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RESUMEN

Cerca de la mitad de las tierras continentales del planeta se consideran
ecosistemas aridos o amenazados por sequia. Entre las plantas adaptadas a
estos ecosistemas se destacan los cactus. Para poder desarrollarse, los cactus
tienen varios mecanismos de adaptacion, entre ellos la asociacion con
comunidades microbianas benéficas a nivel de su rizosfera. Entre estos
microorganismos destacan las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(RPCV), 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 bacterias asociadas a la rizésfera de O. ficus-indica es
importante para lograr entender, en parte, la adaptacion de los cactus a estos
climas extremos y podria ayudar a desarrollar proyectos de agricultura en el
desierto. La identificacion de las bacterias asociadas a la rizosfera de O. ficus
indica de cinco zonas de Tumbes (Perl) ha estado basada en analisis de
metagendmica dirigida al gen del ADRr 16S con el programa MG Rast.
Ademas, se utilizaron técnicas de microbiologia e identificacion molecular para
bacterias cultivables, asi como espectrometria de masas MALDI TOF TOF.
Los resultados de metagendmica muestran una amplia diversidad bacteriana
rizosférica con un total de hasta 683 especies de bacterias cultivables y no
cultivables. Por otro lado, ha sido posible aislar 48 cepas bacterianas, entre las
cuales se encuentran principalmente Pseudomonas, Serratia, Enterobacter y
Bacillus. Finalmente, se logré identificar a Serratia marcenses y Leclercia
adescarboxilata mediante su perfil protedmico usando la técnica de
espectrometria de masa MALDI TOF TOF.

Palabras clave:

Bacteria, rizésfera, Opuntia ficus-indica, suelos aridos, metagendmica,

protedmica.
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ABSTRACT

Nearly half of the world’s mainland are considered arid ecosystems or
threatened by drought. Among the plants adapted to these ecosystems
highlights the cactus. In order to grow up, cacti have various coping
mechanisms, including the association with beneficial microbial communities at
the level of their rhizosphere. These microorganisms include plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) that contribute to the successful development
of the plant in dry conditions. Opuntia ficus-indica is the cactus most currently
studied. Identification of bacteria associated with the rhizosphere of O. ficus-
indica is important in order to understand in part cactus adaptation to extreme
climates and could help to develop desert agriculture projects. Identification of
bacteria associated to the rhizosphere of O. ficus indica from five areas of
Tumbes (Peru) has been based on analysis of metagenomic directed to 16S
rDNA gene with MG Rast program for identification of cultivable bacteria using
microbiology and molecular techniques and lastly mass spectrometry 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 which are
mainly Pseudomonas, Serratia, Enterobacter and Bacillus. Finally, mass
spectrometry MALDI TOF TOF MS allowed to identify Serratia marcenses and
Leclercia adescarboxilata by the proteomic profile.

Keywords:

Bacterium, rhizosphere, Opuntia ficus-indica, arid soils, metagenomics,

proteomics



1. INTRODUCCION.

Las tierras secas incluyen una amplia gama de situaciones ambientales
que van desde los desiertos extremos (hiperaridos) hasta los ecosistemas
subhimedos 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 vy, 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 aridos, semiaridos o viven

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

En los ecosistemas aridos 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; Aguirre et al., 2012,
Kawamura et al. 1, 2013). Las cactaceas (Cactaceae) corresponden a una de
las familias de plantas adaptadas a suelos aridos, siendo Opuntia ficus-indica la
especie mas importante por ser un recurso de productos y usos mudltiples,
inicialmente como planta silvestre y luego como cultivo de subsistencia
comercial, contribuyendo asi a la seguridad alimenticia de poblaciones en
areas agricolas marginadas (Nobel 2002; Reynolds 2003; Alary, Nefzaoui y
Jemaa, 2007; Andrew et al., 2012).
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Para lograr convertir los suelos &ridos en tierras arables, se requiere de
una visibn global de todo el ecosistema y de las interacciones planta-
microorganismos (Marrasco et al., 2011). La rizosfera es el habitat ecoldgico en
el cual los microorganismos estan en contacto directo con las 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 que, en el caso de los cactus, les permiten
desarrollarse en condiciones aridas (Loredo, Lopez y Espinosa, 2004; Gomez
et al., 2012).

Bajo todas estas perspectivas de desarrollo de la agricultura de desierto
basada en cultivos de cactdceas nativas, nuestra investigacion plante6 la
identificacion de bacterias cultivables y no cultivables asociadas a la rizésfera
de O. ficus-indica, mediante un enfoque microbiolégico con caracterizacion
molecular de las cepas aisladas y enfoque metagendémico y protedbmico para la

microbiota global.



2. MARCO DE REFERENCIA DEL PROBLEMA.

2.1. Antecedentes.

Lopez BR, Bashan Y. y Bacilio M, 2011. Endophytic bacteria of
Mammillaria fraileana, an endemic rock-colonizing cactus of the southern
Sonoran Desert. Environmental Microbiology Group, Northwestern Center for
Biological Research (CIBNOR), Mar Bermejo 195, Colonia Playa Palo de Santa
Rita, 23090 La Paz, BCS, México. En esta investigacién se estudié las
bacterias endofitas asociadas a la colonizacion sobre la roca en el cactus
Mammillaria fraileana, esta bacterias tuvieron elevado potencial de lixiviacion
del nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y degradacién de la roca. Catorce
bacterias endofitas fueron aisladas de la raices y cuatro de ellas fueron
identificados por la secuenciacion del gen 16S rRNA. Las pruebas de in vitro
indicaron que Azotobacter vinelandii es un potencial lixiviador de nitrégeno, asi
mismo se identifico solubilizadores de fosfato inorganico en Pseudomonas
putida, Enterobacter sakazakii y Bacilus megaterium, mientras que A.
vinelandii, P. putida y B. megaterium degradan la roca por reduccion de
particulas probablemente por cambios de pH en el medio liquido. Este trabajo
nos sirvié de referencia para lograr determinar en la tesis de bacterias ayudan
al desarrollo de la planta.
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Aguirre-Garrido JF. et al , 2012.Bacterial community structure in the
rhizosphere of three cactus species from semi-arid highlands in central Mexico.
Doctorado en Ciencias Biolo’gicas, UAM-Xochimilco, Departamento de
Microbiologia, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Mexico y Estacion
Experimental del Zaidin CSIC, Granada, Espafa. En esta investigacion se
evaluaron la diversidad y composicion de comunidades bacterianas en el bulk
soil y la rizésfera de tres especies de cactus Mammillaria carnea, Opuntia
pilifera y Stenocereus stellatus utilizando metodos de cultivo y técnicas
moleculares, considerando el posible de las estaciones lluviosa y seca. La
composicién de los géneros fueron similares en los aislados de rizésfera en
cada estacion. Los taxones mas abundante fue las alfa Proteobacterias,
Actinobacterias y Firmicutes, asi mismo el género Ochrobactrum fue el mas
representativo en la muestras rizosférica cuando fueron cultivados en medio
libre de nitrdgeno. En este trabajo se enfocd a secuencias parciales del gen
16S rRNA, con ello nos ayuda a mejorar visualizacion de estudio planteado

con respecto a la metodologia y posterior analisis.

Fonseca-Garcia C, et al.,, 2016. The Cacti Microbiome: Interplay
between Habitat-Filtering and Host-Specificity. Departamento de Ingenieria
Genética, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados Irapuato, México.
En esta investigacion se estudio las comunidades microbianas asociadas a dos
cactus:  Myrtillocactus geometrizans y Opuntia robusta., mediante analisis
comparativo de los perfiles filogenéticos de sus respectivos microbiomas y
relacionandolos con el lugar de la planta, el sitio de muestreo y la estacion. Los
resultados de este trabajo muestran que la diversidad bacteriana y de arqueas
fue elevada en la filosfera en comparacion con la rizésfera del cactus, asi
mismo los suelos semiaridos muestran un elevado nivel de diversidad
microbiana en comparacion con el tallo, la cual fue menor. La informacion
generada en este trabajo brinda un conocimiento que ayudaria a mejorar la
agricultura sustentable en regiones aridas y semiaridas del mundo. Esta
referencia nos ayuda a mejorar la descripcion del trabajo de tesis presentado

sobre todo en el andlisis bioinformético de la data generada.
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Marrasco R. et al., 2013. Are drought-resistance promoting bacteria
cross-compatible with different plant models?. Department of Food,
Environmental, and Nutritional Sciences, DeFENS; University of Milan; Milan,
Italy; Department of Agricultural and Environmental Sciences - Production,
Landscape, Agroenergy, DISAA ; University of Milan; Milan, Italy; Laboratory of
Microbiology and Active Biomolecules; University of Tunis El Manar; Tunis,
Tunisia. En esta investigacion se estudio a las bacterias no cultivadas en suelo
del desierto de la rizosfera de plantas de pimiento como comunidades agricolas
anfitriones que PGPB. Las plantas de pimientos expuestas a aislados
bacterianos de plantas cultivadas bajo agricultura en el desierto exhibié una
mayor tolerancia a la escasez de agua, en comparacion con el control no
tratado. Esta promocion fue mediado por un sistema mas grande de la raiz
(hasta 40%), estimulada por las bacterias. también se evidencia que las plantas
con resistencia al estrés hidrico. Esta investigacion nos sirve para lograr
establecer los consorcios e indculos posibles como promotores de crecimiento

vegetal.
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2.2. Bases Teorico - Cientificas.

La identificacion molecular es basada en el estudio de los genes,
especialmente la pequefia subunidad rRNA, los cuales nos proporcionan
retratos filogenéticos de las comunidades, incluyendo organismos que aun no
han sido cultivadas, estos datos se enriquecen en valor con el pasar del
tiempo y proporcionan mas informacion que se relacionan la filogenia y la
fisiologia de los organismos. Una contribucion esencial para la utilidad de este
enfoque es la interspersion de secuencias mas o menos conservadas dentro de
los genes de ARNr. Las porciones mas variadas distinguen los grupos
filogenéticos, mientras que las porciones conservadas proporcionan secuencias
universales para la union de primers de PCR. Esto permite la amplificacion
especifica de los genes de interés fuera del ADN gendmico total de la
comunidad (metagenoma) (Frank et al. 2008).

Las primeras técnicas de identificacion de microorganismos estaban
basadas en técnicas de cultivo en medios selectivos, coloracion de Gram y
pruebas bioquimicas. Estos aun siguen vigentes pero han demostrado algunas
limitaciones en la identificacion de bacterias. ElI problema se basa en la
capacidad de variacion genética de las bacterias, las que incluyen fenémenos
de mutacién, recombinacién, intercambios de genes entre bacterias. Estos
complejos fendmenos inducen que dos bacterias “morfolégicamente”
pertenecientes a la misma especie demuestren comportamientos distintos en
términos de virulencia, relativizando asi la nocidon de “especies” en estos

microorganismos. (Venter et al., 2004).

Con la aparicion de las tecnologias de secuenciacion de proxima
generacion (NGS por sus siglas en inglés), 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 produccién
de grandes voliumenes de datos de secuencias nucleotidicas, en magnitudes
pueden alcanzar terabytes (TB) de informacion para una muestra de suelo
(Gans, 2005).
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Tres categorias principales han sido utilizadas para la identificacion y
clasificacion de las secuencias: busqueda de similitudes de secuencias,
composicién de la secuencia y métodos filogenéticos (Bazinet y Cummings,
2012). Numerosas aplicaciones de software han sido lanzadas (Gerlach y
Stoye, 2011; Schreiber et al., 2010) y la mayoria utilizan s6lo uno de los
enfoques, a pesar de algunas excepciones en las que se utilizan dos métodos
simultdneamente. Este enfoque se basa en la informacion obtenida por
homologia en busquedas de bases de datos. (Gerlach y Stoye, 2011),
clasificacion fiable sobre los niveles taxonémicos 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 basadas en blusquedas de
similitud y cada una tiene caracteristicas complementarias para mejorar la

clasificacion.

En los Ultimos afios, técnicas moleculares emergentes basadas en la
caracterizacion del perfil proteico por MALDI TOF se ha introducido
recientemente en laboratorios de microbiologia como una tecnologia
emergente aplicada para la identificacion de microorganismos basada en el
analisis espectral de proteinas (Seng et al., 2009). Esta técnica se realiza por
comparacion del espectro del microorganismo investigado con espectros en
una base de datos de referencia que permite la identificacion réapida de
bacterias. (Sandrin et al., 2013). El resultado es expresado en porcentaje de
homologia para la secuenciacion y en un valor absoluto para el MALDI TOF y
permite determinar la cercania del perfil propuesto con los miles existentes en
los bancos de datos. (Lay, 2001). Numerosos trabajos han demostrado las
increibles ventajas de esta técnica en términos de rapidez (identificacion de
una cepa en 3 segundos a 2 horas), disminucion del costo operativo,
simplicidad. (Seng et al., 2009, Sala et al., 2016).
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Muchos aspectos importantes de las interacciones suelo-planta son
mediados por procesos a nivel de la rizésfera, incluyendo la adquisicion de
nutrimentos por la planta, la colonizacion de las raices por los microorganismos
y la descomposicién de la materia organica (Gomez et al., 2012). En virtud de
su capacidad de adaptacion fisioldgica y versatilidad metabdlica, las bacterias
asociadas a la rizosfera de las plantas son agentes claves del cambio del
suelo en los agroecosistemas, con efectos positivos, en cuanto al desarrollo de
la planta. Sin embargo, esta regulacién esta mediada por el quérum sensing de
las bacterias, las cuales, deben adaptarse para alcanzar una alta proliferacion
y, de esta manera, estimularse, activarse y mantenerse en la zona radicular,
por medio de la liberacidén selectiva de 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, mejora de la disponibilidad de minerales y nutrientes
en el suelo, etc. (De-Bashan et al.,, 2007; Lopez, Bashan and Bacilio, 2011;
Kavamura et al., 2 2013).

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 nitrégeno, produccidbn de sustancias reguladoras del
crecimiento, incremento en el desarrollo de la raiz, produccidon de compuestos
sideréforos que incrementan la disponibilidad del hierro en la rizésfera,
alteraciones en el potencial de la membrana de la raiz, induccion de resistencia
sistémica a patdégenos, inhibicion del crecimiento de organismos antagonicos,
adaptacion al estrés hidrico e interaccion sinérgica con otros microorganismos
del suelo (Loredo et al., 2004). Un ejemplo del uso de organismo en cactus es
el trbajajo desarrolado por Pernasetti y Di Barbaro (2012) quienes 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.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bashan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21445557
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bacilio%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21445557
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Desafortunadamente, so6lo una pequefia proporcion de los
microorganismos de la rizésfera puede ser cultivable, lo que significa que
nuestra comprension del mundo microbiano es altamente sesgada y no
representa la realidad en la naturaleza (Amann, Wolfgang and Karl, 1995;
Pace, 1997; Neelakanta y Sultana, 2013; Handelsman, 2004). Los primeros
estudios en este mundo desconocido se centraron en el gen del ARN ribosomal
16S (ARNr 16S) (Muyser et al.,, 1993; Stein et al., 1996; Hugenholtz et al.,
1998; Hugenholtz y Rubin, 2005) considerando, en particular, las regiones
hipervariables (V1-V9) que permiten la discriminacion de la diversidad

bacteriana en muestras ambientales (Shah et al., 2011).



21

2.2. Definicion de términos basicos

Secuenciacion de ADN

La secuenciacion del ADN es un conjunto de métodos y técnicas
bioguimicas cuya finalidad es la determinacién del orden de los nucleétidos (A,
C, G y T) en una molécula de ADN. La secuencia de ADN constituye la
informacion genética heredable del ndcleo celular, los plasmidos, la mitocondria
y cloroplastos (en plantas) que forman la base de los programas de desarrollo
de los seres vivos. Asi pues, determinar la secuencia de ADN es util en el
estudio de la investigacion basica de los procesos biolégicos fundamentales,

asi como en campos aplicados.

Metagendmica

Es el estudio del conjunto de genomas de un determinado entorno
(metagenoma) directamente a partir de muestras de ese ambiente, sin
necesidad de aislar y cultivar esas especies. La metagendmica es una de las
nuevas aplicaciones que han sido posibles con la aparicién de las tecnologias
para secuenciar el ADN a bajo costo. Estas nuevas tecnologias permiten
reducir el costo de secuenciar el ADN en comparacién con aquellos basados

en el método de Sanger.

Proteémica

La prote6mica es el estudio a gran escala de las proteinas, en particular
de su estructura y funcion. Las proteinas son partes vitales de los organismos
vivos, ya que son los componentes principales de las rutas metabdlicas de las
células. El término prote6mica fue acufiado en 1997 como una analogia con
gendmica, el estudio de los genes. La palabra "proteoma" es la fusion de
"proteina” y "genoma", y fue acufiada por Marc Wilkins en 1994 mientras
trabajaba en ese concepto como estudiante de doctorado. El proteoma es la
dotacion completa de proteinas, incluyendo las modificaciones hechas a un

conjunto particular de proteinas, producidas por un organismo o sistema.
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Espectrometria de masas MALDI TOF TOF

La espectrometria de masas por desorcion/ionizacion con laser asistido
por matriz acoplada a un analizador por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) es
una herramienta (til 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 bacterias por lo
que se ha convertido en una herramienta potencial para la identificacion mas
rapida, precisa y menos costosa de bacterias asociadas a la rizosfera de

plantas.

Riz6sfera

El termino rizésfera ha sido derivado de la palabra griega “rhiza” que
significa raiz y de “sphere”, que significa influencia. La primera definicion fue
por el cientifico German Hitler en 1904 la cual la defini6 como “La zona del
suelo inmediatamente adjunta a las raices de leguminosas que soportan
elevados niveles de actividad nmicrobiana”. La definicion actual de aa rizosfera
es una estrecha region en el suelo que esta directamente influenciada por las
secreciones de las raices y actividad microbiana asociada. Se divide en tres

partes: la endorizésfera, el rizoplano y la ectorizésfera.

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV)

Las bacterias promotoras del crecimiento de plantas (RPCV) por sus
siglas en inglés) se encuentran en la rizosfera de muchas especies de plantas y
tiene efectos benéficos sobre la planta hospedadora. Las RPCV pueden
influenciar a la planta de manera directa o indirecta. Un mecanismo directo
puede ser el incremento del crecimiento mediante el suministro de nutrientes y
hormonas. ElI mecanismo indirecto incluye la reduccién de la susceptibilidad
ante enfermedades y activacion de formas de defensa como la inducciéon de un
sistema de resistencia. Ejemplos de estas bacterias incluyen los géneros

Pseudomonas, Enterobacter y Arthrobacter.
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Opuntia ficus — indica

Comunmente conocida por como “tuna” o “nopal” es una planta de la
familia Cactaceae, de gran importancia econdmica en ecosistemas aridos y
semiaridos. Una hipétesis plantea que esta especie es originaria de américa
(México), sin embargo estd distribuida por casi todo el mundo en donde se
emplea para multiples uso, en los que se mencionan: como productora de
frutos para consumo humano, productora de verdura “nopalitos”, como planta
forrajera, sustrato para la crianza del insecto del cual extraen el colorante
natural denominado carmin entre otras. Asi mismo O. ficus-indica es uno de
los miembros de la familia cactacea que se usa como modelo para estudios de

investigacion en general.

Ecosistema arido

Los ecosistemas aridos, son unidades geograficas y ecoldgicas en
donde predominan condiciones de sequedad extrema, cobertura vegetal
reducida o casi ausente; estas presentan periodos secos muy prolongados,
lluvias irregulares con promedios bastante bajos y temperaturas muy
fluctuantes en el dia y en la noche. Se estima que cerca de la mitad de tierras
continentales poseen zonas aridas, semiaridas o estan en camino a la

desertificacion.



3. MATERIALES Y METODOS.

Area de estudio, 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 con lluvias entre los meses de diciembre a
abril (SENAMHI, 2015).

La seleccion de cada O. ficus-indica fue en funcién a su desarrollo
normal como planta cultivaba y/o silvestre en las zonas aridas del
departamento de Tumbes, en las zonas conocidas como Corrales, Cabuyal,

Casitas, Uia 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 consideré como juicio critico la vigorosidad de la
planta y el tamafio, el material de colecta empleado se desinfect6 con alcohol
cada vez que se cambi6 de planta, las muestras fueron colocadas por
separado en bolsas plasticas tipo ziploc, siendo trasladadas al laboratorio y

puestas en refrigeracién a 4°C hasta su uso.

‘Puerto Pizarro
&¥

Corrales
Tumoe‘\\ ‘Uﬁa de Gato

SBCabuyal
4 y

B Casitas
Tumbes - Peru

Figura 1. Localizacion de las zonas de muestreo de rizosfera de Opuntia ficus-

indica


https://es.wikipedia.org/wiki/Regiones_y_departamentos_del_Per%C3%BA
https://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%BA
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Anédlisis fisico-quimico del suelo

Luego de la recoleccién de las muestras se pesé 1 kg de suelo para
determinar la textura, pH, materia orgénica, nitrégeno, fésforo y potasio. Esta
determinacioén fue realizada en el Laboratorio de Agua, Suelo, Medio Ambiente
y Fertiriego de la Facultad de Ingenieria Agricola de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, quienes proporcionaron los resultados para el analisis

correspondiente.

Aislamiento vy purificacién de bacterias cultivables

Se realizé utilizando la técnica de diluciones, la cual consistid en
adicionar 2 g de muestra en 18 ml de caldo de cultivo Trypticase Soy Broth
(TSB) y Luria Bertani (LB). Se colocé en agitador orbital por 12 horas para
luego tomar 10 pl de cada dilucidon para siembra por aspersion en diferentes
cajas de 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.

Posteriormente se purificaron las bacterias haciendo repligues hasta
obtener cepas puras. Estas placas fueron usadas para seleccionar las colonias
bacterianas basandose 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 de Gram

fueron observadas al microscopio.
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Extraccion de ADN de bacterias cultivables

Se utilizé 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 elimino el sobrenadante y se conservo solo el pellet.
Para la lisis celular se agregé 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 paredes celulares bacterianas. Las
muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 2 minutos y se retird todo el
sobrenadante posible, sin tocar el pellet; éste fue resuspendido en agua
ultrapura y se adicion6 ARNasa para luego ser puesto en incubacién a 37°C

por una hora.

Amplificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para realizar la PCR, se prepar6 un buffer mix, el cual contenia Buffer
10x, Agua Ultra Pura (AUP), dNTPs, Taq Polimerasa recombinante, de primer
27F Forward (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 0,6 pmol/ul de primer 1492R
Reverse (GGYTACCTTGTTAGGACTT) (Frank et al., 2008). Se adicion6 23 ul
del mix en microtubos junto con 2 ul del ADN obtenido por extracciéon 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.
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Electroforesis y secuenciacion

Se preparo gel de agarosa al 1.5%, para ello se peso6 0.9 g de agarosa y
se resuspendio en 60 ml de Tris Ac. Acético EDTA, se adicion6 3 pl de bromuro
de etidio y se vertidé sobre una cubeta de 20 pocillos, en cada pocillo se coloco
la mezcla de azul de bromofenol con los amplicones obtenidos por PCR, cada
uno por separado. Posteriormente la cubeta fue colocada en una camara de
electroforesis migrando las muestras por 30 minutos a 90 voltios.
Posteriormente 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.

Extraccion de ADN metagendémico de bacterias cultivables y no cultivables

La extraccion de ADN metagendmico de bacterias cultivables y no
cultivables se realiz6 empleando el Power® Soil DNA Isolation kit (Mo Bio
Laboratories) segun las indicaciones del proveedor. EI ADN extraido fue
cuantificado en un espectrofotometro marca Eppendorf y luego llevado para
analisis por PCR con primer 27F Forward (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y
primer 1492R Reverse (GGYTACCTTGTTAGGACTT) (Frank et al., 2008) para
su confirmacién en electroforesis en gel de agarosa. Las muestras positivas
fueron enviadas a la compafia MRDNA lab quienes remitieron los resultados

para su posterior analisis.
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Andlisis de Datos

Los resultados de las secuencias de nucledtidos del gen del ARNr 16S
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 metagenomica fueron analizados mediante el programa
bioinforméatico MG — RAST. Finalmente, los datos obtenidos de MALDI TOF
TOF fueron analizados con el software Protein Pilot™ 4.0 con bases de datos
especificas para cada microorganismo y se procedié a corroborar la secuencia
de amino&cidos para cada proteina usando el programa bioinformatico protein
blast.

Pruebas de antagonismo bacteriano intra-género

Estas pruebas se realizaron considerando tres géneros de bacterias:
Pseudomonas, Enterobacter y Acinetobacter, para ello se utilizé Agar Cetrimide
para hacer cultivo de Pseudomonas y Agar TSA para Enterobacter y
Acinetobacter. Se agrego 100 pl de las bacterias mencionadas en una caja de
Petri. Luego del sembrado se coloco papel filtro estéril inoculando 5ul de la
bacteria a evaluar por su antagonismo y se procedid a observar halos de

inhibicion a partir de las 24 horas en adelante.

Extraccién de proteinas de bacterias

Para la extraccion de proteinas de bacterias aisladas de la rizésfera de
O.ficus-indica se utilizo el protocolo de QIAGEN KIT (Qproteome® Bacterial
Protein Preparation Handbook catalogo 37900). El producto de la extraccion
se separd por SDS PAGE 10 %. La digestion en gel se realizo utilizando el
protocolo de Shevchenko et al. (2007), que nos permitid la digestion eficiente
de proteinas fijadas en gel de poliacrilamida. Finalmente se realizé analisis por
espectrometria de masas MS MALDI TOF- TOF obteniendo mapeos de masas

de alto rendimiento.



4. RESULTADOS.

Analisis fisico quimico 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 andlisis 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 0.06 39.95 190.80
Casitas Franco Limoso 6.73 1.61 0.08 46.53 1.628.00
Una de Gato Franco Arenoso 8.13 0.71 0.04 32.05 137.60
Puerto Pizarro Franco Arenoso 7.74 3.82 0.16 25.38 228.00

Aislamiento e identificacién molecular de bacterias cultivables

Una coleccién de 198 cepas de bacterias nativas cultivables aisladas de
la rizésfera de O. ficus-indica en los diferentes puntos de muestreo ha sido
establecida basandose en las secuencias de los amplicones con analisis
subsecuente por Blast (Altschul et al.,, 1997) frente a datos del NCBI
recogiendo la extension del segmento solapado, el porcentaje de semejanza y
el nombre del microorganismo con mayor grado de identidad de secuencia. Asi,
las 198 cepas aisladas han sido clasificadas en 48 especies y 16 géneros que
son en su mayoria Enterobacter (87 cepas), Pseudomonas (46 cepas) y
Klebsiella (23 cepas) (Tabla 2).
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Tabla 2. Listado de bacterias nativas cultivables presentes en la rizésfera de Opuntia ficus-
indica de suelos aridos de Tumbes. (CO) Distrito de Corrales, (CA) Distrito de Cabuyal, (CT)
Distrito de Casitas, Distrito de Ufia de Gato (UC), Distrito de Puerto Pizarro (PP).

Ndmero de cepas

N Nombre Cientifico Lugar de muestreo e
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 punctata CA 2
7 Bacillus cereus CO, PP 2
8 Bacillus megaterium CO 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 pneumoniae 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 macroides uc 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 co 1
44 | Serratia marcescens CO 1
45 Staphyloc_occus saprophyticus subsp. co 1
saprophyticus
46 | Staphylococcus sciuri CA 1
47 | Staphyloccocus warneri uc 1
48 | Vibrio sp. PP 1
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Anélisis de la microbiota rizosférica por metagendémica dirigida al gen del ARNr
16S

Por metagenomica dirigida al gen del ARNr 16S se pudo identificar las
bacterias nativas presentes en la rizésfera de O. ficus-indica en suelos aridos
de Tumbes, Pera. Se lograron 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 y Eucarya, asi como también
dominios no asignados y secuencias no clasificadas (Figura 2). En el distrito de
Casitas se obtuvo 86.63% del dominio bacteria, en Puerto Pizarro un 87.03%,
en Ufia de Gato 84.72%, en Cabuyal 80.44% y en Corrales 82.06%.

Greengenes

Casitas _

Puerto Pizarro
. Uia decato  (HNEEEEE
Bacteria Cabuyal |

Corrales

Unassigned

Archaea

Unclassified sequences

Eukaryota

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

Figura 2. Distribucién de los dominios presentes en la rizésfera de Opuntia ficus-indica
mediante metagenémica y analizados por MG-RAST
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Asi mismo, se identific6 que dentro de la distribucién del dominio
bacteria se encuentran los Phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Acidobacteria, Nitrospirae y Cyanobacteria, y
en un menor porcentaje a los Phyla Planctomycetes, Chlamydiae, Aquificae,
Deinococcus — Thermus, Fusobacteria y Spirochaetes (Figura 3). A partir de las
muestras procedentes de Cabuyal se identific6 un mayor porcentaje de
Proteobacterias (28.97%) en comparacion con las muestras provenientes de
Corrales (14.77%). Igualmente se identificaron Actinobacterias (29.65%) en las
muestras de Corrales y Cabuyal (de 6.31% ). El phylum Firmicutes estuvo

presente en un 12.90% en las muestras de Casitas y 2.15% en Cabuyal.

unclassified (derived from Bacterial
Protecbacteria
Rotinobacteria
Firmicutes
Yerrucomicrobia
Bacteroidetes
Acidobacteria
Hitrospiras
Cyanobacteria t
Planctonycetes
Chlamydiae
AquUificas
Deinococous—Thermus
Fuszobacteria

Spiroachastes

74 10¥ 208 el 40 SO

Figura 3. Distribucion por Phylum de las bacterias presentes en la rizésfera de Opuntia ficus—
indica identificados por metagenémica empleando el programa MG — RAST.
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La Figura 4 muestra la clasificacion taxondémica y funcional de las
secuencias leidas en las muestras de la rizosfera de O. ficus—indica obtenida a
través del MG — RAST. Cada cuadro representa a los 6rdenes de bacterias
presentes en los 5 puntos de muestreo, los cuales estan agrupados por colores

pertenecientes a una misma clase.

B Casitas

B puerto Pizarro
W Ufia de Gato

M cabuyal
M Corrales

Figura 4. Diversidad bacteriana a nivel de Orden en la rizésfera de O. ficus-indica mediante
metagendmica dirigida al gen del 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 5 se observa la curva de rarefaccion la cual muestra la
riqueza de especies de los cinco puntos de muestreo, la misma que indica el
namero 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 5. Curva de rarefaccion y diversidad alfa de los cinco puntos de muestreo de la rizésfera
de Opuntia ficus—indica. Se utiliz6 el programa MG — RAST.

Antagonismo bacteriano intra-genérico

Se lograron obtener tres consorcios correspondientes a tres géneros
bacterianos (Enterobacter, Pseudomonas y Acinetobacter) a través de ensayos
de antagonismo intra-genérico para evitar el uso de cepas no compatibles en

cultivo.

El consorcio correspondiente al género Enterobacter estd 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 estd compuesto de cepas identificadas como P.
mosseli., Pseudomonas sp. y P. putida. 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 inéculos bacterianos para favorecer el desarrollo de cactus.
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Caracterizaciones preliminares en espectrometria de masa MALDI TOF TOF

Los andlisis de espectrometria de doble masa MALDI TOF TOF
permitieron identificar, a partir de la rizésfera de Opuntia ficus-indica, dos cepas
bacterianas con 99% de confianza; Serratia marcescens y Leclercia
adecarboxylata. (Tabla 3y 4).

Tabla 3. Secuencia de aminoacidos de iones precursores fragmentados establecida por
espectrometria de masas MALDI TOF-TOF de Serratia marcences con identificacién
subsecuente de la proteina correspondiente.

Lo Nombre de la proteina LR HC O
(%) . Microorganismo

1.E7.9.1.3 | 1080.5687 | 1081.576 | DVHPTHYGR 99

Spectrum Prec MW Prec m/z | Best Sequence

DNA-directed RNA polymerase
sub unit beta.
DNA-directed RNA polymerase
sub unit beta.

Serratia marcennces

1.E8.9.1.2 | 1969.0046 | 1970.012 | FIEQDPEGQYGLEAAFR 99 Serratia marcennces

Tabla 4. Secuencia de aminoacidos de iones precursores fragmentados establecida por
espectrometria de masas MS MALDI TOF-TOF de Leclercia adecarboxylata con identificacion

subsecuente de la proteina correspondiente.

Spectrum Prec MW | Precm/z | BestSequence Conf (%) No:::tr:i:ae &) :Iai:::;:aa:?ssr::

1.E119.1.1 1304.7057 | 1305.713 | GADLVVTAMAEGR 99 Glutamate synthase Leclercia adecarboxylata
1.E119.1.3 1819.9886 | 1820.996 | EFNVEANVGKPQVAYR 99 Elongation factor G Leclercia adecarboxylata
1.E119.1.7 1744.8906 | 1745.898 | YDDAPNNVAQAVIEAR 99 Elongation factor G Leclercia adecarboxylata
1.E11.9.1.10 | 2053.1187 | 2054.126 | VNIIDTPGHVDFTIEVER 99 Elongation factor G Leclercia adecarboxylata
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Protein Sequence Coverage - DNA-directed RNA polymerase subunit heta 0S=Serratia marcescens BIDMC 50 GN=rpoB PE=3 SV=1

VTS YTEEERIREDF GERPCVLD TP YLL S IOLD SFQFF IEQDPEGQYGLEAAFR3VF F 105 T3GNEEL TV S TRLGEFVF DVEECQIRGVTF S AP LEVELRLV I YERE APEGTVED IKEQEVTHGE IFLUTENGTFV INGTERV IVSQLERS P GVFF DS DEGETHA S GEVL TNARI IP YRGS VLDF EF DPEDNLFVEIDERRELP
LTIILRALNYTTEQILDLFFDEIVFEIRDNELQNELVFERLREGETASFDIEANGE I TVERGRRITARHIROLEKD D IQS TEVPVE ¥ LAGKWVARD T IDTNTGEL IC AANNELALDLL ARL S Q3 GHKR IETLF THD LD HGAY TSETLRVDF THDRL 35 LVE I RMHRPGEFF TREALE SLFENLFFSEDRYDLA AVGENEFNRSLL
RDEIEGSGILIEDD I IEVHEEL IDIRNGEGEVD D IDHLGNRR IREVGENAENQF RVGLVRVERAVEERLSLGDLDTLHP QDM INAKR IS AAVEEFFGESQLIQF HD QMNP LSE ITHERR I3 ALGE GGL TRERAGF EVEDVHE THY GRYVCF TETPEGRN IGL IN3LAVYAQTHEYGFLETP YRRVRDGVWTDE INVLI ATEEGHFY
TAQANSNLDEEGRFVEDLV TCRIKGESSLF 3RDOVD YV A TOOVVEVGASLIPFLERDD ANR AL NGANNOROAVE TLRADEF LVGTGHERAVAVDSGV TAV AKR GG IQTV D ASRIVIEVNEDENYPGEAGID I¥HL TRY TRENCH TC INCQHP CVNLGEP IERGDVLADGPI TDLGEL AL GON MRV AF NP NG THFEDS ILVSE
RVVOEDRFTTIHIQELACVSRD TELGPEEITAD TPV GELALSELDESGIVY IGAEVTGGD ILVGEVTPEGETOL TPEERLLRAIF GER A DVED 33 LRVPN GV SCTVIDVOVF TRDGVERDERALE IEENQLEQAKKDLTEELQILEAGLF ARTHAVLVAGG IEADKLSELPRDRVLELGL TDEEEQNQLEQLAEQTDELKSDF

ERELEARRREITOGDDLAPGVLEIVEY YL AVERQ IOP GDRMAGRHGHEGV ISKINE IEDNPYDENGTPVD IVLNPLGVE SR I GO ILETHLGIAARG IGER TNGH L EQOOEV ARLREF IGEAYDLGDDVC QKD LN TR 3D DEVLEL AENL KEGHP TATPVF DGARETE IRELLENGGIP T3 GOI TLF DGRTGEQFERCVTVGTH
THLELNHLVDDEMHARS TGA ALY TOOP LOGKAQF GGORF GENEVIALE AT GAA Y TLQENL TVES D DVIGR TEN KN IVDGDHRNEF GHPESFHVLLEE IRILGINIELEDE

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de la subunidad Beta de la ARN polimerasa dirigida al ADN de S. marescens. EN negrillas esta indicada la
secuencia de los péptidos analizados por el software Protein Pilot™,
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Protein Sequence Coverage - Glutamate synthase [NADPH] small chain 05=Leclercia adecarboxylata ATCC 23216 = NERC 102595 GN=GLAD_01130 PE=4 §V=1

MEF INANS0LC IGCRACEVACVIIAHHNEQHALS AREF TPRI TVVEE GNERS AVTCHICEN AP C TQSCPNGA IGRHR D VOV DEQRC IGCKACYV ACEFCTHEVV TTAQAATAQRCDLCLDRPQGR ACY ENCPVD AL RV TP D TLNQLARTREVRTARHE AQP WO TGE AR TSRENGERERNF AL ALRGEP DERSFEARRINFDET
TLEFSAVOAQREADRCLTC GEHAVCENTC L ENHIP QUIERVEAGD ID ARVEL SHOTHCLPE ITGRVCPQDELCEGAC TVRDVAGEV T IGN IERY T3D QAL ARGURF DLRHVTFVNEQV A IVGAGPAGL ACAD AL TRRGIRVTVF DRHFE IGGLLTF GIP AFELDESLL ARRRE IF TANGIRFELNCEVGKD IFLAQLLSEYDAL

FVGVGTTRINEAGIPHEEAPGYYD ALFFLVGNTROLGLPP3GEERF IDTAGLIVVVLGGGL TANDCVRTALRHGALSVTC ATRRDE ANHPGIKEEVEN AREEGATFEFNVQFV AL TLDDTGRVNGIRLLRTRL GEPD AQGRREP HFVDGSEFVIP AD AV IHAF GENP HGMP UL QAQGVEVD ANGRIALSVETRYRTQTTHPQIF
LGGDAVEGADLYWTAMAEGRH LAOGTADTLGYD AP ALE

(b)

Protein Sequence Coverage - Elongation factor G 0S=Leclercia adecarhoxylata ATCC 23216 = NBRC 102595 GN=fusA PE=3 SV=1

AR TTPIARYRNIGISAHID AGKTTTTERILF Y TGV IGEVED GAATH WHEQEQERGI TI T3 RATTAF TS GHAKOYEP HRWHI IDTP GHYDF T TEVERS MRV L DGAVIV Y C AVGGV QR Q3 ETYWRQANEYEVE RTAFVINEND RHGANF LKWV GOIES RLGANPVPLOLAIGAEECE TGV IDLVENKLINTNEEDAGVTE TYE
DIPADNODLADEWHCNL IES AR ASEELMERYLGGEELTEEE IKKAL RORVLNNE LILYTCGS AF ENEGV QANLD AVVD YLPSPVDVEAING ILDDGED TP AERHASDEEPF AL AF KIATDPFVGHL TFF RV Y 3GVVIZGD TILNSVELLRERF GRIVONHANKREE IREVRAGD T RAA IGLEDYTTGD TLCHPDHP IILERHE

FPEPVISTAVERKTEADCERNGLALGRLAREDP3FRVITDEESNCTI TAGHGELHLD T IVD RHRREFHVEAHV GER QVAYRE A TRGKV 3 DVEGKEARQIGGRGOTGHVY IDHYPLER GNP EGYEF IND IRGGVIPGEY IPAVDEGI QR QLESGPLAGT PV NGV RLAF G THIVD 33 ELAFELALS TAF EEGFEE ARPVLLEP
IHEVEVETPEENTGDYIGDLSRRRGHLRGOESEV TGVETHAEYPLAENF GYATOLRSL TRGRAS Y THEF LEYDDAPNHVAQAY TEARGE

Figura 7. Secuencia de aminoacidos de (a) Sintetasa de Gutamato y (b) Factor de elongacion G de L. adecarbozylata ATTC 23216.




5. DISCUSION.

El analisis fisico quimico de los suelos mostré que éstos son bajos en
nitrégeno (0.04 a 0.16) (Tabla 1), lo que podria corresponder al bajo contenido
de materia organica (0.71 a 3.82). Los suelos que contienen fésforo mayor a 36
ppm y potasio mayor a 175 ppm son Optimos para cultivos agronémicos
(Espinoza et al., 2006). Asi, en nuestros resultados podemos observar que el
contenido de fésforo es 6ptimo en todos los puntos de muestreo excepto en
Puerto Pizarro. En lo que concierne al potasio se determind que se encuentra
en niveles optimos en todos los puntos de muestreo. Los datos de Gallego
(1943), Sivila y Hervé (1994) y Ramos y Zufiga (2008) que reportan que las
bacterias son favorecidas por valores de pH alcalinos y neutros lo cual
concuerdan con los resultados del presente estudio considerando que 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.

Por otro lado, en los resultados de la tabla 1 se observa que tanto los
suelos de Corrales como de Cabuyal tienen texturas de tipo arena franca
mientras que Ufia de Gato y Puerto Pizarro poseen textura tipo franco arenosa-
En ambos tipos de suelos se determind una buena diversidad bacteriana lo que
se deberia a que las porosidades entre particulas arenosas de diversos
tamafios ayudan al desarrollo de las comunidades microbianas incluyendo las

bacterias en suelos aridos (Rao et al., 2015).

Sin embargo, en el suelo con textura franco Limoso (Casitas) se ha
encontrado una mayor diversidad bacteriana en comparacion 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 un mejor flujo de agua y nutrientes que son aprovechados

por las bacterias (Chau, Bagtzoglou and Willi, 2011).
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Los resultados presentados en la tabla 2, muestran el listado de
bacterias cultivables presentes en la rizésfera de O. ficus-indica en las cinco
zonas de muestreo, de ello podemos indicar que este listado corresponde a un
bajo porcentaje (1%) de bacterias de la rizosfera que se pueden obtener en
medios de cultivo en comparacibn a las especies determinadas por

metagendmica (Prashar and Kapoor, 2014).

Segun Schoebitz (2006) y Prashar et al. (2014) aproximadamente
alrededor de 2 — 5% de las bacterias presentes en la rizésfera son
Rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (RPCP). En los resultados
presentados en la tabla 2 se destaca la presencia de géneros como Bacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Serratia y Acinetobacter que son
conocidos por ser RPCP (Dobereiner, 1995). Entre las principales
caracteristicas de estos géneros se encuentran el mejoramiento del contenido
de nitrogeno en el suelo y por ende el mejoramiento del crecimiento de la
planta, produccion de sideroforos y fitohormonas, conversion de las formas
insolubles del fésforo para hacerlo mas accesible para la planta, resistencia a
metales, etc. (Loredo, 2004; Schoebitz, 2006; Prashar and Kapoor, 2014).

Avances recientes en técnicas moleculares han permitido determinar
cepas de bacterias no cultivables, generando informacion vital relacionada a las
comunidades bacterianas de la rizosfera (Nogales, 2005; Prashar et al., 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 resultados 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. Basandose en
esto podemos tener una idea de la magnitud de informacion nueva que se
genera a partir de los analisis metagenémicos que no se logran a través de las

técnicas convencionales.
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Ottesen et al. (2013) estudiaron la ecologia microbiana asociada a la
raiz del tomate utilizando para el andlisis de datos, el programa MG — Rast, al
igual que Fonseca et al. (2016), quienes trabajaron el microbiota de la raiz de
dos tipos de cactus. Basados en estas referencias nosotros usamos el mismo
programa cuyos resultados son mostrados en la figura 3, en donde se detalla a
los 6rdenes de las bacterias presentes en los cinco puntos de muestreo, los
mMismos que se agrupan por clase, siendo la clase Gammaproteobacteria la
que alberga el mayor numero de géneros, seguida de las clases
Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Actinobacteria, Betaproteobacteria,
Verrucomicrobiae, Acidobacteriia, entre otras. Estas descripciones son
similares a las hechas por Nogales (2005) y Turner et al. (2013) quienes
mediante estudios moleculares de suelos detectaron a los grupos filogenéticos
bacterianos como  Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteriia y
Verrucomicrobiae presentes mas frecuentemente en las muestras; asi mismo,
evidencié que algunos grupos microbianos se encontraban presentes de forma

ubicua.

En la figura 5 se observa la curva de rarefaccion que muestra la riqueza
de especie de los cinco puntos de muestreo. Las muestras procedentes de
Casitas presentan mayor riqueza de especie a aproximadamente 90 000
nameros de lecturas, a diferencia de las muestras obtenidas de Corrales las
cuales presentan menor numero de rigueza de especie en 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) los resultados mostraron que
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 Ufia de Gato, con
14.48% y 16.81%, respectivamente.

El antagonismo entre bacterias se caracteriza por la inhibicion del
crecimiento de una contra la otra, por diversos factores como nutrientes,
espacio, luz y/o a través de la produccion de diversos metabolitos secundarios
entre ellos sustancias antibacterianas (Fernandez y Vega, 2001). Esto puede
ser observado en nuestros resultados, en donde las bacterias aun siendo del
mismo género ocasionan este fendmeno antagénico. En los consorcios de
Entorobacter y Acinetobacter se observan halos de inhibicibn en solo dos
especies para cada consorcio. Por otro lado, las especies del consorcio
Pseudomonas mostraron mayor antagonismo, esto también fue observado por

Validov (2005) quien observa alta actividad antagdnica en este género.

Finalmente, el analisis protedbmico por espectrometria de doble masas
MALDI TOF-TOF resulta una técnica con elevado nivel de confianza en la
identificacion molecular de microorganismos, como por ejemplo las bacterias
de importancia econémica (Sala et al., 2016). En nuestro trabajo ha sido

posible la identificacion de Serratia marcescens y Leclercia adecarboxylata,
esto demuestra que esta técnica seria aplicable para la identificacién de otras
cepas bacterianas promotoras del crecimiento en plantas aisladas de la
rizosfera de Opuntia ficus-indica.
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6. CONCLUSIONES.

- Se identific6 mediante analisis de secuencias nucleotidicas del gen ARNr 16S
bacterias presentes en la rizosfera de O. ficus-indica en ecosistemas aridos de

Tumbes, Peru.
- Un total de 48 especies de bacterias fueron identificadas por cultivo in vitro.

- Hasta 683 especies de bacterias por zona de muestreo fueron identificadas
mediante la metodologia de metagendmica dirigida independientemente de

cultivo in vitro.

- Se pudo evaluar la capacidad de la técnica de espectrometria de masas

MALDI TOF TOF en la identificacion de dos especies de bacterias.

- A través del presente estudio fue posible establecer un cepario de bacterias
identificadas molecularmente y con un potencial benéfico como son las

rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal que debera ser evaluado.
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7. RECOMENDACIONES.

- Disponer de méas consorcios bacterianos potencialmente benéficos para el

cultivo de O. ficus-indica en ecosistemas aridos de Tumbes.

- Determinar la naturaleza probidtica de las bacterianas cultivables, ya sea de
manera individual o en consorcio, asi como para aislar cepas fangicas, en

particular los hongos micorrizicos.

- Explorar la caracterizacion por metagenomica y el uso de consorcios de
microorganismos en co-cultivos, debiendo tales consorcios ser mas complejos
y mas representativos de la microbiota nativa y subsecuentemente, mas

eficientes para el cultivo del cactus.

- Realizar estudios similares para otros cactus, en particular especies
endémicas del Perd y productoras de metabolitos de alta valor y
subsecuentemente candidatas para el desarrollo de programas de cultivo en

zonas de desierto sin posibilidad de irrigacion.
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9. ANEXOS

Figura 8. Toma de muesta. (A) Preparacion del material para la toma de
muestra. (B) Toma de muestra de la rizésfera de Opuntia ficus — indica en el

distrito de Casitas.
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Figura 9. Aislamiento y purificacién de bacterias cultivables (A) Siembra de
bacterias. (B) Purificacién de bacterias. (C) Bacterias purificadas sembradas en

caldo nutritivo. (D) Vista al microscopio de las bacterias purificadas.
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Figura 10. Extraccion de ADN de las bacterias cultivables presentes en la

rizésfera de O. ficus- indica.

Figura 11. Amplificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR), Termociclador con el programa 16S para bacterias.



54

Figura 12. Electroforesis y secuenciaciéon. (A) Depositando las muestras de
ADN en gel de agarosa para el corrido electroforético. (B) Electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% (p/v) del ADN bacteriano de la rizésfera de las muestras de

Casitas. (C). Muestras de amplicén de ADN listos para enviar a secuenciar.
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Figura 13. Extraccion de ADN metagendmico de bacterias cultivables y no
cultivables. (A) Kit Power Soil para la extraccion de ADN por Metagenomica.
(B) Extracciéon de ADN metagenomico del suelo rizosférico empleando el Kit
Power soil. (C) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) del ADN

bacteriano obtenido por Metagenomica.
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Figura 14. Pruebas de antagonismo bacteriano intra-género. (A) Antagonismo
intra-genero de bacterias asociadas a la rizésfera de O. ficus indica. (B)

Formacion de halos de inhibicion (C) Consorcios bacterianos intra-género.
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Figura 15. Extraccién de proteinas de bacterias. (A) Extraccién de proteinas de
bacterias con el protocolo de QIAGEN KIT (Qproteome® Bacterial Protein
Preparation Handbook catalogo 37900). (B) Placa de MALDI con muestras

espoteadas. (C) Equipo Espectrometro de masas MALDI TOF-TOF
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