco mds de 3000 clonas e
insertos con un tamafo promedio de inserto de 27 Kb. Cabe
destacar que el vector empleado en nuestro trabajo es un derivado
deeste vector, el pIndigoBAC-5. En otro trabajo MacNeil, ez 4/, en
el 2001 reportan una biblioteca de suelo construida también con
un cromosoma artificial bacteriano con promedio de inserto de
37 Kb. En ambos trabajos se encontraron actividades interesantes,
entre algunas de ellas clonas con actividades antimicrobianas. En
nuestro trabajo tenemos un tamano promedio de inserto similar
comparado con otros trabajos.

Biisqueda de actividades hemoliticas

Existen diferentes tipos de actividades hemoliticas, la alfa-
hemolisis, beta-hemolisis y gamma-hemdlisis (Koneman, 2003).
La primera se caracteriza por la lisis parcial de los eritrocitos que
rodean una colonia, lo que produce un cambio de color gris-
verdoso o amarronado del medio de cultivo. La segunda se refiere
a la lisis completa de los glébulos rojos que rodean una colonia,
que produce la eliminacidn total de la sangre del medio de cultivo,
y la tercera se da por la ausencia de hemdlisis. Fue interesante
encontrar que dos de las clonas presentaron una actividad beta
hemolitica, mientras que otras cuatro mostraron una hemdlisis
del tipo alfa (Figura 4). Sin embargo, al repetir el experimento
se encontré que una de las clonas que al parecer tenfa hemdlisis
del tipo beta, mostré tinicamente una hemdlisis parcial por lo

Figura 3. (A) Clonas
detectadas en la

biblioteca con actividad
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(B) Corroboracién del
fenotipo alfa-hemolitico
de una clona. Ver texto
para detalles.
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Figura 4. Tamaiio promedio de los insertos clonados en la biblioteca
metagenémica de rizésfera de trigo.

que se determind ser del tipo alfa. En conclusién, se encontraron
1 clona con actividad beta-hemolitica y cinco con hemdlisis alfa.

Las actividades hemoliticas son cominmente reportadas
en bacterias patdgenas de humanos (Boerlin ez al., 1998). Sin
embargo, también se han reportado este tipo de actividades
en bibliotecas metagenémicas de suelo abierto (Rondon, e#
al., 2000). En este trabajo, encontramos dichas actividades
en la rizésfera de plantas de trigo en un campo agricola. Tales
actividades, hasta donde sabemos, no se han estudiado con detalle
sobre su papel exacto en este microambiente, aunque dichas
actividades se ha asociado a la sintesis de otros compuestos como
antibidticos o siderdforos. Tal es el caso de algunas bacterias del
género Aeromonas, las cuales son patdgenas de humanos, y que
pueden sintetizar hemolisinas y sideréforos (Santos ez al., 1999).
Las primeras forman parte del mecanismo que causa la lisis de
eritrocitos, mientras que los sideréforos son compuestos quelantes
del hierro (Fernandez, 2010). Los sideréforos son compuestos
sintetizados por bacterias rizosféricas y se les ha atribuido la
capacidad de suprimir y/o inhibir el crecimiento de diversos
fitopatégenos de plantas (Valencia-Cantero ez al., 2005; Santoyo
et al., 2010). Por lo tanto, la sintesis de compuestos como los
siderdforos, asi como las actividades hemoliticas pueden formar
parte de un mecanismo de defensa y ataque por ocupar espacios
en un microambiente tan competitivo como lo es la rizdsfera.
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