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RESUMEN

Cerca de la mitad de las tierras continentales del planeta se consideran zonas
aridas o sufren amenaza de sequia. Dentro de las plantas adaptadas a estos
ecosistemas se destacan los cactus. Para poder desarrollarse los cactus tienen
varios mecanismos de adaptacion, entre ellos la asociacién con comunidades
microbianas benéficas a nivel de su rizésfera. Dentro de estos
microorganismos destacan las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(RPCV) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), quienes contribuyen al
desarrollo exitoso de la planta en condiciones de aridez. Opuntia ficus-indica es
la cactacea mas estudiada actualmente. La identificacion de las
microorganismos asociadas a la rizosfera de O. ficus-indica es importante
para lograr entender en parte la adaptacion de los cactus a estos en climas
extremos y podria ayudar a desarrollar proyectos de agricultura en el desierto.
La identificacion de las RPCV asociadas a la rizosfera de O. ficus indica de
cinco zonas de Tumbes (Perd) ha sido basada en analisis de metagendémica
dirigida al gen 16S del ADNr con el programa MG Rast, ademas mediante
técnicas de microbiologia e identificacion molecular para bacterias cultivables,
asi mismo se ha identificado HMA mediante técnica de semi-nested PCR, por
altimo la identificaciéon de proteinas mediante técnica de espectrometria de
masa MALDI TOF MS. Los resultados de metagenémica muestran una amplia
diversidad bacteriana rizosférica con un total de hasta 683 especies de
bacterias cultivables y no cultivables, asi mismo ha sido posible aislar 48
bacterias, entre los cuales se encuentran principalmente Pseudomonas,
Serratia, Enterobacter, Bacillus y Citrobacter, por otro lado ha sido posible
optimizar protocolo de extraccion de ADN y programas de seminested PCR
para la identificacion de los géneros Glomus y Giganospora de HMA
Jfinalmente se logro identificar a proteinas de O. ficus-indica mediante la
técnica de espectrometria de masa MALDI TOF TOF MS.

Palabras clave: Bacteria, rizésfera, Hoongos micorrizicos arbusculares

Opuntia ficus-indica, suelos aridos, metagendémica, proteémica.



ABSTRACT

About half of the mainland of the world are considered arid lands or threatened
suffer drought. Among the plants adapted to these ecosystems highlights the
cactus. In order to develop the cactus has various coping mechanisms,
including the association with beneficial microbial communities at the level of its
rhizosphere. Within these organisms include the plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) and Arbuscular mycorrhizal Fungi (AMF) who contribute
to the successful development of the plant in dry conditions. Opuntia ficus-
indica is the cactus most currently studied. ldentification of the bacteria
associated with the rhizosphere of O. ficus-indica is important in order to
understand in part the adaptation cacti these in extreme climates and could help
develop agriculture projects in the desert. Identification of the bacteria
associated with the rhizosphere of O. ficus indica five areas of Tumbes (Peru)
has been based on analysis of metagenomic directed to 16S rDNA gene with
MG Rast program, and using techniques of microbiology and molecular
identification cultivable y bacteria, in addition it has been identified by HMA
technique semi-nested PCR finally protein identification using mass
spectrometric technique MALDI TOF MS. Metagenomics results show a wide
rhizosphere bacterial diversity with a total of up to 683 species of cultivable and
non-cultivable bacteria. Furthermore it has been possible to isolate 48 bacteria,
among. On the other hand it has been possible to optimize protocol DNA
extraction and PCR programs seminested for the identification of the genera
Glomus and Giganospora HMA, finally managed to identify proteins O. ficus-
indica by the technique of MALDI mass spectrometry TOF TOF MS.

Keywords: Bacteria, rhizosphere, arbuscular mycorrhizal Fungi Opuntia ficus-

indica, arid soils, metagenomics, proteomics.



I. INTRODUCCION.

Las tierras secas incluyen una amplia gama de situaciones ambientales
comprendiendo desde los desiertos extremos (hiperaridos) hasta los
ecosistemas subhumedos secos (MINAM, 2011). En términos cientificos, el
bioma de desierto puede definirse climatologicamente como la suma de todas
las zonas aridas e hiperaridas del mundo, y fisicamente como amplias zonas
contiguas con grandes extensiones de suelo desnudo y escasa cobertura
vegetal (UNEP, 2006). Cerca de la mitad de suelos cultivables son &ridos,

semiaridos o viven bajo amenaza de sequia (Aguirre et al, 2012).

En las zonas éaridas las plantas han sufrido un proceso evolutivo profundo que
resulta en una amplia variedad de formas de vida especializadas adaptadas
para sobrevivir en estos medios. (UNEP, 2006, Aguire, 2012). Las cactaceas
(Cactaceae) corresponden a una de las familias de plantas adaptadas en
suelos aridos y Opuntia ficus-indica es la especie mas importante por ser un
recurso de productos y usos mudltiples, inicialmente como planta silvestre y
después como cultivo de subsistencia comercial, contribuyendo asi a la
seguridad alimenticia de poblaciones en areas agricolas marginadas (Nobel,
2002; Reynolds, 2003; Alary et al, 2007).

Para lograr convertir los suelos aridos en tierras arables, se requiere de una
vision global de todo el ecosistema y las interacciones planta-microorganismos
(Marrasco et al., 2012), La rizésfera es el habitat ecoldgico en el cual los
microorganismos estan en contacto directo con la raices de las plantas, donde
existe un flujo de compuestos organicos producto de la fotosintesis que son
exudados por la raiz, ademas es el sitio donde se dan diversas interacciones
benéficas, en el caso de los cactus para poder desarrollarse en condiciones
aridas (Loredo et al., 2004; Gomez et al., 2012)



Bajo todas estas perspectivas de desarrollo de la agricultura de desierto
basada en cultivos de cactaceas nativas, nuestra investigacion planted la
identificacion de bacterias cultivables y no cultivables asociadas a la rizosfera
de O. ficus-indica, mediante un enfoque microbiolégico con caracterizacion
molecular de las cepas aisladas y enfoque metagendmico para la microbiota
global



II. ANTECEDENTES.

Riz6sfera y microbiota

Muchos aspectos importantes de las interacciones suelo-planta son mediados
por procesos a nivel de la rizosfera, incluyendo la adquisicién de nutrimentos
por la planta, la colonizacion de las raices por los microorganismos y la
descomposicion de la materia organica (Gomez et al., 2012). En virtud de su
capacidad de adaptacion fisiolégica y versatilidad metabdlica, las bacterias en
las zonas de raices de las plantas son agentes claves del cambio del suelo en
los agroecosistemas, con efectos positivos, en cuanto a tolerancia a altos
contenidos de sales, aumento en los rendimientos de los cultivos y mejoras en
la calidad del suelo, respecto a la disponibilidad de nutrientes; sin embargo,
esta regulacion estd mediada por el quérum sensing de las bacterias, las
cuales, se deben adaptar para alcanzar una alta proliferacion y, de esta
manera, se estimulan, se activan y se mantienen en la zona radicular, por
medio de la liberacién selectiva de los exudados vy lixiviados, por parte de las
planta y otros microorganismos (Cano, 2011). A su vez, las bacterias de la
rizosfera son capaces de generar una amplia variedad de metabolitos
secundarios, que pueden tener una influencia positiva, sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas, mejoran la disponibilidad de minerales y nutrientes en

el suelo, etc. (De-Bashan et al., 2007).

Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV).

Dentro de los microorganismos presentes en la rizosfera destacan las
Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV), quienes ayudan al
establecimiento exitoso en las zonas aridas, (Schoebitz, 2006). Los
mecanismos de las RPCV para promover el crecimiento de las plantas son
diversos, los que se mencionan con mas frecuencia en la literatura son: fijacion
de nitrébgeno, produccion de sustancias reguladoras del crecimiento,
incremento en el desarrollo de la raiz, produccion de compuestos sideroforos

gue incrementan la disponibilidad del Fe en la rizésfera, alteraciones en el



potencial de la membrana de la raiz, induccion de resistencia sistémica a
patégenos, inhibicion del crecimiento de organismos antagonicos , adaptacion
al estrés hidrico e interaccion sinérgica con otros microorganismos del suelo
(Loredo et al., 2004).

Entre las principales RPCV se encuentran los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, mientras que otros estan relacionados con los géneros
Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas (Schoebitz, 2006). Las
Pseudomonas spp. pueden ejercer un efecto benéfico directo, a través de la
sintesis de fitohormonas y de vitaminas, estimulacion de la germinacion de
semillas y emergencia de plantulas, inhibicion de la sintesis de etileno,
solubilizacion de fésforo inorganico, de manera indirecta, por medio de sintesis
de antibidticos y fungicidas, competencia por nutrientes, produccion de
sideréforos o por la induccion de la resistencia sistémica a patégenos, pueden
también actuar como agentes de control biolégico, capaces de proteger a las
plantas de la infeccidén, causadas por agentes fitopatégenos (Siddiqui Yy
Shaukat, 2003 en Cano, 2011).

En el afio 1997 se comunico la presencia de Azospirillum sp en los géneros
Cenchrus, Atriplex, Opuntia, Simmondsia, Gossypium y Salvia chia, plantas
cultivadas en zonas aridas y semiaridas (Stegmayer et al, 1997 en Pernasetti y
Di Barbaro, 2012). Asi mismo Pernasetti y Di Barbaro (2012) ensayaron
inoculando Azospirillum brasilensis en Opuntia (tuna) resultando en un
aumento significativo de las raices, caracteristica de gran importancia para esta
planta que se desarrolla en zonas de aridez, ya que amplia la posibilidad de
toma de agua y nutrientes sin olvidar también la importancia que tiene el mayor

desarrollo radical en el anclaje de la planta en zonas ventosas.



Desafortunadamente, sélo una pequefia proporcion de los microorganismos de
la rizosfera puede ser cultivable, lo que significa que nuestra comprension del
mundo microbiano es altamente sesgada y no representa la realidad en la
naturaleza (Amann et al., 1995; Pace, 1997; Neelakanta y Sultana, 2013;
Handelsman, 2004). De hecho, casi todos los microorganismos viven en
comunidades de especies multiples donde interactian y se benefician de la
cooperacion microbiana. Los cultivos microbianos clonales in vitro no permiten
una representacion verdadera de las comunidades microbianas, lo que hace
importante obtener informacion genética de las comunidades microbianas
directamente a genomas extraidos de sus de sus habitats naturales. Los
primeros estudios en este mundo desconocido se centraron en el gen 16S
ribosomal RNA (rRNA) (Muyser et al., 1993; Stein et al., 1996; Hugenholtz et
al., 1998), considerando en particular las regiones hipervariables (V1-V9) que
permite la discriminacion de la diversidad bacteriana en muestras del medio
ambiente (Shah et al., 2011).

Hongos Micorrizicos Arbujsculares (HMA)

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) son microorganismos rizosféricos
simbidticos. Como en otras relaciones simbidticas, ambos participantes
obtienen beneficios. En este caso la planta recibe de los hongos principalmente
nutrientes, minerales y agua, y el hongo obtiene de la planta hidratos de
carbono y vitaminas que él por si mismo es incapaz de sintetizar mientras que
ella lo puede hacer gracias a la fotosintesis y otras reacciones internas. (Smith
y Read, 1997). Los resultados de la simbiosis son modificaciones en la
organizacién de células vegetales y fungicas causadas por cambios especificos
en la expresion génica. Se estima que entre el 90 y el 95% de las plantas
terrestres presentan micorrizas de forma habitual. (Smith y Read, 1997).

El uso de HMA en la agricultura tiene un gran potencial biotecnolégico debido a
que facilitan la disponibilidad de nutrientes para las plantas, ademas de ser

estos microsimbiontes, componentes inseparables de los agroecosistemas,



realizan diversas funciones en su asociacion con las plantas, pueden constituir
sustitutos biolégicos de los fertilizantes minerales (Thompson, 1991). Entonces
el uso de estos hongos, permite que se incremente la adaptacion y que la
fertilizacion sea mas eficiente, es por ello que en el caso de los cultivos se
podria ahorrar cantidades importantes de fertilizantes minerales e igualmente
lograr una absorcion de los nutrientes disponibles en el suelo (Prieto et al.,
2012). Por lo tanto, las plantas micorrizadas poseen una ventaja importante con

respecto a las no micorrizadas (Klironomos, 2003).

El efecto benéfico de los HMA (definido como efectividad) en la promocién del
crecimiento y/o nutricion de las plantas parece estar definido por la riqueza de
aspectos ecoldgicos de donde fueron recolectados los HMA. Aun cuando no
son especificos, los HMA pueden presentar mayor compatibilidad hacia
algunas especies vegetales (Van der Heijden et al. 1998). Asi, algunos HMA
pueden estimular el crecimiento, y otros pueden favorecer la absorcion de
nutrientes, inducir resistencia a fitopatdégenos, o ayudar en la adaptacion y
tolerancia de las plantas ante condiciones de estrés (Aguilera-Gémez et al.,
1999, Hodge et al., 2000).

En sistemas agroforestales con cacao en el trépico hUmedo ecuatoriano, el
aislamiento de HMA los géneros encontrados fueron los siguientes: Gigaspora,
Acaulospora, Glomus y Scutellospora. En todos los sitios muestreados el
género con mayor representatividad en cantidad de esporas encontradas por
gramo de suelo fue Glomus, mientras que para Gigaspora hubo la menor

cantidad de esporas (Prieto et al., 2012).

Tecnologias next genaration secuensing (NGS)

Con la aparicién de las tecnologias next genaration secuensing (NGS), se

llevaron a cabo proyectos de secuenciacion masiva de las comunidades



bacterianas (Venter et al., 2004; Tringe et al., 2005; Hamady et al., 2008). Esta
metodologia, denominada metagendmica, permite la secuenciacion de toda la
comunidad. La produccion de grandes volimenes de datos de secuencias
nucleotidicas, en magnitudes pueden alcanzar terabytes (TB) de informacion

para una muestra de suelo (Gans, 2005).

Tres categorias principales han sido utilizadas para la identificacion vy
clasificacion de las secuencias: busqueda de similitudes de secuencias,
composicién de la secuencia y métodos filogenéticos (Bazinet y Cummings,
2012). Un gran numero de aplicaciones de software han sido lanzados (Gerlach
y Stoye, 2011; Schreiber et al., 2010) y la mayoria de ellos utilizan s6lo uno de
los enfoques, a pesar de algunas excepciones en las que se utilizan dos

métodos simultaneamente.

Este enfoque se basa en la informacion obtenida por homologia en busquedas
de bases de datos. La seleccion del taxon es una estrategia relativa mas basica
para buscar el mejor éxito en la base de datos, pero este tipo de clasificacion
ha de interpretarse con cuidado, ya que la distancia evolutiva entre el
Fragmento de ADN y el éxito es desconocido (Gerlach y Stoye, 2011). Sin
embargo, esta clasificacion es fiable sobre los niveles taxondmicos superiores
(por ejemplo super reino o filo)). CARMA (Gerlach y Stoye, 2011), MARTA
(Horton et al., 2010), MetaPhyler (Liu et al., 2011), MetaPhlAn (Segata et al.,
2012) o MG-RAST (Glass et al., 2010) son algunas herramientas basados en
busquedas de similitud y cada uno de ellos tiene caracteristicas

complementarias para mejorar la clasificacion.

Espectrometria de masas MALDI TOF TOF

La espectrometria de masas por desorcién/ionizacion mediante laser asistida

por matriz acoplada a un analizador por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) se



ha introducido recientemente en laboratorios de investigacion como una
tecnologia emergente aplicada para la identificaciébn de organismos basada en
el andlisis espectral de proteinas (Seng et al., 2009), esta se realiza por
comparacion del espectro del microorganismo investigado con espectros en
una base de datos de referencia que permite la identificacion rapida de

bacterias, animales y plantas. (Lay, 2001).

MALDI-TOF MS es una herramienta Uutili para la caracterizacion de
microorganismos que son dificiles de identificar utilizando métodos de rutina.
asi varios estudios han reportado el uso de MALDI -TOF MS para la
identificacion de plantas(Sandrin et al., 2013). Por todo ello el uso de MALDI-
TOF podria ser una herramienta potencial para la identificacion mas rapida,
MAas precisa y menos costosa de proteinas de plantas (Seng et al., 2009, Sala
et al., 2016



I1l. MATERIAL Y METODOS.

Area de estudio, plantas de Cactus y muestreo.

Tumbes es un departamento situado en el extremo noroeste de Peru, se
caracteriza por poseer una alta temperatura y humedad relativa durante todo el
afo, siendo la temperatura promedio de 26 °C, asi mismo el promedio de
precipitacion anual es de 464.1 mm y ocurren durante los meses de diciembre
a abril (SENAMHI, 2015).

La seleccién de cada O. ficus-indica fue en funciébn a su desarrollo normal
como planta cultivaba y/o silvestre en las zonas aridas de del departamento de
Tumbes, en las zonas conocidas como Corrales, Cabuyal, Casitas, Ufa de
Gato y Puerto Pizarro (Figura 1).

El muestreo se realiz6 tomando aproximadamente 2 kg de muestra de
rizosfera de O. ficus-indica, seleccionadas por juicio no probabilistico o de
conveniencia debido a que las plantas se encontraban en pequefias cantidades
y en estado silvestre, se consider6 como juicio critico la vigorosidad de la
planta y el tamafio, el material de colecta empleado se desinfectdé con alcohol
cada vez que se cambié de planta, las muestras fueron colocadas por
separado en bolsas plasticas tipo ziploc, siendo trasladadas al laboratorio y

puestas en refrigeracién de 4°C hasta su uso.
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Figura 1. Localizacion de las zonas de muestreo de rizosfera de Opuntia ficus-

indica
Determinacion fisico-quimico del suelo

Luego de la recoleccion de las muestras se pesdé 1 kg de suelo para
determinar la textura , pH, materia organica, nitrdgeno, fosforo y potasio. Esta
determinacion fue realizada en el Laboratorio de Agua, Suelo, Medio Ambiente
y Fertirriego de la Facultad de Ingenieria Agricola de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, quienes proporcionaron los resultados para el analisis

correspondiente.

Aislamiento y purificacion de bacterias cultivables

Se realiz6 utilizando la técnica de diluciones, la cual consistié en adicionar 2 g
de muestra en 18 ml de caldo de cultivo Trypticase Soy Broth (TSB) y Luria
Bertani (LB), se coloc6 en shaker orbital por 12 horas para luego tomar 10 ul de
cada solucion y ser sembrada por aspersion en diferentes placas Petri
conteniendo, por separado, medio de cultivo Trypticase Soy Agar (TSA) y
Cetrimide, donde el primero es un medio de cultivo general y el segundo es un

medio especifico para Pseudomonas.
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Posteriormente se purificaron las bacterias haciendo repliques hasta obtener
cepas putativas; estas placas fueron usadas para seleccionar las colonias
bacterianas basadas en su diferencia morfolégica. Las colonias seleccionadas
fueron mantenidas en el mismo medio de crecimiento de donde fueron
obtenidas, para luego mediante la técnica de tincion diferencial Gram fueron
observadas al microscopio.

Extracciéon de ADN de bacterias cultivables

Se utiliz6 el método de extraccion rapida de ebullicion por Buffer Fosfato
Alcalino (PBS). Las unidades formadoras de colonia (UFC) “puras putativas” se
colocaron en microtubos con TSB o LB y luego fueron microcentrifugadas a 10
000 rpm por 2 minutos, se elimind el sobrenadante y se conservo solo el pellet.
Para la lisis celular se agreg6 Tris HCI - Edta (1x) y se colocaron los tubos a
ebulliciébn por 10 minutos, seguido a esto se procedié a incubar los tubos en
hielo por 5 minutos. Este shock de temperatura junto con los reactivos antes
mencionados ayudd a la rotura de las membranas celulares de las
bacterias.Las muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 2 minutos y se
retiré todo el sobrenadante posible, sin tocar el pellet; este fue resuspendido en
agua ultrapura y se adicion6 ARNasa para luego ser puesto en incubadora a

37°C por una hora.

Amplificacién mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para

bacterias.

Para realizar la PCR, se preparé un buffer mix, el cual contenia Buffer 10x,,
Agua Ultra Pura (AUP), dNTPs, Taq Polimerasa recombinante y Primers del
gen gen 16S rRNA Forward y Reverse. Se adicioné 23 pul del mix en
microtubos junto con 2 pl del ADN obtenido por extraccion y fueron colocados
en el termociclador con el programa establecido para los genes 16S: 94°C por
5 minutos, 94°C por 30 segundos, 58°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto y
72°C por 4 minutos.

11



Electroforesis y secuenciacion

Se prepar6 gel de agarosa al 1.5%, para ello se pes6 0.9 g de Agarosa y se
resuspendio en 60 ml de Tris Ac. Acético EDTA, se adiciono 3 pl de bromuro de
etidio y se vertio sobre una cubeta de 20 pocillos, en cada pocillo se coloco la
mezcla de azul de bromofenol con los amplicones obtenido por PCR, cada uno
por separado. Posteriormente fue colocada en una cadmara de electroforesis vy
se dej6 migrar las muestras por 30 minutos a 90 voltios, después de ello el gel
fue colocado en un transiluminador UV donde se observaron bandas
fluorescentes a una misma distancia. Las muestras positivas fueron enviadas
a los laboratorios de la empresa Macrogen (USA), quienes remitieron los

resultados para el alineamiento correspondiente.

Aislamiento de esporas de HMA.

Se utiliz6 el método de tamizado (Gerderman y Nicholson, 1963). La cual
consistié en pesar 10 g de suelo y se mezclé con 100 ml de agua en un matraz,
se agité durante 15 minutos, seguidamente se dejé reposar por 30 segundos,
para que las esporas queden suspendidas, luego se paso a través de tamices
de 500, 212, 106 y 38 um. El material que quedo6 atrapado en los diferentes
tamices, se recogio y se vertié en un tubo falcon cada uno con una pequefa
cantidad de agua de manera que de una cantidad de 15 ml, se llevo a
centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm, se descart6 el sobrenadante. Luego
se le adicionaron 15 ml de la solucién de sacarosa al 80%. Se equilibraron los
tubos y se llevd a centrifugar durante 2 minutos a 2000 rpm. Se saco
cuidadosamente los tubos de la centrifuga, cuidando de no romper la interface
agua — sacarosa. Se verti¢ toda la superficie de la interface y un poco de esta
para recoger las esporas que no atravesaron la solucion, en un embudo
Buchner al cual se coloc6 un papel filtro y se complementd con una bomba de
vacio, para que toda la materia que este flotando en la superficie del agua pase
al papel filtro. Luego el papel filtro con los sedimentos después del filtrado se

colocaron en placas petri y se observaron al estereoscopio 0 microscopio.
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Extraccion de ADN metagenOmico de bacterias cultivables y no
cultivables

La extracion de ADN metagenomico de bacterias cultivables y no cultivables se
realiz6 empleando el Kit Power® Soil DNA Isolation y se procedié segun el
protocolo descrito por el laboratorio MO BIO. EI ADN producto de esta
extraccion fue cuantificado en un espectrofotémetro marca Eppendorf y luego
llevado a reaccion en cadena de la Polimersa (PCR) con primers 16S rRNA
Forward y Reverse para su confirmacién en electroforesis en gel de agarosa.
Las muestras positivas se fueron enviadas a la compairiia biotecnologica Dr.

DNA (México) quienes remitieron los resultados su posterior analisis.

Analisis de Datos

Los resultados de las secuencias de nucleétidos del gen 16S rRNA se
alinearon empleando el programa Mega 6 y se analizaron utilizando el BLAST
de NCBI. Por otro lado los OTU (Operational Taxonomic Unit) obtenidos por
metagendmica fueron analizados mediante el programa bioinforméatico MG —
RAST. Finalmente los datos obtenidos de MALDI TOF fueron analizadas con el
software protein pilot 4.0 con bases de datos especificas para cada
microorganismo y se procedio a corroborar la secuencia de aminoacidos para

cada proteina usando el programa bioinforméatica protein blast

Pruebas de antagonismo bacteriano intra-genero

Estas pruebas se realizaron correspondientes a tres generos de bacterias
:Pseudomonas, Enterobacter y Acinetobacter, para ello se utilizd6 Agar
Cetrimide para hacer cultivo de Pseudomonas y Agar TSA para Enterobacter y
Acinetobacter, se agreg6 100 ul. de las bacterias mencionadas en una placa
petri, luego del sembrado se colocé papel filtro estéril inoculando 5ul. de la
bacteria a hacer antagonismo y se procedié a observar halos de inhibicion a

partir de las 24 horas en adelante.
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Aislamiento de esporas de HMA.

Se utiliz6 el método de tamizado (Gerderman y Nicholson, 1963). La cual
consistio en pesar 10 g de suelo y se mezclé con 100 ml de agua en un matraz,
se agité durante 15 minutos, seguidamente se dejo reposar por 30 segundos,
para que las esporas queden suspendidas, luego se paso a través de tamices
de 500, 212, 106 y 38 um. El material que quedo6 atrapado en los diferentes
tamices, se recogio y se vertié en un tubo falcon cada uno con una pequefia
cantidad de agua de manera que de una cantidad de 15 ml, se llevo a
centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm, se descart6 el sobrenadante. Luego
se le adicionaron 15 ml de la solucidén de sacarosa al 80%. Se equilibraron los
tubos y se llevdo a centrifugar durante 2 minutos a 2000 rpm. Se saco
cuidadosamente los tubos de la centrifuga, cuidando de no romper la interface
agua — sacarosa. Se vertio toda la superficie de la interface y un poco de esta
para recoger las esporas que no atravesaron la solucion, en un embudo
Buchner al cual se coloc6 un papel filtro y se complementd con una bomba de
vacio, para que toda la materia que este flotando en la superficie del agua pase
al papel filtro. Luego el papel filtro con los sedimentos después del filtrado se

colocaron en placas petri y se observaron al estereoscopio 0 microscopio.

Cultivos Trampa

Se utiliz6 como planta trampa a la alfalfa (Ferrera et al, 1993). Se esterilizo el
suelo, luego se desinfect6 la maceta y se le llen6 hasta las tres cuartas partes
de su capacidad total, seguidamente se coloc6 una capa homogénea del
in6culo del HMA (papel filtro conteniendo esporas) y se llené hasta su
capacidad total con suelo estéril. Se procedid a la siembra con semillas
desinfectadas de alfalfa y se le mantuvo bajo condiciones favorables por un
periodo de 3 meses (Fig. 2).
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Figura 2. Cultivos trampa de Medicago sativa “alfafa” de las 5 zonas de muestreo.

Tincion de raices colonizadas de HMA.

Se realiz6 la tincién con el colorante azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970),

la cual consistio en los siguientes pasos:

Clareo: Las raices libres de suelo se colocaron en tubos estériles, se
agrego suficiente KOH al 10 % para cubrirlas. Se procedié a calentar por

10 minutos.

Blanqueo: Se retir6 el KOH vy los tubos con las raices se enjuagaron con
agua destilada. Se agreg6é H,0O, al 10% en suficiente cantidad para que
cubra las raices durante tres minutos, pasado este tiempo se procedio a

enjuagar con agua destilada.

Acidificacion: las raices se cubrieron con HCL al 10% por tres minutos, se

eliminé el acido y sin enjuagar se procedio a la tincién.

Tincion: los tubos que contienen las raices se cubrié con la solucién

colorante (azul tripano 0.05% en lactoglicerol) y se calenté por 10 minutos.

Decoloracion: el colorante se elimind y se decolor6 las raices con

lactoglicerol.
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Extraccion de ADN de HMA

Se tritur6 las raices en un mortero con nitrégeno liquido, se traspaso
aproximadamente 0.1gr de lo triturado a un microtubo de 1.5ml y con la ayuda
de los maceradores se sigui6 triturando, se le agregd 600ul del Buffer de
Extraccion CTAB 2X (pre-calentado a 60°C) para luego seguir macerando y
luego se homogenizo en el vortex. Se llevd a Incubar a 60°C por 60 minutos
(Homogenizé cada 15-20 minutos durante el tiempo de incubacion). Se le
adiciond 300pl de Fenol Buferiado y 300ul de Cloroformo/Alcohol isoamilico
(24:1) (Homogenizar invirtiendo los microtubos), se llevo a Centrifugar a 12 000
rpm por 10 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante a un nuevo microtubo.
Se le volvio agregar un volumen igual de Cloroformo/Alcohol isoamilico (24:1)
(Homogenizar invirtiendo los microtubos), se centrifugé a 12 000 rpm por 10
minutos a 4°C y se recuper0 el sobrenadante a un nuevo microtubo. Se le
agregd 0.6 volumen de Isopropanol helado (Homogenizar invirtiendo los
microtubos) y se llevd a incubar -20°C por 30-60 minutos. Se centrifugé a 10
000 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se agreg6 500 pl
de etanol al 75%, se homogeniz6 en el vortex. Por ultimo se llevo a Centrifugar
a 10 000 rpm por 5 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante completamente y
se centrifugd a 12 000 rpm por 1 minuto, se saco los restos de sobrenadante.
Se dej6 secar 15 minutos el pellet a temperatura ambiente para luego
resuspenderlo en 30 pl de T.E (precalentado a 60 °C). Se le agreg6 1 pl de

ARNasa y se incub6 a 65 °C por 15 minutos.

Semi-nested PCR para HMA

Se prepar6 un buffer mix, el cual consistié en agregar en un tubo eppendorf los
siguientes reactivos: Buffer 10x, MgCl,, AUP (Agua Ultra Pura), Dntps, Taq.
Polimerasa recombinante, Primers Forward y Reverse, luego se agrego 23 ul
del buffer mix y 2 ul de la muestra en microtubos, seguidamente fueron puestos

en un termociclador con el programa establecido. Para HMA se usaron primers
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externos (NS5+ITS4) y especificos (NS5+GLOM5.8R; ITS4+GLOM1310;
NS5+GIGA5.8R) (Fig. 3.).

ARCH1311, LETC1670,
GLOM1310 ACAU1660
—> ->

VANS1 NS5 ITS1F
= - = - = pr—
| 18S rDNA TS IS 285 rDNA
' - GLOMS.8R <~ -
AM1 GIGA5.8R 4=  ITS4

Figura 3. Representacién esquematica de genes de ARN ribosémico con sitios de
hibridacion de primers (Redecker, 2000).

Electroforesis en gel de agarose para HMA

Para la preparacion del gel se peso la agarosa en polvo la cantidad necesaria y
se le mezcl6 con el tampdn TAE 1X en un matraz de Erlenmeyer, Se calent6 la
mezcla en la cocina hasta que se disolvio la agarosa, se dej6 enfriar la mezcla
y se agreg6 bromuro de etidio, se mezclé bien y se vertié la solucion en el
molde, se dej6é que se forme el gel. Una vez completamente formado el gel, se
retiré cuidadosamente el peine y se colocé el gel en la cubeta de electroforesis.
Se procedio a cargar 10 pl de cada muestra en pocillos consecutivos luego se
cerrd la tapa de la cubeta del gel y se conect6 los cables eléctricos para que el
ADN migre hacia el &nodo. Por ultimo se llevo el gel en un transiluminador UV 'y

se observo.

Extraccion de Proteinas de Cactus

Para la extraccion de proteinas del cladodio de O.ficus-indica se utilizd el
protocolo desarrollado por Balen, 2007, el producto de la extraccidén se separo
por SDS PAGE 10 %, Luego la digestion en gel se realizo utilizando el
protocolo de Shevchenko et al 2006, que nos permitio la digestion eficiente de

proteinas fijadas en gel de poliacrilamida. Finalmente se realizé analisis por
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espectrometria de masas MS MALDI TOF- TOF obteniendo mapeos de masas

de alto rendimiento.

Micropropagacion in vitro Opuntia ficus-indica var. inermis en

condiciones de laboratorio.

Extraccion vy siembra de explantes.

Las pencas fueron lavadas en el Laboratorio en el &rea de lavado y preparacion
de medios de cultivo para retirar los restos de tierra adherida, para después
proceder a la diseccion de las pencas hasta una longitud de 3 cm por 3 cm,
luego estas secciones fueron llevadas al ambiente de siembra dentro de agua
destilada, donde dentro de la cAmara de siembra previamente desinfectada se
colocaron estas, para proceder a la desinfeccion del material vegetal;
realizandose primeramente una desinfeccion con alcohol al 70 por ciento por
espacio de un minuto y posteriormente se enjuagaron con agua destilada
estéril, para después proceder a la segunda desinfeccion con hipoclorito de
sodio al 5 por ciento por espacio de 14 minutos y de igual forma después se
procedié a enjuagar con agua destilada estéril por cinco veces, para finalmente
obtener porciones de aproximadamente de 2cm por 2cm, las cuales fueron

sembradas.

Establecimiento o introduccién

Las secciones que contenian una a dos areolas y que se obtuvieron haciendo
uso de bisturi y de pinzas, que no se habian contaminado después de cuatro
dias de ser evaluadas; permanecieron en el medio de establecimiento por
espacio de 15 dias, cuyos brotes se extrajeron a los 15 dias con una altura
aproximada de 1 cm para ser sembrados nuevamente en el medio antes
mencionado para permanecer 30 dias mas hasta alcanzar una altura

aproximada de 2 cm para ser luego llevados a la multiplicacion in vitro.
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Multiplicacion in vitro

Los brotes de la fase anterior fueron colocados en el medio de multiplicacion en
donde permanecieron 35 dias, donde en cada frasco se obtenian mdultiples

brotes de acuerdo al medio de cultivos establecido para esta fase.

Enraizamiento in vitro

El total de brotes obtenidos en la fase anterior, se seccionaron aquellos que
habian alcanzado una altura de 2 cm, los cuales estaban aptos para la fase de
enraizamiento, para después observar la aparicion de raices, cada uno de los
brotes en esta fase deberian alcanzar el tamafio de aproximadamente 10cm

para estar aptos para la etapa siguiente de aclimatizacion de plantulas.

Plantas in vitro de opuntia ficus indica var. inermes aptas para su aclimatacion

Las plantulas de Opuntia ficus indica var. Inermes que se encontraban en fase
de enraizamiento fueron llevadas a la siguiente fase de aclimatacion, siendo
estas sacadas de los tubos de ensayo y para después colocarlas en el sustrato

correspondiente para su posterior inoculacion.

Aclimatacion de las plantulas

Las plantulas recién enraizadas son muy sensibles a los cambios ambientales,
de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso depende de la
aclimatacién. En el momento en que se extraen las plantulas enraizadas de los
frascos, estan poco adaptados a crecer en un medio ambiente natural, ya que
estos han enraizado y crecido en ambientes con una humedad y temperatura
controlada. Las plantulas enraizadas, deben ser aclimatados a las condiciones
de humedad del invernadero aumentando progresivamente la humedad relativa
e incrementando progresivamente la intensidad de luz. Estas plantulas se
plantaran en contenedores cubiertos por un plastico, para mantener la
humedad relativa elevada. La eleccion de un sustrato con buenas
caracteristicas fisicas, es clave para el éxito de esta etapa, en este caso

utilizaremos SUSTRATO PREMIX #8; que es caracterizado por ser una mezcla
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uniforme, inocua, no requiere desinfeccion alguna antes de su uso, este es
ideal para la produccion de plantines en macetas, su presencia de perlita y
vermiculita lo hace util para permitir un desarrollo y crecimiento de raices muy
rapido. Luego de retirar cuidadosamente el agar de las raices para evitar
dafarlas, las plantulas se enjuagan y se colocan en almacigueras con el
sustrato seleccionado y cubiertos con nylon. Todos los dias se debe controlar
el nivel de humedad en las almacigueras. Si es necesario, se aplica un riego
con una pulverizadora manual, para mantener un ambiente humedo a nivel del
sustrato. Al comienzo las plantas se dejaron media hora por dia destapadas. A
la semana siguiente se dejaran destapadas durante una hora. Al mes del
trasplante, se dejan tapadas durante la noche y si hay crecimiento de nuevas
hojas, las plantas pueden permanecer destapadas. Las condiciones del cultivo
in vitro, generan cambios en algunos aspectos anatdmicos Yy fisioldgicos de las
plantas, por esta causa, durante la aclimatacion, los cambios deben ser muy

graduales, para minimizar el estrés y tener mayor tasa de sobrevivencia.
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IV. RESULTADOS.

Determinacion fisico quimica de los suelos

La determinacion fisico quimica de los suelos ha incluido la textura, pH, materia

organica, nitrégeno, fosforo y potasio de cada punto de muestreo (Tabla 1).

Tabla N°1. Parametros fisico — quimicos considerados en el analisis de las

muestras de suelo de los diferentes puntos de muestreo.

Lugar de pH M.O. N P K
Textura
muestreo relacion 1:1 (%) (%) ppm ppm
Corrales Arena franca 8.18 1.79 0.08 44.36 268.00
Cabuyal Arena franca 8.37 1.30 0.00 39.95 190.80
Casitas Franco Limoso 6.73 1.61 0.08 46.53 1.628.00
Unia de Gato Franco Arenoso 8.13 0.71 0.04 32.05 137.60
Puerto Pizarro Franco Arenoso 7.74 3.82 0.16 2538 228.00

Aislamiento e identificacidn molecular de bacterias aisladas de la rizésfera de

de Opuntia ficus- indica de suelos aridos

Una coleccién de 198 cepas de bacterias nativas cultivables aisladas en la
rizosfera de O. ficus-indica en los diferentes puntos de muestreo ha sido
identificada en base de las secuencias de los amplicones con analisis
subsecuente por Blast (Altschul et al., 1997) frente a los datos del NCB,I
recogiendo la extension del segmento solapado, el porcentaje de semejanza y
el nombre del microorganismo con un mayor grado de identidad de secuencia.
Asi, las 198 cepas aisladas han sido clasificadas en 48 especies y 16 generos
gue son en mayoridad de Enterobacter (87 cepas aisladas), Pseudomonas (46

cepas aisladas) y Klebsiella (23 cepas aisladas) (Tabla 2).



Tabla 2. Listado de bacterias nativas cultivables presentes en la rizosfera de

Opuntia ficus- indica de suelos aridos de Tumbes. (CO) Ditrito de Corrales,
(CA) Distrito de Cabuyal, (CT) Distrito de Casitas, Distrito de Ufia de Gato (UC),
Distrito de Puerto Pizarro (PP).

. Namero de cepas

N Nombre Cientifico Lugar de muestreo encontradag
1 Acinetobacter baumannii CO, CT 2
2 | Acinetobacter junii CO 1
3 | Acinetobacter Iwoffii CO 1
4 | Acinetobacter pittii CT 1
5 | Acinetobacter sp. CT, UC 8
6 | Aeromonas punctate CA 2
7 Bacillus cereus CO, PP 2
8 | Bacillus megaterium CoO 1
9 | Bacillus sp. CA 1
10 | Bacterium str. 61610 CT 1
11 | Citrobacter freundii CA 1
12 | Citrobacter murliniae CA 1
13 | Endophytic bacterium CA 5
14 | Enterobacter aerogenes CT,PP 34
15 | Enterobacter asburiae CO, PP 2
16 | Enterobacter cancerogenus CO 3
17 | Enterobacter cloacae CA, PP 18
18 | Enterobacter cloacae subsp. Cloacae CA 3
19 | Enterobacter hormaechei CT 3
20 | Enterobacter ludwigii CA 3
21 | Enterobacter sp. CA, CT 19
22 | Enterobacter xiangfangensis o]6) 2
23 | Escherichia hermannii CO 2
24 | Klebsiella pneumonia CA, CT, UC, PP 16
o5 Klebsiella_pneumoniae subsp. PP 1

Pneumoniae
26 | Klebsiella sp. CA, PP 3
27 | Klebsiella oxytoca CT 1
28 | Klebsiella quasipneumoniae PP 1
29 | Klebsiella variicola CA 1
30 | Leclercia adecarboxylata CO 1
31 | Lysinibacillus fusiformis CO 2
32 | Lysinibacillus macrolides ucC 1
33 | Lysinabacillus sp. ucC 1
34 | Pantoea agglomerans CA 1
35 | Pantoea sp CA 1
36 | Pseudomonas aeruginosa CT 4
37 | Pseudomonas guariconensis CT 1
38 | Pseudomonas mendocina CA 1
39 | Pseudomonas monteilii CT.CO 5
40 | Pseudomonas plecoglossicida CA, CT 11
41 | Pseudomonas putida CA,CO, CT 7
42 | Pseudomonas sp. CA, CT, UC 17

Salmonella enterica subsp. enterica
43 serovar Typhimurium Cco 1
44 | Serratia marcescens CO 1
45 Staphylocpccus saprophyticus subsp. co 1

saprophyticus
46 | Staphylococcus sciuri CA 1
47 | Staphyloccocus warneri uc 1
48 | Vibrio sp. PP 1
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Analisis de las microbiotas de rizosfera por metagendmica dirigida al gen 16S
rRNA

Mediante analisis por metagendmica dirigida al gen 16S rRNA se ha podido
identificar las bacterias nativas presentes en la rizésfera de O. ficus-indica en
suelos aridos de Tumbes, Peru, tal asi que se han logrado identificar un total de
59 familias que incluye 90 géneros y 176 especies para Corrales; 89 familias
con 161 géneros y 303 especies para Cabuyal; 127 familias que incluye 276
géneros y 683 especies para el distrito de Casitas; 104 familias con 191
géneros y 429 especies para Ufia de Gato; 99 familias con 193 géneros y 452

especies para el distrito de Puerto Pizarro.

Los resultados analizados por el programa MG - RAST permitieron identificar
los dominios: bacteria, arquea, eucariota, asi como también dominios no
asignados y secuencias no clasificadas (Figura 4). En el distrito de Casitas se
obtuvo 86.63% del dominio bacteria, en Puerto Pizarro un 87.03%, en Ufa de
Gato 84.72%, en Cabuyal 80.44% y en Corrales 82.06%.

Greengenes

Casitas _

Puerto Pizarro
R Ufia de Gato _
Bacteria cabuyal |

Corrales

Unassigned

Archaea

Unclassified sequences

Eukaryota

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figura 4. Distribucion de los dominios presentes en la rizésfera de Opuntia

ficus-indica mediante metagendémica y analizados por MG-RAST
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Asi mismo se identific6 que dentro de la distribucion del dominio bacteria se
encuentran los phylum  Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Acidobacteria, Nitrospirae y Cyanobacteria, y
en un menor porcentaje a los phylum Planctomycetes, Chlamydiae, Aquificae,
Deinococcus — Thermus, Fusobacteria y Spirochaetes (Figura 5). Dentro de las
muestras procedentes de Cabuyal se identificé un mayor porcentaje de 28.97%
de Proteobacterias, y un menor porcentaje de 14.77% en las muestras
provenientes de Corrales; asi mismo se identific6 29.65% de Actinobacterias
en las muestras de Corrales y un menor porcentaje en las muestras de 6.31%
en las muestras de Cabuyal, el phylum Firmicutes estuvo presente en un
12.90% en las muestras de Casitas y un menor porcentaje de 2.15% en las

muestras de Cabuyal.

unclassified (derived from Bacteria)
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Foqu i Ficae
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Figura 5. Distribucién del Phylum bacteria presente en la rizésfera de Opuntia
ficus—indica identificados por metagendémica empleando el programa MG -
RAST.
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La Figura 6 muestra la clasificacion taxondmica y funcional de las secuencias
leidas en las muestras de la rizésfera de O. ficus—indica obtenido a través del
MG — RAST.Cada cuadro representa a los ordenes de bacterias presentes en
los 5 puntos de muestreo, los cuales estan agrupados por colores

pertenecientes a una misma clase.

=p) payisseun

B Casitas

B puerto Pizarro
W Ufiz de Gato

M Cabuyal
M Corrales

Figura 6. Diversidad bacteriana a nivel de orden en la rizésfera de O. ficus-
indica mediante metagenomica dirigida al gen ADNr 16S, correspondiente a
los distritos de Ufia de gato, Puerto Pizarro, Casitas, Corrales y Cabuyal. El

analisis se realiz6 utilizando el programa Mega Rast.
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En la Figura 7 se observa la curva de rarefaccion la cual muestra la riqueza de
especies de los cinco puntos de muestreo, la misma que indica el numero de
especies en relacion al numero de lecturas realizadas. Asi mismo esta figura

revela la biodiversidad alfa presente en las muestras analizadas.
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Figura 7. Curva de rarefaccion y diversidad alfa de los cinco puntos de
muestreo de la rizésfera de Opuntia ficus—indica. Se utilizé el programa MG —
RAST.

Antagonismo bacteriano intra-genérico

En los resultados muestran que se logré obtener tres consorcios mono-
genérico correspondientes a tres géneros bacterianos, siendo estos consorcios
establecidos en base de los ensayos de antagonismo intra-genérico para evitar

el uso de cepas no compatibles en cultivo.

El consorcio correspondiente al género Enterobacter esta compuesto de cepas
identificadas como E. asburiae, E. xianfrangensis, E. cloacae, E. cloacae sub.

cloacae, E. aerogenes y E. hormaechei,

El consorcio correspondiente al género Pseudomonas esta compuesto de

cepas identificadas como P. mosseli., Pseudomonas sp. y P. putida.
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El consorcio correspondiente al género Acinetobacter esta compuesto de cepas
identificadas como A. junii., A. iwofii. Acinetobacter sp.1, A.pitti, y A.

baumannii.

Estos consorcios seran evaluados ulteriormente como indculos bacterianos

para favorecer el desarrollo de cactus.

Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

En la figura 8 se aisl6 esporas de HMA por el método de tamizado (Gerderman
y Nicholson, 1963) de la rizosfera de O. ficus-indica en las 5 zonas de
muestreo, dichas esporas se observaron en microscopio o6ptico (Olympus,

Perd) a 100 X aumentos.

Figura 8. Esporas aisladas de HMA mediante el método del tamizado en la rizosfera
O. ficus-indica de: A) Casitas. B) Cabuyal. C) Corrales. D) Puerto Pizarro. E) Ufia de
Gato.
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La figura 9, muestra esporas tefiidas de HMA luego de realizar la tincién con
azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970) a las raices de los cultivos trampa de
Medicago sativa “alfalfa” en cada una de la zona de muestreo. Esta evaluacién
visual permiti6 conocer el estado de colonizacion de la planta (Redecker,
2000).

Figura 9. Esporas tefiidas de HMA a partir de tincion de raices con azul de tripano (Phillips y
Hayman, 1970), observada en cultivo trampa de Medicago sativa en la zona de: A) Casitas. B)
Cabuyal. C) Corrales. D) Puerto Pizarro. E) Ufia de Gato.
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La figura 10 muestra la presencia del pellet (ADN) luego de la extraccion de
ADN con el protocolo optimizado para cada zona de muestreo, El material
genético se obtuvo a partir de 0,1 gr de tejido macerado, resuspendido en 30 pl
de T.E (precalentado a 60 °C). Asi mismo se muestra un gel de Agarosa al 1.5
% en el cual se ha migrado ADN gendmico y se pudo observar la presencia de
ADN de HMA en los 5 cultivos trampa de Medicago sativa “alfalfa” . Pese a que
la cantidad de ADN obtenida en cada extraccion fue poca, se considero
suficiente para realizar las reacciones de amplificacion por PCR, utilizando 2 ul

de ADN en cada reaccion.

Figura 10. Tubo de 1.5 ml utilizado en extraccion de ADN de HMA conteniendo el
pellet en la zona de: A) Casitas. B) Cabuyal. C) Corrales. D) Puerto Pizarro. E) Ufa de
Gato.

29



Figura 11. Migracién de ADN puro extraido en gel de agarosa al 1% de HMA de las 5
zonas de muestreo. CE: Control de extraccién. CO: Corrales.C+: Control positivo. UG:
Ufa de Gato. PP: Puerto Pizarro. CB: Cabuyal. CA: Casitas.

En la tabla 3 obtuvimos los diferentes programas optimizados para cada semi-
nested PCR. La optimizacion del programa de PCR, condujo a probar
diferentes temperaturas de desnaturalizacion inicial, desnaturalizacién del ADN,
hibridacién de los cebadores, polimerizacién y la polimerizacion final ademas
de los tiempos y ciclos. Para cada combinatoria de Primers son 35 ciclos,

siendo la desnaturalizacién inicial y polimerizacion final de 1 ciclo.

Tabla 3. Optimizacion del Programa de PCR para cada semi-nested PCR de HMA.

Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | hibridacion de Polimerizacion | Polimerizacién
inicial del ADN los iniciadores final
Juego de Primers

T° | Tiempo T° | Tiempo | T° [Tiempo| T° [Tiempo| T° | Tiempo

1era semi-nested PCR
NS5+GLOMS.8R | 95°C | 4min. | 95°C | 40seg |[51°C| 30seg. |72°C| 40seg. |72°C| 5 Min.

2da semi-nested PCR
ITS4+GLOM1310 95°C 4 min. 95 °C 40 seg. 50°C| 30seg. |72°C| 40seg. |72°C| 5 Min.

3era semi-nested PCR | 95 °C 4 min. 95°C | 40seg. |53°C| 30seg. |72°C| 40seg. |72°C | 5 Min
NS5+GIGAS5.8R
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La tabla 4, se observa los resultados obtenidos de cada semi-nested PCR para

la deteccion de HMA presentes en la rizosfera de O. ficus-indica a partir de las

muestras de raiz de cultivos trampa de las cinco zonas de muestreo. Asi mismo

muestra bandas positivas en Corrales y Cabuyal (figura 8) para la primera y

tercera semi-nested PCR, esto indica que mediante esta prueba se detecto

HMA en la rizosfera asociada a Opuntia ficus-indica.

Tabla 4. Determinacion de Hongos Micorrizicos Arbusculares por Semi-nested
PCR, utilizando primers especificos para las 5 zonas de muestreo. (-):
Ausencia (+): Presencia (0): No procesada

ZONAS

Semi-nested PCR

lera semi-nested PCR
NS5+GLOMS.8R.

2da semi-nested PCR
ITS4+GLOM1310

3era semi-nested PCR
NS5+GIGAS.8R.

Puerto Pizarro

(0)

(0)

0

Corrales

)

Q)

)

Uiia de Gato

Q)

Q)

Q)

Cabuyal

)

Q)

=

Casitas

)

Q)

Q)

Control positive

)

)

6]
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Figura 12. Visualizacion de los productos de PCR migrados en gel de agarosa al
1.5%. Todas las bandas migraron a una misma distancia aproximada de 300 pb.

Micropropagacion in vitro Opuntia ficus-indica var. inermis en condiciones de

laboratorio.

Los resultados de la Micropropagacion invitro de O. ficus indica, se observan

en la figura 13.

A

Figura 13. Micropropagacion in vitro de Opuntia ficus-indica var. inermis en
condiciones de laboratorio. (A) Fase de inicio o establecimiento. (B) Fase de
multiplicacion. (C) Fase de enraizamento. (D) Plantas de Opuntia ficus indica

var. inermis aptas para la aclimatacion
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Caracterizaciones preliminares en espectrometria de masa MALDI TOF TOF

Por otro lado el analisis protedmico muestra que es posible la identificacion de

Opuntia ficus-indica, mediante andlisis protedmico pudiéndose identificar las proteinas

mostradas en la tabla 5.

Tabla 5.. Secuencia de aminoacidos de iones precursores

fragmentados

establecida por espectrometria de masas MS MALDI TOF-TOF de cladodios de

O. ficus-indica con identificacion subsecuente de la proteina correspondiente.

Spectrum Prec MW | Precm/z | BestSequence ‘i;;f Nombre de la proteina gla::t:e CELEICE
1.113.4.1.13 1232.6577 | 1233.665 | RNADMNRKGR 99 30S Ribosomal protein S8 Blossfeldia liliputana
1.114.4.1.7 1232.6647 | 1233.672 | RNADMNRKGR 99 30S Ribosomal protein S8 Blossfeldia liliputana
1J3.4.1.11 1232.6456 | 1233.653 | RNADMNRKGR 99 30S Ribosomal protein S8 Blossfeldia liliputana
1J7.4.1.8 2003.0657 | 2004.073 | LAPLKTHYLIRICYAR 99 Mat R Pereskia grandifolia
1.6249.1.4 | 869.5637 |870.5709 | VVSLSIPR 94.1 hﬁ:c‘;:stzlcnhlgi‘;‘::t receptor fggﬁ;fps"s
1.M18.19.1.13 | 1260.7267 | 1261.734 | NLKDKFDLLR 99 RIbonuclease Nicotiana alata
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@

Protein Sequence Coverage - 308 ribosomal protein 58 (Fragment) 0S=Blossfeldia liliputana GN=rpsB PE=] SV=1

HGRDTIADTITS TRHADMNREGRYR IS THITES IVRILLREGF TENNRKHOE R ESFLVL TL R R R REGP YR TLN L RRV S RES LRI VAN QR TPRILGGHG TV LA TS RGINTDREARLERIGCE ILCYIN

(b)
Protein Sequence Coverage - MatR (Fragment) 0S=Pereskia grandifolia GN=matR PE=4 SV=1

GTSRUFLEFDIRKCFHTIDRHRL IS IFEEE IDDPEFF Y3 IQEVE 3 AGRLYGGERGE T3WP HIVLLA ALLGN IYLHELDQE IGRIRQKYE IP IWQORIRSVLLETSRIDDLOQNSGEEGSFN AP LHNRAT ILDRVES IQREALF HILVSSWHTLP TATPRLRGD QKR PFVF PP S AL ATF LNKP S5 LLF AAFLIEAAGLTPETEF YGR

EGSNMNUANRDLF KYCKRKGLLIELGEAAILYIRIERGLARFLAPLKTHYL IRICYAR T ADDLLLGIVGAVELL IE TOKR T ANF LOSGLNL UV G AGI TTIAARS TVEF LGTV IREVPPRT TR IQF LRELEKRLRVEHR IR I TACHL RS ATHS S F RIL GRS IPVEGL TRG NS ETGALLD AVRLAE TLGTASVRIPCVSLLUDTVE
HIRQGERETSLL S 8GOS KA IV QARG VRRL ALY TLAGREAAGEGGGHIARS T3 SEFHIQIELP TERILRRLRDRGI TSRREPUP THV ACL TNV SDGD IVNIF AGTAT

(©)
Protein Sequence Coverage - Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase 0S=Arabidopsis thaliana GN=LRR-RLK PE=2 SV=1

MLASLITFVALLCNVTVISGLNDEGE ALL TFROSVHD DR TA LN NS S DEN ACS NGV TCKEL ! FHLTGILP3SLGFLISLEHLNLRSNRF YGALP IOLFHLOGLOLYL YOS FDGALAEE IGKLELLOTLDL 3L FNGI LR LS ILOCNRLETL DV A RNNL3GPLE D GF 63 AFVALEKL DL AFNOFNGI TR0 T
GHLANLOGTADF 3HNHF TGS TFPALGDLEERVY IDLTFNNLIGPR IPQTGALMNRGP TAF IGHTGLCGPPLEDLCOGTQLGLN A YRF IPSNNF PED A DA THAE TRQRSSGLIEI AV ATVLCDVFGICLYGLLF TTCT3RF CACHRENQF GVEKESKKR ASECLCFRRDESE TP SENVERCD IVPLD AQVAFNLEELLEAGAFVL

GRAGIGIVYEVVLENGLTLAVRRLGEGGSQRFREFOTEVE AIGEL EHPN T ASLRAY VWSV DERLL IV DYV SNGHLATAL HGER GHMT T APL TWSERL R INKG IATGLYYLHEF 3 PKEYWHGDLEKPANIL IGODHEPEISDF GLARL ANT AGG3SPTIOSNRIIOTDOQP QERQOHHEE SV SEF TAHI S5 GSVYQAPETLEIVED
SORIIVYSYGIILLEL TAGRIP AVEVGTSENDLVRIV OV CIEEKEPLCDVLDFCLAPEAETEDE IVAVLE TAISCVI S SFEKRP THREVSD TLDRLPVAGD

(d)
Protein Sequence Coverage - Ribonuclease 05=Nicotiana alata PE=2 S\=1

IR GQLIFYLF ILF LAl S PTG T DL LY L TTP PR FCHGKP C TR [P RN TIRGLY P DEQHGHLND CCE TF TKL REPRERREL DDRYPDLER SR DAV R FVE VE YN GTCC TEL YDOAAYF DL A L KD KEDLL RN L KN E GT TP GA TV TV DE TAEA TRV TQAYPNLUCY GDPORILELSE IGICFDRGATEVITCRRRTT
CHPINKEEISFPLI

Figura 14. Secuencia de amino&cidos alineadas de: (a)DNA-directed RNA polymerase sub unit beta, (b) MatR fragment, (c) Leucine-rich
repeat receptor like protein kinase y (d) Ribonuclease.
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V. DISCUSION.

El analisis fisico quimico de los suelos mostraron que éstos son bajos en
porcentaje de nitrogeno (0.04 a 0.16) (Tabla 1), lo que podria aportar al bajo
contenido de materia organica (0.71 a 3.82). Los suelos que contienen fosforo
mayor a 36 ppm Yy potasio mayor a 175 ppm son Optimos para cultivos
agronomicos (Espinoza et al., 2006), asi en nuestro resultados podemos
observar que el contenido de fosforo es 6éptimo en todos los puntos de
muestreo excepto en Puerto Pizarro, asi mismo el potasio se encuentra en
niveles optimos en todos los puentos de muestreo. Gallego (1943), Sivila y
Hervé (1994) y Ramos y Zufiiga (2008) relatan que las bacterias son
favorecidas por valores de pH alcalinos y neutros, asi los suelos de las cinco
zonas analizadas poseen un pH entre 6,73 — 8,37 lo que podria explicar la

elevada presencia de bacterias en las muestras.

A si mismo en los resultados de la tabla 1 se observa que tanto los suelos de
Corrales y Cabuyal son de textura Arena Franca ademas en Ufa de Gato y
Puerto Pizarro son de textura Franco Arenoso, los mismos que poseen buena
diversidad bacteriana, esto se deberia a que las porosidades entre particulas
arenosas de diversos tamafios ayudan al desarrollo de las comunidades
bacterianas, por otro lado en el suelo con textura franco Limoso (Casitas) se
ha encontrado una mayor diversidad bacteriana en comparacién a las texturas
arenosas, esto podria ser debido a que en un suelo bien graduado (muchos
diferentes tamafios de particulas mezclados entre si), las particulas de limo
recubren las superficies de los granos de arena y actlan como puentes entre
ellos, permitiendo una mejor flujo de agua y nutrientes que son aprovechados

por las bacterias (Chau et al., 2011).



Por otro lado con respecto a HMA , el rango de pH del suelo de las 5 zonas de
muestreo fue de 7.74 a 8.37 (Tabla 1).Los hongos micorricicos arbusculares
varian en su tolerancia al pH, y la esporulacion en ciertas especies disminuye
con el aumento de pH (Suchitra et al, 2012). Para el género Glomus la
esporulacion de HMA aumenta con pH de 6 a 9 y para el género Gigaspora
aumenta su esporulacion con un pH de 5 a 6 dependiendo de la especie
(Valsakumar et al., 2007), por ello podriamos deducir que el suelo de la
rizosfera de O. ficus-indica es rica en el género Glomus segun las condiciones
de pH. Los niveles de nitrégeno oscilaron a partir de 0.04% (Ufa de Gato) a
0.16% (Puerto Pizarro). Las hifas de los hongos micorrizicos arbusculares
tienen la capacidad de absorber y transportar el nitrogeno del suelo a las
raices (Clark y Zeto, 2000). El nitrégeno suprime la colonizacion de las raices
por hongos micorrizicos arbusculares (Mosse y Phillips, 1961; Valsakumar et
al., 2007) Los hongos micorricicos arbusculares colonizaron las raices del
cultivo sé6lo cuando carecia de Nitrogeno (Buwalda y Goh 1982; Valsakumar et
al., 2007). Para este caso observamos que el porcentaje de nitrégeno era muy

bajo con lo que podemos deducir que hay una alta colonizacion de HMA.

Nuestros resultados presentados en la tabla 2, muestran el listado de bacterias
cultivables presentes en la rizosfera de O. ficus-indica en los cinco zonas de
muestreo, de ello podemos decir que este listado que corresponde a un bajo
porcentaje (1%) de bacterias de la rizdsfera que se pueden obtener en medios
de cultivo en comparacion a las especies determinadas por metagendmica
(Prashar, 2014).

Segun Schoebitz (2006) y Prashar (2014) aproximadamente alrededor de 2 —
5% de las bacterias presentes en la rizésfera son Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento en Plantas (RPCP), en nuestros resultados presentados en la tabla
2 destaca la presencia de generos como Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia y Acinetobacter que son conocidos por ser RPCP

(Dobereiner, 1995), entre las principales funciones de estos géneros se
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encuentran el mejoramiento del contenido de nitrégeno en el suelo y por ende
el mejoramiento del crecimiento de la planta, produccion de sideréfors y
fitohormonas, conversion de las formas insolubles del fosforo para hacerlo mas
accesible para la planta, resistencia a metales, etc (Loredo, 2004; Schoebitz,
2006; Prashar, 2014).

Avances recientes en técnicas moleculares han permitido determinar cepas de
bacterias no cultivables, generando informacién vital relacionada a las
comunidades bacterianas de la rizosfera (Nogales, 2005; Prashar, 2014). El
estudio global de los genomas de todos los microorganismos presentes en una
comunidad se denomina metagendémica y ya ha sido realizado con éxito en
comunidades microbianas de suelo (Rondon et al., 2000). Las estimaciones
mas conservadoras acerca de la complejidad genética de comunidades
microbianas de suelos indican la presencia de entre 6.000 y 10.000 genomas
diferentes en suelos organicos no perturbados y un nimero menor (entre 350 y
1.500) en suelos agricolas (Nogales, 2005). Nuestros rerultados se asemejan a
lo descrito por Nogales (2005) en cuanto al nimero de especies encontradas
en los cinco puntos de muestreo que oscilan entre 176 a 683 en base a esto
podemos hacer una idea de la magnitud de informacion nueva que se ha

generado en este trabajo.

Ondov y Phillippy (2011) hablaron del Mg — Rast como un navegador en la web
para la visualizacion de la metagenomica interactiva, ellos clasificaron
taxonomicamente y funcionalmente los resultados obtenidos de las muestras y
detallan que este servidor resume los elevados rangos (filo y orden) para
encajar dentro de un mismo espacio limitando el alcance de una visiébn en
conjunto, de las figuras 2 y 3 se puede afirmar que el suelo es un ambiente
muy apropiado para el desarrollo de los microorganismos tanto eucariotas
(algas, hongos, protozoos) como procariotas (bacterias y arqueas) pero siendo

las bacterias las que mas predominan en cuanto a porcentaje de abundancia.
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Ottesen et al. (2013) estudiaron la ecologia microbial del tomate en diversos
organos de la planta, incluyendo los microorganismos asociados a la raiz, para
el analisis de datos, ellos emplearon el programa MG — Rast, basados en esta
referencia y teniendo en cuenta nuestros resultados mostrados en la figura 3,
en donde se detalla a los ordenes de las bacterias presentes en los cinco
puntos de muestreo, los mismos que se agrupan por clase, siendo la clase
Gammaproteobacteria la que albega mayor nimero de géneros, seguido de la
clase Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Actinobacteria,
Betaproteobacteria, Verrucomicrobiae, Acidobacteriia, Solibacteres, Aquificae,
Bacteroidia, Cytophagia, Flavobacteriia, Sphingobacteriia, Chlamydiia,
Deinococci, Bacilli, Clostridia, Negativicutes, Fusobacteriia, Nitrospira y
Planctomycetia, esto coincide con lo descrito por Nogales (2005) y Turner et al.
(2013) quienes mediante estudios moleculares de suelos detectaron a los
grupos filogenéticos bacterianos  Alphaproteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteriia y Verrucomicrobiae presentes mas frecuentemente en las
muestras; asi mismo, evidencid que algunos grupos microbianos se
encontraban presentes de forma ubicua, tratindose en ocasiones de grupos
descritos en otros ambientes pero cuya presencia en suelos ni tan siquiera se
sospechaba, entre los ejemplos de estos grupos podrian mencionarse los
Planctomycetia, que se habian descrito previamente exclusivamente en

ambientes acuéaticos.

Se observa la curva de rarefaccion la cual indica la riqueza de especie de los
cinco puntos de muestreo. Las muestras procedentes de Casitas presentan
mayor riqueza de especie a aproximadamente 90 000 numeros de lecturas, a
diferencia de las muestras obtenidas de Corrales las cuales presentan menor
namero de rigueza de especie a aproximadamente 70 000 numero de lecturas.
Esto es similar a lo obtenido por Ottesen et al. (2013) quienes realizaron la
curva de rarefaccion para determinar la cantidad de Unidades Taxonomicas
Operacionales (OTU) en relacion a todas las secuencias muestreadas para

todos los 6rganos de la planta estudiada.
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En cuanto a la biodiversidad alfa, la misma que sirve para comparar
directamente la a-diversidad (dentro de la muestra la diversidad o la estimacion
de la riqueza de especies) (Peiffer et al., 2013) asi las muestras colectadas en
Casitas y Corrales presentan mayor porcentaje de biodiversidad con un 37.58%
y 37.31% respectivamente, y un menor porcentaje en las muestras procedentes
de Cabuyal y Uiia de Gato, con 14.48% y 16.81% respectivamente.

El antagonismo presente entres bacterias es caraterizado por la inhibicion del
crecimiento de wuna contra la otra, por diversos factores como nutriente,
espacio, luz y o a través de la produccidon de diversos metabolitos secundarios
entre ellos sustancias antibacterianas (Fernandez y Vega, 2001). Esto puede
ser observado en nuestros resultados mostrados en la tabla 3 en donde las
bacterias aun siendo del mismo género ocasionan este fendmeno antagonico.
En los consorcios de Entorobacter y Acinetobacter se observan halos de
inhibicion en en solo dos especis para cada consorcio, por otro lado las
especies del consorcio Pseudomonas, esto ultimo también fue observado por
Validov  (2005) quien observa fuerte actividad antagonica en el género

Pseudomonas.

Por otro lado con respecto a HMA, el potencial de la diversidad de estos HMA
en 5 suelos diferentes de Tumbes fue evaluada mediante el método del
tamizado estandar como se describe por Gerderman y Nicholson (1963). La
diversidad de HMA es esencial para la colonizacion y la formacion de la
relacion simbiética entre la planta y los hongos (Hijri et al., 2006; Smith y Read,
2008). Los HMA tienen un impacto considerable en el crecimiento vegetal y la
administracion de estos en la agricultura sostenible es esencial (Klironomos,
2003; Prieto, 2012). El estudio de la riqueza de HMA para cada suelo sera util

para el desarrollo eficaz de O. ficus-indica.
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Para evaluar la propagacion micorrizica , se llevd a cabo mediante su tincion
con azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970) y observacion al microscopio
optico de las estructuras caracteristicas de esta asociacion (esporas, hifas)
(Suchitra et al, 2012). La propagacion en cultivos trampa de Medicago sativa
“alfalfa” y la utilizacién de estas plantas con periodo vegetativo corto permite la
obtencién de una mayor cantidad de HMA (Coyne, 2000; Prieto, 2012). En
nuestros resultados observamos que el cultivo trampa utilizado fue efectivo
para la propagacion de HMA, los cuales son un grupo de microorganismos del
suelo, que no pueden cultivarse en medios sintéticos en ausencia de la planta

hospedera. (Shafiqua y Stephan, 2013).

Es importante mencionar ademas que para el analisis molecular se realizo
como primer paso la extraccion de ADN de HMA a partir de raices frescas de
cultivos trampa de Medicago sativa “alfalfa”, para ello se optimizd el protocolo
teniendo en cuenta que para la extraccion de ADN debe contener las siguientes
fases: lisis celular, purificacion, precipitacion, lavado, secado y resuspension
del ADN (Luke J.y Herraez A, 2002).

En el protocolo optimizado usamos para la maceracion el nitrégeno liquido,
este va a permitir la lisis celular o ruptura de la célula. El empleo del nitrdgeno
liquido en el protocolo optimizado de extraccion de ADN a partir de raices
frescas es utilizado porgue ha permitido aumentar el rendimiento y la calidad

del material genético obtenido. (Luke J.y Herraez A, 2002).

Ademas usamos el buffer CTAB 2x el cual estd compuesto por PVP, B-
mercaptoetanol, NaCl Tris HCI (pH 8), EDTA (pH 8) y CTAB, con una
concentracion de 5%, 4%, 1.4 M, 100 Mm, 20mM y 3% respectivamente (Khan
et al., 2007; Michiels et al., 2003; Shafiqua, G y Stephan, R., 2013); usamos
estas concentraciones de estos componentes quimicos porque va a permitir la

eliminacion de metabolitos secundarios y los polisacaridos en la extraccion de
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ADN, ya que el buffer CTAB actia como detergente y se une a los
polisacaridos eliminandolo durante el proceso de extraccion. (Michiels et al.,
2003; Khan et al., 2007; Kumar et al., 2003).

En la fase de purificacion usamos fenol buferiado y cloroformo
alcohol/isoamilico con la finalidad de visualizar tres fases (ADN, proteinas y
lipidos) en el tubo de 1.5 ml, lo cual solo separamos con facilidad el ADN
gendmico (Luke J.y Herrdez A, 2002). Para la fase de precipitacion utilizamos
isopropanol helado y lo incubamos a -20 °C durante toda la noche porque la
cantidad y calidad del ADN aislado depende de la temperatura de precipitacion

y la duracién segun Michiels et al., (2003).

En el lavado usamos etanol al 75% que es el que va a permitir la eliminacién de
sales presentes en la muestra, ademas dejamos secar a temperatura ambiente
el pellet para la evaporaciéon de restos de etanol y lo resuspendemos en T.E. 0
Tris-HCL PH 8.0 que sirve de tampén y estabilizador de PH y EDTA PH 8.0 que
es un quelante de iones divalentes (Shafiqua, G y Stephan, R., 2013). Para el
tratamiento con ARNasa utilizamos 1 pl con la finalidad de eliminar restos de
ARN vy obtener ADN puro (Khan et al., 2007).

Una vez obtenido el ADN gendémico (figura 6) se llevd a migrar en un gel de
agarosa al 1% con la finalidad de observar la presencia del ADN gendémico. En
el transiluminador conteniendo el gel de agarosa observamos bandas positivas
fuertes y leves, las bandas positivas fuertes se debe a que si hay una buena
concentracion de ADN y por otro lado las bandas positivas leves se debe a que
no hay buena cantidad de ADN debido que no es muy facil obtener ADN
fungico segun Michiels et al., (2003).

En nuestro trabajo usamos la técnica de semi-nested PCR, optimizando el
programa para la primera y segunda corrida; esta técnica esta basada en el

uso de 2 jugos de primer universales que en nuestra investigacion son ITS4 y
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NS5, los cuales cuenta con una temperatura de desnaturalizacion, hibridacion y
polimerizacion (Redecker, 2000).

Se utilizaron en las reacciones para la prueba de especificidad y la
amplificacion de las raices, se llevo a cabo un procedimiento de dos pasos
(semi-nested PCR). Inicialmente y de acuerdo al programa optimizado de PCR
se realiz6 una primera amplificacion con los oligonucleotidos universales para
eucariontes, NS5 e ITS4 con una temperatura de hibridacion de 51 °C
(Redecker, 2000). Técnicas basadas en PCR se han convertido en obligatoria
para obtener cantidades suficientes de ADN, ya que estos organismos no son
cultivables y por lo tanto sélo una pequefia cantidad de ADN puede ser aislado
de raices infectadas (Michiels et al., 2003; Shafiqua, G y Stephan, R., 2013).

A partir de los productos obtenidos en la amplificacion con estos Primers
universales se realizaron amplificaciones anidadas con los oligonucleétidos
GLOMb5.8R, GLOM1310 y GIGA5.8R, especificos para los diferentes géneros o
especies con el fin de obtener fragmentos de ADN de hongos. Las reacciones
fueron contadas positivas cuando fueron consistentemente presentes
productos del tamafio esperado (Redecker, 2000). El Producto de la PCR se
visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, seguido por
tincion con bromuro de etidio (figura 24). Raices de las plantas o esporas
fungicas de HMA pueden contener diversos compuestos que inhiben la
amplificacion por PCR (Redecker, 2000).

Finalmente el andlisis proteébmico mediante espectrometria de masas MALDI
TOF-TOF se ha convertido en una herramienta avanzada para estudios de una
larga variedad de moléculas bioldgicas involucradas en la fisiologia de plantas
sometidas a diferentes condiciones de estrés (Kaspar, et al, 2011), En nuestro
trabajo ha sido posible identificar una serie de proteinas involucradas en los

procesos de replicacion del ADN (DNA-polimerasa Yy ribonucleasa),
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identificacion phylogenetica de plantas (MatR) (Zhu, et al 2007) y finalmente un
miembro putativo de receptores de transmembrana tipo quinasa (Leucine-rich
repeat receptor like protein kinase) comunmente involucrados en la respuesta
inmune de plantas asi como en deteccion de sefiales enddgenas de regulacion
del desarrollo (Torii, 2004).
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VI. CONCLUSIONES.

Se identific6 mediante secuencias nucleotidicas del gen 16S rRNA de las
bacterias presentes en la rizosfera de O. ficus-indica en ecosistemas aridos de
Tumbes, Perd, con un total de 48 bacterias identificadas por cultivo in vitro
mientras hasta 683 especies han sido identificadas mediante la metodologia de
metagendmica dirigida independientemente de cultivo in vitro, ademas ha sido
posible optimizar protocolo de extraccion de ADN y programas de semi-nested
PCR para la identificacion de los géneros Glomus y Giganospora de HMA
finalmente se logré identificar a proteinas de O. ficus-indica mediante la
técnica de espectrometria de masa MALDI TOF TOF MS.
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VIIl.  ANEXOS

Figura 15. Preparacion del material para la toma de muestra.

Figura 16. Toma de muestra de la rizosfera de Opuntia ficus — indica en

el distrito de Casitas.



Figura 17. Siembra de bacterias.

Figura 18. Purificacion de bacterias.
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Figura 19. Bacterias purificadas sembradas en caldo nutritivo.

Figura 20. Vista al microscopio de las bacterias purificadas.
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Figura 21. Extraccion de ADN de las bacterias presentes en la rizésfera.

Figura 22. Termociclador con el programa 16S para bacterias.
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Figura 23. Depositando las muestras de ADN en gel de agarosa para el corrido

electroforético.

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) del ADN bacteriano

de la rizésfera de las muestras de Casitas.
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Figura 25. Muestras de amplicon de ADN listos para enviar a

secuenciar.

Figura 26. Kit Power Soil para la extraccion de ADN por Metagenomica.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) del ADN bacteriano

obtenido por Metagendmica.
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Figura 28. Metodologia usada en el aislamiento de HMA. (A) Muestras de suelo en el
shaker. (B) Recojo de material que quedo6 atrapado en los diferentes tamices. (C)
Embudo Buchner conectado a una bomba de vacio. (D) Papel filtro con esporas de
hongos micorrizicos arbusculares.
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Figura 29. Cultivos trampa de alfalfa. (A) Masetas desinfectadas. (B) Sustrato estéril
inoculada con una capa homogénea de HMA. (C) Siembra de las semillas de alfalfa.

(D) Diferencias de crecimiento del control positivo y control negativo.
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Figura 30. Tincién de raices de HMA. A) Preparando reactivos para la tincion. B)
Raices extraidas de los cultivos trampa de alfalfa. C) Raices cortadas y lavadas con

agua estéril. D) Tubos con las raices tefiidas.
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Figura 31. Extraccion de ADN de HMA. (A) Agregandole nitrégeno liquido a la muestra
de raiz. (B) Trituracion de las raices en un mortero con nitrogeno liquido. (C) Traspaso
de lo triturado a un microtubo de 1.5ml. (D) Agregandole 600ul del Buffer de

Extraccion CTAB 2X (pre-calentado a 60°C) a la muestra triturada.

Figura 32. Antagonismo intra-genero de bacterias asociadas a la rizésfera de
O. ficus indica.
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Tabla 6. Medio de cultivo para la fase de establecimiento

MURASHIGE Y SKOOG(1962)

MACRONUTRIENTES UNICAS
MICRONUTRIENTES UNICAS
VITAMINAS

Inositol 100mg
Tiamina 100ug/L
Ac. Nicotinico 500ug/L
Piridoxina 500ug/L
AMINOACIDOS

Glycina 2mg/L

REG. CRECIMIENTO

BAP 1
OTROS

Ph 5.8
AZUCAR 30mg/L
AGAR 7mg/L

MS=Murashige y Skoog
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Tabla 7. Medio de cultivo para la fase de multiplicacion.

MURASHIGE Y SKOOG(1962)

MACRONUTRIENTES UNICAS
MICRONUTRIENTES UNICAS
VITAMINAS

Inositol 100mg
Tiamina 100pg/L
Piridoxina 500ug/L
AMINOACIDOS

Glycina 2mg/L

REG. CRECIMIENTO

BAP 5 mg/L
ANA 0.5 mg/L
OTROS

Ph 5.8
AZUCAR 40mg/L
AGAR 7mg/L

MS=Murashige y Skoog
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Medio de cultivo para la fase de enraizamiento.

MURASHIGE Y SKOOG(1962)

MACRONUTRIENTES UNICAS
MICRONUTRIENTES UNICAS
VITAMINAS

Inositol 100mg
Tiamina 100pg/L
Piridoxina 500ug/L
AMINOACIDOS

Glycina 2mg/L

REG. CRECIMIENTO

IBA 0.5 mg/L
ANA 0.5 mg/L
OTROS

Ph 5.8
AZUCAR 30mg/L
AGAR 7mg/L

MS=Murashige y Skoog

65



Signal G128 A-JI33F C-I72F5 T-I411

THS Bases in 9336 scans Page I a2

File: CBIRBI2 IGSrRNARSOO abl Ry Ended: 2015/7/7 JI:-33:4F
Sample: CBLEII_JSSrRNAREGO Lane: 70 Base spacimg: 15066000
mruru Nmm Mo Nc)l TET O GTATOAT O 00 GG GO GO T T CGEEA ST GG T G T S ET T ST AT S0 T D G AT T C A G E T A 3 65 4 AT e S C A o O T

A e

ac:C(‘ac{'aa‘rtrramrGCAGTtCCCAGGTtGAGCCCGGGG ATTTCACATC CA ACTT A ACGAJ\.E‘{‘A.{‘{‘TA.E‘K‘ GCGET T TACGC Coh GTJ\.J\.TTE‘E‘GATT AL GCTT GEACCCT O

ot Wl lu Wl Mt 'n""“'u il *

G EETEOTGGOAE , GAGT TAGE LG GTG T TAT T OT G o AGT AOT TACT GE & OT T COTC OB aA T TT A

ot i s A O il H‘" J"” N

AT T GG AT CAG BT T T G 0o R T GT O i TorhT G0 60 Al TG Gea Too s Sh. G T T B A BTG T T B G T T 0 A T T R T AT I"CCTC"IC"\.G cc AT T A

sttt b Lt e S

B T O A ACTRC An GGT AT T

'I'[‘G{H'I‘GA&CAT'I"ALLT AR A T A B O T AT A T AT AT c'ran'r_\acm_\ ATIER T € 3 A A 3 T O €65 (3 [T T A (€0 €1 N8 S G T AT G317 € B3 AT T G T T e T
'
ap
- W

Sigenal G-I 280 41133 C:1TIF TI421
765 Bases in PI36 scans Page 2 af 2

FRaor Ended: 201 5/7/7 213344
GG G G C'TDC E‘GrcATC G T G AT TG T GG T GGC o G-CCGI:' c GG

File: CBLBI2_ISSrRNARSOO.abl
Sample: CBLEBII_16SrRNARSO0 Lane: 70 Base spacing: 15066009

AR -.*,—-.. e Mo
| S (] 'u'ltJ.l.jl- .lln ﬂl A L 1{ " #,l AN AJ{JI“: '-‘- k‘* jl"' 'l ‘lh‘ j ul J..Ll'u

Figura 33. Resultados de la secuenciacion de las bacterias.
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