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Resumen. Suelo de cafia de aziicar fue expuesto a conidios y extractos de Beauveria bassiana, ast
como al insecticida sistémico Furadan® para evaluar su efecto en la rizosfera del suelo. Los cambios
en la diversidad de poblaciones microbianas del suelo fueron analizados por DGGE. Los conidios de
B. bassiana no tienen ningtin efecto en la comunidad microbiana, los extractos crudos y la fraccion
mayor a 10 kDa disminuyeron la diversidad microbiana y con la fraccion menor a 10 kDa se redujo
mds la diversidad, debido a que estd constituida por moléculas con actividad antimicrobiana, in-
secticida y acaricida, sin embargo, los resultados mds significativos se obtuvieron con el Furadan®,
ya que tiene un mayor efecto en la composicion microbiana, disminuyéndola drdsticamente. Las
biomoléculas con actividad insecticida de Beauveria bassiana modifican la microbiota con menor
impacto respecto al Furadan®® y proporcionan nuevas lineas de investigacion para disminuir la
aplicacion de insecticidas al suelo; utilizados para el control de plagas rizofagas de importancia
agricola.
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Abstract. Sugar cane soil was exposed to conidia and extracts of Beauveria bassiana, as well as to
the systemic insecticide Furadan® to assess their effect on the rhizosphere. Changes in diversity of
the soil’s microbial populations were analyzed using DGGE. B. bassiana conidia have no effect on
the microbial community, crude extracts and the fraction above 10 kDa reduced the microbial di-
versity, whereas with the fraction under 10 kDa the diversity dropped even more, since it comprises
molecules with antimicrobial, insecticidal and anti-mite activities. Nonetheless, the most significant
results were obtained with Furadan®, which has a greater effect on the microbial composition,
reducing it drastically. B. bassiana biomolecules with insecticidal activity do modify the microbiota
with a lesser impact compared to Furadan® and provide new research lines to moderate the use of
insecticides in the soil, with the aim of controlling agriculturally important root-eating pests.

Keywords: Rhizosphere, Crude extract, Beauveria bassiana, Bacteria populations.

INTRODUCCION

En México, la produccién de cafia de azticar (Saccharum officinarum L.; Poaceae) es de gran
importancia econémica; se reporta una superficie cosechada de 767 mil 231 hectdreas y
un volumen industrializado de cafia molida bruta de 56 millones de toneladas (SIAP, 2017)
que generan 440 mil empleos directos y 2.5 millones de empleos indirectos (Mejia ef al.,
2010). En el estado de Morelos se produce 2090722 toneladas de cafia de azdcar (INEGI,
2017), siendo uno de los factores limitantes para su desarrollo la proliferaciéon de plagas,
como las larvas de “gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae), que generan dafios y una
disminucién del rendimiento entre 20 y 40%, en diversas regiones agricolas de México
(Chavez et. al., 2014).

En Morelos se aplican insecticidas como el Furadan® para reducir su poblacién, la
que ha venido ocasionado dafios a la salud humana y al ambiente (Aragén ef al., 2012).
Por tal motivo surge la necesidad de utilizar hongos entomopatégenos, que reducen las
poblaciones de plagas (Gonzdlez et al., 2012). Beauveria bassiana es un hongo filamentoso
que produce metabolitos secundarios, generalmente son depsipéptidos ciclicos de bajo
peso molecular como: beauvericina, beauverélido y basiandlido, que tienen actividades
antibacterianas, antifdngicas, citotéxicos, insecticidas, acaricidas y nematicidas (Wang
et al., 2005; Xu et al., 2008; Borges et al., 2010; Arboleda et al., 2011); poseen baja toxicidad
en humanos y no necesitan requerimientos especiales para su empleo. Estas biomolé-
culas contienen alto potencial de accién insecticida y pueden ser una alternativa para el
control de plagas y con ello evitar el uso de agroquimicos sistémicos.
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La rizosfera es la fase del suelo en la que los minerales y los microorganismos se
encuentran en estrecha relacién con las raices de las plantas, desempefian funciones de
procesos de edafogénesis, ciclos biogeoquimicos, fertilidad de las plantas y proteccién
frente a patégenos y degradacion de compuestos xenobiéticos (Chaudhry et al., 2012).
Las poblaciones microbianas de la rizosfera lo constituyen grupos de bacterias (domi-
nio Bacteria), arqueas (dominio Arquea), hongos, microalgas y protozoarios (dominio
Eukarya); estos grupos representan 90% del total de la microbiota del suelo, y otro 10 %
lo constituyen la microfauna (nematodos y artrépodos).

Estos microorganismos desempefian un papel fundamental en los ciclos biogeoqui-
micos, asi como el reciclamiento de compuestos orgdnicos, también contribuyen en la
nutricién y salud de la planta, la estructura y fertilidad del suelo. Sin embargo, no se
ha evaluado el efecto que tendrian los insecticidas sistémicos en la rizosfera y de los
metabolitos de B. bassiana con actividad insecticida y potencial actividad antibiética que
pueden afectar potencialmente la diversidad microbiana de la rizosfera, también se des-
conoce como pueden influir en los ecosistemas subterrdaneos (Kirk et al., 2004; Xu et al.,
2008). Recientemente, proyectos de andlisis de metagenomas de procariotas y eucariotas
muestran todas las poblaciones microbianas que se encuentran en este entorno (Hayat
et al., 2010) y que permiten evaluar el impacto ambiental de metabolitos con actividad
insecticida. Este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de los metabolitos y
enzimas del extracto crudo de B. bassiana sobre la comunidad microbiana de la rizosfera
de un cultivo de cafia de aztcar.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras de la rizosfera de cana de azucar

El 4 de abril de 2013, se obtuvieron 3 muestras del suelo de la rizosfera de cafia de azticar
de tres campos cafieros del municipio de Zacatepec, Morelos, localizado al norte 18° 41,
al sur 18° 37" de latitud norte; Al este 99° 11, al oeste 99° 14" de longitud oeste, A una al-
tura media de 910 msnm: M1 Campo Jojutla, localizado 98° 59" 33.13” O, 18° 6" 52.13” N;
M2 Campo San Juanes, localizado 99° 1423.02” O, 18° 3'35.13” N y M3 Campo Puente de
Ixtla, localizado 99° 0" 2.79” O, 18° 6 52.13” N (Plan Municipal de Desarrollo Zacatepec
2009-2012). Estas muestras se utilizaron para la estandarizacién del método de extrac-
cién de ADN. Se realizaron cuadrantes de 50x50 cm y 30 cm de profundidad; el suelo
fue colectado en bolsas herméticas nuevas de aproximadamente 100 g, y se trasladaron
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en hieleras a la UAM-Xochimilco. Para la evaluacién de la comunidad microbiana de la
rizosfera se utilizé el suelo del Puente de Ixtla, Morelos.

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se utiliz6 el aislado 11 de Beauveria bassiana y se mantuvo en agar dextrosa papa, a 28° C
por 10 dias. El cultivo sélido se realiz6é en matraces Erlermeyer usando como soporte ba-
gazo de cafia, medio de sales y caparazén de camarén. Las condiciones del cultivo sélido
fueron: humedad inicial 75%, pH 5 y temperatura de 25°C. La inoculacién fue con 1x 108
conidios (g Peso himedo)! (Barranco et al., 2009).

Obtencidn de conidios y extracto crudo

A cada matraz se agregé 50mL de Tween 80 al 0.05%, y se agité por 5 minutos; la canti-
dad de conidios se determiné en una cdmara de Neubauer. Para la obtencién del extracto
crudo después de 15 dias, se pesoé el contenido y se agregé agua porcion 1:1 (p:v), se cen-
trifugd a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C y se filtré con una membrana de nitrocelulosa
de corte de 10kDa y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C (Chévez et. al., 2014).

1. Estandarizacion de la técnica de extraccién del ADN y amplificacion del gen 16S del ARNr de la
rizosfera de cafa de azucar

Para la extraccién del ADN se utilizaron 600 mg de suelo sin tamizar y suelo tamizado
con las técnicas de Sonicacién-Fenol-Cloroformo y Bead-Beater-Fenol-Cloroformo pro-
puesto por Hamdan (2004) y dos equipos comerciales IQEXT-Silica, Nucleic Acid Extrac-
tion (GeneReach Biotechnology Corp.) y Fast ID Genomics DNA Extraction (Genetic ID),
de acuerdo con los protocolos proporcionados por los fabricantes.

2. Cuantificacion de ADN

Se determiné la concentracién de dcidos nucleicos, protefnas y dcidos htimicos en un
NanoDrop 2000 Thermo Scientific®. Se ajusté utilizando agua destilada como blanco. Se
midié la absorbancia de los dcidos nucleicos a 260 nm, las proteinas a 280 nm y los 4cidos
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hidmicos a 230nm. Una unidad de absorbancia es equivalente a 50 yg mL" de ADN (Shan
et al., 2008). Los coeficientes de las absorbancias permiten evaluar la presencia de protei-
nas a 260 /280, de 4cidos hiimicos y otros contaminantes 260 / 230.

3. Amplificacién por PCR para la region V6-V8 del gen 16S del ARNr

Para la amplificacién del gen 165 del ARNr se utilizaron los siguientes iniciadores: 8 for
5-AGACTTTGATCMTGGCTCAG-3" y 1492 rev 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3.
Para la regién V6-V8 se utilizaron los iniciadores: GC968 for 5-CGCCCGGGGCGCGCCC-
CGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGAACGCGAAGAACCTTACC-3" y UNI401 rev
5-GCGTGTGTACAAGACCC-3" (Muyzer et. al., 1993).

La mezcla de la reaccién contiene: 1X amortiguador 10X, 400 ng/ uL albimina sé-
rica bovina, 1.5 mM MgCl, 10 mM de dNTP’s, 10 pmol/reaccién iniciador GC968for,
10 pmol/reaccién, iniciador UNI 1401rev, 1 U/ uL Taq polimerasa y 0.25 ug de ADN
por muestra. El termociclador BioRad® fue utilizado bajo las siguientes condiciones:
pre-desnaturalizacién 94°C por 5 min, desnaturalizacién 94°C por 30 s, alineacién 55
°C por 20 s, elongacién 72°C por 40 s 35 ciclos del paso 2 al 4 y post-elongacién 72 °C por
7 min. Los productos de la amplificacién por PCR se visualizaron en un gel de agarosa
al 1% en amortiguador TAE 1X, con bromuro de etidio en un transiluminador BioRad®.

4. Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizante

Se preparé un gel al 8% de acrilamida /Bis 37:5:1 (2.6% C) (BioRad®) en buffer TAE 1X con
un gradiente desnaturalizante paralelo de 30 a 60%, el equipo del DGGE fue BioRad®,
DCode® (Universal Mutational Detection System). Nota: las soluciones de acrilamida/
Bis se prepararon en tubos separados con un volumen de 20 mL™. Para el tubo del 30% se
coloc6 4 mL! de acrilamina/Bis al 40%, 0.4 mL" de buffer TAE 50X, 2.4 mL" de formami-
da, 2.52 g de urea, 10.68 mL"* de agua destilada. El tubo al 60 % contenia 4 mL" de buffer
TAE 50X, 4.8 mL* de formamida, 5.04 g de urea, 5.36 mL" de agua destilada y 0.4 mL"
de DCode Dye Solution. Se afiadi6 el persulfato de amonio a una concentracién final de
0.75% (v/v) (150uL*/20 mL?) y el TEMED al 0.1% (v/v) (20 uL'1/20 mL™). Se corrié el gel a
las siguientes condiciones: Amortiguador TAE 1X, temperatura del buffer: 60°C, voltaje
y tiempo de corrida: 200 V por 5 minutos y posterior a 85 V por 16 horas, se conecto la
fuente de poder Power Pac 300, BioRad®.
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5. Evaluacién de la dinamica de la rizosfera de la cafa de aztcar por conidios y metabolitos de
Beauveria bassiana

Para evaluar el efecto de conidios y metabolitos del cultivo de B. bassiana sobre la dindmi-
ca poblacional de la rizosfera del suelo de Puente de Ixtla, Morelos, a los 7 dias y 15 dias;
en cada unidad experimental se colocé 150 g; los tratamientos fueron: T1, Suelo control
(agua destilada); T2, Suelo con conidios (1x107/mL"); T3, Suelo con extracto crudo, con
peso molecular menor a 10kDa; T4, Suelo con extracto crudo con peso molecular mayor a
10kDa; T5, Suelo con extracto crudo y T6; Suelo con Furadan® (0.2 ml en 100 ml agua). Se
aplicaron 8 ml de cada tratamiento, con tres repeticiones, posteriormente se colocaron en
una cdmara bioclimética Lumistel® a 25°C y 50% de humedad.

6. Analisis de la dinamica de poblaciones bacterianas

Para el andlisis de la dindmica de poblaciones bacterianas de la rizosfera de cafia de azui-
car se utilizaron los Software: GeneTools Version 3.07 de SynGen UK y GeneDirectory
Version 1.02 de SynGen UK.

RESULTADOS

1-2. Estandarizacion de la técnica de extraccion del ADN y amplificacion del gen 16S del ARNr de la
rizosfera de cana de azucar y cuantificacion del ADN

La tabla 1 muestra el ADN aislado de muestras de la rizosfera con las diferentes técnicas
de extraccion. Se utilizaron equipos comerciales y Sonicacién-Fenol-Cloroformo. Los mé-
todos Fast ID y IQEXT-Silica, Nucleic Acid Extraction fueron los procedimientos que tu-
vieron las concentraciones mas bajas de ADN extraido, que corresponden a 119 y 22.3 ng
uL", respectivamente. Mientras que en el método Bead-Beater-Fenol-Cloroformo se obtuvo
una concentracién de 43.5 ng uL”, y la concentracién mds alta de DNA fue con el método
Sonicacién-Fenol-Cloroformo (207.3 ng uL"). Sin embargo, todas las muestras presentan
contaminantes, principalmente de dcidos hiimicos que interfieren en las reacciones de am-
plificacion del gen. Respecto al coeficiente 260/ ADN 230, los métodos Bead-Beater-Fenol-
Cloroformo y Fast ID Genomics DNA Extraction tuvieron valores menores a 2, lo que indica
la presencia de contaminantes de dcidos hiimicos. Mientras que el método Sonicacién-
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Fenol-Cloroformo mostraron valores mayores a 2.2. En relacion del coeficiente A260/ A280,
que corresponde a la pureza del ADN, todos los métodos de extraccién presentaron valores
menores a 1.8, que es indicativo de la presencia de protefnas en las muestras.

Tabla 1. Concentracion y pureza del ADN con cuatro métodos de extraccion

Método de extraccion Concentracion Coeficiente Coeficiente
de ADN ng pL-1 260/230 260/280
Bead Beater-Fenol-Cloroformo 43.5 1.80 0.07
Sonicacion -Fenol-Cloroformo 207.3 2.30 0.75
Fast ID Genomics DNA Extraction 11.9 1.95 0.19
IQEXT-Silica, Nucleic Acid Extraction 223 | e -

3. Amplificacién por PCR para la region V6-V8 del gen 16S del ARNr

Para la amplificaciéon de la region V6-V8 del gen 165 del ARNr se utilizaron los ADN de los
métodos de extraccion: Bead-Beater-Fenol-Cloroformo, IQEXT-Silica, Nucleic Acid Ex-
traction y Sonicacién-Fenol-Cloroformo. No se amplificé la regién V6-V8 del gen 16S del
ARNI, con los métodos IQEXT-Silica, Nucleic Acid Extraction y Sonicacién-Fenol-Cloro-
formo debido a que con estos métodos arrastran muchos compuestos que interfieren en
la amplificacién por PCR, principalmente proteinas y dcidos hiimicos. Mientras que con
el método de extraccién Bead-Beater-Fenol-Cloroformo se obtuvo una ampliacién de 433
pb, como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Amplificacién de la region V6-V8 del gen 16S ARNr de las muestras de
suelo con diferentes métodos de extraccion de ADN

Carril 1: Marcador 100 pb, Carril 2: M1 campo Jojutla, Carril 3: M2 campo San Juanes, Carril 4: M3 campo
Puente de Ixtla, Carril 5: M1 Jojutla, Carril 6: M2 campo San Juanes, Carril 7: M3 campo Puente de Ixtla,
Carril 8: M1 campo Jojutla, Carril 9: M2 campo San Juanes, Carril 10: M3 campo Puente de Ixtla, Carril 11:

Control positivo (cepa Control), Carril 12: Control negativo (control de reactivos).

4. Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizante

Los productos de la amplificacién el gen 165 del ARNr de la regién V6-V8 se analizaron
en un gel de poliacrilamida al 8% con un gradiente de desnaturalizante del 30-60%, se
observé un perfil de bandeo que corresponde a los amplicones de la regién V6-V8 de la
dindmica de poblaciones presentes en la rizosfera después de los métodos de extraccién
del ADN. Los mejores resultados se presentan al utilizar el método de Bead-Beater-Fenol-
Cloroformo, que corresponden a los carriles 2, 7 y 11, observdndose una mayor densidad
poblacional bacteriana de la rizosfera de cafia de azticar, ya que se detectaron 12 poblacio-
nes predominantes diferentes de bacterias. Mientras que con los métodos de los equipos
comerciales Fast ID Genomics DNA Extraction y IQEXT-Silica, Nucleic Acid Extraction,
se observaron 10 poblaciones y pocas poblaciones bacterianas, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Perfiles genémicos de comunidades microbianas del gen 16S del RNAr, del
suelo de Puente de Ixtla con diferentes metodos de extraccién de ADN (DGGE al 30-
60%)
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Carril 1: Control negativo; Carril 2: ADN obtenido de una muestra de suelo por el método Bead-Beater-Fenol-
Cloroformo; Carril 3: ADN obtenido de una muestra de suelo por el método Fast ID Genomics DNA Extrac-
tion; Carril 4: ADN obtenido de una muestra de suelo por el método Fast ID Genomics DNA Extraction; Carril
5: ADN obtenido de una muestra de suelo por método Fast ID Genomics DNA Extraction; Carril 6: ADN obteni-
do de una muestra de suelo por el método IQEXT-Silica, Nucleic Acid Extraction; Carril 72 ADN obtenido de
una muestra de suelo por el método Bead-Beater-Fenol-Cloroformo; Carril 8: ADN obtenido de una muestra
de suelo por el método Fast ID Genomics DNA Extraction; Carril 9: ADN obtenido de una muestra de suelo
por el método Fast ID Genomics DNA Extraction; Carril 10: DNA obtenido de una muestra de suelo por el mé-
todo Fast ID Genomics DNA Extraction; Carril 11: ADN obtenido de una muestra de suelo por el método Bead-
Beater-Fenol-Cloroformo; Carril 12: ADN obtenido de una muestra de suelo por el método Fast ID Genomics
DNA Extraction; Carril 13: ADN obtenido de una muestra de suelo por el método IQEXT-Silica, Nucleic Acid

Extraction; Carril 14:Control negativo.

5. Evaluacién de la dinamica de la rizosfera de la cafia de aztcar por conidios y metabolitos de
Beauveria bassiana

En el bioensayo, al tiempo inicial se observaron alrededor de 10 poblaciones en todos los
tratamientos (Figura 3, carriles 1 al 6). A los siete y quince dfas en los tratamientos control
y conidios, el nimero de poblaciones fueron entre 9 y 10 (carriles 7, 8, 13 y 14); cuando se
aplicé el extracto crudo de B. bassiana, asi como el extracto correspondiente a la fracciéon
mayor a 10 kDa, se observé una disminucién del nimero de poblaciones microbianas a
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siete; la similitud de las mismas varié, como se muestra en la Figura 3, carriles 9, 11, 15
y 17. Con la aplicacién del extracto de B. bassiana, correspondiente a la fracciéon que tiene
un peso molecular menor a 10 kDa, disminuyeron el niimero de poblaciones de bacterias
a seis (Fig. 3 carriles 10 y 16). Finalmente, con la aplicacién del Furadan® el niimero de
poblaciones se reduce a tres (Figura 3 carriles 12 y 18).

Figura 3. Perfiles gendmicos de comunidades bacterianas con diferentes tratamientos
sobre el suelo de la rizosfera de Puente de Ixtla, Morelos (DGGE al 30-60%)
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Carril 1: Suelo control sin tratamiento; Carril 2: Suelo con conidios de B. bassiana; Carril 3: Suelo con extracto

de B. bassiana de peso molecular menor a 10kDa; Carril 4: Suelo con extracto de B. bassiana de peso molecu-
lar mayor a 10kDa; Carril 5: Suelo con extracto de B. bassiana filtrado con membrana millipore 045um; Carril
6: Suelo con Furadan®, Carril 7: Suelo control, Carril 8: Suelo con conidios de B. bassiana, Carril 9: Suelo con
extracto de B. bassiana de peso molecular menor a 10kDa; Carril 10: Suelo con extracto de B. bassiana con
peso molecular mayor a 10kDa; Carril 11: Suelo con extracto de B. bassiana filtrado con membrana millipore
045pum; Carril 12: Suelo con Furadan®; Carril 13: Suelo control; Carril 14: Suelo con conidios de B. bassiana;
Carril 15: Suelo con extracto de B. bassiana con peso molecular menor a 10kDa; Carril 16: Suelo con extracto
de B. bassiana con peso molecular mayor a 10kDa; Carril 17: Suelo con extracto de B. bassiana filtrado con

membrana millipore 045um; Carril 18: Suelo con Furadan®.
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6. Analisis de la dinamica de poblaciones bacterianas

En este bioensayo, a los 7 y 15 dias se muestra que las poblaciones bacterianas de los sue-
los controles tienen una similitud de 90%. Al aplicar los conidios de B. bassiana presentan
una similitud de 86%, mientras que para los extractos crudos de B. bassiana la similitud
tue de 66%, y para el Furadan® de 57%; las poblaciones bacterianas se modificaron y sélo
se localizaron tres poblaciones (Figura 4), de igual manera esto se muestra con el andlisis
en el DGGE.

En el metagenoma de suelo control y del suelo con conidios no existen diferencias
en el niimero de poblaciones, con un porcentaje de identidad de 100%, aunque si hay
diferencias en el suelo con Furadan®, con un porcentaje de identidad de 88% y suelo
tratado con los diversos extractos crudos de B. bassiana con 81 por ciento.

Figura 4. Dendrograma del analisis de las poblaciones bacterianas con diferentes
tratamientos del suelo de la rizosfera de la cafia de aztcar de Puente de Ixtla
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DISCUSION

El suelo de la cana de azucar del sitio de Puente de Ixtla, Morelos, México, estd consti-
tuido por dcidos hiimicos y otros compuestos que afectan el rendimiento de los 4cidos
nucleicos, asi como de su pureza. El mejor método de extraccion fue el de Bead Beater-
Fenol-Cloroformo, en el que se obtuvo un mayor rendimiento y una mejor remocién de
dcidos hamicos (260 / 230) y proteinas (260 / 280) (Tabla 1.); Shan et al. (2008) reportan que
el mejor protocolo de extraccién del ADN para los lodos activos es utilizando el buffer
TENP, més 1.8% de SDS con choque térmico porque logran un alto rendimiento de ADN
total. Moulas et al. (2013) utilizaron el método de extraccién del ADN para la filosfera por
sonicacion, utilizando fosfato de sodio como buffer y un equipo comercial (Macherey-
Nagel, Germany).

Para el T1 mostré mayor diversidad microbiana (carril 1), mientras que con la apli-
cacion con conidios de Beauveria bassiana (carril 2) no modificé la diversidad bacteriana
debido a que en la rizosfera de cafia de azicar intervienen hongos y otros microor-
ganismos, por lo tanto los conidios no pueden perturbar esta diversidad (Figura 3.).
Berendsen et al. (2012) mencionaron que la rizosfera es la zona estrecha de tierra que
se ve influenciada por las secreciones de las raices, puede contener hasta 1.011 células
microbianas de raiz por gramo y mds de 30000 especies procariotas.

Respecto a las poblaciones microbianas de la rizosfera del suelo de cafia de aztcar,
la aplicacion de conidios no afecta a las poblaciones microbianas de la rizosfera y ade-
mds B. bassiana brinda proteccién a la planta (Berendsen et al., 2012). Respecto a la apli-
cacién de la fraccién del extracto con un peso molecular a 10kDa, el ntimero de bandas
disminuye debido a que en ese extracto se encuentran depsipéptidos con propiedades
antibiéticas (Figura 3 y 4) (Xu et al., 2008; Borges et al., 2010).

El impacto que tiene el Furadan® sobre las poblaciones microbianas es similar
a lo reportado por Moulas et al. (2013) (Figura 3-4) al realizar un anélisis poblacional
por DGGE del suelo y follaje después de la aplicacién de dos insecticidas sistémicos
Imidacloprid y Metalaxyl, ambos insecticidas produjeron cambios en las comunidades
fangicas y bacterianas. Mientras que Gonzdlez et al. (2012) han mencionado que los
insecticidas sistémicos afectan a la microbiota de la rizosfera de la cafia de aztcar. Se-
mejantes cambios se observan en comunidades microbianas de los sedimentos cuando
se les aplican glifosato, pirimicarb e isoproturén (Widenfalk et al., 2008).




EFECTO DEL EXTRACTO CRUDO DE BEAUVERIA BASSIANA SOBRE LAS POBLACIONES BACTERIANAS DE LA RIZOSFERA...

CONCLUSION

El mejor método de extraccién del DNA de la rizosfera de cafia de aztcar es del Mini
Bead-Beater-fenol-cloroformo y la Tag-polimeras Flexi (promega).

Los depsipéptidos de Beauveria bassiana, con peso molecular menor a 10 kDa y con acti-
vidad insecticida, alteran la microbiota de la rizosfera de cafia de azticar con menor impacto
respecto al Furadan® (carbamato).

Los metabolitos producidos por B. bassiana muestran que si hay un efecto anti-
bacteriano alterando la microbiota de la rizosfera del cultivo de la cafia de aztcar, sin
embargo, su efecto es menor que el ocasionado por el Furadan®, por lo tanto se concluye
que los metabolitos pueden ser una mejor opcién para el manejo de “gallina ciega”
en el suelo del cultivo de cafia de azicar sin alterar significativamente las poblaciones
bacterianas de la rizosfera.
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