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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron las comunidades bacterianas de distintos
ecosistemas, como los lixiviados derivados de vermicomposta y de tres suelos
salinos alcalinos con diferentes conductividades electroliticas (CE) y pH. Se
buscé relacionar la estructura de las comunidades bacterianas con las
propiedades que presenta cada ambiente, por ejemplo, en el caso de los
lixiviados se describen los microorganismos responsables de algun efecto
benéfico o nocivo para los cultivos agricolas de tres dias de almacenamiento,
en los diferentes suelos salinos alcalinos, se estudid el efecto de residuos
organicos como el rastrojo y la fraccidn de (hemi)celuldsica de maiz y su efecto
sobre las comunidades bacterianas. Para ello, se construyeron librerias de
amplicones del rDNA 16S usando iniciadores universales, que posteriormente
fueron secuenciados en una plataforma de GS-FLX Titanium 454
pyrosequencer de Roche. Los resultados de estos estudios se muestran en los

Capitulos 2y 3.

En el Capitulo 2 se describe que en los lixiviados frescos (dia 0) se identificd
una abundante poblacion de Mollicutes, particularmente del género
Acholeplasma, que son microorganismos fitopatégenos. La abundancia de los
Mollicutes disminuy6 con el almacenamiento del lixiviado, mientras que los

Rhizobiales y el género Pseudomonas aumento.

Y en el Capitulo 3 se describe que con la aplicacion de la materia organica,
aumenta o disminuye la abundancia relativa de las comunidades bacterianas. El
rastrojo de maiz favorecié la abundancia relativa de Nocardiopsaceae (género
Prauseria) y con la fraccion (hemi)celuldésica aumento la abundancia relativa de
Xanthomonadeae y Pseudomonadeae. Sin embargo, se observdé una
disminucién en la abundancia relativa de Acidobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Planctomycetes y Verrucomicrobia, que pertenecen a poblaciones

de ecosistemas oligotroéficos.



SUMMARY

In this study the bacterial communities in different ecosystems, such as
derivatives of vermicompost leachates and three saline-alkaline soils with
different electrolytic conductivity (EC) and pH were studied. The relationship
among the structure of bacterial communities with the properties of their
individual environment was sought, for example, in the case of leachate the
composition of bacterial communities was studied to describe the
microorganisms that could be responsible for any beneficial or harmful effects
on agricultural crops. Furthermore, the effect of organic wastes as stubble or the
hemi(cellulosic) fraction of corn on bacterial communities in different alkaline
saline soils were studied also. To this, libraries of 16S rDNA amplicons using
universal primers were built and sequenced on a GS-FLX platform
Pyrosequencer Roche Titanium 454. The results of these studies are shown in
Chapters 2 and 3.

Chapter 2 describes how the bacterial communities of leachate changed during
storage. In fresh leachate (day 0) Mollicutes were abundant, particularly the
genus Acholeplasma, which includes phytopathogenic microorganisms. Tije
abundance of Mollicutes decreased during storage, while Rhizobiales and the

genus Pseudomonas increased.

And Chapter 3 describes that the application of organic matter, increases or
decreases the relative abundance of bacterial communities. Corn stubble
favored the relative abundance of Nocardiopsaceae (genus Prauseria) and with
the hemi(cellulosic) fraction increased the relative abundance of
Xanthomonadeae and Pseudomonadeae. However, a decrease was observed
in the relative abundance of Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,

Planctomycetes and Verrucomicrobia, belonging to oligotrophs.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de la diversidad bacteriana

Las bacterias constituyen el mas abundante y diverso grupo de
microorganismos en el planeta, son ubicuos, es decir, se encuentran en todos
los habitats tanto terrestres como acuaticos y desempefian un papel dominante
en las reacciones bioquimicas esenciales para el sostenimiento de la biésfera,
donde son imprescindibles para el reciclaje de algunos elementos quimicos
como en el nitrégeno y el carbono, también muchos pasos importantes de los
ciclos biogeoquimicos dependen de estos microorganismos (Whitman et al.
1998; Fredrickson et al. 2004). Ademas, las bacterias son importantes en los
procesos industriales como la degradacion de una gran variedad de
compuestos organicos (tratamiento de aguas residuales y biorremediacion)
(Cohen 2002; Neves et al. 2006), en la sintesis de sustancias quimicas como
alcohol etilico, acido acético, alcohol butilico, acetona, productos farmacéuticos
y agroquimicos (Liese et al. 1999; Aronson y Shai, 2001; Chattopadhyay et al.
2004) y para la preparacion de alimentos fermentados (Hagedorn y Kaphammer
1994; Johnson y Lucey 2006).

Actualmente, se han encontrado hasta 100,000 especies unicas por gramo de
suelo y un millén de células bacterianas en un mililitro de agua dulce, en total,
se calcula que hay aproximadamente 5x10°° bacterias en el mundo (Whitman et
al. 1998; Charlop-Powers 2014).

Por lo tanto, las células bacterianas han desarrollado una amplia gama de
estrategias metabodlicas que les han permitido crecer en cualquier ambiente,
pueden sobrevivir en habitats extremos que incluyen variaciones en la
temperatura, luz, pH, presion, salinidad y componentes de materia organica e
inorganica (resaltando el sulfuro de amonio, gas hidrogeno y metano), al igual
que pueden soportar habitats andxicos (Madsen, 2005). Sin embargo,
unicamente entre 0.1 y 10 % de las bacterias en el medio ambiente son
cultivables (Rondon et al. 1999; Tiedje et al. 1999; Handelsman et al. 2002;
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Torsvik et al. 2002; Rappé y Giovannoni 2003), con las técnicas y medios
actuales, por lo que la gran parte de especies bacterianas existentes (cerca del
90 %), no han sido identificadas.

Por consiguiente, el estudio sobre el analisis de las comunidades bacterianas
se ha enfocado en el uso de la secuencia de las regiones del DNA que codifican
para el rRNA 16S (rDNA), que es un marcador filogenético conservado que
puede ser amplificado por PCR usando iniciadores "universales", y actualmente,
estan disponibles mas de tres millones de secuencias del rDNA 16S
(http://rdp.cme.msu.edu/), algunas de estas secuencias son derivadas de
especies cultivables, pero la mayoria se han obtenido de especies aun no
cultivadas (Nelson 2013).

Sin embargo, todavia no se alcanza un registro completo de la diversidad
microbiana en la mayoria de los entornos, pero se ha empezado a entender
coémo esta estructurada entre los habitats, al igual que como es afectada por los
factores ambientales o humanos y como puede influir en la estabilidad y el
funcionamiento de los ecosistemas naturales (McCaig et al. 1999; Nubel et al.
1999; Hoshino et al. 2001; Zhou et al. 2002; Wagner et al. 2002; Fierer y
Lennon 2011). Por lo anterior, se describira la importancia de las comunidades
bacterianas en dos habitats diferentes en este trabajo de investigacion.

1.2. Microorganismos implicados en los lixiviados de vermicomposta

La lombricomposta, vermicomposta o humus de lombriz, es el producto
resultante de la transformacion digestiva y metabodlica de la materia organica
(que puede ser proveniente de diversos estiércoles, vegetales, y biosdlidos),
mediante la accién de lombrices y microorganismos en condiciones aerobias y
mesodfilas (10-32 °C) (Aira et al. 2011).

Para la produccion de la vermicomposta se usan los sistemas de
vermicompostaje tradicional y los sistemas de vermicompostaje con
alimentacion continuo o flujo continuo (Garg et al. 2006). En ambos sistemas de
vermicompostaje, se hace el seguimiento de la temperatura, el pH, el grado de
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humedad y la aeracion, esto es importante porque las lombrices requieren
valores 6ptimos de estos parametros para crecer y reproducirse a la mayor tasa
posible, y esto permite que el procesamiento del residuo organico sea en menor
tiempo (Garg et al. 2006).

Durante el proceso del vermicompostaje la humedad 6ptima entre 40 y 60 %
debe mantenerse constante, esto se consigue con riegos periddicos
dependiendo de la estructura del residuo y su capacidad de retencion de agua.
Un exceso de agua aplicada a la vermicomposta causa la putrefaccion de los
residuos organicos, ya que impide la aireacion-oxigenacion y crea condiciones
anaerobias, esto se trata de evitar en lo posible, aunque en ciertos procesos
industriales de compostaje usan la putrefaccion por las bacterias anaerobias.
Ademas, el exceso de agua causa que las formas quimicas altamente solubles,
liberadas tras la mineralizacién de los residuos organicos, sean arrastradas con
el agua del drenaje, como el potasio que puede perderse tras el
vermicompostaje (Garg y Kaushik 2005).

El material liquido colectado en los sistemas de vermicompostaje ya
mencionados, se conoce como lixiviado, este producto contiene una alta
concentracion de sales minerales, nutrientes solubles y microorganismos, es de
coloraciéon negra-marron y su calidad siempre depende del material inicial o
sustrato, de la humedad del proceso, de la temperatura, del procedimiento que
se siga cuando se lleve a cabo el proceso del compostaje y del buen

mantenimiento del lixiviado cuando se almacene (Garg y Kaushik 2005).

Los lixiviados son usados por su efecto benéfico sobre los cultivos agricolas
(Fritz et al. 2012), se ha reportado que los lixiviados pueden contener factores
de crecimiento y nutrientes de facil asimilacion para las plantas (Bess 2000;
Atiyeh et al. 2002; Gutiérrez-Miceli et al. 2011). Otro beneficio ampliamente
descrito de los lixiviados es su efecto de supresion de patdogenos cuando se
aplica al suelo o se usa en forma de pulverizante foliar (Scheuerell y Mahaffee
2002), para el tratamiento de enfermedades agricolas ocasionadas por algunos
microorganismos fitopatégenos (Arancon et al. 2007; Singh et al. 2008; Truijillo

2010) y para el tratamiento de residuos industriales peligrosos como los metales
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pesados (Jadia y Fulekar 2008; Li et al. 2010). Asi, el uso de los lixiviados se
han generalizado como biofertilizantes de aplicacion foliar (Garcia et al. 2008;
Gutiérrez et al. 2008; Oliva et al. 2010; Singh et al. 2010), también su
aprovechamiento puede extenderse como un bioprotector que sustituya el uso
de fungicidas o plaguicidas y fertilizantes sintéticos que pueden causar un

impacto negativo en la calidad del cultivo y poner en riesgo a la salud humana.

Sin embargo, existen pocos reportes sobre los posibles mecanismos para la
disminucién de la incidencia de enfermedades en los cultivos agricolas por uso
de los lixiviados de vermicomposta. No obstante, se ha reportado que los
lixiviados presentan un efecto antagonico debido a las bacterias presentes en
este sustrato con capacidad de sintetizar tanto metabolitos toxicos como
antibioticos, asi como presentar mecanismos de parasitismo y depredacion
(Trujillo 2010). La presencia de algunos de estos microorganismos no solo
incrementan los mecanismos de defensa contra fitopatdgenos, sino también
permiten la asimilacién de algunos nutrientes, por ejemplo, mejoran la actividad
micorrizica arbuscular y mejoran el desarrollo foliar debido a su actividad
metabdlica (Atiyeh et al. 2002; Arancon et al. 2006; Kinsella et al. 2009; Mejri et
al. 2010). Asi mismo, Trujillo (2010) encontro Bacillus subtilis en el lixiviado de
vermicomposta, y demostré que este microorganismo es el agente responsable
en la inhibicion del crecimiento de Aspergillus ochraceus, que es causante de
enfermedades en los cultivos de café. También, Somasekhara et al. (2011)
utilizaron filtrados de vermicomposta para inhibir el crecimiento del hongo
patégeno Ceratocystis fimbriata en cultivos de Punica granatum L., alcanzando

hasta un 100 % de inhibicion en el crecimiento de este microorganismo.

Sin embargo, no siempre se ha demostrado un efecto benéfico de los lixiviados
de vermicomposta en el desarrollo de las plantas (Carballo et al. 2009; Xu et al.
2012). También se ha descrito que pueden estar presentes agentes patdogenos
y compuestos fitotdxicos en los lixiviados (Carballo et al 2009). Ademas, que los
lixiviados deben ser usados con cuidado, ya que se ha demostrado en
bioensayos que inhiben la germinacion de semillas de Raphanus sativus L.,

Lactuca sativa, Cucurbita pepo y Lycopersicon esculentum Mill, (Carballo et al.
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2009; Oliva-Llaven et al. 2010; Gutiérrez-Miceli et al. 2011; Xu et al. 2012).

Por esto, cabe resaltar que los microorganismos patdégenos presentes en los
lixiviados podrian ser peligrosos para los seres humanos cuando se aplican al
suelo (Ingram y Millner 2007). A este respecto, los efectos beneficiosos y/o
fitotdxicos reportados en estos compuestos, dependen de los sustratos de la
vermicomposta y del proceso de preparacion (Scheuerell y Mahaffee 2002). Se
ha reportado un buen crecimiento de microorganismos benéficos y la supresion
de microorganismos patdogenos con buen almacenaje y aireacion de los tés de

la vermicomposta con aditivos (Ingham y Rollins 2006).

Actualmente, no existen estudios en los que caracterice la composicion de las
comunidades bacterianas de los lixiviados, para describir los microorganismos
potencialmente responsables de algun efecto benéfico o nocivo para los cultivos
agricolas, pero es importante mencionar, que el cambio de las condiciones
fisicoquimicas durante la preparacion de los lixiviados es un posible
componente que puede afectar a las diferentes comunidades microbianas. Es
evidente que los sustratos disponibles son factores clave en la seleccién de las
comunidades bacterianas y que éstas puedan ser responsables de los efectos

benéficos o fitotdxicos de los lixiviados.

1.3. Comunidades bacterianas en suelos salinos alcalinos

La irrigacion vy la fertilizacion en los cultivos agricolas incrementan la salinidad
de los suelos en gran parte del mundo, afectando su estructura y fertilidad para
el desarrollo de las plantas por su baja cantidad de materia organica y
microorganismos presentes (Liang et al. 2005; Tejada et al. 2006), por lo tanto,
los suelos salino-alcalinos constituyen uno de los problemas mas serios que
enfrenta la agricultura sostenible en todo el planeta. La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) reporta 397
millones de hectareas de suelos salinos en el mundo y 434 millones de
hectareas de suelos sodicos. Asimismo, estableci6 que de 230 millones de
suelos irrigados, 40 millones de hectareas son suelos afectados por la
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salinizacion (corresponde al 19 %), estas ultimas cifras son afectadas en menor
o mayor grado por la intervencion del hombre (Oldeman 1991, 1996; FAO 2000,
2002). En México, un 15 % de las 300,000 hectareas regables esta afectada por
problemas de salinizacion y un 10 % por estancamientos de agua (Pulido-
Madrigal 1994).

Es bien conocido que la salinidad en los suelos afecta la actividad, la biomasa y
la composicion microbiana (Gennari et al. 2007; Yuan et al. 2007; Setia et al.
2010; Chowdhury et al. 2011; Keshri et al. 2013). De acuerdo a un meta-
analisis, se encontré6 que la composicion global de las bacterias esta mas
influenciada por la salinidad que por la temperatura, pH u otro factor fisico y
quimico (Lozupone y Knight 2007). Valenzuela-Encinas (2009) report6 que en
suelos salino-alcalinos con diferentes conductividades electroliticas, tienen
comunidades bacterianas completamente diferentes. También, que la cantidad
de bacterias generalmente es baja al aumentar la cantidad de sal en el suelo
(Ragab 1993). Keshri et al. (2013) observaron que la diversidad y abundancia,
tanto de bacterias como arqueas, en suelos salino-alcalinos son diferentes, la
filogenia molecular revela la dominancia de Actinobacteria, Firmicutes y

Proteobacteria y las arqueas fueron Halobacteriaceae.

Y en cuanto a la actividad bacteriana, se ha reportado que la salinidad reduce la
capacidad de los microorganismos para degradar la celulosa (Setia et al. 2010;
Li et al. 2012; Elmajdoub y Marschner 2013). Sin embargo, Yan y Marschner
(2012) encontraron un aumento de la biomasa microbiana en un suelo salino
tras la adicion de residuos de Pisum sativum, lo que sugiere que hay un
subconjunto de microorganismos que pueden responder al aumento de la
disponibilidad del sustrato, incluso en ambientes altamente salinos. Esto
concuerda con los estudios de Elmajdoub y Marschner (2013) donde
encontraron que la adicion de (una fuente de) C puede incrementar la tolerancia
por parte de los microorganismos a un bajo potencial osmaético, pero también

los provee de la energia necesaria para obtener mecanismos de tolerancia.



CAPITULO 1

1.4. Justificacion

Recientemente, los lixiviados de vermicomposta estan siendo utilizados para el
control de plagas y enfermedades, ademas para contribuir al crecimiento
vegetal por su alto contenido de nutrimentos y por la presencia de algunos
microorganismos benéficos, pero, también se ha observado que en algunos
cultivos agricolas afectan negativamente en el desarrollo y crecimiento de las
plantas, por agentes patégenos y compuestos fitotoxicos que pueden estar

presentes en los lixiviados.

Por otro lado, se ha observado que la adicion de residuos vegetales al suelo
salino alcalino del exlago de Texcoco con diferentes valores de CE y pH,
afectan a los procesos del suelo, tales como la mineralizacién de la materia

organica.

Sin embargo, no hay estudios que identifiquen la composicion de las
comunidades bacterianas tanto en los lixiviados derivados de la vermicomposta
en diferentes tiempos de almacenamiento, como en los suelos salinos alcalinos,
con el fin de identificar los microorganismos potencialmente responsables de
efectos benéficos o nocivos y en la degradacion de la materia organica. Por lo
tanto, en este estudio se describe la estructura y la composicion de las
comunidades bacterianas usando el método de amplificacion por PCR del rDNA

16S y pirosecuenciacion.

1.5. Hipétesis del trabajo

H1: El tiempo del almacenamiento de los lixiviados de vermicomposta,
derivados de residuos de estiércol de vaca, modifica la composicién de las
comunidades bacterianas presentes; a mayor tiempo disminuye la diversidad de

microorganismos fitopatdégenos (Capitulo 2).

H2: La mineralizacion de la materia organica de residuos vegetales modifica la
composicion y diversidad de las comunidades bacterianas en un suelo salino-
alcalino, aumentando los microorganismos oligotroficos en una conductividad
electrolitica de 17 dS m™ (Capitulo 3).



CAPITULO 1

1.6. Objetivos generales del trabajo

* Analizar la diversidad y estructura de las comunidades bacterianas de

lixiviados de vermicomposta en diferentes tiempos de almacenaje mediante
el analisis del rDNA 16S (Capitulo 2).

O

O

Caracterizar fisicoquimicamente los lixiviados.

Aislar el DNA metagenomico de los lixiviados y construir librerias del
rDNA 16S.

Estimar la diversidad taxondmica bacteriana en términos de riqueza de
especies, indices de diversidad y filogenia.

Determinar la distribucion taxondmica de las comunidades bacterianas.

* Analizar la diversidad y estructura de las comunidades bacterianas de tres

sitios (diferente conductividad electrolitica y pH) del suelo salino alcalino del

exlago de Texcoco, con rastrojo y fraccion de (hemi)celulésica (FDN) del

maiz, mediante el analisis del rDNA 16S (Capitulo 3).

O

Construir librerias del rDNA 16S a partir del DNA aislado de los
diferentes tratamientos.

Estimar la diversidad bacteriana en términos de riqueza de
especies, indices de diversidad y filogenia.

Determinar la distribucion taxondmica de las comunidades bacterianas.
Comparar la abundancia relativa de los grupos taxonomicos de las
comunidades bacterianas de los tratamientos con la comunidad

bacteriana nativa.
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CAPITULO 2. ANALISIS DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS DE
LIXIVIADOS DE VERMICOMPOSTA

2.1. Antecedentes

El vermicompostaje es un proceso biolégico aerdbico de transformacion de
residuos organicos por la accidn de lombrices, bacterias y hongos, cuyo
producto final, la vermicomposta, tiene un gran valor en la agricultura (Aira et al.
2006). La vermicomposta ayuda al crecimiento de las plantas, mejora las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo previniendo su erosion y reduce la
dependencia de insumos externos de alto costo econdmico y ambiental, dando
lugar a una agricultura sostenible (Kaushik et al. 2003; Chauhan et al. 2010). La
fraccion liquida o los lixiviados que se obtienen del proceso del
vermicompostaje, contienen microorganismos y elementos nutritivos. Los
lixiviados pueden ser usados como biofertilizantes liquidos o para el control de
fitopatogenos (Kaushik et al. 2003; Gutiérrez et al. 2008). Sin embargo, no
siempre se observa un efecto benéfico de los lixiviados en el desarrollo de las
plantas (Eastman et al. 2001; Koné et al. 2010). Se ha descrito que pueden
estar presentes agentes patdgenos y compuestos fitotoxicos en los lixiviados.
Por ejemplo, se ha observado que los lixiviados pueden inhibir la germinacién y
el crecimiento de algunas plantas (Carballo et al. 2009; Xu et al. 2012). En este
trabajo, se estudié la composicion de la comunidad bacteriana en lixiviados de
vermicomposta a partir de estiércol de vaca para identificar a los
microorganismos potencialmente responsables de algun efecto, ya sea benéfico

0 Nnocivo.
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CAPITULO 2

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Esquema general de trabajo

Muestras de lixiviados de vermicomposta del
estado de Chiapas

Caracterizacion fisicoquimica
(CE, pH, C y N total, C inorganico, NH;", NO3', y NOy)

Aislamiento del DNA metagendmico

-

Construccion de librerias de genes Comparacién de la diversidad
ribosomales bacterianos bacteriana de los dias: 0, 14 y 28

/

Pirosecuenciacion y analisis
filogenéticos y de diversidad

2.2.2. Preparacion de los lixiviados de vermicomposta

La produccién de la vermicomposta y la colecta del lixiviado se llevaron a cabo
en la granja “Luanda”, ubicada en el kilometro 10.5 de la carretera
Ocozocoautla-Villa Flores del municipio de Ocozocoautla de Espinosa en el

estado de Chiapas.

La vermicomposta fue producida en tres camas (1.5 m de ancho, 6.6 m de largo
y 1 m de profundidad) con lombrices de la especie Eisenia foetida L., y estiércol
de vaca en una relacion de 25 g/kg respectivamente, ambos se mezclaron
mecanicamente cada 15 dias durante dos meses, otros detalles del proceso de
vermicompostaje se pueden encontrar en Gutiérrez-Miceli et al. (2011). El
lixiviado de cada cama se colectd en tanques de 200 L, posteriormente se tomé
una alicuota de 1 L de cada tanque que fueron almacenadas por separado
durante 28 dias.

2.2.3. Caracterizacion de los lixiviados

Las muestras de 1 L de los lixiviados se mantuvieron en condiciones

12



CAPITULO 2

ambientales, a partir de estas muestras se tomaron muestras de 50 mL por
triplicado (n=3) después de 0, 14 y 28 dias, analizando un total de nueve
muestras (n=9), es decir, tres muestras por cada tanque. Las sub-muestras se
caracterizaron quimicamente (CE, pH, el total de C y N, C inorganicos y
concentraciones de NH;", NO," y NO3") como lo describe Gutiérrez-Miceli et al.

(2011), también se aislo el DNA metagenomico.

2.2.4. Aislamiento del DNA metagenémico, amplificacion del rDNA 16S y

pirosecuenciacion

Después de 0, 14 y 28 dias, el DNA metagendémico se aislé a partir de las
nueve muestras de acuerdo con el procedimiento presentado por Navarro-Noya
et al. (2013b). La concentracion de DNA metagendmico se cuantifico en un
espectrofotometro NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Suwanee,
GA, EE.UU.). Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta que se usaron
para la amplificacion por PCR. Se usaron los iniciadores 8-F (5'-AGA GTT TGA
TCI TGG CTC A-3') y 556-R (5'-TGC CAG IAG CIG CGG TAA-3') que contienen
10 pb de identificadores multiplex (MID) y adaptadores de pirosecuenciacion
Lib-L de Roche 454 para amplificar la region V1-V3 del gen rRNA 16S, a partir
del DNA metagendmico aislado (Navarro-Noya et al. 2013a). La mezcla de PCR
(25 pL) con 1 x de buffer de reacciéon, 10 mM de cada uno de los cuatro
desoxinucledsidos trifosfato (10 pmol de cada iniciador), 0.7 U de “Phusion Hot
Start DNA” polimerasa de alta fidelidad (FINNZYMES) y 20 ng de DNA
metagendmico, y se usO el siguiente protocolo de amplificacién:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10 min, 25 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C durante 45 s, hibridacion a 53 °C durante 45 s, y la extension a 72 °C
durante 45 s, seguido por un periodo de extension final a 72 °C durante 10 min.
Todas las muestras se amplificaron por triplicado y se purificaron utilizando el kit
de purificacion como recomienda el fabricante (Zymo Research, Irvine, CA,
EE.UU.). La cuantificacion de los productos de la PCR se realiz6 usando el
reactivo PicoGreen® (Invitrogen, Carlsbad, CA) en un fluoroespectrofotdmetro
NanoDropTM 3300. La secuenciacion se realizé6 con GS-FLX Titanium 454

13



CAPITULO 2

pyrosequencer Roche (Roche, Mannheim, Alemania) en Macrogen Inc.

(Servicio de Secuenciacion de DNA, Seul, Corea).

2.2.5. Andlisis estadistico y analisis de las secuencias

Las secuencias fueron analizadas con el “pipeline QIIME pyrosequencing”
(http://www.giime.org/), donde las secuencias de baja calidad, es decir, con una
longitud inferior a 200 pb, con el nivel de calidad <25, que tuvieron
homopolimeros de mas de 6 bases y las secuencias que tuvieron errores en el
MID, en los iniciadores y en los adaptadores de la pirosecuenciacion fueron
excluidos de los analisis. De las secuencias seleccionadas se usaron para
determinar las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) a un umbral de
similitud de 97 % y una secuencia representativa de cada OTU fue tomada para
el analisis adicional usando el “Uclust OTU selector” de version 1.2.21 q (Edgar
2010). Las secuencias representativas fueron alineados a la “Greengenes’
disponible en http://greengenes.Ibl.gov/ en un minimo porcentaje de identidad
de secuencia del 75 % con PyNast (Caporaso et al. 2010). Se detectaron y se
eliminaron quimeras usando “ChimeraSlayer” (Haas et al. 2011). El clasificador
RDP se utilizé para obtener la asignacion taxondmica y la abundancia relativa
de los diferentes grupos de bacterias en un umbral de confianza de 80 % (Wang
et al. 2007). El indice riqueza de Chao1 (Chao y Bunge 2002) y los indices
diversidad Shannon y Simpson (Shannon y Weaver 1949) también se
calcularon del sub-muestreo consecutivo de la poblacion bacteriana de cada
muestra, a intervalos de 173 secuencias de entre 10 y 1740. Esta rarefaccion
secuencial se llevé a cabo 10 veces. El analisis de coordenadas principales
(PCoA) se hizo con la matriz de distancias “pairwise UniFrac” con datos
"weighted" y "unweighted" para comparar las comunidades bacterianas entre
los tratamientos (Lozupone y Knight 2005). Las correlaciones entre matriz de
distancia UniFrac y las determinaciones fisicoquimicas se realizaron a través de
pruebas de Mantel con 999, con permutaciones con el
‘compare_distance_matrices.py within QIIME”.
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CAPITULO 2

2.3. Resultados y discusion
2.3.1. Composicién de las comunidades bacterianas en los lixiviados

La caracterizacién fisicoquimica de las muestras del lixiviado revelé que
algunas propiedades se mantienen estables con el almacenamiento como
nitrogeno (N), carbono total (C) y el nitrito (NOz), mientras que C inorganico,
nitrato (NO3") y amonio (NH4") aumentan (Tabla 1).

Tabla 1. Lixiviado obtenido de vermicomposta de estiércol de vaca almacenado por 0,

14 y 28 dias.
Concentracion de:
Dias CE?® Nitrégeno Carpo_no _Carb’or_mo NO,” NOs;  NH4
(mS cm'1) pH :r?;?ll_ orrgnagr/\ll_co morrﬁ;rlllco

0 11.4ab 9.6a 154a 1771a 611c 0.53a 2.41bc 1.15a

14 9.6b 8.7c 132a 1804a 686b 0.51a 3.44a 0.95b
28 11.6a 8.9b 81a 1844a 759a 0.44a 3.85a 0.51c
MSDc 1.2 0.1 78 568 53 0.29 0.85 0.17

a CE: Conductividad electrolitica, b Letras iguales no son significativos. MSD: Minima
diferencia significativa (P < 0.05).

Ademas se observa que el pH y CE es variable, en este sentido, se ha
reportado que los lixiviados contienen una alta concentracion de nutrientes
vegetales, debido a la formacion de sustancias quimicas altamente solubles que
es consecuencia de la mineralizacién de los residuos organicos durante el
vermicompostaje (Garg y Kaushik, 2005), cabe resaltar, que estas formas
quimicas son un factor importante para el desarrollo de los cultivos agricolas ya

que son facilmente asimiladas por las plantas a pH neutro (Azarmi et al 2008).

Por otro lado, de acuerdo a los resultados de la pirosecuenciacién del rDNA
16S, para determinar la composicion de las comunidades bacterianas de las

muestras de lixiviados del vermicomposta durante los dias de almacenamiento
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CAPITULO 2

después de 0, 14 y 28 dias, las nueve bibliotecas produjeron 15,779 secuencias
con una longitud promedio de 428 pb. Se encontraron un total de 1,958 OTUs
(3 % cut-off). El estimador de riqueza Chao1 aumentd con el tiempo, mientras
que generalmente, los indices de diversidad de Shannon y Simpson fueron mas
grandes en el dia 14 que en el dia 0 y 28 (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del analisis de pirosecuenciacion e indices de diversidad alfa.

indices
Dia Muestra Secuencia MID Numero Ndmero  Numero de
|ect(leras"‘ tgtﬁbis O':';Tuaraiis% Chao1 Shannon  Simpson
0 1 TACGAGTATG ND° ND ND ND ND ND
2 TACTCTCGTG 429 112 112 236 5.3 0.932
3 TAGAGACGAG 797 228 151 350 6.2 0.964
14 1 TCGTCGCTCG 2794 476 171 444 6.7 0.982
2 ACATACGCGT 3015 461 176 413 6.8 0.986
3 ACGCGAGTAT 1743 473 178 464 6.8 0.985
28 1 ACTACTATGT 3175 511 169 513 6.4 0.974
2 ACTGTACAGT 1005 331 173 551 6.7 0.978
3 AGACTATACT 2758 480 171 444 6.5 0.979

®Lecturas de alta calidad, i.e. >200 bp de longitud, <25 % nucleétidos no resueltos (lecturas
totales = 15779), POTU: Unidad Taxondmica Operativa determinado por Uclust (Edgar 2010)
en un umbral de similitud de 97 %, “ND: No determinado.

Las secuencias se clasificaron en 21 phyla y los mas importantes fueron
Proteobacteria (51.5 %, promedio de los dias 0, 14 y 28), Actinobacteria (15.5
%), Tenericutes (11.4 %), Bacteroidetes (4.9 %), Chloroflexi (1.9 %), Firmicutes
(1.8 %) y Planctomycetes (1.2 %) (Figura 1). La abundancia de los otros phyla
fue de <1 %, mientras que 7.9 % secuencias bacterianas se mantuvieron sin
clasificar. El phylum Proteobacteria fue representado por cinco clases, es decir,
Alphaproteobacteria (32.2 % media de los dias 0, 14 y 28), Betaproteobacteria
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(9.1 %), Gammaproteobacteria (8.9 %), Deltaproteobacteria (0.2 %) vy
Epsilonproteobacteria (0.2 %).
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Figura 1. Distribucion taxonémica a nivel de phylum.

En este estudio, se esperaba que la diversidad bacteriana de los lixiviados
frescos (dia 0) se parecieran entre si. Algunos estudios mencionan que las
bacterias no cultivables pertenecientes a los Acidobacteria,
Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gammaproteobacteria vy
Gemmatimonadetes dominan la comunidad bacteriana en vermicomposta,
basandose en el analisis del rDNA 16S (Fracchia et al. 2006; Yasir et al. 2009).
Como tal, se encontré que las Proteobacterias pueden ser el phylum dominante
en la vermicomposta como se encontré en el lixiviado. Las bacterias en el
lixiviado fresco incluyen Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Cianobacterias, Firmicutes, Gemmatimonadetes, (alfa, beta, gamma
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y delta) Proteobacteria, Tenericutes y Verrucomicrobia, taxones que son
comunes en los suelos (Wessén et al. 2010; Nemergut et al. 2011; Navarro-
Noya et al. 2013a). Ademas, los taxones alfa, beta y gamma-Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes son comunmente dominantes en el
intestino de la lombriz (Singleton et al. 2003; Wust et al. 2011; Bernard et al.
2012).

2.3.2. Fitopatogenos en los lixiviados

La poblacion bacteriana en el lixiviado fresco, es decir, en el dia 0, fue
dominada por Mollicutes (Tenericutes), como el género Acholeplasma (Figura 2
y 3). Después de 14 dias, la abundancia de los Mollicutes y Actinomycetales
disminuyd, mientras que los Rhizobiales se convirtieron en el grupo dominante

de bacterias en el lixiviado almacenado durante 14 dias (Figura 2).
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El material usado para el vermicompostaje también podria determinar la
estructura de la comunidad bacteriana de los lixiviados. Los altos porcentajes
de Tenericutes (clase Mollicutes) detectados en el lixiviado podrian venir del
estiércol de vaca. En particular, el género Acholeplasma (clase Mollicutes) se
encuentra en gran porcentaje. Acholeplasma, Spiroplasma y micoplasmas
fueron detectados en compostaje y vermicompostaje preparado con estiércol de
gallinaza (Tiquia et al. 2005; Sasaki et al. 2009), de aguas residuales, ganado y
mataderos (Watabe y Ogata. 1979), y en aves de corral (Marois et al. 2002).
Acholeplasma es un micoplasma ampliamente distribuido en la naturaleza y se
caracteriza por poseer capacidades de adaptacion muy versatiles (Chernov et
al. 1996). Entre todas sus capacidades ecoldgicas, es un agente causal de
algunas enfermedades de las plantas (Chernov et al. 2007; 2011). Con
caracteristicas de virulencia exitosas hacia plantas (infectividad, invasividad,
toxicidad y persistencia) sugieren que Acholeplasma pueden sobrevivir en
condiciones desfavorables como el estrés oxidativo, sustrato limitado y las
fluctuaciones de temperatura (Chernov et al. 2011). Se ha propuesto que la
fitotoxicidad es uno de los criterios mas importantes para la evaluacién de la
idoneidad de los lixiviados para aplicaciones de plantas (Tang et al. 2006;
Carballo et al. 2009; Xu et al. 2012). Sin embargo, la aplicacién de lixiviados al
suelo extiende los fitopatogenos. El destino del patosistema (agente patogeno y
la planta hospedante) no puede ser completa en los suelos o plantas donde se
aplica los lixiviados. Sin embargo, los insectos se consideran como vectores de
micoplasma entre las plantas (Lee et al. 2000). Ademas, Acholeplasma puede
invadir las plantas a través del sistema de la raiz intacta (Chernov et al. 1996).
En el control de enfermedades fitoplasmicas, la principal preocupacion es la
prevencion que el tratamiento. La propagacién de los fitoplasmas se ha logrado
controlar mediante el control de los insectos vectores y mediante la aplicaciéon
de determinadas practicas culturales para eliminar las fuentes de fitoplasmas
(Lee et al. 2000). Por lo tanto, la aplicacion de lixiviados que contengan
fitoplasmas en el suelo, podria ser de gran preocupacion. Después de 28 dias
de almacenamiento, el lixiviado contiene significativamente menor abundancia

de Mollicutes y Acholeplasma. Parece que el almacenamiento de los lixiviados
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se necesita antes de su aplicacién, para reducir los niveles de microorganismos

potencialmente patdégenos. Sin embargo, estamos reportando la abundancia

relativa. Una cuantificacion absoluta seria necesaria para conocer el numero de

estos microorganismos contenidos en los lixiviados. Otros géneros que se

encuentran en el lixiviado que contienen agentes patdogenos también fueron

Mycobacterium, Paracoccus y Pseudomonas.
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2.3.3. Cambios en las comunidades bacterianas durante el

almacenamiento de los lixiviados

Después de 28 dias, la abundancia de las Rhizobiales se mantuvo alta, pero los
filotipos pertenecientes a los Pseudomonadales se convirtieron en dominantes.
Por consiguiente, las comunidades bacterianas en el lixiviado después de 0 y
14 dias, se separaron claramente utilizando tanto “unweigted UniFrac” y
“‘weighted UniFrac” (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis “weighted UniFrac” de las comunidades bacterianas en lixiviados de
vermicomposta en el dia 0 (0), dia 14 (n) y dia 28 (O).

En diferentes etapas de maduracién de la vermicomposta, las comunidades
bacterianas cambiaron (Sen y Chandra 2009). Sin embargo, las comunidades
bacterianas en el proceso de compostaje, al parecer, son mas estables (Vaz-
Moreira et al. 2008) en comparacion con lo que ocurrié con las comunidades
bacterianas en el lixiviado. A pesar de que la diversidad bacteriana sigue siendo

similar con el tiempo, la estructura de la comunidad bacteriana cambi6
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profundamente, como se refleja en el analisis “UniFrac”. Estos cambios en el
tiempo fueron explicados por las caracteristicas fisicoquimicas de los lixiviados.
El rapido cambio de las condiciones fisicoquimicas durante el almacenamiento
de los lixiviados son propensos a conducir la sucesién de las comunidades
bacterianas. La composicion bacteriana sobre la base de informacién
filogenética demuestra que las propiedades quimicas como amonio, nitrato y el
contenido de carbono inorganico se correlacionaron significativamente con la
composiciéon bacteriana. Es evidente que los cambios en los sustratos
disponibles en el lixiviado son los principales impulsores de las poblaciones

bacterianas, cambiando asi la estructura de la comunidad.

Es dificil deducir directamente las propiedades funcionales de los
microorganismos basandose en las secuencias ribosomales detectados en este
estudio, ya que muchos de ellos no podian estar en un estado metabodlicamente
activo (Chen y Murrell 2010). Sin embargo, algunos géneros bacterianos
podrian estar asociados con las actividades antifungicas o el crecimiento de las
plantas que de vez en cuando caracterizan a los lixiviados. El grupo mas
importante fue Pseudomonadales (Pseudomonas), que alberga especies que
pueden inhibir el crecimiento de patdégenos, por ejemplo, la pudricién de la raiz
de la remolacha causada por Sclerotium rolfsii (Thilagavathi et al. 2012), donde
se ha reportado que la combinacion del microorganismo Pseudomonas
fluorescens con Trichoderma TTH1 o Bacillus subtilis reduce la enfermedad. Sin
embargo, Pseudomonas syringae es el agente etioloégico de enfermedades
graves en una amplia gama de plantas de cultivo importantes (O'Brien et al.
2011).

El segundo grupo en importancia son las bacterias pertenecientes a los
Actinomycetales (Actinobacteria). Los Actinomycetales son pertenecientes a
Actinobacteria y son muy diversos. Los géneros identificados en el lixiviado, es
decir Aeromicrobium, Dietzia y Mycobacterium tienen la capacidad de degradar
la celulosa. Un tercer grupo importante identificado en el lixiviado fue el orden
Rhizobiales (Alphaproteobacteria). Rhizobiales alberga muchos

microorganismos considerados rizobacterias, promotoras del crecimiento
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vegetal (PGPR). Muchos géneros pertenecientes a Rhizobiales se conocen
como fijadores de nitrégeno y también descritos como productores de
sideroforos, acido indolacético, solubilizantes de fosforo (Abd-Alla 1994,
Wittenberg et al. 1996; Antoun et al. 2004), y se utilizan con frecuencia como
PGPR (Khan, 2005). A pesar de que la abundancia de los Bacillales fue baja,
todavia puede ser importante para el control de patdgenos. Compuestos
antifungicos como surfactina son producidos por Bacillus subtilis (Dunlap et al.
2013) y iturina A es producida por Bacillus amyloliquefaciens (Mochizuki et al.
2012). Vaz-Moreira et al. (2008) informaron que las cepas del género Bacillus
fueron los mas abundantes en una vermicomposta producida a partir de

desperdicios de cocina.

2.4. Conclusiones del Capitulo

En conclusién, este es el primer estudio que describe la estructura de las
comunidades bacterianas usando el método de pirosecuenciacion del rDNA
16S de lixiviados de vermicomposta a partir de residuos de estiércol de vaca.
Se ha explicado el efecto benéfico o fitotdxico muy variable que presentan los
lixiviados de acuerdo a la composicion de las comunidades bacterianas, es
decir, los cambios de abundancia de estos microorganismos durante el
almacenaje, como los Mollicutes (microorganismos fitopatogenos) que se
encuntran en los lixiviados frescos pero su abundancia va disminuyendo con el

almacenaje.
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CAPiT’ULO 3. EFECTO DEL RASTROJO Y DE LA FRACCION DE
(HEMI)CELULOSICA DEL MAIZ EN LAS COMUNIDADES BACTERIANAS
DE UN SUELO SALINO ALCALINO

3.1. Antecedentes

El suelo salino y extremadamente alcalino del antiguo lago de Texcoco presenta
un pH en un rango de 9.8 a 11.7 y una conductividad electrolitica (CE) de 22 a
150 dS m™ (Beltran-Hernandez et al. 1999; Dendooven et al. 2010). Estos
valores son el resultado de las aguas subterraneas salobres que llegan
regularmente a la superficie del suelo y también por presentar una alta
evaporacion. En algunas partes del antiguo lago drenado, la CE decae a <1 dS
m™ y el pH a <9, por lo tanto, estas caracteristicas en este tipo suelo lo hace ser
unico, por lo que nos permite estudiar como los cambios en la CE y el pH
afectan a los diferentes procesos del suelo, tales como la mineralizacién de la
materia organica (Luna-Guido et al. 2003), la desnitrificacion (Ruiz-Romero et
al. 2009), y las poblaciones microbianas como las bacterias (Valenzuela-
Encinas et al. 2008, 2012) y arqueas (Valenzuela-Encinas et al. 2009).

Por otro lado, se ha reportado que la salinidad en los suelos inhibe la
mineralizacidon y la degradacion de la celulosa (Elmajdoub y Marschner 2013;
Al-Busaidi et al. 2014), sin embargo, Luna-Guido et al. (2003) estudiaron que
con el uso de maiz marcado con el isotopo '*C, demostraron que la fraccion de
(hemi)celuldsica fue mineralizada en el suelo con una CE de 32,7 dS m™ y un
pH de 9.8 (Luna-Guido et al. 2003), pero no quedd claro, cuales fueron los

microorganismos involucrados en la degradacion esta materia organica.

No obstante, se ha logrado aislar microorganismos del suelo del exlago de
Texcoco que son capaces de degradar celulosa, como Cellulomonas
bogoriensis y Nocardiopsis dassonvillei (Lopez-Ramirez 2013). Sin embargo,
las técnicas de aislamiento limitan la identificacion de todos los
microorganismos presentes en este tipo de ecosistema, ademas de que solo

proporcionan una idea de su funcionalidad. Por lo tanto, las técnicas
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moleculares, como la pirosecuenciacion del rDNA 16S, proporcionan un estudio

mas detallado de la estructura de las comunidades microbianas presentes.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es: i) estudiar como la estructura de la
comunidad bacteriana se vera afectada por la variacion de la CE y el pH, ii)
identificar los microorganismos implicados en la degradacion de los residuos de
maiz y su fraccion de (hemi)celuldsica, y iii) cdmo la variacién de la CE y el pH,
afectara a los microorganismos implicados en la degradacién de maiz y su

fraccion de (hemi)celuldsica.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Esquema general de trabajo

Muestras de un suelo salino-alcalino del
exlago de Texcoco

2 3 [ 2
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
L l g

Tratamientos:

T1 sin materia organica

T2 Rastrojo de maiz

T3 Fracciéon de
(hemi)celulésica del maiz

Aislamiento del DNA '/ \'Caracterizaci()n fisicoquimica

Metagendmico (NO3,, NOy, NH,", CO,)

Construccion de librerias de Pirosecuenciacion y analisis
genes ribosomales bacterianos ™ filogenéticos y de diversidad

3.2.2. Descripcion del sitio de estudio

Las muestras de suelo fueron colectadas en tres sitios con una area de 400 m?
cada una, del exlago de Texcoco, el cual esta ubicado al noroeste de la ciudad
de México, a una altitud de 2240 m.s.n.m., con una temperatura anual media de
16 °C y con una precipitacion anual de 705 mm.
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Se colectaron 30 kg de suelo a una profundidad de 15 y 20 cm para cada sitio
por triplicado, las nueve muestras de suelo fueron tamizadas y caracterizadas

fisicoquimicamente como indica la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los tres sitios de estudio.

C C N

.. . . Arcilla  Limo Arena
organico  inorganico total

Salinidad  pH o CRA®
(gkg™)
Bajo 9.3 1.9 690 35 0.7 1.6 160 130 710
Medio 104  17.3 730 33 0.5 32 220 40 740
Alto 10.3 334 600 29 0.8 1.7 520 290 190

2 CE: conductividad electrolitica, ® CRA: capacidad de retencién de agua.

3.2.3. Incubaciéon aerobia, tratamientos con rastrojo y fraccién de

(hemi)celulésica de maiz

Para el cultivo de las plantas de maiz se usé una camara de acrilico de 150 L
(35 cm X 50 cm de superficie y 60 cm de alto). Las semillas de maiz (Zea mays
L.) se desinfectaron con 0.06 % (v/v) de hipoclorito de sodio durante 12 min y se
lavaron con agua destilada estéril. Las semillas fueron germinadas en placas de
agar al 0.8 % y para inducir la etiolacion y se incubaron en oscuridad a 28 °C
durante 48 h. Las plantulas de maiz con raices de aproximadamente de 2 cm se
colocaron en vermiculita estéril en una camara de crecimiento y se les agrego
una solucion nutritiva de Steiner (1961). Después de 25 dias, las plantas fueron
cosechadas, secadas y caracterizadas, obteniendo N total de 34 g kg™, C de
422 g kg™, fraccion soluble de 599 g kg™, lignina de 25.4 g kg™, (hemi)celuldsica
de 311 g kg™, polifenoles de 2.4 g kg™ y un contenido de cenizas de 62.2 g kg™.

Para la obtencion de la fraccion de (hemi)celuldsica (FDN) del maiz, las plantas
se fraccionaron de acuerdo con el método de Van Soest (Van Soest 1963; Van
Soest y Wine 1967). El cual consistio en la extraccidon con una solucion de

detergente neutro que elimina la parte soluble del residuo de maiz, dejando una

26



CAPITULO 3

fibra detergente neutro que contiene la mayor parte de los componentes de la
pared celular, es decir, la (hemi)celuldsica, ademas de algunos componentes de
lignina (Ruiz-Valdiviezo et al. 2010). La FDN tuvo un contenido de 19 g kg™ de
Ny 405 g kg™ de C.

Por otro lado, los suelos de los tres sitios se preincubaron con 40 % de la CRA
durante siete dias, en recipientes de 1000 L conteniendo un frasco de 1 L con 1
M de NaOH para atrapar el CO, y un frasco de 1 L con agua destilada para
evitar la desecacion del suelo. Posteriormente, quince submuestras de 25 g de
cada suelo (n=9) se agregaron a frascos de vidrio de 120 mL por separado. De
las cuales, cinco muestras fueron mezcladas con rastrojo, cinco con FDN del
maiz y cinco muestras sin modificaciones, que sirvieron como control. La
cantidad de rastrojo y FDN fue de 2 mg de C kg aproximadamente. Los
frascos de vidrio se colocaron por separado dentro de frascos de 1 L con 10 mL
de agua destilada para evitar la desecacion y con matraces de 25 mL con 20
mL de 1 M de NaOH para atrapar el CO, desprendido. Los frascos fueron
cerrados herméticamente y almacenados en oscuridad a 22 + 2 °C durante 14
dias. Después de 0, 1, 3, 7, 14 dias, se abrié un frasco de cada tratamiento
(n=3), de cada sitio (n=3) y por réplica (n=3), los matraces con NaOH fueron
también removidos pero fueron cerrados herméticamente hasta su posterior
analisis. Se usaron quince gramos de suelo para calcular la concentraciones de
amonio (NH4"), nitrito (NO2") y nitrato (NO3) con 100 mL de K>SO4 con una
concentracion de 0.5 M. El suelo restante (aproximadamente 10 g) se uso para
la extraccion del DNA metagendmico.

3.2.4. Aislamiento del DNA metagenémico, amplificacién del rDNA 16S y

pirosecuenciacion

El DNA metagenomico se aisl6é después de 0, 1, 3, 7 y 14 dias, a partir de 114
muestras, usando el siguiente protocolo: la muestra de suelo fue lavada con
una solucion de pirofosfato de sodio a 0.15 M y de buffer de fosfato a 0.15 M
para eliminar la materia organica (Ceja-Navarro et al. 2010). Se usaron tres

diferentes técnicas de lisis celular. Cada técnica fue usada para extraer cuatro
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veces 0.5 g de suelo (un total de 2 g de suelo) que fue mezclado para obtener
una mezcla comun. Un total de 6 g de suelo fueron extraidos por triplicado (18 g
de suelo). La primera técnica que se utilizé fue la de Valenzuela-Encinas et al.
(2008) que consistio en la lisis celular quimica y un choque térmico. La segunda
fue la técnica de Sambrook y Rusell (2001), que consistio en la lisis enzimatica
de la células, y la tercera fue la de Hoffman y Winston (1987) que usa una
solucion de detergente para lisis celular. La precipitacion de las proteinas y
purificacion de DNA fueron descritas por Valenzuela-Encinas et al. (2008). El
pool de DNA metagendmico de cada muestra se purifico con el kit de “GE
Healthcare Life Sciences” de acuerdo a las instrucciones del proveedor y la
concentracion de DNA metagenomico se cuantifico en un espectrofotometro
NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Suwanee, GA, EE.UU.). Las
muestras fueron almacenadas a -20°C hasta que se usaron para la

amplificacion por PCR.

Los iniciadores 8-F (5'-AGA GTT TGA TCI TGG CTC A-3') y 949-R (5'-
CCGTCW ATT KCT TTG AGT T -3') que contienen 10 pb de identificadores
(MID) y adaptadores de pirosecuenciacion Lib-L de Roche 454, se usaron para
amplificar la regién V1-V6 del rDNA 16S a partir del DNA metagendmico
(Navarro-Noya et al. 2013b). La mezcla de PCR (25 pL) contenia 1x de buffer
de reaccion, 10 mM de cada uno de los cuatro desoxinucledsidos trifosfato, 10
pM de cada iniciador, 0.7 U de “Phusion Hot Start DNA” polimerasa de alta
fidelidad (FINNZYMES) y 20 ng de DNA metagendmico. Se uso el siguiente
protocolo de amplificacidén: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min, 25
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 45 s, hibridacion a 55 °C durante 45
s, y la extensidn a 72 °C durante 45 s, seguido por un periodo de extension final
a 72 °C durante 10 min. Todas las muestras se amplificaron por triplicado y se
purificaron usando el kit de purificacion como recomienda el fabricante (Zymo
Research, Irvine, CA, EE.UU.). La cuantificacidon de los productos de la PCR se
realizé usando el reactivo PicoGreen ® (Invitrogen, Carlsbad, CA) en un
fluoroespectrofotometro NanoDropTM 3300. La secuenciacion se realizd
usando un pirosecuenciador GS-FLX Titanium 454 Roche (Roche, Mannheim,
Alemania) por Macrogen Inc. (Servicio de secuenciacion de DNA, Seul, Corea).
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3.2.5. Analisis estadistico y analisis de las secuencias

Las secuencias fueron procesadas a traves de “QIIME pyrosequencing pipeline”
(http://lwww.qgiime.org/). Las secuencias de baja calidad, es decir, de longitud
inferior a 200 pb, con el nivel de calidad <25, que contiene homopolimeros de
mas de 6 bases y las secuencias con errores en MID, iniciadores y adaptadores
de la pirosecuenciacion fueron excluidas de los nuevos analisis. Las secuencias
seleccionadas se wusaron para determinar las unidades taxondmicas
operacionales (OTUs) a un umbral de similitud de 97 % y una secuencia
representativa de cada OTU fue tomada para el analisis adicional usando el
Uclust OTU selector de version 1.2.21q (Edgar 2010). Las secuencias
quiméricas fueron detectadas usando “Chimera Slayer” (Haas et al. 2011). Las
secuencias representativas de cada OTU fueron alineadas con “Greengenes
core set” disponible en http://greengenes.lbl.gov/ en un minimo porcentaje de
identidad de secuencias de 75 % con PyNast (Caporaso et al. 2010). El
clasificador RDP se usé para obtener la asignacion taxondmica y la abundancia
relativa de los diferentes grupos de bacterias en un umbral de confianza de 80
% (Wang et al. 2007).

Se evaluo el indice de riqueza de Chao1 (Chao y Bunge 2002) y los indices de
diversidad Shannon y Simpson (Shannon y Weaver 1949) de cada muestra en
intervalos de 173 secuencias de entre 10 y 1740. Esta rarefaccion secuencial se
llevo a cabo 10 veces. El analisis de coordenadas principales (PCoA) se realizo
con la matriz de distancias “pairwise UniFrac” con datos “weighted” y
‘unweighted” para comparar las comunidades bacterianas entre los
tratamientos (Lozupone y Knight 2005). Las correlaciones entre matriz de
distancia “UniFrac” y las determinaciones fisicoquimicas se realizaron a través
de pruebas de Mantel con 999 con permutaciones con el
“‘compare_distance_matrices.py within QIIME”. EI CCA fue analizado usando
PROC CANCORR del paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc. 1989).
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3.3. Resultados y discusion

CAPITULO 3

3.3.1. Efecto de la variacion de la CE y el pH sobre las comunidades

bacterianas en tres sitios diferentes del suelo salino alcalino

El suelo salino alcalino del exlago de Texcoco se caracterizd por presentar una

gran variacion en el numero de los grupos bacterianos de diferentes niveles

taxonémicos. Encontrando los phylotipos pertenecientes a 29 phyla diferentes,

es decir, alrededor de 100 clases, 180 6rdenes y 440 géneros, ademas, se

encontré que la estructura de las comunidades bacterianas fue diferente entre

los diferentes suelos.

Electrolytic conductivity 1.9 dS m™

0 1 3 7 14

Electrolytic conductivity 17.3 dS m™

Relative abundnace (%)

0 1 3 7 14

Electrolytic conductivity 33.4 dS m™

Time (days)

0 1 3 7 14

Fig.

BOUnclassified

BRare

BThermi
BProteobacteria

O Gemmatimonadetes
BOFirmicutes

O Chloroflexi
BBacteroidetes

O Actinobacteria

O Acidobacteria

Figura 5. Abundancia relativa (%) de los phyla mas importantes, las bacterias no
determinadas y la suma de los que presentan una abundancia relativa de <1 % de tres

suelos con diferentes conductividades electroliticas del exlago de Texcoco.
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En el suelo nativo (sin tratamiento) con una CE de 1.9 dS m™, se encontré que
la bacteria Proteobacteria (50 %) fue el mas abundante seguido por
Acidobacteria (16.2 %) y Actinobacteria (13.1 %). En el suelo nativo con una CE
de 17.2 dS m™, Actinobacteria (17.0 %) fue el mas abundante, seguido por
Proteobacteria (16.2 %), pero el 32.3 % de las secuencias, no se pudieron
clasificar. Y por ultimo, en el suelo nativo con una CE de 33.4 dS m™,
Proteobacteria (39.2 %) fue el mas abundante, seguido por Actinobacteria (20.3
%) y Bacteroidetes (9.5 %) como se indica en la Figura 5.

Por lo tanto, debido a las diferencias en la abundancia relativa de phyla y de los
diferentes suelos, el analisis de PCA separa claramente los tres suelos el
exlago de Texcoco (Figura 6).

30 PC2, 18%
D7
25 B4
EC 33.4 dS m!
2.0
GNO2 1 Cyanobacteria
s D1 Chloribi
. 1 T™™6
8 BRC1
= Planctomycetes
1.0 Actinobacteria D14 Fibrobacteres
Verrucomicrobia NC10
D3 Chloroflexi Armatimonadetes
0.5 . Proteobacteria
Bacteroidetes oD1 o
Thermi D7 PC 1, 30%)
0.0 . ; ; a ; . .
Gemmatimonadetes [ ] [ ] E Do
] Spirochactes Elusimicrobia Dl4 D3
05 .D7 | FBP Acidobacteria
' DI ™? u _GALIS
Firmicutes D1 Nitrospira
D14 ) WS3
-1.0 ] 1
Do (@ EC1.9dS m!
-1 .
EC172dSm' 0
-1.5 -
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Figura 6. Analisis de los componentes principales teniendo en cuenta la abundancia
relativa (%) de los diferentes phyla bacterianos en los suelos nativos del exlago de
Texcoco con CE de 1.9dS m™ (M), 17.2dS m™ (M) y 33.4 dS m™ (M), dia cero (DO),
dia uno (D1), dia tres (D3), dia siente (D7) y dia catorce (D14).
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El suelo nativo con CE 1.9 dS m™ se caracterizdé con un PC1 positivo (mayor
abundancia relativa de Acidobacteria y Proteobacteria), y un PC2 positivo y
negativo. El suelo nativo con CE 17.2 dS m™ fue caracterizado por un PC1
negativo (mayor abundancia relativa de Bacteroidetes y Firmicutes) y con un
PC2 negativo (mayor abundancia relativa de Firmicutes). El suelo nativo con
una CE de 33.4 dS m™ fue un PC1 negativo, pero en su mayoria presento un
PC2 positivo (mayor abundancia relativa de Cyanobacteria y Chloroflexi). El
analisis de PCA en las abundancias relativas de las diferentes clases, 6rdenes y
géneros también separé claramente los tres suelos nativos (datos no

presentados).

Por otro lado, el analisis CCA también separa claramente a los diferentes
suelos (Figura 7). El suelo nativo franco arenoso con un CE de 1.9dS m™ y pH
de 9.3 fue caracterizado como un CC1 negativo (mayor abundancia relativa de

Acidobacteria y Proteobacteria).

2.0 S
Inorganic C Silt
Clay content
1.5
° EC 33.4 dS m!
1'0 ! '
Planctomycetes v _ Actinobacteria
V! Electrolytic conductivity
Acidobacteria, H ': T
0.5 Thermi 19 7 -
Proteobacteria HH -
_____ Spirochaetes, TM7
0.0 r T T
Armatimonadetei pH
GALI15, 0D1
Nitrospira EC 1.9 dS m! Firmicutes
05 Verrucomicrobia Gemmatimonadetes
’ Bacteroidetes
Thermi
Chloroflexi
-1
Cyanobacteria / / EC17.2dS m
-1.0 Water holdi . ! b Fibrobacteres
ater holding capacity Total N
Organic C
Sand
1.5 -
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Figura 7. Analisis de correlacion canonica considerando los porcentajes de los
diferentes phyla y las carateristicas de los suelos sin tratamiento con CE de 1.9 dS m”
(M), de 17.2dS m™ (M) y 33.4 dS m™ (M) en el dia cero.
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El suelo nativo franco arcillo arenoso con una CE de 17.2 dS m™ y pH de 10.4
fue caracterizado como un CC1 positivo (pH alto) y con un CC2 negativo (baja
CE con mas N por lo que favorece a los Bacteroidetes y Firmicutes). Y el suelo
nativo arcilloso con CE de 33.4 dS m™ y pH de 10.3 también fue caracterizado

como un CC1 negativo pero con un CC2 positivo que favorece a Actinobacteria.

En el suelo nativo con CE de 17.2 dS m™ fue dominado por los phylotipos de
Nitriliruptoraceae (Actinobacteria). Sorokin et al. (2009) encontraron el
microorganismo Nitriliuptor alkaliphilus que es moderadamente tolerante a la
salinidad, en sedimentos de un lago salino, este organismo proviene de la
familia de Nitriliruptoraceae. La abundancia relativa de esta familia fue baja (4.7
%) en los suelos con alta CE (33.4 dS m™), confirmando que puede ser
moderadamente tolerante a las concentraciones de sal. El genero KSA1
(Bacteroidetes) también parece ser moderadamente tolerante a la sal, porque la
abundancia relativa de esta bacteria muestra un patrén similar a
Nitriliruptoraceae. Este grupo de bacterias fue encontrada en los suelos nativos
con CE de 17.2 dS m™ en una relacién de 8.9 %, siendo el segundo género
méas abundante, y sélo 5.3 % en el suelo nativo con CE de 33.4 dSm™yel 0.8
% en el suelo nativo con CE de 1.9 dS m™.

También se observd que la alta salinidad favorecid a los phylotipos
pertenecientes al genero de Halomonas (Gammaproteobacteria). Este género
fue el mas abundante (15.3 %) en el suelo nativo con alta CE (33.4 dSm™) y su
abundancia relativa fue cinco veces mayor que en los suelos nativos con CE de
172 (3.0 %) y 1.9 dS m™" (2.9 %). Oueriaghli et al. (2014) estudiaron la
diversidad y la distribucion de Halomonas en Rambla Salada, que es un entorno
hipersalino en Espafia, reportando que la mayor diversidad de este género se
encontré cuando la salinidad fue mayor, también estos microorganismos
pertenecientes a este género se han aislado del suelo del exlago de Texcoco
(Soto-Padilla et al. 2014).
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3.3.2. Mineralizaciéon del carbono y los cambios de la estructura de las

comunidades bacterianas

Con la aplicacion del rastrojo y la fraccion (hemi)celuldsica (FDN) del maiz, la
emision del CO, aumentd en cada suelo (Figura 8). Después de los 14 dias, la
emision del CO, en suelos tratados con estos residuos de maiz fue
significativamente mas alta en el suelo con CE de 1.9 dS m™ en comparacién

con los otros suelos.
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Figura 8. Emisién de CO; en los tratamientos: con rastrojo y FDN de maiz en los
diferentes tipos de los suelos del exlago de Texcoco.

También, la aplicacion de la materia organica cambio la estructura de las
comunidades bacterianas (Figura 9), observandose una disminucion en la
abundancia relativa de  Acidobacteria, @ Bacteroidetes,  Chloroflexi,
Planctomycetes y Verrucomicrobia en comparacion con el control. Estos phyla
bacterianos se encuentran generalmente en entornos con pocos nutrientes y
disminuyen en ambientes ricos de materia organica, es decir, estos
microorganismos se describen como poblaciones de ecosistemas oligotroficos.
Ademas, se ha reportado que este tipo de microorganismos (Acidobacteria,
Chloroflexi, Planctomycetes y Verrucomicrobia) fueron significativamente mas

abundantes en suelos con poco material organico en comparacién con la
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rizosfera (enriquecida por exudados y material de raices) (Eichorst y Kuske
2012; Peiffer et al. 2013). También se observo, que la composta madura es un
entorno preferido para Planctomycetes y Chloroflexi, conteniendo una cantidad
minima de materia organica que el compostaje fresco (De Gannes et al. 2013)
Por otro lado, Chloroflexi también se ha descrito como una poblacion de

ecosistemas oligotréficos en el suelo (Fuerst 1995; Fierer et al. 2006).

En el suelo con CE de 1.9 dS m™, la abundancia relativa de Acidobacteria
disminuye al aumentar la CE, en el suelo nativo presenta 16.1 %, con el rastrojo
de maiz a 8.3 % y cuando se aplica el FDN a 3.0 %. Pero este efecto no se
observa en los suelos con alta CE porque la abundancia relativa de
Acidobacteria en estos suelos fue baja. En general, la aplicacién de la materia
organica disminuye la abundancia relativa de 16 diferentes clases y 23 géneros.

Sin embargo, la aplicacién del rastrojo de maiz en cada suelo, aumenta la
abundancia relativa de Actinomycetales (Actinobacteria) y el genero Bacillus
(Firmicutes). Es bien conocido que Actinobacteria son los primeros
colonizadores en la rizosfera del maiz (Li et al. 2014) y también se encarga de
degradar la materia organica en el suelo (Semenov et al. 2012) de manera que
es normal que su abundancia relativa aumente en el suelo con materia organica
y muchas de las especies que pertenecen a Actinobacteria degradan
macromoléculas, como lignina, celulosa, quitina, y en parte, el almidén (Suela-
Silva et al. 2013).

Por otro lado, la abundancia relativa del género Prauseria (Nocardiopsaceae,
Actinomycetales) aumento en los suelos con diferente CE. En el tratamiento con
FDN presentd un incremento >3.5 veces y con el tratamiento de rastrojo de
maiz aumento >13 veces. Aunque, se tiene poca informacion sobre este género
(Zhou et al. 1996), en el suelo con rastrojo de maiz con CE de 33.4 dS m™ se
convirtié en el segundo género mas dominante (15.7 %), después del género
Halomonas (16.2 %). Ambos phylotipos parecen estar implicados en la
degradacion de la materia organica en el suelo con CE de 33.4 dS m™.

Aunque la abundancia relativa de Firmicutes no se vio afectada

significativamente por la aplicaciéon de la materia organica, pero la abundancia
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relativa de algunos géneros de este phyla como Bacillus, Paenibacillus y
Planomicrobium, fue significativamente mayor en presencia del rastrojo de maiz

en comparacion con la suelo control.

Por otro lado, con la aplicacion de FDN, aumentd la abundancia relativa de
Xanthomonadeae y Pseudomonadeae (Gammaproteobacteria) y Proteobacteria
en comparacion con los demas tratamientos (P <0,01). Los grupos bacterianos
de Gammaproteobacteria fueron los mas afectados por la aplicacién de este
tipo de materia organica.
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Figura 9. Abundancia relativa (%) de los grupos bacterianos mas importantes en los
tres suelos del exlago de Texcoco con diferentes conductividades electroliticas, sin
tratamiento (control) y con rastrojo y FDN de maiz (tratamientos), en el dia cero (0), dia
uno (1), dia tres (3), dia siete (7) y dia catorce (14).
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Con el analisis de PCA se confirmé que la aplicacién de materia organica tuvo
un profundo efecto sobre la estructura de las comunidades bacterianas (Figura
10). Primero, la aplicacion de FDN cambié mas la estructura que el rastrojo de
maiz. Segundo, el efecto de la materia organica sobre la estructura de las
comunidades bacterianas fue muy similar en cada tipo de suelo,
independientemente sus caracteristicas. Tercero, la aplicacién de la materia
organica aumento la abundancia relativa de pequeinos grupos bacterianos, por
ejemplo, en el tratamiento con rastrojo de maiz aument6 la abundancia relativa
de Actinobacteria y con FDN aumento Proteobacteria, pero en ambos se redujo
la abundancia relativa de una gran parte de grupo de bacterias. Cuarto, las
comunidades bacterianas se parecian mas entre si después de la aplicacion de
la materia organica, por ejemplo, el valor de PC1 y PC2 disminuyen y son mas
negativos con los cambios en los suelos de CE de 17.2 dS m™ y en los suelos
con CE de 1.9dS m™.
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Figura 10. Analisis de los componentes principales teniendo en cuenta los porcentajes de los
diferentes phyla en los suelos del exlago de Texcoco, con CE de 1.9 dS m™, sin tratamiento
(M), rastrojo de maiz (A), FDN de maiz (®); con CE de 17.2 dS m™', suelo sin tratamiento (Im),
rastrojo de maiz (A), FDN (®) y con CE de 33.4 dS m™, suelo sin tratamiento (M), rastrojo de
maiz (A) FDN (@), dia cero (DO0), dia uno (D1), dia tres (D3), dia siete (D7) y dia catorce (D14).
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3.4. Conclusiones del Capitulo

La estructura de las comunidades bacterianas en los tres suelos de Texcoco fue
distinta, no obstante, la aplicacion de la materia organica (rastrojo y
(hemi)celuldsica de maiz) aumenta o disminuye la abundancia relativa de la
mayoria de los grupos bacterianos. Como la aplicacion de FDN en los
diferentes suelos, aumenté la abundancia relativa de Xanthomonadeae y
Pseudomonadeae, y con la aplicacion del rastrojo de maiz favorecio la
abundancia relativa de Nocardiopsaceae (género Prauseria). Sin embargo, se
observéd una disminucion en la abundancia relativa de Acidobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes y Verrucomicrobia, que pertenecen
a poblaciones de ecosistemas oligotroficos cuando se aplicd la materia

organica.

En conclusién, este trabajo describe como la aplicacidn de materia organica
disminuye la abundancia relativa de poblaciones bacterianas nativas de los
diferentes ecosistemas oligotroéficos.
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RECOMENDACIONES

Los resultados de esta tesis es la descripcion de la composicién de las
comunidades bacterianas en diferentes ecosistemas, sin embargo, estamos
reportando la abundancia relativa, por lo tanto, es necesario hacer una
cuantificacion absoluta para conocer el numero de estos microorganismos
contenidos en los diferentes ecosistemas (lixiviados de vermicomposta y de los

suelos salinos alcalinos).

También, es importante identificar las poblaciones bacterianas que participan
activamente en procesos metabdlicos especificos en cada uno de los ambientes
estudiados mediante pruebas como Stable isotope probing (SIP), o como los
biomarcadores FAG, rRNA.
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Abstract
Organic wastes, such as cow manure, are often composted
with earthworms (vermicomposting) while excess water is
drained and collected. This wormbed leachate is nutrient-
rich and it has been extensively used to fertilize plants. How-
ever, it is derived partially from a not yet finished compost
process and could exhibit phytotoxicity or contain poten-
tially hazardous microorganisms. The bacterial community
in wormbed leachate derived from vermicomposting of cow
manure was studied by pyrosequencing the 16S rRNA gene.
The fresh wormbed leachate was rich in Mollicutes, particu-
larly the genus Acholeplasma which contain phytopathogen
species. The abundance of the Mollicutes decreased when
theleachate was stored, while that of the Rhizobiales and the
genus Pseudomonas increased. The bacterial communities
changed rapidly in the leachate during storage. The changes
in ammonium, nitrate and inorganic carbon content of the
wormbed leachate when stored were correlated to changes
in the bacterial community structure. It was found that stor-
age of the wormbed leachate might be required before it
can be applied to crops as large proportions of potentially
plant pathogens were found in the fresh leachate.

© 2014 S. Karger AG, Basel

Introduction

Organic wastes are often composted with earthworms
or vermicomposted before being applied to soil. Earth-
worms directly affect microbial community structure by
passing the microorganisms through the gut where they
get in contact with the gut mucus, and releasing them via
casting [Aira and Dominguez, 2011]. The resulting prod-
uct is rich in nutrients, especially inorganic nitrogen and
phosphorous [Aira et al., 2011; Arthur et al., 2012; Le Bay-
on and Binet, 2006]. In vermicomposting, beds fitted with
a drainage and collection system are filled with organic
waste, earthworms and bedding material. During vermi-
composting, water is applied to guarantee optimum earth-
worm activity. The water is allowed to seep from the reser-
voirs to maintain optimum water content and to avoid an-
aerobic conditions [Yadav and Garg, 2011]. The collected
leachate, often called ‘wormbed leachate’, contains micro-
organisms and the soluble nutrients of the vermicompost.
Wormbed leachate is used often for its beneficial effect on
crops [Fritz et al., 2012]. It has been reported that the
wormbed leachate can contain plant growth factors and
the nutrients can be used directly by plants and the micro-
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Table 1. Some characteristics of the wormbed leachate obtained from cow manure vermicompost and stored for 28 days

Days  EC, pH Total nitrogen,  Organic Inorganic Concentration of
mS/cm mg/l carbon, mg/l  carbon, mg/l NO,-, mg/l NO,-, mg/l NH,*, mg/l
0 11.4a° 96a 154a 1,160 a 6lla 0.53a 24la 1.15a
14 9.6b 8.7c¢ 132a 1,118 a 686 b 0.51a 3.44 bc 0.95b
28 11.6a 89b 8la 1,085a 759 ¢ 0.44a 3.85¢ 0.51c¢
MSDP 1.2 0.1 78 515 53 0.29 0.85 0.17

@ Values with the same letter are not significantly different over time (i.e. within the column). ® Minimum significant difference (p <

0.05).

bial community in the rhizosphere [Atiyeh et al., 2002; Bess
2000; Gutiérrez-Miceli et al., 2011]. A widely described
benefit of the wormbed leachate is their pathogen-sup-
pressing effect when applied to the soil or used as foliar
sprays [Scheuerell and Mahaffee, 2002]. Wormbed leach-
ates could be viewed as potential alternatives to synthetic
chemicals, such as fungicides or fertilizers, as they are safer
for the environment and human health [Siddiqui et al,,
2009]. However, beneficial effects of the wormbed leachate
on plant development have not always been demonstrated
[Koné etal., 2010]. It has also been reported that pathogens
and phytotoxic compounds can be present in this leachate.
Vermicompost leachate must be used with care, as seed
bioassays demonstrated that vermicompost leachate in-
hibits seed germination and plant growth [Carballo et al,,
2009; Xu et al., 2012]. Besides, pathogen or potentially
pathogens might be hazardous for humans when applied
to soil [Ingram and Millner, 2007]. In this respect, the ben-
eficial and/or phytotoxic effects are reported to depend on
the vermicompost substrates and the preparation process
[Scheuerell and Mahaffee, 2002]. Aeration, storage of ver-
micompost teas and amendments of additives is reported
to enhance the growth of beneficial and pathogen-suppres-
sive microorganisms [Ingham and Rollins, 2006].

However, to the best of our knowledge, there are no
studies characterizing the bacterial community composi-
tion of the leachates. The rapidly changing physicochem-
ical conditions during the preparation of this leachate are
likely to select for a succession of different microbial com-
munities. It is evident that available substrates are the key
factors in the selection of bacterial communities and that
these bacterial communities be responsible of the benefi-
cial or phytotoxic effects of the leachates.

In this study, the bacterial community composition
was characterized in the wormbed leachate with high
throughput technology, i.e. pyrosequencing of partial 16S
rRNA genes, and the changes that occurred during its
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storage were determined. The relative abundance of the
taxonomic groups at different levels was correlated with
the physicochemical properties.

Results

The physicochemical characterization of the leachate
samples revealed that some properties remain stable with
storage as total nitrogen (N), total carbon (C) and nitrite
(NO;,"), while inorganic C, nitrate (NO5~) and ammoni-
um (NH,*) increase with storage, and pH and electro-
lytic conductivity (EC) remains variable (table 1).

Pyrosequencing results of 16S rRNA gene were used to
determine the bacterial community composition in the
vermicomposting leachate samples after 0, 14 and 28 days
of storage. The nine libraries yielded 15,779 sequences
with an average length of 428 bp (table 2). A total of 1,958
operational taxonomic units (OTUs) (3% cut-off) were
found. Richness estimator Chaol increased over time
while the Shannon and Simpson diversity indices were
larger generally at day 14 than at days 0 and 28 (table 2).

The sequences were classified in 21 known phyla and
the most important were Proteobacteria (51.5%, mean of
days 0, 14 and 28), Actinobacteria (15.5%), Tenericutes
(11.4%), Bacteroidetes (4.9%), Chloroflexi (1.9%), Fir-
micutes (1.8%) and Planctomycetes (1.2%) (fig. 1). The
abundance of the other phyla was <1% while 7.9% bacte-
rial sequences remained unclassified. The Proteobacteria
phylum was represented by five classes, i.e. Alphaproteo-
bacteria (32.2% mean of days 0, 14 and 28), Betaproteo-
bacteria (9.1%), Gammaproteobacteria (8.9%), Deltapro-
teobacteria (0.2%) and Epsilonproteobacteria (0.2%).

The bacterial population in fresh leachate, i.e. at day 0,
was dominated by Mollicutes (Tenericutes), such as the
genus Acholeplasma (fig. 2, 3). After 14 days, the abun-
dance of the Mollicutes and Actinomycetales decreased
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Table 2. Summary of pyrosequencing data and a diversity indexes

Day Sample  Barcode sequence Number Total number Number of OTUs  Index
ofreads®  of OTUs® at 356 reads .
Chaol  Shannon Simpson
0 1 TACGAGTATG ND*¢ ND ND ND ND ND
2 TACTCTCGTG 429 112 112 236 53 0.932
3 TAGAGACGAG 797 228 151 350 6.2 0.964
14 1 TCGTCGCTCG 2,794 476 171 444 6.7 0.982
2 ACATACGCGT 3,015 461 176 413 6.8 0.986
3 ACGCGAGTAT 1,743 473 178 464 6.8 0.985
28 1 ACTACTATGT 3,175 511 169 513 6.4 0.974
2 ACTGTACAGT 1,005 331 173 551 6.7 0.978
3 AGACTATACT 2,758 480 171 444 6.5 0.979

2 Reads at high quality, i.e. >200 bp in length, >25% quality threshold and containing any unresolved nucleotides (total reads =
15,779). ® Operational taxonomic units as determined by Uclust [Edgar, 2010] at a similarity threshold of 97%. ¢ Not determined.

while the Rhizobiales became the dominant group of
bacteria in the leachate stored for 14 days (fig. 2). After
28 days, the abundance of the Rhizobiales remained high,
but phylotypes belonging to the Pseudomonadales be-
came dominant. Consequently, the bacterial communi-
ties in the leachate after 0 and 14 days were separated
clearly using both unweighted UniFrac (no data shown)
and weighted UniFrac (fig. 4). After 28 days, the bacterial
community structure changed again. Mantel tests for cor-
relation analysis shows that the content in the leachates
of NH4*, NO;™ and inorganic carbon, and pH were sig-
nificantly correlated with the bacterial community struc-
ture considering weighted and unweighted data (table 3).

Discussion

Community Composition at High Taxonomic Rank in

the Wormbed Leachates

In this study, the composition and structure of the bac-
terial communities in wormbed leachate were deter-
mined and compared at different times of storage. It is
expected that the bacterial diversity of the fresh leachate
(at day 0) resembled the bacterial community of the ver-
micompost itself. Some studies reported that uncultured
bacteria belonging to the Acidobacteria, Alphaproteo-
bacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gammaproteobacte-
ria and Gemmatimonadetes dominated the bacterial
community in vermicompost based on the 16S rRNA
gene analysis [Fracchia et al., 2006; Yasir et al., 2009]. As
such, the Proteobacteria were found to be the dominant
phylumin the vermicompost as was found in the wormbed

Bacterial Communities in Wormbed
Leachate

leachate. Bacteria in the fresh leachate included Acido-
bacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cya-
nobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Alpha-,
Beta-, Gamma- and Deltaproteobacteria, Tenericutes
and Verrucomicrobia, taxa also common to soils [Navar-
ro-Noyaetal., 2013a; Nemergut etal., 2011; Wessén et al.,
2010]. Also, Alpha-, Beta- and Gammaproteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria and Firmicutes are com-
monly dominant taxa in the earthworm gut [Bernard et
al.,, 2012; Singleton et al., 2003; Wiist et al., 2011].

Potentially Phytopathogens in the Wormbed Leachate

It is well known that the organic material used in ver-
micomposting affects different aspects of the composting
process. For instance, the transformation processes, ma-
turity rates, biological beneficial effects, toxic compounds
persistence and vermicompost quality are affected by the
organic material used for vermicomposting [Benito et al.,
2003; Campitelli and Ceppi, 2008; Zmora-Nahum et al.,
2007]. Consequently, it can be assumed that the organic
material used for vermicomposting will also determine
the bacterial community structure of the wormbed leach-
ate [Campitelli and Ceppi, 2008; Zmora-Nahum et al.,
2007]. The large percentages of Tenericutes (class Mol-
licutes) detected in the wormbed leachate could come
from the cow manure. Particularly, the genus Acholeplas-
ma (class Mollicutes) were found in large percentages.
Acholeplasma, Spiroplasma and mycoplasmas were de-
tected in composts and vermicomposts prepared with
dairy manure [Sasaki et al., 2009], chicken manure
[Tiquia et al., 2005], and sewage horses, cattle and abat-
toir [Watabe and Ogata, 1979], and in poultry [Marois et
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Fig. 1. Relative abundance of the different phyla as revealed by 16S rRNA gene pyrosequencing analysis in the
wormbed leachate stored for 0, 14 and 28 days.

al., 2002]. Acholeplasma is a widely distributed myco-
plasma in nature and possesses very versatile adaptation
capabilities [Chernov et al., 2005]. Among all its ecologi-
cal capabilities, it is a causative agent of some plant dis-
eases [Chernov et al., 2007, 2011]. The successful viru-
lence traits (infectivity, invasivity, toxigenicity and per-
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sistence) of Acholeplasma towards plants suggest that it
can survive unfavorable conditions, such as oxidative
stress, limited substrate and temperature fluctuations
[Chernov et al.,, 2011]. It has been proposed that phyto-
toxicity is one of the most important criteria for evaluat-
ing the suitability of leachate for plant applications
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Fig. 2. Relative abundance of the different orders as revealed by 16S rRNA gene pyrosequencing analysis in the
wormbed leachate stored for 0, 14 and 28 days.

[Carballo et al., 2009; Tang et al., 2006; Xu et al., 2012].
However, application of wormbed leachate to soil might
spread phytopathogens. The target pathosystem (patho-
gen and host plant) may not be complete in soils or plants
where leachate is applied. However, insects are consid-
ered to be mycoplasma vectors toward plants [Lee et al.,

Bacterial Communities in Wormbed
Leachate

2000]. Additionally, Acholeplasma can invade plants
through the intact root system [Chernov et al., 1996]. In
controlling phytoplasmal diseases, the primary concern
is prevention rather than treatment. Phytoplasma-asso-
ciated diseases have been managed by planting disease-
free stocks or disease-resistant varieties, through control
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Fig. 3. Bubble plot of the most abundant genera as revealed by 16S
rRNA gene pyrosequencing analysis (>1% in at least one of the leach-
ate samples) detected in the wormbed leachate stored for 0, 14 and
28 days. The size of the bubble indicates the relative abundance of
each genus. Relative abundance of Rhodopirellula at day 28 was 1.4%.

of insect vectors, and by applying certain cultural prac-
tices to eliminate the sources of phytoplasmas [Lee et al.,
2000]. Thus, applying wormbed leachates containing
phytoplasmas to the soil could be of serious concern. Af-
ter 28 days of storage, the wormbed leachate contains sig-
nificantly lower relative abundance of Mollicutes and
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Fig. 4. UniFrac weighted analysis of the bacterial communities in
the stored wormbed leachate after 0, 14 and 28 days.

Table 3. Mantel tests for correlation analysis (R values) between
the physicochemical characteristics and bacterial community
structures

Physicochemical UniFrac distance UniFrac distance
characteristic with unweighted with weighted

data data

Rvalue  pvalue  Rvalue pvalue
Inorganic carbon 0.687 0.001 0.679 0.002
pH 0.811 0.009 0.808 0.022
NH,* 0.494 0.031 0.513 0.033
NO;~ 0.564 0.008 0.447 0.035

Highly significant values in bold.

Acholeplasma. It appears that storage of the leachates be-
fore application is needed to reduce the levels of poten-
tially pathogen microorganisms. However, here we are
reporting relative abundance. Absolute quantifications
would be required to know the number of these micro-
organisms contained in the leachates. Other genera
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found in the wormbed leachate that contain also known
pathogens were Mycobacterium, Paracoccus and Pseudo-
monas (online suppl. table S1).

Rapid Changes in the Bacterial Communities in the

Storage of the Wormbed Leachate

At different stages of maturation of the vermicompost,
the bacterial communities changed [Sen and Chandra,
2009]. However, bacterial communities in the compost-
ing process, apparently, are more stable [Vaz-Moreira et
al., 2008] compared with what occurs with the bacterial
communities in the leachate. Although the bacterial di-
versity remains similar over time, the bacterial commu-
nity structure changed profoundly, as reflected the Uni-
Frac analysis. These changes over time were explained by
the changes in the physicochemical characteristics of the
leachate. The rapidly changing physicochemical condi-
tions during storage of the leachate are likely to drive the
succession of the bacterial communities. The bacterial
composition based on phylogenetic information demon-
strates that chemical properties as ammonium, nitrate
and inorganic carbon content were significantly corre-
lated with bacterial composition. It is evident that chang-
es in the available substrates in the wormbed leachate are
the key drivers of the bacterial populations, thus changing
the bacterial community structure.

It is too speculative to directly deduce functional prop-
erties from the ribosomal sequences detected in this study
as many of them could not been metabolically active [Chen
and Murrell, 2010]. However, some bacterial genera could
be associated with the antifungal or plant growth promo-
tion activities that occasionally characterized the leachates.
Some of these groups were larger in their relative abun-
dance with time. The most important group was Pseudo-
monadales (Pseudomonas), which harbors species that can
inhibit pathogen growth, e.g. sugar beet root rot caused by
Sclerotium rolfsii [Thilagavathi et al., 2012]. Pseudomonas
fluorescens strain Pfl in combination with either Tricho-
derma asperellum strain TTH1 or Bacillus subtilis strain
EPCO-16 reduced the disease. On the other hand, Pseudo-
monas syringae is the etiologic agent of serious diseases in
a wide range of important crop plants [O’Brien et al,
2011]. The second most important group was bacteria that
belonged to the Actinomycetales (Actinobacteria). Acti-
nomycetales is an order belonging to the Actinobacteria
and they are very diverse. The genera identified in the
wormbed leachate, i.e. Aeromicrobium, Mycobacterium
and Dietzia have the capacity to degrade cellulose (online
suppl. table S1). A third important group identified in the
wormbed leachate was the order Rhizobiales (Alphapro-

Bacterial Communities in Wormbed
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teobacteria). The order of the Rhizobiales harbors many
microorganisms considered plant growth-promoting rhi-
zobacteria. Many genera belonging to the Rhizobiales are
known nitrogen fixers and also described as producers of
siderophores, indoleacetic acid, phosphorous solubilizers
[Abd-Alla, 1994; Antoun et al., 2004; Wittenberg et al.,
1996], and are frequently used as plant growth-promoting
rhizobacteria [Khan, 2005]. Although the abundance of
the Bacillales was low, they might still be important to con-
trol pathogens. Antifungal compounds, such as surfactin,
are produced by B. subtilis [Dunlap et al., 2013] and iturin
A is produced by Bacillus amyloliquefaciens [Mochizuki et
al., 2012]. Vaz-Moreira et al. [2008] reported that strains
of the genus Bacillus were the most abundant in a vermi-
compost produced from kitchen refuse.

In conclusion, this is the first comprehensive study de-
scribing the bacterial community structure by pyrose-
quencing of the 165 rRNA genes in wormbed leachate ob-
tained during vermicomposting of cow manure. Here we
described how the composition of the bacterial communi-
ties could explain the highly variable beneficial or phyto-
toxic effect of the leachates. Bacterial communities changed
rapidly in these substrates during storage. The abundance
of the Mollicutes decreased when the leachate was stored.
The changes in ammonium, nitrate and inorganic carbon
content of the wormbed leachate when stored were corre-
lated to changes in the bacterial community structure.

Experimental Procedures

Sample Preparation of Wormbed Leachate

Vermicompost was produced by adding earthworms (Eisenia
foetida L.) to cow manure (25 g/kg). Three beds (1.5 m x 6.6 m x
1 m deep) were filled and the mixture was being turned over me-
chanically every 15 days for 2 months. Further details of the ver-
micomposting process and the amount of earthworms added can
be found in Gutiérrez-Miceli et al. [2011]. The leachate from each
bed was collected in 200-liter storage tanks. A 1-liter aliquot was
taken from three storage tanks. As such, three different wormbed
leachates were obtained and stored separately for 28 days.

Incubation of the Wormbed Leachate

The leachates were kept in the greenhouse for 28 days. Storage
tanks were loosely covered and maintained in the dark. The tem-
perature in the greenhouse ranged from 11 to 28°C. The leachates
were stirred every seven days. After 0, 14 and 28 days, a 50-ml sub-
sample was taken in triplicate from each sample (n = 3) and char-
acterized chemically and for DNA extraction. As such, a total of
nine samples was analyzed chemically and extracted for DNA (n =
9), i.e. three samples from each of the three storage tanks. The
wormbed leachate was characterized for EC, pH, total C and N,
inorganic C and concentrations of NH,*, NO,” and NO;™ as de-
scribed by Gutiérrez-Miceli et al. [2011].
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DNA Extraction, 16S rRNA Gene Amplification and

Pyrosequence Processing

After 0, 14 and 28 days, the metagenomic DNA was extracted
from the nine samples. Metagenomic DNA was isolated according
to a procedure reported previously [Navarro-Noya et al., 2013b].
The metagenomic DNA concentration was quantified on a Nano-
Drop™ 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Suwanee, Ga., USA). The three samples were stored at -20°C until
used for PCR amplification. The primers 8-F (5-AGA GTT TGA
TCI TGG CTC A-3") and 556-R (5'-TGC CAG IAG CIG CGG
TAA-3') containing 10 pb multiplex identifiers (MID) and the
Roche 454 pyrosequencing adaptors Lib-L, were used to amplify
the region V1-V3 of the 16S rRNA gene from the metagenomic
DNA [Navarro-Noya et al., 2013a]. The PCR mixture (25 pl) con-
tained 1x reaction buffer, 10 mM of each of the four deoxynucleo-
side triphosphates, 10 pM of each primer, 0.7 U Phusion Hot Start
High Fidelity DNA polymerase (Finnzymes) and 20 ng metage-
nomic DNA as template. The following thermal cycling protocol
was used: initial denaturation at 94°C for 10 min, 25 cycles of de-
naturation at 94°C for 45 s, annealing at 53°C for 45 s, and exten-
sion at 72°C for 45 s followed by a final extension period at 72°C
for 10 min. All samples were amplified in triplicate, pooled in equal
amounts, and purified using the DNA clean and concentrator pu-
rification kit as recommended by the manufacturer (Zymo Re-
search, Irvine, Calif., USA). Quantification of the PCR products
was done using the PicoGreen® reagent (Invitrogen, Carlsbad,
Calif., USA) in a NanoDrop™ 3300 Fluorospectrophotometer. Se-
quencing was done using a Roche GS-FLX Titanium 454 pyrose-
quencer (Roche, Mannheim, Germany) by Macrogen, Inc. (DNA
Sequencing Service, Seoul, Korea).

Statistical Analysis and Analysis of the Sequences

Sequences were processed through the QIIME pyrosequencing
pipeline (http://www.qgiime.org/). Sequences of low quality were
removed of the data sets i.e. read length shorter than 200 bp, with
quality score <25, containing homopolymers of more than 6 bases.
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