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Resumen

Cerca de la mitad de las tierras continentales del planeta son consideradas aridas o sufren amenaza
de sequia. Dentro de las plantas adaptadas a estos ecosistemas destacan los cactus que cuentan con
varios mecanismos de adaptacién, en particular relacionados a su asociacién con comunidades
microbianas benéficas a nivel de su rizdsfera. Entre ellos destacan las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) conocidos para
contribuir al desarrollo exitoso de la planta en condiciones de aridez. La identificacién molecular
de bacterias y hongos HMA, aislados de la rizésfera de O. ficus-indica de cinco zonas aridas del
departamento de Tumbes, ha sido realizada por secuenciacién parcial de rDNA. Plantas de cactus
cultivadas in vitro han sido establecidas e inoculadas con las cepas microbianas previamente
caracterizadas. Ningun efecto morfolégico significativo ha sido observado para las plantas
inoculadas con las cepas bacterianas mientras que la inoculacién de HMA ha conducido en algunos
casos a diferencias significativas en el contenido relativo de agua, altura de planta y peso seco de
raiz. La presente investigacion proporciona informacién relacionada con la microbiota nativa
rizosfera con la demostracion de los efectos benéficos de hongos micorrizicos para su planta
huésped 0. ficus-indica.

Palabras clave: Suelos aridos; Opuntia ficus-indica; Rizdsfera; Rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal; Hongos micorrizicos arbusculares.

Abstract

About half of the planet mainland is considered arid or suffer drought threat. Cactus are plants
well-adapted adapted to these ecosystems with various adaptive mechanisms, in particular
through their association with beneficial rhizosphere microbial communities. These include plant
growth promoting rhizobacteria (RPCV) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) that contribute
to plant successful development in drought conditions. Bacteria and AMF, isolated from
rhizosphere microbiota of O. ficus-indica cactus collected in five arid locations of Tumbes
Department, have been molecularly characterized by partial sequencing of rDNA gene. Cactus
vitro-plants were prepared and inoculated with bacterial and AMF isolated strains. No significant
morphological effects were observed for vitro-plants inoculated with bacterial strains whereas
AMF led to in some cases to significant differences in relative water content, plant height and root
dry weight in some treatments. The present research gives information related to native
rhizosphere microbiota with the demonstration of benefic effects of mycorrhizal fungi for its host
plant O. ficus-indica.

Keywords: Arid soils; Opuntia ficus-indica; Rhizosphere; Plant growth promoting rhizobacteria;
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Introduccion

Cerca de la mitad de los suelos cultivables
son aridos, semiaridos o viven bajo amenaza
de sequia (Aguirre-Garrido et al, 2012). Las
zonas aridas incluyen una amplia gama de
situaciones ambientales comprendiendo
desde los desiertos extremos hasta los
ecosistemas subhimedos secos (MINAM,
2011). En este tipo de ecosistemas 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-Garrido et al.,, 2012).
Las cactaceas corresponden a una de las
familias de plantas adaptadas en ecosiste
mas aridos (Alary et al, 2007). Opuntia
ficus-indica es la especie de cactus mas
conocida y estudiada por ser un recurso de
productos y usos multiples, como planta
silvestre y como cultivo de subsistencia
comercial, contribuyendo a la seguridad
alimenticia de poblaciones en areas
agricolas marginadas (Nobel, 2002;
Reynolds, 2003)

Para lograr comprender el desarrollo exi-
toso de los cactus en suelos aridos, se
requiere de una vision global de todo el
ecosistema y las interacciones planta-
microorganismo (Marasco et al,, 2012). La
vida microbiana es esencial para la
evoluciéon de la vida y tiene un papel
importante en la agricultura de desierto.
Dentro de los microorganismos involu-
crados en el desarrollo exitoso de las pantas
en condiciones de aridez se encuentran las
bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV) y los hongos micorrizicos
arbusculares - HMA - (Loredo et al., 2004;
Gomez et al., 2012).

Los mecanismos de las BPCV para
promover el crecimiento de las plantas son
diversos, entre ellos: la fijacion de
nitrégeno, produccién de compuestos
sider6foros, producciéon de fitohormonas,
induccién de resistencia sistémica a patoé-
genos asi como su inhibicién e interaccién
sinérgica con otros microorganismos del
suelo, otros autores sefialan que estos
microorganismos provocan aumento en la
absorcién de agua y nutrientes por
diferentes vias o mecanismos (Pulido et al,
2003; Loredo et al., 2004). Por otro lado,
los HMA son microorganismos rizosféricos
simbioticos, la planta recibe de los hongos
nutrientes, minerales y agua, y éstos
obtienen hidratos de carbono y vitaminas.
Los resultados son modificaciones en la
organizacién de células vegetales y fingicas
causadas por cambios especificos en la
expresion génica (Redecker, 2000). El uso
de HMA en la agricultura tiene un gran
potencial biotecnoldgico debido a que
facilitan la disponibilidad de nutrientes
para las plantas, estimulan el crecimiento,
inducen resistencia a fitopatégenos o
ayudan en la adaptacién y tolerancia de las
plantas ante condiciones de estrés, de esta
forma los HMA, pueden constituir
sustitutos biologicos de los fertilizantes
minerales al ser componentes inseparables
de los agroecosistemas (Thompson, 1991).

Bajo las perspectivas de la investigacion se
planted como objetivos: la caracterizacién
molecular de la microbiota rizosférica na
tiva (RPCV y HMA) de O. ficus-indica, asi
como la evaluacion de los efectos de cepas
microbianas aisladas sobre el desarrollo
del cactus.

Materiales y métodos

Area de estudio, plantas y muestreo

La seleccion de cada O. ficus-indica fue en
funcién a su desarrollo normal como planta
cultivada y/o silvestre en zonas aridas del

departamento de Tumbes: Corrales, Cabuyal,
Casitas, Ufia de Gato y Puerto Pizarro.

El muestreo se realizd6 tomando aproxi-
madamente 1 kg de muestra de rizosfera
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de O. ficus-indica, seleccionadas por juicio
no probabilistico, considerando la vigoro-
sidad y tamafio.

Aislamiento e identificacion molecular de
bacterias cultivables

Para el aislamiento se utilizé la técnica de
diluciones, y se sembr6 en medios de
cultivo Trypticase Soy Agar (TSA) vy
Cetrimide. Posteriormente se purificaron
haciendo repliques y se seleccionaron las
colonias basandose en su diferencia
morfolégica. Para la extraccion de ADN se
utilizé el método de extraccion rapida por
Buffer Fosfato Alcalino (PBS), el ADN
obtenido fue amplificado mediante la
técnica de PCR 'y confirmado por
electroforesis para lo cual se preparo el gel
de agarosa al 1.5%. Las muestras positivas
fueron enviadas a los laboratorios de la
empresa Macrogen (USA). Los resultados
de las secuencias de nucledtidos del gen 16S
rRNA se alinearon mediante el programa
Mega 6 y se analizaron utilizando BLAST de
la National Center for Biotechnology
Information -NCBI-.

Aislamiento e Identificacion molecular
de hongos micorrizicos arbusculares

Para aislamiento de esporas de HMA se
utilizé el método de tamizado (Gerderman y
Nicholson 1963), las esporas aisladas se
inocularon en plantas de alfalfa como cul
tivo trampa, luego para la detecciéon de mi
corrizas se realizo la tincion de raices con el

colorante azul de tripano (Phillips y Hay
man, 1970). Para la extraccién de ADN de
HMA se utilizé los métodos de Shafiqua and
Stephan (2013); Salim Khan et al. (2007) y
Michiels et al. (2003). Para la amplificacién
del ADN obtenido se utilizé la técnica de
Seminested PCR, usandose los primers
externos (NS5+ITS4) y especificos (NS5+
GLOMS5.8R; ITS4+GLOM1310; NS5+GIGAS5
.8R). Mediante electroforesis se confirmo la
presencia o ausencia de ADN de HMA.

Micropropagacion in vitro de O. ficus-
indica var. inermis.

Para la extraccién y siembra de explanes,
los cladodios fueron cortados a wuna
longitud de 3 cm?, éstos fueron desin-
fectados con alcohol al 70% y enjuagados
con agua destilada, seguido de una
desinfeccién con hipoclorito de sodio al 5%
y enjuagados; finalmente se sembraron en
medio MS. Para el establecimiento, las
secciones que no presentaban contamina-
cion permanecieron en el medio de
establecimiento por 15 dias mas, los brotes
de 1cm fueron sembrados nuevamente en
el medio de cultivo hasta alcanzar una
altura de 2 cm y ser llevados a multi-
plicacién. Para aclimatacién, las plantulas
se trasplantaron en macetas conteniendo
sustrato PREMIX #8, cubiertas con plastico
para mantener la humedad elevada hasta
lograr la aclimatacion ex vitro deseada
(Figura 1).

Figura 1. Micropropagacion in vitro de O. ficus-indica var. inermis en. a) Fase de establecimiento. b) Fase de
multiplicacion. c) Fase de enraizamento. d) Plantas aptas para aclimatacion.
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Elaboracion de tratamientos microbia
nos e inoculacién a plantas

Los tratamientos bacterianos fueron:
Tratamiento 0: Sin inoculo bacteriano.
Tratamiento 1: Consorcio Enterobacter.
Tratamiento 2: Consorcio Pseudomonas.
Tratamiento 3: Consorcio Acinetobacter.
Tratamiento 4: Serratia marcescens.
Tratamiento 5: Leclersia adecarboxylata.
Tratamiento 6: Bacillus sp.

Tratamiento 7: Bacillus cereus.

Tratamiento 8: Pseudomonas sp.
Tratamiento 9: Klebsiella pneumoniae.

Para la inoculacién de las plantas se agreg6 5
ml del in6culo al sustrato de la planta. Los
tratamientos de HMA fueron: PP: Micorrizas
de Puerto Pizarro, CO: Micorrizas de
Corrales, CB: Micorrizas de Cabuyal, CA:
Micorrizas de Casitas, UG: Micorrizas de

Ufia de gato y CT: Tratamiento sin inéculo.
Para elaboraciéon de indculos de HMA se
utiliz6 sustrato de los cultivos trampa y se
mezclé con el sustrato de la planta.

Evaluacion del crecimiento morfolégico
de O. ficus-indica var. Inermis

Después de 8 semanas de sometidos a los
diferentes tratamientos se consideré como
pardmetros no destructivos: longitud,
ancho y espesor del cladodio; y como
pardmetros destructivos: peso fresco de
cladodio, peso seco, longitud de raiz, peso
fresco de raiz, peso seco de raiz, contenido
relativo de agua (CRA) y area del cladodio.
Los resultados obtenidos fueron procesa
dos usando el software estadistico R,
mediante andlisis de varianza y prueba
comparacion de medias de Tukey.

Resultados

Aislamiento e identificacion molecular de
bacterias cultivables

Se identific6 198 cepas bacterianas cultiva-
bles en base a las secuencias de amplicones
con analisis subsecuente por Blast frente a
los datos del NCBI (Figura 2). Estas han
sido clasificadas en 48 especies y 16 géneros
que son en su mayoria Enterobacter (87
cepas), Pseudomonas (46 cepas), Klebsiella
(23 cepas) y Acinetobacter (13 cepas).

Figura 2. Esporas de hongos micorrizicos
arbusculares, a) Aisladas por tamizado en
rizosfera O. ficus-indica b) Tefidas con azul de
tripano, en raices de cultivo trampa de M. sativa.

Aislamiento e identificacion molecular de
HMA

El aislamiento de esporas de HMA por el
método del tamizado (Gerderman y Nichol
son, 1963), dichas esporas se muestran a
100 X aumentos en microscopio 6ptico.
Asimismo, también se presentan las

esporas de HMA tefiidas con azul de
tripano (Phi-llips y Hayman 1970). Para
analisis molecular se logré optimizar el
protocolo de extraccion de ADN, con las
siguientes fases: lisis celular, purificacion,
precipitacion, lavado, secado y resuspen-
sion del ADN (Shafiqua y Stephan 2013).
Asimismo, obtuvimos los diferentes pro-
gramas optimizados para cada seminested
PCR. La optimizaciéon del programa de PCR,
condujo a probar diferentes temperaturas
de desnaturalizacién, hibridacion y poli-
merizacion ademas de los tiempos y ciclos.
Cada combinatoria de Primers fue de 35
ciclos, siendo la desnaturalizacién inicial y
polimerizaciéon final de 1 ciclo. Para iden-
tificar el género Glomus los Primers internos
fue ron NS5+GLOMS5.8R e ITS4+GLOM1310
y para Gigaspora fue NS5+GIGA5.8R.

Evaluacion del crecimiento morfoldgico
de O. ficus-indica var. inermis

Los resultados de crecieminto morfologico
se muestran en la Tabla 1 para tratamien-
tos bacterianos y en la Tabla 2 para trata-
mientos con micorrizas. Asimismo, dada la
elevada cantidad de informacién generada,
solo fue posible mostrar resultados que
presentan diferencias significativas en
materia de crecieminto de la planta
(Figuras 3y 4).
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Tabla 1. Parametros de crecimiento morfolégico promedio en el tratamiento bacterianos
Raiz Cladodio
. Peso Peso . Peso Peso ‘
T Longitud f Longitud Ancho Espesor f Area CRA
(mm) resco  Sseco (mm) (mm) (mm) resco  seco (cm?)
(g) (g) (8) (8)
TO 12,9 1,1 0,13 98,92 64,25 8,25 60,38 4,06 31,26 70,89
T1 14 1,06 0,13 97,17 64,85 7,48 55,42 3,29 21,95 69,64
T2 15,32 1 0,13 111,31 67,35 7,77 59,27 2,38 22,71 71,46
T3 14,55 0,98 0,12 104,59 65,31 7,51 59,89 2,2 22,24 73,22
T4 13,96 1,11 0,12 111,68 67,27 7,6 52,02 2,65 17,77 67,78
T5 13,08 1,09 0,15 110,54 68,07 8,19 62,59 3,6 30,32 71,66
T6 14 1,5 0,18 106,23 72,87 8,7 67,41 2,5 23,24 74,47
T7 14,21 1,08 0,13 92,71 67,02 8,41 56,96 3,54 23,34 72,79
T8 14,54 1,24 0,15 99,46 60,78 9,14 69,8 4,43 24,48 75,44
T9 13,46 1,08 0,11 98,86 67,44 8,01 55,06 3,16 20,42 72,69
Tabla 2. Parametros de crecimiento morfolégico promedio en el tratamiento con hongos micorrizicos
Raiz Cladodio
. Peso Peso . Peso Peso ‘
T Longitud f Longitud Ancho Espesor f Area CRA
(mm) resco  Seco (mm) (mm) (mm) Tresco  seco (cm?)
(g) (8) (8) (8)
CT 16,29 1,81 0,18 92,14 63,94 10,94 49,85 5,24 17,57 70,03
PP 14,88 2,23 0,21 87,25 60,14 8,74 40,27 4 14,64 68,59
CB 15,81 1,25 0,14 99,24 60,04 7,69 35,15 3,25 0 71,24
co 17,56 2,83 0,29 97,24 56,49 10,31 46,74 4,48 0 62,2
UG 11,75 1,4 0,13 110,68 61,9 7,62 42,04 403 13,1 73,22
CA 13 2,44 0,23 119,87 70,28 9,12 62,38 5,33 8,65 72,01
Discusion

Segiin lo expuesto por Prashar et al
(2014), las bacterias cultivables que han
sido identificadas molecularmente corres-
ponden al 1% de bacterias presentes en la
rizésfera y que pueden obtenerse por
medios de cultivo. Asimismo, segun
Schoebitz (2006) y Prashar et al. (2014)
aproximadamente 2 a 5% de las bacterias
presentes en la rizosfera son Rizobacterias
Promotoras del Crecimiento en Plantas
(RPCP), en nuestros resultados presen-
tados destacan los géneros Enterobacter,
Pseudomonas, Klebsiella, y Acinetobacter,
conocidos por ser RPCP (Débereiner et al,
1995), entre sus principales funciones se
encuentran el mejoramiento del contenido
de nitrégeno en el suelo y por ende
mejoras en el crecimiento de la planta,
entre otros (Loredo et al., 2004; Schoebitz,
2006; Prashar et al., 2014).

Por otro lado, las técnicas para aislar
Gerderman y Nicholson (1963) y teiiir
(Phillips y Hayman, 1970) esporas de HMA,
fueron optimas en este trabajo. Ademas,
para el anadlisis molecular se realiz6 la
extraccion de ADN de HMA con nitrégeno
liquido para la lisis celular, el empleo de
este permitié aumentar el rendimiento y la
calidad del material genético obtenido
(Kang y Yang, 2004). Asi mimo se uso la
técnica de Semi-nested PCR debido a que
presenta una mayor especificidad en
comparacion con una PCR simple
(Redecker, 2000). Ademas, la optimizacion
de temperaturas de hibridacién nos
permite la estabilidad y especificidad del
producto o amplicon (Tamay de Dios et al.,
2013).
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Figura 3. (A) Peso Seco y (B) Area del cladodio
promedio (n = 15) de plantas de O. ficus-indica
inoculadas con tratamientos bacterianos. (T0)
tratamiento sin ino6culo, (T1) Consorcio
Enterobacter, (T2) Consorcio Pseudomonas,
(T3) Consorcio Acinetobacter, (T4) Serratia
marcescens, (T5) Leclersia adecarboxylata, (T6)
Bacillus  sp, (T7) Bacillus cereus, (T8)
Pseudomonas sp, (T9) Klebsiella pneumoniae.
Las letras diferentes (a, b y c) indican dife-
rencias significativas (p < 0,05) segin prueba
comparacion de medias de Tukey.

Con respecto al desarrollo morfoldgico del
cactus inoculado con los tratamientos
descritos (tablas 1 y 2), podemos indicar
que nuestros resultados sugieren que
existe un potencial sobre el rol que
cumplen las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal y los hongos
micorrizicos en el desarrollo morfolégico
de los cactus (Nadeem, et al, 2014). Las
cepas caracterizadas deberan de seguir
siendo evaluadas para lograr aclarar
algunos efectos especificos que tienen
estas sobre el desarrollo de plantas y a
futuro sobre su productividad, asi mismo
se conoce que existe una interaccion entre
bacterias2 y hongos micorrizicos en el
potenciamiento del crecimiento de la
planta (Artursson et al, 2006, Zarik et al,

2016), que debera ser evaluada poste-
riormente.
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Figura 4. (A) Contenido Relativo de Agua
(CRA), (B) altura de planta promedio y (C) peso
seco de raiz promedio (n = 10) de plantas de O.
ficus-indica inoculada con tratamientos con
hongos micorrizicos. Tratamiento PP: Micorri-
zas de Puerto Pizarro. CO: Micorrizas de
Corrales, CB: Micorrizas de Cabuyal, CA:
Micorrizas de Casitas, UG: Micorrizas de Ufla de
gato, CT: Tratamiento sin indculo. Las letras
diferentes (a, b y c) indican diferencias signifi-
cativas (p < 0,05), segin prueba comparacion
de medias de Tukey.

Para el caso de tratamientos bacterianos
los parametros resaltantes mostrados en
los resultados fueron: peso seco del
cladodio y area de cladodio (Figura 3A 'y
3B), en estas se observa que estos
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parametros son mas susceptibles a la
variacion con respecto a su desarrollo
morfolégico debido al efecto ejercido por
de las bacterias inoculadas (Vejan et al,
2016). La respuesta ante la inoculacién no
tuvo diferencia significativa ante el efecto
de los tratamientos bacterianos en el
crecimiento del cactus, esto pudo deberse a
que las cepas no encontraron el medio
adecuado en la rizésfera, ya que, en
general, para que los microorganismos
puedan asociarse intimamente con las
raices, tienen que escapar de los meca-
nismos de defensa de la planta y encontrar
condiciones nutritivas y ambientales
adecuadas para su crecimiento (Diaz
Almaraz y Alcantara, 2001)

Asi mismo, para los tratamientos con
micorrizas se destacan peso seco de raiz,
altura de planta y el CRA (Figura 4A, 4B y
4C). Si bien el tratamiento no mostré
incremento significante respecto al control
en CRA, el tamafio de la raiz fue mas

robusta y ramificada, reflejaAndose en un
mayor peso seco (Corrales, Puerto Pizarro
y Casitas). Se ha reportado que en
condiciones de estrés las raices se vuelven
mas ramificadas y de mayor biomasa,
permitiéndoles tener mayor capacidad de
absorcion y tolerancia al estrés (Carreén et
al, 2013). El mejor crecimiento de la parte
aérea se encontré en cladodios prove-
nientes de Ufia de Gato, Corrales, Casitas y
Cabuyal, los cuales pueden compararse con
resultados obtenidos por Carreén et al
(2013), donde se demostré que la planta
Viola calaminaria desarrollé mejor tamafio
cuando crecid asociada con Glomus. La
muestra proveniente de Puerto Pizarro,
quien presentd menor -crecimiento, se
puede decir que fue debido al pH, humedad
del suelo y la disponibilidad de nutrientes,
los mismos que influyen tanto en la
colonizacién micorrizica como en el
nuimero de esporas (Khana et al, 2006).

Conclusiones

Se caracterizd molecularmente 198 cepas
bacterianas cultivables de O. ficus-indica var.
Inermis; estas fueron clasificadas en 48
especies y 16 géneros.

Se identificé el género Glomus, correspon-
diente a hongos Micorizicos arbusculares de
0. ficus-indica var. Inermis.

En la evaluacibn del crecimiento
morfologico de O. ficus-indica var. inermis,
se determiné que con el inoculdé de
bacterias Pseudomonas sp. se alcanzé un
mayor peso fresco de cladodio y peso
radicular de los mismos y en el tratamiento
con micorrizas del sector de Cabuyal se
logré el mayor peso fresco de cladodio.
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