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Introduccion. En la actualidad diversas evidencias indican
que el uso de las técnicas de aislamiento tradicional de
microorganismos a partir del ambiente, tan solo permite
obtener en laboratorio Gnicamente entre 0.1 y 10% de los
microorganismos presentes en una muestra de suelo
analizada. En cambio, la aplicacion de herramientas
moleculares al andlisis de ADN bacteriano total aislado de
una muestra ambiental (metagenoma) ha permitido la
posibilidad de detectar productos naturales de interés para
la industria farmacéutica y agricola ademas que
proporcionan riqueza y potencial para nuevas aplicaciones
biotecnoldgicas para empresas que se especializan en
biocatalisis, biorremediacién. En este trabajo se presenta
un estudio de diversidad bacteriana a partir de una muestra
de suelo mediante el analisis de secuencias de ADNr 16S.

Metodologia. Se colectdé una muestra de suelo de la zona
boscosa de la ciudad de Cuernavaca perteneciente al
corredor biolégico Chichinautzin. A partir de 5 g de suelo
se obtuvo ADN metagenémico mediante una técnica de
extraccion directa @ con cloroformo, posteriormente el
ADN se utilizd como templado para amplificar por PCR
los ADNr 16S, utilizando primers universales para
eubacterias®®. El producto obtenido se cloné en el sistema
TOPO Blunt, se sometieron a analisis ARDRA 100 clonas
positivas utilizando la enzima Haelll cuyos perfiles de
restriccion se compararon entre ellos para encontrar
aquellos unicos, los cuales fueron secuenciados. Las
secuencias obtenidas se compararon contra las secuencias
registradas en la base de datos del NCBI y su filiacion
taxondmica se determind al construir un arbol filogenético
mediante el método NJ.

Resultados y discusion. Mediante la extraccion directa se
obtuvo un ADN de buena calidad (fig.1).
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Fig. 1. ADN obtenido a partir de una muestra de suelo por
técnicas independientes de cultivo

Se obtuvieron diferentes perfiles de restriccion de ADNr
16S, los cuales se muestran en la fig. 2 , lo cual refleja la
alta diversidad bacteriana presente. El andlisis de las
secuencias de las clonas Unicas obtenidas, en la base de
datos de GenBank mostraron una diversidad mas inclinada
hacia microorganismos no cultivables de suelo con
porcentajes altos de similitud entre ellas, que
mayoritariamente se encuentran en el grupo de las Gram

negativas, esto puede deberse al tipo de actividad
metabodlica que se requiere en ese estrato del suelo. El
91% de las secuencias obtenidas pertenecen a
microorganismos no cultivables, y el 9% restante
pertenece a microorganismos descritos

Fig.2 Electroforésis donde se muestran los diferentes perfiles de
restriccion obtenidos.

En la figura 3 se muestra el arbol filogenético obtenido
mediante el método NJ
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Fig.3 Arbol obtenido mediante NJ de las secuencias de ADNr
16S

Conclusiones. La técnica de extraccion directa permitio
obtener ADN de buena calidad y buena concentracion.

El estudio de diversidad utilizando ADNr 16S refleja que
el 91% de los microorganismos caen dentro de los no
cultivables, esto coincide con lo reportado por otros
autores.
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