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Diversidad bacteriana en raices de maiz hibrido convencional y genéticamente

modificado

Bacterial diversity in roots of conventional and genetically modified hybrid maize

Vital Lépez L, MA Cruz Hernédndez, S Fernandez Davila, A Mendoza Herrera

Resumen. La superficie sembrada de los cultivos genéticamente
modificados (GM) se ha incrementado afio tras afio y por primera
vez en 2012, los paises en desarrollo sembraron una mayor superficie
que los paises industrializados. Por otro lado, se ha postulado que la
planta es quien ejerce la seleccién de los microorganismos por me-
dio de la composicién de los exudados radicales creando condiciones
especificas que a su vez regulan el control de huéspedes que confor-
man la estructura microbiana propia de cada planta. En este trabajo se
analiz6 si la introduccién de plantas de maiz transgénico con toleran-
cia a herbicida tendria un impacto en las estructuras microbianas que
habitan en la rizosfera y el rizoplano con respecto a plantas de maiz
hibrido convencional. Se determinaron las poblaciones bacterianas
(UFC/g) empleando diferentes medios semi-selectivos. Por medio
de la secuenciacién del gen 16S ADN ribosomal, se identificaron los
géneros bacterianos aislados de la rizosfera y rizoplano. A pesar de que
se encontraron pequefias diferencias entre las poblaciones bacterianas,
los resultados indicaron que no hay una variacién dristica en las po-
blaciones de microorganismos que interaccionan en la raiz de un maiz
hibrido convencional con respecto a un maiz genéticamente modi-
ficado. Sin embargo, se identificaron bacterias que solo se encontraban
en el maiz genéticamente modificado, Chryseobacterium sp. (4,39%)
y Micrococcus sp. (3,72%), y en el maiz convencional Sphingobium sp.

(13,17%) y Microbacterium sp. (14,81%).

Palabras clave: Diversidad bacteriana; Maiz hibrido; Genéticamente
modificado; Rizosfera.

Abstract. Cultivated surfaces of genetically modified (GM) crops
increased year by year, becoming in 2012 more extensive in developed
than in industrialized countries. Furthermore, it has been postulated
that the plant is which leads to the selection of the microorganisms
on its root exudates, creating specific conditions which in turn
regulate the specific microbial structure of each plant. In this study,
our main objective was to examine whether the introduction of
transgenic maize herbicide-tolerant plants will impact the microbial
structures that inhabit at the rhizosphere and rhizoplane with
respect to conventional hybrid maize plants. Bacterial populations
were determined (CFU/g) using four different semi-selective media.
The bacterial genera isolated from the rhizoplane and rhizosphere
were identified by sequencing its 16S ribosomal DNA. Although
minor differences were found in bacterial populations, our results
indicated that there was not a strong change of the microorganisms
populations that interact at the rhizosphere of an either conventional
hybrid or genetically modified maize. However, we found some
bacteria that were only isolated in the either genetically modified
[ Chryseobacterium sp. (4.39%) and Micrococcus sp. (3.72%)] or
conventional maize [Sphingobium sp. (13.17%) and Microbacterium
sp. (14.81%)].

Keywords: Bacterial diversity; Hybrid maize; Genetically modified;
Rhizosphere.
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INTRODUCCION

La produccién del maiz (Zea mays) se ve afectada por fac-
tores bidticos (ejemplo: plagas y enfermedades) y abidticos
(ejemplo: sequia, pH del suelo), aspectos que generan la ne-
cesidad de incrementar la produccién de este cultivo (SIAP-
SAGARPA, 2007; SFA-SAGARPA, 2011). Es por ello que
las técnicas de ingenieria genética extienden las posibilidades
de desarrollar cultivos con propiedades mejoradas (ejemplo:
el aumento y mejoramiento de la calidad de la productividad
agricola) a través del conocimiento de los genes implicados en
la susceptibilidad a las enfermedades e insectos, entre otros
(Guo et al., 2013).

Se ha postulado que la planta, por medio de los exudados
radicales, ejerce la seleccién de los microorganismos que habi-
tan en la rizosfera. La rizosfera esti definida como el volumen
de suelo adyacente a las raices de la planta que forma un mi-
crohdbitat densamente poblado (Hartmann et al., 2008). La
rizosfera es quimica, fisica y biolégicamente compleja, diversa
y en ella ocurren interacciones dindmicas entre las raices de la
planta, y la (micro) biota y condiciones fisicoquimicas del sue-
lo (Hartmann et al., 2008). En la rizosfera, las bacterias son los
microorganismos mds abundantes (Antoun y Prévost, 2005).
El rizoplano es la superficie externa inmediata de las raices
de la planta junto con las particulas de suelo que se adhieren
estrechamente y las comunidades microbianas, actinomicetos
y hongos (Singh y Mukerji, 2006).

Los microorganismos de la rizosfera son esenciales porque
juegan un papel muy importante en la metabolizacién o trans-
formacién de los nutrimentos de las plantas y pueden producir
fitohormonas las cuales son importantes para el desarrollo de
la planta. Dentro de éstos microorganismos se encuentran las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), y de
éstas las més estudiadas son las rizobacterias. Estas fueron de-
finidas como de vida libre, colonizando la rizosfera, rizoplano
(superficie de la raiz) y filosfera que bajo algunas condiciones,
benefician a las plantas incrementando su crecimiento y pro-
ductividad (Bashan y de-Bashan, 2005; Hani y Prévost, 2005).
Cabe mencionar que la rizosfera alberga microorganismos de
interés agricola tales como simbiontes; dentro de estos mi-
croorganismos se encuentra 4. brasilense que es una bacteria
promotora del crecimiento vegetal principalmente en grami-
neas como sorgo y maiz.

Existen muchos estudios sobre el maiz genéticamente mo-
dificado (GM) con resistencia a insectos (genes cry) (Miethling
etal,, 2009, Mulder et al., 2006). Sin embargo, existen pocos es-
tudios sobre los efectos que un maiz genéticamente modificado
puede ejercer en las comunidades microbianas que habitan en
su rizosfera y rizoplano (Hart et al., 2009).

La estructura microbiana estd influenciada por diferentes
factores, incluyendo el genotipo y la salud de la planta, y con-
diciones ambientales (Aira et al., 2010). Un cambio genético
en los cultivos podria dar lugar a modificaciones en (1) exu-
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dados radicales, (2) morfologia de la raiz, y (3) liberacién de
sustancias antimicrobianas. Como resultado, se podria produ-
cir efectos potenciales en la diversidad estructural y funcional
de la rizosfera. Debido a esto, las plantas genéticamente mo-
dificadas (GM) han sido consideradas un modelo de estudio
muy interesante (Schmalenberger y Tebbe, 2002). Cualquier
impacto que las plantas genéticamente modificadas tengan en
la dindmica de la rizosfera y la comunidad microbiana en el
interior de la raiz puede tener efectos positivos, negativos o
neutrales. Se pueden crear asi condiciones especificas en las
comunidades bacterianas (Berg y Smalla, 2009) que puedan
tener efecto sobre el crecimiento y la salud vegetal, y en la sos-
tenibilidad de los ecosistemas (Dunfield y Germida, 2004). En
algunos estudios las plantas GM alteran la composicién de las
comunidades (Oger et al., 1997). Lottmann y colaboradores
(2000) encontraron que las estructuras de las comunidades
de la rizosfera de las plantas transgénicas de papa inoculadas
no fueron alteradas significativamente; es decir que no hubo
un efecto negativo de ambas cepas antagonistas asociadas a la
planta en la rizo- y geocaulosfera en un experimento de campo.
Asi mismo, Dunfield y Germida (2001) analizaron las diferen-
cias entre las comunidades microbianas asociadas a la rizosfera
de las plantas GM con respecto a una variedad convencional.
El andlisis indic6 que hubo variacién en las comunidades mi-
crobianas asociadas (1) en ambas variedades de canola y (2)
a la temporada del afio. Los cambios en la estructura micro-
biana asociada con plantas GM fueron temporales (invierno)
y no persistieron en la préxima temporada en el campo. Es
decir, la composicién y la diversidad funcional, y la comunidad
microbiana, fueron influenciadas por la variedad de la planta.
Recientemente, Kapur et al. (2010) evaluaron la diversidad mi-
crobiana cultivable y no cultivable en suelos de algodén Bty no
Bt para determinar las consecuencias ecolégicas de la siembra
del algodén GM. Los resultados demostraron que las estructu-
ras de las comunidades microbianas se mantuvieron estables en
cuanto a la riqueza de la diversidad en los estudios de campo.
Sélo se observaron pocas variaciones dentro de la estructura de
la comunidad microbiana, demostrando que el cultivo transgé-
nico no las afecté negativamente. Estos resultados indicaron
claramente la posibilidad de la aplicacién ecoldgica segura de
los cultivos GM como el algodén Bt.

Actualmente los cultivos GM se estin empleando tanto en
paises en desarrollo como en paises industrializados. Aun mds,
ya existen los permisos para la evaluacién en pruebas experi-
mentales y piloto en campo del maiz GM,; entre ellos, aque-
llos eventos con resistencia a herbicidas en varias regiones de
Meéxico (CIBIOGEM, 2014). Por lo tanto surge la pregunta
¢la introduccién de cultivos transgénicos en los ecosistemas
agricolas causardn un impacto en las estructuras microbianas
que habitan en la raiz? En este trabajo se analiz6 la comunidad
bacteriana aislada de las rizosfera y rizoplano del maiz hibrido
convencional (30P49) y de un maiz genéticamente modifica-
do con resistencia al herbicida glufosinato.
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La hipétesis de trabajo fue que las plantas de maiz transgé-
nico y aquellas de maiz convencional tienen similares pobla-
ciones de bacterias.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico. En este trabajo se utilizaron plantas
de maiz hibrido convencional (30P49) y de un material gené-
ticamente modificado (experimental, no comercial) con resis-
tencia al herbicida glufosinato (transformado con el gen par
que condifica para una L-phosphinothricin, syn. glufosinato,
inactivando la transacetilasa).

Muestreo del suelo. Para la siembras de las semillas, las
muestras de suelo siempre se tomaron de un mismo lote de
1 ha, con modalidad riego donde siempre se cultiva el maiz
localizado en Rio Bravo, Tam. Mex. Las coordenadas geogra-
ficas del sitio de muestreo fueron 25° 58’ 54" Norte, 98° 5' 25"
Oeste. Se colectaron 4 sub-muestras de suelo en diferentes
puntos del lote a una profundidad de 15 a 25 cm (Griffiths et
al., 2006) y se mezclaron homogéneamente. Posteriormente,
el suelo se tamiz6 usando con un tamiz de 5 mm de didmetro.

El suelo presentd las siguientes caracteristicas fisicoqui-
micas: pH = 8; conductividad eléctrica; 1,38 dS/m; materia
organica 0,675%; K extraible 894 ppm; N-NO, 27,15 ppm;
P 10,2 ppm; Clase Textural: Arcilla-arenosa. Para cada tipo
de maiz (tratamiento) se sembraron cuatro macetas de 2,8
L con dos semillas cada una. Las macetas se colocaron bajo
condiciones de invernadero hasta la etapa vegetativa V6. Esto
permitié trabajar conforme a la ley de Bioseguridad de Or-
ganismos Genéticamente modificados de México (Ley DOEF,
2005). Dicha ley regula las actividades de utilizacién confi-
nada, liberacién experimental, piloto, comercial, importacién
y exportacién de organismos genéticamente modificados. Su
propésito es prevenir, evitar o reducir los posibles riesgos que
estas actividades pudieran ocasionar a la salud humana, medio
ambiente y la diversidad biol6gica, animal y vegetal.

Colecta de la rizosfera y rizoplano. Cuando las plantas
se encontraban en etapa vegetativa V6 se colectaron 8 plan-
tas individuales de cada tipo de maiz. Las plantas se sacaron
cuidadosamente para evitar dafio en las raices y se colocaron
en bolsas de pléstico etiquetadas y llevadas inmediatamente al
laboratorio. Para colectar la rizosfera y rizoplano, se realizaron
muestras compuestas, formadas por las raices de dos plantas
del mismo tipo de maiz (Convencional o Transgénico). Esto
nos dié un total de 4 muestras compuestas, considerando a
cada una de ellas, como una réplica de cada tratamiento. Estas
replicas fueron destinadas para el aislamiento de los microor-
ganismos en medios de cultivo semi-selectivos de la rizosfera
y rizoplano. Las raices se cortaron y colocaron en agua estéril
para eliminar grandes cantidades de suelo (Schmalenberger
y Tebbe, 2002). Se considerd rizosfera al suelo circundante a

la raiz todavia unido después del lavado, y rizoplano al suelo
firmemente adherido a la raiz (Brusetti et al., 2004). Estas ré-
plicas se colocaron individualmente en tubos falcon estériles
y almacenados a -20 °C hasta el procesamiento biolégico. Las
muestras de rizoplano se tomaron de la siguiente manera: pri-
mero se eliminé el exceso de suelo unido a la raiz con una es-
patula estéril. Después, se pesé un gramo de raiz que contenia
suelo intimamente adherido a la misma (Brusetti et al., 2004).

Medios de cultivos utilizados para aislamiento. Para este
trabajo se utilizaron cuatro medios de cultivos semi-selectivos:
(1) Rojo Congo (Acido Milico 5g/L; K,HPO, 0,5 g/L; NaCl
0,1 g/L; MgSO, x 7H,0 0,2 g/L; Extracto de Levadura 0,4
g/L; KOH 2,4 g/L; Agar-Agar 15 g/L; 2 mL de colorante
rojo congo equivalente a 5 pg/mL) de acuerdo a Rodriguez-
Ciceres et al. (1982) con algunas modificaciones; (2) Tripto-
na extracto de levadura agar o TY (Triptona 5 g/L, Extracto
de Levadura 3 g/L, Agar-Agar 15g/L) (Watson et al., 2001;
Beringer, 1974); (3) AZ agar (Extracto de levadura 0,2 g/L;
Acido Azelaico 2 g/L; K,HPO, 0,4 g/L; KH,PO, 0,4 g/L;
MgSO, x 7H,0 0,2 g/L; Agar-Agar 15 g/L) basado en Es-
trada de los Santos et al. (2011) con algunas modificaciones, y
(4) Ashby (Sacarosa 5 g/L; KH,PO, 1 g/L; MgSO, x 7H,0
0,2 g/L; FeSO, x 7 H,0 0,005 g/L; NaCl 0,02 g/L; CaCl,
0,2 g/L; Agar-Agar 15 g/L)) (Martinez, 2003; Jiménez, 2007).

El pH en todos los medios de cultivo se ajust6 a 8,0 uti-
lizando KOH o HCI concentrado dependiendo del pH ob-
servado. Se emplearon estos medios de cultivo debido a que
los mismos han sido utilizados para aislar Rizobacterias Pro-
motoras del Crecimiento Vegetal. El medio Rojo Congo es
normalmente utilizado para aislar al género Azospirillum sp.,
el medio AZ para el género Burkholderia sp., el medio Ashby
para el género Azotobacter sp.y el medio TY es un medio rico
usualmente para cultivar Rhizobium sp. (Caballero-Mellado et
al., 1992; Bashan et al., 2004; Cérdova-Bautista et al., 2009;
Estrada de los Santos et al., 2011).

Aniilisis microbiolégico. La evaluacién de la densidad de
las diferentes poblaciones bacterianas presentes en la rizosfera
y rizoplano se realizé por el método de conteo viable de célu-
las por siembra en superficie (Cérdova-Bautista et-al., 2009).
Para esto, se pes6 un gramo de suelo de la rizésfera que se
colocé en un tubo Falcon de 50 mL conteniendo 10 mL de
solucién salina (NaCl al 0,85%). Se agit6 vigorosamente con
un agitador vortex (Daigger Vortex Genie 2°) posteriormente
se llevaron a cabo diluciones seriadas hasta 10, Las mues-
tras del rizoplano se colocaron en 10 mL de solucién salina
mezclando vigorosamente para que las bacterias adheridas se
desprendieran y asi posteriormente realizar diluciones deci-
males seriadas hasta 10, Finalmente, se sembraron 0,1 mL de
cada dilucién provenientes de la rizésfera o del rizoplano, en
cajas Petri conteniendo los medios de cultivo por el duplicado.
Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h. Para la deter-
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minacién de la abundancia de las células viables primero se
clasificaron de acuerdo a su morfologfa macroscépica (forma
de colonia, color, tamafio, bordes, etc) (Cérdova-Bautista et
al., 2009); posteriormente se realizé el conteo de todas las uni-
dades formadores de colonias (UFC) presentes en cada medio
de cultivo. Las cepas aisladas se almacenaron a 4 °C hasta el
anilisis molecular.

Andilisis estadistico de las poblaciones de bacterias aisla-
das de rizésfera y rizoplano. Una vez determinada la densi-
dad de las células viables (UFC) en cada uno de los medios de
cultivo mencionados anteriormente se realizé la comparacién
de las poblaciones aisladas mediante pruebas de # de Student
para muestras independientes (0=0,05). Esto se analizé luego
de verificar que se cumplieran los supuestos de normalidad
y de homogeneidad de varianzas mediante las respectivas
pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levin (Tomas-Sabado,
2010). Los anilisis se realizaron mediante el paquete software

STATISTICA versién 8.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA).

Purificacién de las bacterias. Las colonias fueron purifica-
das a través de estria cruzada sobre el medio de cultivo sélido
hasta obtener colonias individuales repitiendo este procedi-
miento hasta obtener colonias puras (Cérdova-Bautista et al.,
2009) para su posterior identificacién molecular.

Identificacién molecular de los aislamientos bacterianos
de la rizésfera y rizoplano. Con el propésito de agrupar los
aislamientos puros, esto se hizo en base a su perfil de restriccidn,
mediante la técnica de Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccién acoplado a la PCR (PCR-RFLP)
(Pérez et al., 2011). El producto de PCR se digirié con la
enzima restriccién A/u 1 de acuerdo a las condiciones del
fabricante New England Biolabs® Inc. Aquellos aislamientos
que mostraron un mismo patrén de restriccién formaron un
solo grupo, y por lo tanto, sélo se secuenciaron, por triplicado,
aquellos representantes que mostraron perfiles de restriccién
diferentes del 16S rDNA, y asi definir a que género de bacteria
correspondia cada uno de los aislamientos puros.

De los aislamientos seleccionados por su perfil de restric-
cidn, se extrajo su DNA genémico mediante el estuche comer-
cial de Promega Wizard Genomic DNA® para la identifica-
cién molecular de los aislamientos. La concentracién y calidad
del DNA se obtuvo de acuerdo a los valores arrojados por un
espectrofotémetro de luz UV a 260/280 nm de longitud de
onda. Posteriormente se amplificé el gen 16S ADN riboso-
mal a partir del ADN genémico extraido de los aislamien-
tos puros mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) utilizando los oligonucledtidos universales 27f (GA-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1495r (CTACGGC-
TACCTTGTTACGA) obteniendo un producto de 1500 pb
(Grifoni et al., 1995). Se utilizaron las siguientes condiciones
de amplificacién: (1) Buffer taq 1X, MgCl, 1,5mM; Oligonu-
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cleotidos 0,05 pM; Taq Polimerasa 1U, y 100 ng de gDNA, y
(2) un programa de un ciclo a 95 °C por 5 min; 35 ciclos a 95
°C por 1 min, 60 °C por 1 min,y 72 °C por 90 seg, y un ciclo a
72 °C por 10 min. Se utiliz6 a la cepa tipo AZ181 de Azospiri-
Ilum sp. como control positivo, y el control negativo sin ADN.
La reaccién se llevé a cabo en un termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient®).

Analisis de las secuencias. Los productos de PCR se pu-
rificaron, previamente a la secuenciacién, con EXOSAP IT
(USB® products Affymetrix, Inc.) Posteriormente, estos pro-
ductos se prepararon con el estuche comercial Byg-Dye Ter-
minator 3.1 Cycle Sequencing para la secuenciacién, la que se
realizé en un secuenciador ABI Prisma [(Applied Biosystem
ABI 3130 (Foster City, CA. USA)], y las secuencias se anali-
zaron en el portal de NCBI/Blast BLAST (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi).

RESULTADOS

Poblaciones bacterianas a nivel de la rizosfera y rizo-
plano. A nivel de la rizésfera, se observan los promedios
obtenidos a partir del conteo de las células viables aisla-
dos en los medios semiselectivos, ya sea del maiz hibrido
convencional y genéticamente modificado, expresados en
UFC/g o como Log UFC/g (datos transformados logarit-
micamente, para aquellos conteos que no pasaron las prue-
bas de normalidad y homogeneidad de varianza). No hubo
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre
las poblaciones bacterianas aisladas a partir del maiz con-
vencional con respecto al GM segun la prueba # de Student
aplicada a las densidades de las poblaciones bacterianas
aisladas en el medio AZ, Rojo Congo, TY. Sin embargo,
en el medio Ashby se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas (p<0,05) entre las poblaciones bacte-
rianas cuantificadas del maiz convencional con respecto al
GM (Tabla 1). Respecto al rizoplano, la prueba # de Stu-
dent no presenté diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre las poblaciones bacterianas aisladas en los
medios Ashby, Rojo Congo y TY del maiz convencional
con respecto al GM. Sin embargo, si se observaron diferen-
cias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las po-
blaciones bacterianas del maiz convencional con respecto

al GM en el medio AZ (Tabla 2).

Identificacion molecular de los aislamientos bacteria-
nos de la rizosfera. En la Figura 1 se muestran los prin-
cipales géneros bacterianos aislados, de acuerdo al me-
dio de cultivo fueron: A) medio Ashby: Sphingobium sp.
(48,48%-HC), Microbacterium sp. (51,52%-HC) y Bacillus
sp. (100%-GM). B) medio Az: Bacillus sp. (68,97%-HC y
62,26%-GM), Brevundimonas sp. (5,17%-HC y 13,21%-
GM), Brevibacterium sp. (25,86%-HC) y Chryseobacterium
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Tabla 1. Poblaciones de aislamientos de bacterias de la rizosfera de acuerdo al medio de cultivo y tipo de maiz.
Table 1. Isolated bacteria populations from the rhizosphere according to the culture medium and the type of maize.

Origen Maiz Medio de cultivo 1;3:211;?:13;28 t de Student Desviaci6n tipica
Rizosfera HC TY 5,15 Log UFC/g NS 0,3759
Rizosfera GM TY 4,98 Log UFC/g 0,7945
Rizosfera HC Rojo Congo 5,23 Log UFC/g NS 0,5829
Rizosfera GM Rojo Congo 5,77 Log UFC/g 0,6660
Rizosfera HC Ashby 4,71x10° UFC/g . 3,35x10°
Rizosfera GM Ashby 1,03 x 10 UFC/g 5,67 x10°
Rizosfera HC AZ 8,70x10° UFC/g NS 4,81x10°
Rizosfera GM AZ 1,33 x 10° UFC/g 4,92x10°

* Hay diferencias significativas (p<0,05); NS= No hay diferencias significativas (p>0,05); HC= Hibrido convencional; GM= Genética-
mente modificado; TY= Triptona Extracto de levadura; RC= Rojo Congo; UFC= Unidad formadora de colonia.

Tabla 2. Poblaciones de aislamientos de bacterias del Rizoplano de acuerdo al medio de cultivo y tipo de maiz.
Table 2. Isolated bacteria populations from the rizoplane according to the culture medium and the type of maize.

Origen Maiz Medio de cultivo Abundancia de los t de Student Desviacion tipica
microorganismos

Rizoplano HC TY 5,37 Log UFC/g NS 0,6926
Rizoplano GM TY 5,23 Log UFC/g 0,7907
Rizoplano HC Rojo Congo 1,21 x 10° UFC/g NS 9,26 x 10°
Rizoplano GM Rojo Congo 1,06 x 10¢ UFC/g 1,13 x 10°
Rizoplano HC Ashby 3,20 x 10° UFC/g NS 5,83x10°
Rizoplano GM Ashby 2,32x10° UFC/g 1,55 x10°
Rizoplano HC AZ 3,76 x 10° UFC/g i 3,12x10°
Rizoplano GM AZ 4,38 x10° UFC/g 1,23 x 10°

* Hay diferencias significativas (p<0,05); NS= No hay diferencias significativas (p>0,05); HC= Hibrido convencional; GM= Genética-
mente modificado; TY= Triptona Extracto de levadura; RC= Rojo Congo; UFC= Unidad formadora de colonia.

sp. (24,53%-GM). C) medio rojo Congo: Brevibacterium sp.
(82,49%-HC y 62,84%-GM), Bacillus sp. (14,12%-HC y
26,86%-GM), Micrococcus sp. (8,09%-GM), Pseudomonas sp.
(3,39%-HC) y Sinorhizobium sp. (2,21%-GM). Finalmente
D) medio TY: Agrococcus sp. (28,42%-HC y 3,75%-GM),
Arthrobacter sp. (16,39%-HC y 86,46%-GM), Sphingobacte-
rium sp. (15,30%-HC y 3,75%-GM), Bacillus sp. (34,43%-
HC y5,76%-GM), Microbacterium sp. (5,46%-HC) y Serra-
tia sp. (0,29%-GM).

Al agrupar las bacterias aisladas exclusivamente de la ri-
zosfera se encontré que los géneros Arthrobacter sp., Sphin-
gobacterium sp., Bacillus sp., Agrococcus sp., Brevibacterium sp.
y Brevundimonas sp. se encontraban en ambos tipos de maiz.
Los géneros unicamente hallados en el maiz convencional
fueron Pseudomonas sp., Sphingobium sp. y Microbacterium sp.

Los géneros determinados exclusivamente en la rizésfera del
maiz GM fueron Serratia sp., Micrococcus sp., Sinorhizobium
sp. v Chryseobacterium sp. Asimismo, a nivel rizésfera los gé-
neros con mayor abundancia tanto en el maiz convencional
como en el GM fueron Brevibacterium sp.,y Bacillus sp.

Al agrupar las bacterias aisladas del rizoplano, los géne-
ros Chryseobacterium sp., Microbacterium sp., Enterobacter sp.,
Rhizobium sp., Achromobacter sp., Acidovorax sp.y Xanthomo-
nas sp. se encontraron tanto en el maiz convencional como
en el GM. Los géneros Bacillus sp., Cupriavidus sp.y Acine-
tobacter sp solo se encontraron en el maiz convencional. Los
géneros propios del maiz GM fueron Serratia sp. y Pseudo-
monas sp., y los géneros con mayor abundancia tanto en el
maiz convencional como en el GM fueron Chryseobacterium

sp. y Rhizobium sp.
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Fig. 1. Distribucion relativa de los géneros de bacterias identificados de la rizosfera, a partir de las secuencias del gen 16S DNA ribo-

somal. (A) Medio Ashby, (B) Medio Az, (C) Medio Rojo Congo, (D) Medio TY.

Fig. 1. Relative distribution of the identified bacterial genera in the rhizosphere, from DNA sequences of the 16S ribosomal gene. (A) Medium

Ashby, (B) Medium AZ, (C) Medium Congo Red, (D) TY Medium.
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Fig. 2. Relative distribution of the identified bacterial genera in the rizoplane, from DNA sequences of the 16S ribosomal gene. (A) Medium Ashby,

(B) Medium AZ, (C) Medium Congo Red, (D) TY Medium.
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Identificacién molecular de los aislamientos bacteria-
nos del rizoplano. Los géneros mayormente aislados en el
medio Ashby fueron Rhizobium sp. (44,53%-HC y 60,48%-
GM) y Chryseobacterium sp. (55,47%-HC y 39,52%-GM). A
partir del medio Az se aislaron los géneros Achromobacter sp.
(43,59%-HC y 41,71%-GM), Acidovorax sp. (27,64%-HC
y 23,43%-GM), Xanthomonas sp. (11,16%-HC y 34,86%-
GM), Acinetobacter sp. (17,54%-HC) y Cupriavidus sp.
(0,05%-HC). En el medio rojo Congo los géneros aislados
fueron Chryseobacterium sp. (66,05%-HC y 21,27%-GM),
Rbizobium sp. (28,90%-HC y 0,13%-HC), Enterobacter sp.
(2,68% -HC y 11,31%-GM), Bacillus sp. (2,37%-HC) y Pseu-
domonas sp. (67,29%-GM). En el medio TY se aislaron los
géneros Rhizobium sp. (50,86%-HC y 94,51%-GM), Chry-
seobacterium sp. (10,68%-HC y 4,33%-GM), Microbacterium
sp. (0,16%-HC y 1,04%-GM), Enterobacter sp. (38,30%-HC)
y Serratia sp. (0,12%-GM) (Fig. 2).

DISCUSION

El medio de cultivo Ashby no lleva una fuente de nitrégeno.
Por lo tanto, el hecho de que se aislaran poblaciones estadisti-
camente diferentes entre un maiz convencional con respecto al
GM nos indicaria que las bacterias diazotroficas son mds abun-
dantes en el cultivo GM con respecto al convencional. Ademds,
las diferencias podrian deberse a dos aspectos importantes: el
primero seria la especificidad de la planta a las comunidades
microbianas en la rizosfera y rizoplano en ambos tipos de maiz
(Germida et al., 1998; Grayston et al., 1998). Es decir, la planta
estd restringiendo o dirigiendo el desarrollo de los microorga-
nismos atraidos por sus exudados radicales, como una forma de
mantener el control de las bacterias con las que interacciona,
formando las condiciones selectivas de los organismos de la ri-
z6sfera como lo postulan Hartmann et al. (2008). En el segun-
do aspecto, habria que considerar también el efecto del nicho,
es decir los tipos de bacterias que habitan en la rizdsfera en
comparacién al tipo de bacterias que habitan en el rizoplano, ya
que éstos (rizésfera y rizoplano) constituyen condiciones muy
particulares, adecuadas para ciertos tipos de bacterias. El hecho
de encontrar diferencias en los otros medios podria reforzar lo
dicho anteriormente. Saxena y Stotzky (2001) tampoco encon-
traron diferencias estadisticas entre las unidades formadoras de
colonia de las bacterias cultivadas (incluyendo actinomicetos)
de la rizéstera del suelo de maiz Bt y no-Bt. Dunfield y Germi-
da (2001) no observaron diferencias estadisticas significativas
entre las poblaciones bacterianas al interior de la raiz de canola
GM (tolerancia a herbicida).

En estudios previos, el conteo de UFC se ha realizado en
un solo medio de cultivo o en placas BIOLOG para cuanti-
ficar las bacterias de la rizésfera o al interior de la raiz (Dun-
field y Germida, 2001). También se han estimado dichas
UFC usando el medio de cultivo para bacterias SEA (Saxena
y Stotzky, 2001). Este es un estudio mds completo en el and-

®DYTON ISSN 0031 9457 (2015) 84: 233-243

lisis de las poblaciones bacterianas (UFC -1 de suelo) debido
a que se empleé mds de un tipo de medio semi-selectivo, los
cuales han sido usados normalmente para aislar géneros tales
como Azospirillum (Rojo Congo), Rhizobium (TY), Azoto-
bacter (Ashby) y Burkholderia (Az). Sin embargo, se podrian
aislar otros géneros pertenecientes a grupos bacterianos tales
como alfa-proteobacteria, actinobacterias como se observard
mids adelante en los resultados de la identificacién molecular.

Varios de los géneros identificados corresponden a bac-
terias reportadas con secuencias de organismos microbianos
hallados en ambientes extremos (4rtico, suelos alcalinos, etc.)
o en suelos agricolas pobres. Esto nos podria dar un indicio de
la naturaleza del hébitat ya que estos suelos presentan carac-
teristicas donde podria existir una amplia gama de bacterias
diferentes. Estos resultados coinciden con los informados por
Berg y Smalla (2009), quienes postulan que son varios los fac-
tores bidticos y abidticos que influyen en la estructura y diver-
sidad funcional de las comunidades bacterianas, por ejemplo
el tipo de suelo. Estos géneros también han sido aislados de
la rizésfera y rizoplano de plantas de trigo, citricos, lechuga y
cacahuate; asi como enddfitas en raices de soja, y semillas de
tomate y arroz. Ademds, existe una concordancia con lo re-
portado por Fierer y Jackson (2006), quienes mencionan que
la biogeografia microbiana es controlada principalmente por
variables edéficas, especialmente el pH. El pH del suelo usado
en la realizaciéon de este estudio fue alcalino.

Dentro de los principales géneros aislados tanto en la rizds-
fera del maiz convencional como en el maiz GM, el género con
mayor abundancia fue Bacillus sp. Este género ha sido aislado del
suelo de la rizésfera en soya (Wahyudi et al., 2011) y variedades
de Jatropha, con la capacidad de resistencia a la sequia bajo el
sistema de la raiz dedicada a la agricultura del desierto (Marasco
et. al,, 2012). Ademds, se ha empleado como agente de control
biolégico de Phytophthora capsici Leo., en jitomate (Lagunas-
Lagunas et al., 2001). Asimismo, este género es conocido por su
capacidad de solubilizar fosfatos, como rizobacteria promotora
del crecimiento vegetal (PGPR) en plantas de trigo asi como
control biolégico de enfermedades fingicas tales como en pi-
miento (Lagunas-Lagunas et al., 2001). El otro género en abun-
dancia fue Brevibacterium sp., el cual ha sido aislado en suelos
sin potencial agricola como el desierto y el artico (Collins, 2006;
Ambardar y Vakhlu, 2013). Ademis, a este género se lo ha con-
siderado también como una rizobacteria promotora del creci-
miento vegetal (Donmez et al., 2011). De las bacterias asociadas
a la rizésfera del maiz GM se destacé Serratia sp. Esta bacteria
se ha encontrado tanto en la rizésfera como en el rizoplano del
maiz GM,; es una bacteria endéfita asociada a la raiz de cacahua-
te y muestra capacidad inhibitoria contra algunos hongos que
producen aflatoxinas (Wang et al., 2013).

Por otro lado, Chryseobacterium sp., fue el género mas abun-
dante aislado del rizoplano en el maiz convencional. Este géne-
ro se ha asociado a la superficie radical de papa (Rashid et al.,
2011) y también ha sido aislado de la rizésfera de Crocus sativus
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(Ambardar y Vakhlu, 2013). Ademds, se lo ha hallado como
endofita en raices de soja, y ha sido aislado de suelos alcalinos
y forestales (Li y Zhu, 2012) asi como de la lechuga, cacahuate
y citricos (Trivedi et al., 2011). Adn mis, es considerada una
bacteria benéfica y con propiedades promotoras del crecimien-
to vegetal (PGPR). El género Rhizobium sp., ha sido aislado
de suelos donde se cultivan leguminosas; es capaz de disolver
formas insolubles de fosfatos (Richardson et al., 2009; Bhatta-
charyya y Jha, 2012), y controla patégenos como resultado de
la produccién de antibidticos (Naveed et al., 2008). Ademis,
ha sido aislado de nédulos de chicharos y es productor de AIA
(Ahemad y Khan, 2012). También posee resistencia al arsénico
(Jérémy et al., 2013). Achromobacter sp., es una PGPR que ha
sido aislada de la rizésfera de tomate (Yang et al., 2009). Final-
mente, el género Cupriavidus sp., se ha encontrado en suelos
agricolas con pH alcalino (Estrada de los Santos et al., 2011).

Corrales et al. (2007) y Aira et al. (2010) informaron que
el genotipo de la planta de maiz modifica la estructura de las
comunidades microbianas en la rizésfera debido a diferen-
cias en sus exudados radicales. Conjuntamente, éstos crean
un nicho especifico que influye en que microorganismos la
colonizardn, alterando de este modo la composicién y la di-
versidad estructural de bacterias que habitan este nicho eco-
légico (Dohrmann y Tebbe, 2005; Singh y Mukerji, 2006).
Sin embargo, Oliver et al. (2008) mencionaron que no exis-
ten diferencias significativas en la variabilidad de especies
bacterianas que habitan en la rizésfera y rizoplano del maiz
convencional con respecto al GM. En nuestro trabajo tam-
bién observamos que los géneros en mayor abundancia en el
maiz convencional y GM se encontraron en ambos tipos de
maiz a nivel rizésfera. Estos géneros fueron Brevibacterium
sp. (31,44% en convencional y 28,87% en GM) y Bacillus sp.
(29,05% en convencional y 48,58% en GM). Estos resultados
concuerdan con lo informado por Kapur et al. (2010) quie-
nes, mediante pruebas bioquimicas, morfolégicas y FAMEs,
encontraron que la mayoria de las colonias bacterianas per-
tenecieron al género Bacillus sp., en muestras de plantas de
raices de algodén Bt y no-Bt. El género Bacillus sp., también
ha sido aislado del suelo de la rizésfera de nédulos de raices
en la raiz de soja, y como endéfita en las semillas de tomate y
en el arroz. Ademis este género es conocido por su capacidad
de solubilizar fosfatos, como rizobacteria promotora del cre-
cimiento vegetal y como control biolégico de enfermedades
fungicas (Lottmann et al., 1999). El otro género en abundan-
cia fue Brevibacterium sp., que ha sido aislado de suelos sin
potencial agricola, como el desierto y el drtico. A su vez, a este
género se lo considera como una rizobacteria promotora del
crecimiento vegetal (Lottmann et al., 1999).

El género Rhizobium sp., bacteria nodulante y fijadora de
nitrégeno en leguminosas, fue el mds abundante en el rizo-
plano de ambos tipos de maiz. Su presencia en el lote estu-
diado nos podria dar una idea de que en ese lote se sembraba
previamente alguna leguminosa. Si consideramos el papel

que juegan en la raiz las diversas bacterias aisladas nos in-
dicarfan concordancias con lo reportado por Lottmann et
al. (1999). Estos autores indicaron que no hay diferencias
estadisticas en las funciones de las bacterias simbiéticas en-
contradas en ambos tipos de cultivo. Whipps (2001) y Hart-
mann et al. (2008) también mencionaron que la modifica-
cién genética (GM) de la planta de maiz no ejerce cambios
en las poblaciones bacterianas debido a que los géneros ais-
lados de la rizésfera y rizoplano concuerdan, y varias de ellas
son consideradas simbidticas o promotoras del crecimiento
vegetal (Bashan et al., 2008).

A pesar de que solo entre 0,1 al 10% del total de las bac-
terias presentes en el suelo y en la rizosfera son aislables en
medios de cultivo artificiales la técnica de dilucién decimal
en placa todavia se sigue utilizando. Esto se debe a que sigue
siendo uno de los métodos mds confiables en este tipo de es-
tudios (Berg y Smalla, 2009). Sin embargo, este método posee
limitaciones, y podria influenciar la diversidad aparente de las
comunidades microbianas (Kirk et al., 2004). Por este motivo
se utilizaron cuatro medios diferentes de cultivo para los aisla-
mientos en este estudio.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados demostraron de una manera global
que las poblaciones de bacterias que se encuentran en la rizds-
fera y el rizoplano de los maices hibrido convencional y gené-
ticamente modificado fueron similares. Sin embargo, hay que
mencionar que hubo algunos géneros de bacterias que solo
estuvieron presentes en el hibrido convencional o en el gené-
ticamente modificado. Sin embargo no hubo diferencias sig-
nificativas a nivel poblacional entre ambos tipos de maiz. Es
decir, el maiz GM no afecté a las poblaciones de bacterias con
las que interactud. Sin embargo, habria que considerar que los
ensayos se realizaron en macetas conteniendo suelo de campos
donde se cultiva solo maiz y no directamente en campo. Esto
es debido a que la ley de bioseguridad de México prohibe la

siembra de maiz OGM a cielo abierto.
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