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RESUMEN

Los desiertos calidos son los ecosistemas mas fragiles del planeta tierra, en los que
cualquier pérdida o dafio a su superficie vegetal contribuye a la degradacion del
suelo. Una alternativa para revertir los procesos de degradacion del suelo es
desarrollar programas de restauracion de suelos degradados usando plantas
nativas y Bacterias Promotoras del Crecimiento en Plantas (PGPB por sus siglas en
ingles). Evaluaciones de la interaccion planta-microorganismos se han realizado a
lo largo de los afios y han demostrado ser una herramienta importante para entender
como las PGPB benefician a plantas nativas del desierto. Sin embargo, en la
actualidad, no hay informacién sobre el efecto que se tiene por la inoculaciéon de
estas plantas sobre la comunidad nativa de bacterias de la rizosfera de plantas,
dando como resultado un mejor crecimiento de las plantas y el desarrollo de la
comunidad bacteriana asociada a la rizésfera. Para lograr elucidar esto se utilizaron
técnicas moleculares (Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) - Electroforesis
de Geles con Gradiente Desnaturalizante(DGGE), Pirosecuenciacion 454 e
Hibridacion Fluorescente in situ(FISH)), para conocer como la inoculacién de la
rizosfera de mezquite (Prosopis articulata), con Bacillus pumilus ES4 (bacteria
endofita del cardon gigante (Pachycerus pringlei)) modifica la estructura de la
comunidad bacteriana. Se encontr6 mediante los andlisis de DGGE, que la
comunidad nativa si cambia su estructura, debido a la inoculacion de B. pumilus
ES4, lo cual coincide con lo encontrado en los analisis de Pirosecuenciacion del 16S
rRNA, asi mismo se logré ubicar la colonizacion del inoculante en la raices de

mezquite al utilizar las técnicas de Histologia y FISH.

Palabras clave: Rizésfera, PGPB, PCR-DGGE, Pirosecuenciacion 454 y FISH.



Abstract

Hot deserts are the most fragile ecosystems of the earth, where any loss or damage
to your plant surface contributes to soil degradation. An alternative to reverse soil
degradation processes is to develop programs to restore degraded soils using native
plants and Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB). Evaluations of plant-
microorganism interaction have been done over the years and have proven to be
important tool for understanding how PGPB benefit native desert plants. However,
at present, no information on the effect it has of the inoculation of these plants on
native community of bacteria in the rhizosphere of plants, resulting in improved plant
growth and development of the bacterial community associated with the rhizosphere.
To achieve elucidate this, molecular techniqgues were used (Polymerase chain
reaction (PCR) - Electrophoresis Gels with Denaturing Gradient (DGGE),
Pyrosequencing 454 and Fluorescent in situ Hybridization (FISH)), to meet the
objective of this work. The goal was to see how the rhizosphere inoculation mesquite
(Prosopis articulata) with Bacillus pumilus ES4 (endophytic bacteria giant cactus
(Pachycerus pringlei)) modified the structure of the bacterial community. It was found
by the analysis of DGGE, the native community by changed its structure, due to the
inoculation of B. pumilus ES4, which coincides with the findings in the analysis of
pyrosequencing of 16S rRNA, also was able to locate the colonization of inoculant
in mesquite roots using Histology and FISH techniques.

Key words: Rhizosphere, PGPB, PCR-DGGE, Pyrosequencing 454 and FISH.
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1. INTRODUCCION

Los desiertos se definen por sus condiciones de aridez, con lluvias desde 0 mm
hasta 500 mm al afio y temperaturas de mas de 50°C y hasta de 0°C. (Noy-Meir
1973). Una consecuencia de esta aridez es que la mayoria de la superficie que
ocupa el desierto es monotona, lo que lleva a muchas personas a verlo como un
terreno baldio. Por el contrario, los bidlogos han visto por mucho tiempo a los
desiertos como laboratorios de la naturaleza, en los que la seleccion natural esta
expuesta en su forma mas extrema, tales como adaptaciones unicas de las plantas

y animales a la falta de agua y nutrientes (Ward, 2009),

Asi mismo, las evaluaciones de interaccion planta-microorganismos que se han
realizado alo largo de los afios son una herramienta importante para entender cémo
las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPB) benefician a las plantas
nativas del desierto, las cuales son importantes desde el punto de vista ecoldgico y
econdmico. Una de esas plantas es el mezquite amargo (Prosopis articulata), la cual
formo parte de esta investigacion, y su asociacion con Bacillus pumilus ES4 bacteria
enddfita del carddén gigante (Pachycerus pringlei). La importancia ecolégica principal
del mezquite, es el ser una planta nodriza para cactaceas, particularmente para el
cardon gigante (Pachycerus pringlei) en sus etapas tempranas de desarrollo
(Carrillo-Garcia et al., 2000a), econémicamente los productos de mezquite son
utilizados como comida humana, medicina tradicional, forraje como combustible y

material para construccion (Almanza y Moya,1986).

En trabajos anteriores del Grupo de Microbiologia Ambiental del CIBNOR, se han
desarrollado tecnologias para la reforestacion de suelos desérticos erosionados,
incluyendo el uso de PGPB que normalmente se usan en la agricultura y bacterias

nativas aisladas del desierto de Sonora.

Sin embargo, en la actualidad, es escasa la informacion sobre el efecto que se tiene
por la inoculacion de estas plantas sobre la comunidad nativa de bacterias de la

rizosfera y de como se obtiene una mejora en el crecimiento de las plantas y el



desarrollo de la comunidad asociado a la rizésfera. Por lo que el objetivo de esta
investigacion fue ver cémo cambia la estructura de la comunidad nativa de
bacterias, al ser inoculado B. pumilus ES4 en la rizésfera de mezquite y conocer si
el cambio en la estructura es positivo para el establecimiento y desarrollo de
mezquite y asi puedan ser utilizados tanto mezquite como B. pumilus ES4, como
una alternativa en la reforestacion de los suelos erosionados del sur del Desierto

Sonorense.



2. ANTECEDENTES
2.1 Bacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPB)

Entre los microorganismos que habitan el suelo, las bacterias son el grupo mas
abundante. Se sabe que las bacterias son las mas abundantes (alrededor de 108 a
10° células por gramo de suelo) y que el nimero de células bacterianas cultivables
en el suelo, es por lo general so6lo alrededor de 1% del numero total de células
bacterianas presentes (Schoenborn et al.,, 2004). Sin embargo, en los suelos de
ambientes desérticos calidos, que estan sometidos a un constante estrés por falta
de nutrientes y agua, entre otros, el nimero de bacterias cultivables puede ser tan

bajo como 10* células por gramo de suelo (Timmusk et al., 2011).

Las Bacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPB por sus siglas en
inglés) pueden promover el crecimiento vegetal directamente, ya sea por la
adquisicién de recursos Y la facilitacion o modulacion en los niveles de hormonas
vegetales, las cuales son importantes para su crecimiento y desarrollo o
indirectamente por la disminucion de diversos agentes patégenos en la planta es
decir, actuando como control bioldgico (Glick, 1995).

Para ejercer efectos favorables al desarrollo de la planta, estas bacterias deben ser
capaz de colonizar las raices y tener la capacidad de mantenerse por un periodo
adecuado en la rizésfera. Se han reconocido diversos modos directos de accion de
las PGPB segun la especie e inclusive la cepa, encontrdndose que en algunas
bacterias pueden actuar mas de un mecanismo (Bashan y de-Bashan, 2004).

Entre las bacterias que tienen la capacidad de promover el crecimiento se
encuentran aquellas que son de vida libre en el suelo y pueden formar relaciones
simbiodticas con plantas especificas, (Ejemplo Rhizobium spp. y Frankia spp.),
bacterias endofitas que pueden colonizar la planta o una parte de los tejidos
interiores, esto tiene lugar en la rizésfera definida como la zona de suelo adyacente

a la raiz; y que es influenciada por las raices (Bolton, et al., 1992), rizoplano,



superficie de la raiz que puede ser colonizada por microorganismos (Giri et al.,
2005).

2.2 El género Bacillus

Las bacterias del género Bacillus son anaerobias, aerobias o facultativas y
formadoras de endoesporas. Son bacterias Gram-positivas con forma de vara; en
algunas especies se pueden convertir en Gram-negativas cuando etapas
avanzadas de su ciclo de vida. Las numerosas especies del género presentan una
amplia gama de capacidades fisioldgicas que les permiten vivir en cualquier entorno
natural. Su método de supervivencia son las esporas que son resistentes al calor,

el frio, la radiacion, la desecacion, y desinfectantes (Turnbull y Kramer, 1996).

También cuentan con una amplia habilidad fisiolégica con respecto al calor, pH 'y
salinidad. Gracias a esto son encontradas en un amplia gama de habitats; solo

pocas especies son patogénicas para vertebrados o invertebrados (Holt, 1994).
2.2.1 Bacillus pumilus ES4

Bacillus pumilus ES4 (FJ032017) es una bacteria enddfita del cardén gigante
(Pachycereus pringlei) (Puente et al., 2004a) de la cual se ha comprobado su efecto
como promotora del crecimiento vegetal, asi como ser una bacteria que puede evitar
los efectos que son perjudiciales, como organismos patdégenos o facilitar la
absorcién de nutrientes para las plantas que se encuentran en el medio ambiente
(Kloepper y Metting, 1992).

En estudios que han utilizado a B. pumilus ES4 y su efecto como promotora del
crecimiento en plantas, se encontrd que tiene la capacidad de degradar varios tipos
de rocas y permitir que las cactaceas se establezcan sobre las rocas (Puente et al.,
2004a), ademas ha sido utlizada en estudios de recuperacion de suelos
contaminados con desechos de minas, ayudando del establecimiento de la planta

Atriplex lentiformis en el desierto de Sonora (de-Bashan et al., 2010a).



2.3 Mezquite (Prosopis articulata)

Prosopis es un género de leguminosa extremadamente diverso, que comprende 44
especies de arbustos y arboles de regiones semiaridas principalmente en México,
Chile, Argentina, Peru y el suroeste de Estados unidos. EI mezquite es una planta
con multiples usos en los lugares en los que se desarrolla, algunos de ellos y como
fuentes de forraje, madera que es usada como combustible (Felker y Guevara,
2003). Desde el punto de vista ecologico, las diversas especies de mezquite son
reconocidas por su contribuciéon de nitrogeno al suelo, a través de la fijacion
bioldgica de nitrégeno que realiza en simbiosis con bacterias del género Rhizobium,
ademas de su importancia para la conservacién de suelos y la acumulacion de
hojarasca (Felker y Bandurski, 1979), asi como su papel como planta nodriza del

cardon gigante (Pachycereus pringlei) (Carrillo-Garcia et al., 2000a).
2.4 Inoculantes microbianos

Un inoculante microbiano es una formulacién que contiene una o0 mas cepas
bacterianas beneficiosas, en un material de soporte facil de usar y econémico, ya
sea organico, inorganico, o sintetizado a partir de moléculas definidas. El inoculante
es el medio de transporte bacteriano desde la fbrica hasta el suelo, plata o semilla.
Los efectos deseados del inoculante en el crecimiento de la planta pueden incluir la
fijacion de nitrégeno en las leguminosas, control biolégico (principalmente) de las
enfermedades transmitidas por el suelo, la mejora de la absorcion de minerales del
suelo y mejora en los efectos nutricionales, asi como la sintesis de hormonas para
el desarrollo vegetal (Bashan, 1998), también son usados para la biodegradacion
de compuestos xenobidticos o desechos de la industria minera (van Elsas y Heijnen
1990; de-Bashan et al., 2010). Un punto clave para el éxito del inoculante es que
este tenga una cantidad minima de células por planta que es 108y 107 y por lo

menos de uno a dos afos a temperatura ambiente, para que se considere rentable.

Los inoculantes microbianos se han introducido en los suelos como suspensiones

liguidas o adsorbidos por diferentes vehiculos como son Pit moss, carbon de lefia,



vermiculita entre otras materias particuladas orgénicas, asi como en distintas
matrices naturales tal es el caso del alginato, la agarosa y la carragenina; esto
debido a que estas matrices pueden contener a los microorganismos en una forma
utilizable y optimizar la eficacia, estabilidad, seguridad y facilidad de aplicacion
(Rhodes, 1993).

Siendo el alginato uno de las utilizados en preparaciones de inoculantes como
matriz de transporte, debido principalmente a su naturaleza no toxica, su
biodegradabilidad, y su lenta liberacion de microorganismos en el suelo (Bashan,
1986; Bashan y Holguin, 1998), lo cual es de suma importancia ya que eso facilita
su aplicacion en los suelos para propdsitos agronémicos o0 programas de

reforestacion.

Por ultimo el inoculante debe tener suficiente tiempo de vida (til (la viabilidad de la
bacteria debe de ser al menos de 1x108 UFC), por lo menos de uno a dos afios a
temperatura ambiente, para que se considere rentable se elaboracién (Bashan et
al., 2002; de-Bashan et al., 2010).

2.5 Métodos para estudiar la estructuras de las comunidades bacterianas
2.5.1 Técnicas de huella digital (Fingerprinting)

Las técnicas de huella digital son clasificadas como cultivo independientes, por lo
gue pueden superar los problemas asociados con el cultivo selectivo y aislamiento

de bacterias a partir de muestras naturales (Amann et al., 1995).

Las técnicas de “huella digital” mas utilizadas para comparar la comunidad
microbiana son las de geles en gradiente desnaturalizante (DGGE), geles en
gradiente de temperatura (TGGE) y el polimorfismo de conformacion de cadena
simple (SSCP). El mas establecido como herramienta molecular es el DGGE se ha
utilizado ampliamente para determinar riqueza de especies y la estructura de la
comunidad microbiana en distintos ambientes (Campbell et al., 2009; Head et al.,
1998; Muyzer y Smalla, 1998; Ferris et al., 1996; Boon et al., 2002).



La técnica DGGE, se basa en una electroforesis que permite la separacion de
fragmentos de un producto de PCR, del mismo tamafio pero con diferente secuencia
de nucledtidos. Para ello, un gradiente lineal creciente de agentes quimicos
desnaturalizantes del ADN (una mezcla de urea y formamida) se incorpora a lo largo
de un gel de poliacrilamida. Durante la electroforesis, se mantiene una temperatura
constante de 50-65 °C y los fragmentos de ADN de doble cadena migran por el gel
hasta encontrar una determinada concentracion de urea y formamida
(concentracion desnaturalizante) a la cual las cadenas se separan localmente y el
desplazamiento de las moléculas disminuye o se interrumpe. La concentracién
desnaturalizante a la cual las cadenas se separan depende de la secuencia de
nucleotidos, es decir, del contenido de dobles o triples puentes de hidrogeno
dependiendo de si son pares de bases adenina-timina o citosina-guanina
fragmentos de ADN con secuencias nucleotidicas diferentes tendran diferentes
posiciones en el gel (Myers et al., 1987; Muyzer y Smalla, 1998; Muyzer et al., 1993;
Ferris et al., 1996),

Las ventajas de esos métodos es que son relativamente baratos, reproducibles y
adecuados para una alta cantidad de muestras y tienen la habilidad del seguimiento
de los cambios en las comunidades microbianas. A través del analisis similitud para
confirmar las diferencias significativas entre los tratamientos en la estructura de la
comunidad microbiana cuando hay suficientes repeticiones (>3) (Muyzer, 1999). La
informacion taxondmica para las bandas de interés o significativas puede ser

adquirida por clonacion y secuenciacion (Ferris et al., 1996).

2.5.3 Pirosecuenciaciéon 454

El rapido desarrollo de las tecnologias de secuenciacion ha hecho posible generar
una gran cantidad de secuencias a un precio accesible. Mas de un millén de
secuencias de alta calidad con un promedio de 400 pb se pueden generar en una

hora. La pirosecuenciacion de amplicones de genes de 16S rRNA se ha convertido



en un método muy popular para estudiar las comunidades microbianas del suelo-
(Campbell et al., 2010).

Por lo que, el advenimiento de tecnologias de secuenciacion de proxima generacion
es mas avanzado en el campo de la identificacion microbiana, lo ha llevado la
superacion de las limitaciones en ambas técnicas tradicionales y secuenciacion de
Sanger, esta es capaz de inspeccionar las muestras en una profundidad mucho
mayor antes (Huber et al., 2007). Esta técnica, permite la identificacion de
organismos raros y no cultivables, asi como la secuenciacion de los ecosistemas
microbianos (Sogin et al., 2006; Edwards et al., 2006; Tringe et al., 2005). Se puede
aplicar ain mas a los estudios de identificacion microbiana mediante secuenciacion

a gran escala de 16S rDNA.

El DNA problema es amplificado utilizando PCR vy los productos son procesados y
secuenciados usando los métodos de secuenciacion de préxima generacion. La
pirosecuenciacion 454 es utilizada en vez de usar metagenémica debido a que solo
amplifica ADN de interés, esto aumenta enormemente la cantidad de datos
pertinentes devueltos, en comparacién con la secuenciacién metagendmica, dando
como resultado una profundidad mucho mayor de informacién. En la secuencia
multiplex, cada muestra se le da una identificacién Unica llamada etiqueta, por lo
general se une al extremo 5 'del ADN. El ADN de cada muestra se agrupa y se
secuencia, lo que resulta en una gran cantidad de secuencias de datos de multiples
muestras. Las secuencias pueden entonces ser asignadas a las muestras originales

de acuerdo con las etiquetas de identificacion Unicas (Breakwell et al., 2014).



3. JUSTIFICACION

La desertificacion es uno de los problemas ambientales mas serios que enfrentan
las latitudes medias continentales y es una preocupacion en muchas partes del
mundo (Nicholson, 1978).

Los cambios producidos en los desiertos debido a diversas actividades humanas
han llevado en gran escala a la erosion del suelo del desierto. Una de las ciencias
que trata estas de problematicas, es una rama de la Microbiologia, llamada
Microbiologia Ambiental la cual es la encargada de estudiar la diversidad y funcion
de los microorganismos en su entorno, lo que resulta ser un beneficio para el medio

ambiente y la sociedad.

En el grupo de Microbiologia Ambiental de CIBNOR se ha estudiado ampliamente
el uso de microorganismos para mejorar el crecimiento de plantas en entornos
desfavorables. Uno de estos microorganismos, son las bacterias promotoras del
crecimiento en plantas (PGPB por sus siglas en inglés) las cuales realizan una serie
de funciones vitales para la planta como, mejorar la nutricion de las plantas y la
disponibilidad de agua, la sintesis de hormonas, la mineralizacion de nutrientes
ligados organicamente, también son usadas como biocontrol contra agentes
patdgenos y la fijacion de nitrdgeno atmosférico, ademas de la simbiosis con

plantas.

Esta investigacion pretende contribuir al conocimiento para recuperar el suelo
erosionado del desierto en Baja California Sur, por lo que se inoculo el suelo con
Bacillus pumilus ES4 (bacteria endofita del carddn gigante) para conocer el efecto
que se tiene en su comunidad nativa de bacterias y con ello poder implementar

programas de reforestacion, utilizando plantas nativas como el mezquite amargo.
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4. HIPOTESIS

Si se sabe que la inoculacién con Bacillus pumilus ES4 tiene un efecto benéfico en
las plantas desérticas como mezquite amargo (Prosopis articulata) y cardén gigante
(Pachycereus pringlei), entonces se espera que la inoculacién con esta PGPB tenga
un efecto en la estructura de la comunidad bacteriana de la rizésfera del mezquite

amargo.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar, los cambios en la estructura de la comunidad bacteriana de la rizésfera de
Mezquite amargo (Prosopis articulata) como resultado de la inoculacién con la
PGPB Bacillus pumilus ES4.

Objetivos especificos:

e Determinar los cambios de la comunidad bacteriana en la rizosfera de plantas
inoculadas con Bacillus pumillus ES4.
e Visualizar el patron de colonizacion de Bacillus pumillus ES4 en la raiz de

mezquite amargo.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Ubicacion del experimento

El experimento se establecio en un invernadero del CIBNOR (24° 8" 7" N, 110° 25’
35" O), bajo condiciones semicontroladas, donde la temperatura promedio es de ~

35 °Cy la intensidad luminosa es de ~100 pumol fotones m2 s-*.

Se realiz6 un experimento con dos repeticiones. La duracién de cada experimento
fue de 90 dias y estuvo compuesto por 3 ciclos de 30 dias cada uno, considerando
como un ciclo a la accion de agregar esferas y planta en el dia 1 de cada ciclo y
retirar las plantas al dia 30 para andlisis, utilizando para el proximo ciclo el mismo
suelo del ciclo anterior. EI primer experimento se realizd entre los meses de
Diciembre a Marzo y el segundo experimento se tuvo lugar durante los meses de
Julio y Septiembre. Cada experimento estuvo conformado por 1 tratamiento y 3

controles (cada tratamiento se identificd con una clave):

1) Suelo rizosférico de Mezquite amargo inoculado con Bacillus pumilus ES4 (Bpum)
2) Bacillus pumilus ES4 inoculado en el suelo directamente, sin planta (BPA)

3) Suelo rizosférico de Mezquite amargo sin inoculante (PA)

4) Suelo inicial sin inoculante ni planta (SA)

6.2 Colecta y caracteristicas del suelo

El suelo utilizado fue yermosol haplico aluvial, con las siguientes caracteristicas:
muy bajo contenido de carbono total (400 mg/kg™') en su mayoria es carbono
inorganico, bajo contenido de nitrégeno (20 mg/kg?) y una baja poblacion
microbiana (Bashan et al., 2000). Este fue colectado de una localidad a 15 km de
La Paz Baja California Sur, México (24°07'36"N, 110°25'48"W) llamada EIl Comitan.
El clima en esa zona es arido con una precipitacion promedio anual de 180mm,

principalmente después de verano. La temperatura promedio oscila entre 18 y 30°C,
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pero durante la mitad del verano la temperatura frecuentemente excede los 40°C
(Carrillo-Garcia et al., 2000b). La colecta del suelo se realiz6 en un area de muestra
de 3 m?y se retird suelo a una profundidad no mayor de 30 cm. Posteriormente el
suelo fue tamizado (>2mm) para obtener particulas menores a 2mm y 120 g de

suelo fueron colocados en macetas conicas de 150 g.

6.3 Recoleccion y Almacenamiento de Semillas de Mezquite

Se recolectaron las vainas de Mezquite durante los meses de Julio y Agosto del
2012; unicamente se tomaron las que aun permanecian unidas al arbol y se evit
recoger las que ya estaban en el suelo, para prevenir que presentaran infeccion por
insectos o estuvieras dafiadas. Las vainas fueron colocadas en bolsas de plastico y
llevadas al laboratorio, donde se extrajeron y seleccionaron manualmente.
Finalmente se colocaron en un recipiente de vidrio con silica gel y se almacenaron

a 4°C para su posterior uso.

6.3.1 Desinfeccion y Germinacién

Se tomaron 150 semillas las cuales fueron desinfectadas bajo agitacion constante
con aproximadamente 100 ml de Tween 20 (Polietileno-sorbitAn-monolaurato,)
(Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza) al 2% durante 10 minutos, se decant6 el tween 20 y
se adiciond hipoclorito de sodio al 4% y se agité nuevamente, durante 5 minutos, al
término se decantdé nuevamente y se procedié a realizar 5 lavados con agua
destilada estéril con duracion de 1 minuto cada uno, hasta asegurarse que el olor a
hipoclorito se habia eliminado, posteriormente las semillas se embebieron en 200
ml de agua destilada estéril en agitacibn constante por 7 horas. Para su
germinacion, las semillas se colocaron en cajas Petri que contenian en su interior
papel toalla humedo, posteriormente se cubrieron con papel aluminio para
finalmente colocarse en una incubadora (Fisher Scientific) a 35 °C en obscuridad.
Para estimular su germinaciéon se mantuvieron en esta fase durante 3 dias. Este
procedimiento se realizé al comienzo de cada ciclo en el experimento, bajo las

mismas condiciones.
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6.4 Inoculante
6.4.1 Microorganismo

Se obtuvo un preindculo en medio TYG (ANEXO 1) de Bacillus pumilus ES4 a 35°C
en agitacion a 120 rpm por 24 horas, posteriormente se transfirieron 5 ml de
preindculo a 50 ml de medio TYG en matraces Erlenmeyer y se incubaron a 35 °C
a 120 rpm durante 16-18 horas. Para verificar su pureza y morfologia, se realiz6 una
siembra del cultivo en cajas Petri con agar nutritivo por estria cruzada las cuales

fueron puestas a incubar a 35°C.
6.4.2 Elaboracion del Inoculante

La elaboracién del inoculante se realiz6 siguiendo la técnica descrita por de-Bashan
et al (2008), la cual consiste en la preparaciéon de una solucion de alginato de sodio
al 2% mezclado con una solucién concentrada de bacterias, esta solucion pasa por
una manguera MasterFlex de No. 18 y una aguja B-D (Becton Dickinson &Co.) con
un diametro de 21 G x 32 mm (0.080 mm x 1 %4”) que es impulsada por una bomba
peristaltica MasterFlex (Mod. No. 7523-30. Barnant Co, Barrington U.S.A.), al salir
de la aguja la gota de alginato caia sobre una solucién en agitacion de CaClz al 2%,
para que por intercambio idnico las esferas se endurecieran (tamafio de esferas 2-

3 mm de diametro) y dentro de ellas quedaron embebidas las bacterias.

Debido a que durante el procedimiento anterior el nUmero de bacterias disminuye,
el inoculante se dejé en crecimiento secundario en medio TYG para Bacillus pumilus
35°C por ~16 h a 120 rpm. Concluido este tiempo se procedid a decantar el medio

y dar 3 lavados a las esferas con solucion salina estéril al 0.85%.
6.4.3 Deshidratacion del inoculante

Para el manejo y conservacion mas eficiente del inoculante, se deshidraté en una
campana de flujo laminar. Las esferas se pusieron en una charola de metal estéril,

colocandose en una capa sencilla completamente uniforme para obtener un secado
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exitoso individual de las esferas. Se dejaron en las charolas por ~24 h a 30°C. Una
vez completada la deshidratacion, las esferas secas se almacenaron

herméticamente en pequefios frascos de 5 ml.
6.5 Viabilidad del inoculante

6.5.1 Conteo en placa por unidades formadoras de colonia (UFC)

Se pesaron 100 mg de esferas deshidratas, en un tubo Corning de 50 ml (Sigma-
Aldrich, Buchs, Suiza), se adicionaron 30 ml de buffer de citratos (Citrato de Sodio
55mM, EDTA anhidra 30 mM y NaCl 150 mM, pH 8) y se pusieron en agitacion
constante por 1 h, hasta que las esferas estuvieran completamente disueltas.
Posteriormente se procedié a centrifugar por 10 minutos a 12800 G, se decant6 el
sobrenadante y se resuspendi6 el botén celular en 1 ml de solucién salina estéril al
0.85% para realizar las diluciones seriadas correspondientes, de 1x10! hasta 1x10-
8. El factor de dilucién utilizado fue de 1:1. Se tomaron 100 ul de las diluciones 10
510%, 107 y se sembraron por extensién en placa en agar nutritivo al 2% por
triplicado y se incubaron a 35°C por 72 h. El conteo de las cajas se realizé en un
cuenta colonias (Quebec Darkfield Manual Colony Counter) y se utilizo la siguiente

férmula para obtener el nimero total de colonias:

UFC/ml o UFC/gr = No. de colonias por placa X (Factor de dilucion) X (ml de muestra
sembrada)

6.6 Siembra de plantulas

Para el proceso de siembra, fue colocada una plantula de 72 horas después de su
germinacion, en las macetas conteniendo 120 g de suelo. En cada maceta se formé
una cavidad en el suelo se coloco la plantula y se agregaron 0.2 g de esferas
deshidratadas, después se relleno cuidadosamente el hoyo con tierra. La cantidad
de 0.2 g de inoculante que corresponde aproximadamente a 1.6 x 10 8 UFC/g, de
acuerdo a los conteos en placa por UFC. Al finalizar esta etapa, las plantulas

sembradas en las macetas fueron regadas con 40 ml de agua destilada cada 3 dias
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de acuerdo a la capacidad de campo del suelo previamente establecido por Trejo et
al. (2012). Este proceso se repitié en cada ciclo, en total por experimento fueron tres

ciclos de 30 dias cada uno.

6.7 Medicion de parametros de la planta de Mezquite

Las mediciones de longitud de la parte aérea y raiz y el peso seco se realizaron al
final de cada ciclo, es decir cada 30 dias. La metodologia consistié en medir desde
el vastago de la planta hasta la parte inferior del tallo con una regla en centimetro,
de la misma forma para la raiz principal, desde la parte inferior del tallo hasta la
cofia.se midieron 10 réplicas por tratamiento. Después de 30 dias, la parte aérea y
la raiz fueron almacenadas en bolsas de papel estraza y se colocaron en un horno
a 65 °C durante 48 horas, para posteriormente medir el peso seco con el empleo de
una balanza analitica (OHAUS PIONEER).

6.8 Andlisis de cambios en la comunidad bacteriana de la rizésfera de

Mezquite amargo
6.8.1 Extraccién DNA total

Aproximadamente 3 g de rizosfera libre de raices fueron colectado en tubos de 2ml
(Neptune, San Diego, CA) y fueron almacenados a -80°C hasta su analisis. Se sabe
gue al almacenarlos a bajas temperaturas de congelacion no afecta en el andlisis
de la comunidad bacteriana por PCR-DGGE (Campbell et al., 2009).

La extraccion de ADN de suelo se realizdé con 0.6 g de cada replica experimental,
fueron tomadas 3 réplicas por tratamiento y se siguid el método descrito por Lopez
et al., (2013). Se uso el kit (Fast Dna Spin for soil MpBio Santa Ana, CA), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Para eliminar los acidos humicos, unidos a la
matriz de ADN se hizo un lavado con una dilucion al 20% de una solucion saturada
de 5.5 M de Tiocianato de guanidinio (Fluka Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza). El ADN
fue eluido en 50 ul de Buffer TE 1X pH 8. EI ADN total fue visualizado en un gel de

agarosa al 1 % a 100V en TBE 1X, las muestras fueron mezcladas con Sybr Gold
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(Life technologies, USA) para su visualizacion. Posteriormente el ADN fue
cuantificado en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) donde se obtuvo

la concentracion de acidos Nucleicos.

6.8.2 Reaccidon en Cadena de la Polimerasa

El ADN extraido de las muestras de rizésfera de mezquite fue utilizado para
amplificar por PCR la region V5-V8 del gen 16S rRNA. Se utilizaron iniciadores
especificos para el dominio bacteria F984GC (5' GC-AACGCGAAGAACCTTAC- 3)
y R1378 (5'-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-'3) (Heuer et al., 1997) y el DNA
fue ecualizado a 5 ng de templado por producto de PCR. La PCR fue llevada a cabo
en el termociclador (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) utilizando el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial 5 min a 95°C, extension 1) 95 °C 5 min, 2) 94°C
1 min, 3) 55°C 1 min, 4) 72°C 30 Seg, elongacion final 5) 72° C 7 min por 30 ciclos.

Los Productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5 %cargando
en cada pozo 4ul de muestra y 2ul de SYBR GOLD, asi mismo cada gel tenia una
escalera de peso molecular 100 bp DNA ladder (Invitrogen, Life technologies, USA)
para confirmar el tamafio de los fragmentos esperados y ademas confirmar que la
electroforesis procedié de manera correcta, las condiciones de electroforesis fueron
100 V por 70 min.

Posteriormente, se fotodocumentaron con ayuda del sistema Bio-Rad Gel Doc XR+.

6.8.3 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE)

Los productos de PCR fueron separados en geles con gradiente desnaturalizante
(DGGE), como describen Lopez et al.,(2013). Se analizaron solamente tres réplicas
para cada tratamiento debido a la limitacion técnica de los geles de DGGE. Los
geles se hicieron al 6% de acrilamida con la proporcion 45%-65% de Urea-
Formamida (ANEXO 2) fueron desnaturalizados en el sistema D-Code Universal
Mutation Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) de la siguiente

manera: se cargaron 10 pl (~1000 ng de acidos nucleicos) de producto de PCR mas
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10 pl de buffer de carga con una pre-corrida de 10 minutos a 50 V para introducir
los productos a la matriz desnaturalizante, posteriormente se ajustaron las
condiciones de corrida en 900 minutos a 75 V; concluido el tiempo de electroforesis
se tifieron los geles con 10 pl de SYBR Green en TAE 1x durante 40 minutos en la

oscuridad.

La documentacion de los geles se llevé a cabo en el fotodocumentador Bio-Rad Gel
Doc XR+ System y los patrones de bandas fueron analizados con el software
Quantity One 4.6.7 (Bio-Rad Laboratories), para calcular los coeficientes de
correlacion de Dice y generar dendrogramas por el método de UPGMA (Unweighted

Pair-group method using aritmetic averages).

6.9 Pirosecuenciacioén

La pirosecuenciacion se realizé como un servicio externo llevado a cabo por MR
DNA (Molecular Research LP. Shallowater, TX) mediante el proceso bTEFAP,a
partir de una muestra compuesta de los 3 ciclos del experimento 1y se realiz6 de
la siguiente manera: los primers 454-16S universales de Eubacteria, fueron
sometidos a un solo paso de 30 ciclos de PCR el kit HotStarTag Plus Master Mix
(Qiagen, Valencia, CA), bajo las siguientes condiciones: 94°C por 3 minutos,
seguido por 28 ciclos de 94°C por 30 segundos; 53°C por 40 segundos y 72°C por
1 minuto; después de esto un paso de elongacién final a 72°C por 5 minutos. Tras
la PCR, todos los productos de cada amplicon diferente se mezclaron en
concentraciones iguales y se purificaron perlas de Agencourt Ampure (Agencourt
Bioscience Corporation, MA, USA). Las muestras se procesaron en un
secuenciador Roche 454 FLX Titanium, todos los instrumentos y reactivos fueron

utilizados bajo las recomendaciones del fabricante.
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6.10 Deteccion y visualizacion de Bacillus pumillus ES4 en la raiz de Mezquite
mediante Hibridacion Fluorescente in situ (FISH)

6.10.1 Colectay fijacion de la raiz de Mezquite

Después de 10 dias, las raices de mezquite fueron colectadas retirando
cuidadosamente la planta de la maceta. Se utilizé solucion salina 0.85% estéril para
retirar la tierra adherida a las raices. Posteriormente se separo la parte aérea de la

raiz; debido a que cada parte se utilizaria para posteriores evaluaciones.

Se cortaron aproximadamente 2-3 cm de la raiz principal y de sus raices
secundarias (en caso de que la planta las haya desarrollado) con una navaja estéril
y se colocaron en un microtubo de 2 ml conteniendo paraformaldehido al 4% y se

mantuvo a 4°C por toda la noche.

Al dia siguiente se lavaron las raices con solucion salina 0.85% para retirar el exceso
de paraformaldehido, una vez enjuagadas se colocaron en tubos eppendorf con 2ml

de etanol al 96% y se conservaron a - 20°C hasta su analisis.

6.10.2 Inclusion en Glycol Metacrilato

Para una exitosa hibridacion y visualizacion es necesario hacer cortes histoldégicos
de las raices. Para esto se realiz6 un recambio del alcohol al 96% en el que se
encontraban las raices y se dejaron en refrigeracion a 4°C por un hora, seguido de
3 deshidrataciones con alcohol etilico al 99.99% durante 1 hora a 4°C; para cada

recambio se retir6 el alcohol con ayuda de una pipeta Pasteur.

Posteriormente, se utilizd el kit de inclusibn en resina (Technovit 9100,
Hatfield,USA). En la preparacién de la primera solucion de infiltracion se siguieron
las recomendaciones del fabricante (Electron Microscopy Sciences, USA), donde se
tomaron 100 ml Technovit 8100 basic solution + 0.6 g de Technovit hardener |

(Solucion de infiltraciéon 1), los dos se mezclaron en un recipiente @ambar con un
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agitador magnético hasta que la solucién se homogenizo, se tapd y se guardé a 4°C

para ser utilizada posteriormente.

Una vez que las raices fueron deshidratadas con alcohol etilico al 99.99%, se realiz6
una deshidratacién con acetona a 4°C por 1 hora. Este paso es critico por lo que
hay que ser muy cuidadoso con el tiempo para evitar asi la deformacion del tejido.
Al concluir el tiempo de deshidratacion con acetona, se retiré con una pipeta Pasteur
y se procedié a agregar 1 ml de soluciéon de infiltracién I; de esta solucién se
realizaron 3 recambios cada 3 horas y el Gltimo se dej6 durante toda la noche a 4°C.

Posteriormente, en una superficie estéril se colocaron las raices de mezquite
infiltradas y se cortaron con una navaja estéril las zonas seleccionadas (Raiz

principal, cofia, raices secundarias y pelos radicales).

Para la polimerizacién de la resina se preparo la solucion endurecedora Il (solucién
polimerizante) la cual tiene un tiempo de polimerizacion de 10-15 minutos. Los
cortes de raices se colocaron en moldes de histoforma y fueron sujetadas con una
base, la cual se llené completamente con la solucién endurecedora. Los moldes se
almacenaron por toda la noche a 4°C en un contenedor hermético. Al siguiente dia
las raices se extrajeron del molde de histoforma y fueron almacenadas hasta su

corte en el micrétomo.

Las raices se colocaron en un micrétomo (Leica RM 2255, Biosystems) y se
rebajaron con la navaja con el tamafio de 5 |, hasta llegar a la zona de interés. En
donde los cortes tuvieron un grosor de 2 p. Los cortes se colocaron en un bafio
maria con agua a temperatura ambiente, con la finalidad de que el plastico se
extendiera y pudiera ser colocado en un portaobjetos. Posteriormente, los

portaobjetos se dejaron secando durante toda la noche.

6.10.3 Hibridacion Flourescente in situ (FISH)

La deteccion de Bacillus pumilus ES4 en cortes histologicos de raiz, se llevo a cabo
mediante la técnica de Hibridacion Fluorescente in situ (FISH por sus siglas en
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inglés) (Rothballer et al., 2003). El protocolo utilizado fue el que se describe a

continuacion.

Deshidratacion: Los cortes se deshidrataron en 3 concentraciones de alcohol 50%,
80% y 96% durante 3 minutos en cada uno de ellos, adicionalmente se adiciono
lisozima 10 mg/ml (Sigma Aldrich, Buchs, Suiza) y se incubaron por 30 minutos a
37°C. Una vez pasado el tiempo de incubacion se retird el exceso de lisozima con
una micropipeta y se procedio a deshidratar nuevamente en las concentraciones de

alcohol mencionadas anteriormente.

Hibridacién: Se agregaron 2 sondas distintas a las muestras, una es una mezcla
de sondas la cual abarca el dominio bacteria EUB 338 |, Il y lll (5/5Cy3/GCT GCC
TCC CGT AGG AGT- 3’), (5’/5Cy3/ GCA GCC ACC CGT AGG TGT-3'),(5’/Cy3/GCT
GCC ACC CGT AGG TGT/ 3) (lamada en delante EUBMIX), ademas, la sonda
FITCBPUM (5-/56-FAM/CTC TCG CACTTG TTC TTC CC-3’) la cual es especifica
para la especie Bacillus pumilus. Se agregaron 9 pl sonda EUB MIX + 18 ul de
FITCBPUM con 40 ml de buffer de hibridacion (Tabla I) para el cual se utilizé una
astringencia del 45% para las plantas inoculadas y del 35 % para las plantas no
inoculadas, la diferencia entre las astringencias es debido a que se necesita hacer

mas permeable la pared de las bacterias Gram+.

La mezcla de buffer y sonda fue colocada uniformemente en las laminillas donde
estaban las muestras, después fueron introducidas en un tubo Corning de 50 ml el
cual contenia un papel humedecido con el resto de buffer de hibridacion, esto para
mantener un ambiente hUmedo y asegurar asi la hibridacion de la sonda. Una vez
colocado de esa manera se incubaron en el horno de hibridacion a 46 °C por 2

horas.
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Tabla I. Buffer de hibridacion 35% y 45%.

% Formamida 35% 45%

5M NacCl 360 pl 360 pl

1 M Tris-HCL 40 40 pl

Formamida 700 pl 900 ul
SDS 10% 2 ul 2 ul

ddH20 900 pl 700 pl

Lavado: Se prepararon 50 ml de buffer de lavado (Tabla Il) por cada laminilla. Este
fue calentado previamente en un bafio Maria a 48 °C (-). Después de las 2 horas de
hibridacién, las laminas se colocaron en el buffer por 15 minutos, finalizado este
tiempo, se realiz6 un shock térmico a las muestras al introducirlas por 5 segundos
en ddHz20 a 4°C para detener la hibridacion posteriormente fueron colocadas en la
oscuridad a secar.

Una vez secas, las laminas fueron almacenadas a 4°C en una caja porta laminillas
hasta su visualizacion, se debe considerar que la visualizacion no debe de pasar de

1 semana esto debido a que la fluorescencia de la sonda pierde su intensidad.

Tabla Il. Buffer de lavado 35% y 45%.

Formamida 35% 45%
5M NaCl 700 pl 700 pl

1 M Tris-HCL Iml 1ml
0.5 M EDTA pH 8.0 500 pl 500 ul
SDS 10% 50 pl 50 pl

ddH20 A 50 ml A 50 ml
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Visualizacion: Las muestras fueron observadas en el microscopio Optico de
epiflourescencia (OLYMPUS BX41) en el cual se utilizaron los filtros Cy3 (560 nm)
para el dominio bacteria y FITC (480 nm) en la visualizacion de Bacillus pumilus
ES4. El montaje de las muestra consistié en poner una gota del aceite protector de
fluorescencia Citiflour antifadent AF-1 (Electron Microscopy Sciences, Hatffield, PA)
y sobre el un cubreobjetos de 1.5 mm, la muestra se deja reposar por 3 minutos

para seguido verse al microscopio en la oscuridad.

Primeramente se realiz6 un barrido de toda la raiz para poder ubicar zonas de
interés. Una vez realizado esto, se capturaron imagenes con la camara digital
integrada al microscopio (Evolution VF) y fueron analizadas con la ayuda del
software (Image Pro Plus 6.3.1.542). Las imagenes que se guardaron fueron con
los dos filtros antes mencionados (Cy3 y FITC), desde una magnificacién de 20X
hasta 100X segun fuera conveniente. Una vez que se tenian las dos una verde y la
otra roja correspondiente a cada filtro, las imagenes se superponian para que dieran
como resultado un color amarillo dorado y con esto comprobar que las bacterias

emiten florescencia en los dos filtros.
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7. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Cada tratamiento tuvo 20 réplicas, considerando una réplica cada maceta
conteniendo una plantula. En la determinacion de cada parametro de crecimiento
(longitud de raiz, longitud de parte aérea, peso seco de raiz y peso seco de la parte
aérea) de la planta, se hizo una t-student y la significancia se fij6 en P<0.05, este
analisis se realizd con la ayuda del software STATISTICA ver. 10 (StatSoft, Tulsa,
OK). Para la realizacion de las graficas se utilizé el programa SIGMA PLOT 12.0.

Asi mismo en los resultados se presenta el promedio + error estandar.

Para analizar el efecto del inoculante en la comunidad bacteriana se realiz6 un
analisis multivariado de los perfiles obtenidos a partir de geles de DGGE por medio
de un andlisis de similitud utilizando el coeficiente de Dice y se obtuvo un
dendrograma por el método de promedio aritmético de grupos de pares de bandas
correspondientes no ponderados (UPGMA), donde la semejanza varia de 0 a 1,
donde 1 indica 100% de similitud. Las iméagenes de los geles de DGGE fueron
analizados para generar un perfil densitométrico de las bandas estos resultados se

evaluaron con el software Quantity One 4.6.7 (Bio-Rad Laboratories).

Asimismo para observar las similitud entre los perfiles de DGGE en un diagrama de
ordenacion se realiz6 un analisis multivariado de Kruska’l Escalamiento
Multidimensional No Métrico (NMDS por sus siglas en inglés) con el software
STATISTICA ver. 10 (StatSoft, Tulsa, OK).

Para el analisis de las secuencias de pirosecuenciacion se utilizé el software MR

DNA, en el cual se eliminaron las quimeras y secuencias Singleton.
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8. RESULTADOS

8.1 Viabilidad del inoculante
Después de realizar el conteo por medio de unidades formadoras de colonias (UFC)
se obtuvo una concentracion bacteriana de 2.3 x 108 mg/ml. Al inicio de cada ciclo

se verificd que el nuevo inoculante tuviera una viabilidad semejante.

8.2 Medicion de parametros de la planta de Mezquite

En la Figura 1, se observan las diferencias que existen sobre las plantas: “A” (PA)
es una planta de mezquite no inoculada, la cual desarrollo una raiz muy larga pero
a su vez sumamente delgada sin ramificaciones secundarias muy notables, ademas
de sus cotiledones en color amarillo, o cual es una sefial de estrés, por falta de
agua en la planta; por otro lado, “D” es la planta que fue inoculada con B. pumilus
ES4; como se observa, su raiz es mucho mas corta pero con raices secundarias
desarrolladas, ademas de que la raiz principal tenia una apariencia mas gruesa.
Sus cotiledones y parte aérea son de color verde, sin mostrar una sefial de estrés
visible, a diferencia de PA. Las plantas correspondientes a las letras “B” y “C” no
fueron consideradas para este estudio, pero de igual forma se pusieron como
controles positivos, “B” fue inoculada con Azospirillum brasilense Cd y la planta “C”
con la mezcla de Azospirillum brasilense Cd y Bacillus pumilus ES4.
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Figura 1. Comparacion de plantas de Mezquite. A) Planta de Mezquite no inoculada, B) Planta
inoculada con Azospirillum brasilense, C) Planta inoculada con Mezcla de Bacillus pumillus y
Azospirillum brasilense, D) Planta inoculada con Bacillus pumillus ES4.

Los resultados obtenidos en longitud de la raiz mostraron que existen diferencias
significativas con una P=0.0318, entre los dos tratamientos donde, el tratamiento de
PA resulta ser mayor en longitud de raiz, en comparacion de la planta inoculada con

la PGPB, como se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2. Longitud de raiz en cada tratamiento durante los 3 ciclos de duracion del experimento.
Las barras representan el error estandar, literales diferentes muestran diferencias estadisticamente
significativas. Nivel de significancia P<0.05.

Peso seco de raiz es el siguiente parametro a analizar, el cual mostré diferencias
significativas entre los dos grupos con una significancia de P=0.000001, donde la
biomasa mas alta fue de 0.0.32 g el tratamiento de Bpum, contra 0.015 g del
tratamiento PA (Figura 3). Esto debido a lo mencionado previamente sobre el grosor

de la raiz inoculada.
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Figura 3. Peso seco de raiz en cada tratamiento durante los 3 ciclos de duracién del experimento.
Las barras representan el error estandar literales diferentes muestran diferencias estadisticamente
significativas. Nivel de significancia P<0.05

La longitud aérea de la planta no mostré diferencias entre tratamientos P=0.0843 y
su altura maxima fue de 10.5 cm para PA 'y 10 cm para BPUM (Figura 4).
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Figura 4. Longitud aérea en cada tratamiento durante los 3 ciclos de duracién del experimento. Las
barras representan el error estandar literales diferentes muestran diferencias estadisticamente
significativas. Nivel de significancia P<0.05.

El dltimo parametro medido fue el de peso seco de la parte aérea de la raiz (Figura
5), donde se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos con
una P=0.0034 y una biomasa maxima de 0.08 g de la planta inoculada, frente a 0.05

g del control no inoculado.
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Figura 5. Peso seco de longitud aérea en cada tratamiento durante los 3 ciclos de duracion del
experimento. Las barras representan el error estandar literales diferentes muestran diferencias
estadisticamente significativas. Nivel de significancia P<0.05.

8.3 Andlisis de los cambios en la comunidad bacteriana de la rizdsfera con

métodos cultivo independientes

Los resultados obtenidos en esta parte de resultados, son un conjunto en cadena
los cuales inician con la extraccion de ADN total, seguido de la amplificacion por
medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y finalmente la
desnaturalizacion de los fragmentos en Geles con gradiente desnaturalizante
(DGGE). Los resultados se dividen en los dias 10 y 30 de los ciclos 1, 2 y 3,
respectivamente.

Los resultados de los analisis de geles, tanto en los dendrogramas de similitud,
como en los andlisis de ordenacion, para todos los ciclos y todos los dias muestran

un patron similar: hay dos grupos distintivos, por un lado los tratamientos que
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contienen Bacillus pumilus ES4 (sea en planta inoculada o en suelo inoculado sin
planta) y por otro los tratamientos control no inoculados (Figuras 6, 7,8,9,10,11), por
otro lado, el porcentaje de similitud entre los grupos de tratamientos inoculados de
todos los ciclos, llego a ser en todas las réplicas de minimo 80%, lo mismo ocurrié

entras las réplicas de los tratamientos no inoculados.

Haciendo un andlisis més detallado de los resultados, en los ciclos en general, la
réplica 3 de SA, se comporté de manera diferente, formando un grupo aparte de los
demas tratamientos, esto se atribuye a la técnica de DGGE debido a que era cagada
en uno de los ultimos carriles, donde sufria una deformacion. Por otro lado, solo en
la Figura 7 la cual muestra el ciclo 1 dia 30, los controles donde no se inoculo
Bacillus pumillus, (PA y SA) se mantuvieron dentro del mismo grupo pero sus

réplicas mezcladas entre ellas.
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Figura 6. A) Gel en gradiente desnaturalizante Ciclo 1 dia 10, B) Dendrograma coeficiente de
DICE, C) Analisis NMDS en 3D del Ciclo 1 dia 10.
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Figura 7. A) Gel en gradiente desnaturalizante (DGGE) Ciclo 1 dia 30, B) Dendrograma coeficiente
de DICE, C) Analisis NMDS en 3D del Ciclo 1 dia 30.

Ciclo 2 Dia 10

Escalens Bacerins

Suelo rizedfericoinoculade
<on8. pumilkis1

Suelo rizosterkoinoculado

Suelo inocuado
con 8 pumitus3

Escalers bacerias

Plantanoinecuadal

Plantanoinocuada2

Plantanoinocuisda3

Sueloinicial 1

Sueloinicial 2 B)

Sueloinicial 3

Sueloinicial 3

Ciclo 2 Dia 10
Suelo inidal 2
06
Plantanoinceusdad
04
Plantanoinocuadal 5 =
H
i sl
00
Po—— g /
“ :
Suelo inocuiadocon 8. pumitis 1 02 \ /
7 1
SueloinocuadoconB pumils3

Suelo inoculadoconB. pumits2

Suelo rizosferkoinoaulado con B. pu
Suelo rizosfericoinoculsdo con 8. pu

Suelo rizosterioinoculado con B. pumilus2

Q

Figura 8. A) Gel en gradiente desnaturalizante (DGGE) Ciclo 2 dia 10, B) Dendrograma coeficiente
de DICE, C) Andlisis NMDS en 3D del Ciclo 2 dia 10.
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Figura 9. A) Gel en gradiente desnaturalizante (DGGE) Ciclo 2 dia 30, B) Dendrograma coeficiente
de DICE, C) Analisis NMDS en 3D del Ciclo 2 dia 30.
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Figura 10. A) Gel en gradiente desnaturalizante (DGGE) Ciclo 3 dia 10, B) Dendrograma
coeficiente de DICE, C) Andlisis NMDS en 3D del Ciclo 3 dia 10.
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Figura 11.A) Gel en gradiente desnaturalizante (DGGE) Ciclo 3 dia 30, B) Dendrograma coeficiente
de DICE, C) Analisis NMDS en 3D del Ciclo 3 dia 30.

Los resultados de los analisis realizados para el segundo experimento son similares

a los presentados, y solo confirman el patron ya descrito.
8.4 Pirosecuenciacion 454

Para conocer los Phyla nativos, y saber si estos eran los que se veian beneficiados
o perjudicados al introducir un inoculante bacteriano, se utilizé la técnica de
secuenciacion paralela 454. Para llevar a cabo los analisis de esta técnica se
tomaron muestras de todos los ciclos analizados y se hizo una muestra compuesta
de suelo. En Figura 12 se presenta la distribucién de los principales Phyla de
acuerdo a la distribucion de sus OTUS y los que fueron <3% estan contenidos en
baja abundancia. En el tratamiento de suelo rizosférico inoculado con B. pumilus
ES4 (BPUM) se encontraron 3970 OTUS seguido, en numero por el tratamiento de
suelo rizosférico de mezquite (PA) con 3568 OTUS, el control del suelo inicial (SA)
con 2709 OTUS y por ultimo el tratamiento de suelo inoculado con B. pumilus ES4
(BPA) con un total de 1723 OTUS.
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Dentro del andlisis especifico de Phyla presente en la Figura 12, se puede observar
que en el tratamiento de BPUM el Phylum Proteobacteria se vio favorecido con
respecto a SA, llego a tener la distribucion del 70%, lo cual quiere decir que este
aumento un 50%, debido a que al inicio solo se contaba con un 32% de
Proteobacterias. Asimismo se puede observar la disminuciéon del Phylum
Actinobacteria, al estar presente el mezquite y la bacteria los OTUS de este Phylum
se ven disminuidos casi en su totalidad disminuyendo de un 45% a un 3%. De
manera similar,en los controles PA y BPA la cantidad de Actinobacterias se vio
disminuida, quedando con un 15y 16% respectivamente.

Otro caso muy interesante es el del Phylum Firmicutes, el cual a pesar de ser
adicionado al suelo (Bacillus pumilus pertenece a este filo) se ve disminuido un 60%

BPUM lo mismo sucede en el tratamiento BPA donde la poblacion cae hasta un 5%.

Un Phylum que solo aparece en los tratamientos que tienen Bacillus pumilus o
planta (BPUM, BPAy PA) es el de Acidobacteria con un 5%, el de mayor distribucion

en el tratamiento PA.

Bacteroidetes es un Phylum que de igual forma aumenta en los tratamientos con
planta y bacteria, debido a que en el suelo inicial su presencia era de tan solo del
3% hasta llegar a un 17% en el tratamiento BPUM.

El Phylum Gemmatinomadetes solo se vio representado en los tratamientos BPUM

y SA, donde tras la inoculacién aumento un 2% en el tratamiento BPUM.

Un Phylum que solo se mostro en el tratamiento BPA fue Tm7 (candidate division)
con un 12% de la distribucion total de OTUS.
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Phyla
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O% |
Suelo rizosferico de Suelo rizosferico Bacillus pumillus solo en Suelo inicial
Mezquite inoculado con Bacillus el suelo
pumilus
Tratamientos
M bacteroidetes actinobacteria M acidobacteria firmicutes
H proteobacteria gemmatimonadetes B tm7 (candidate division) B Baja abundancia

Figura 12. Composicion de diferentes Phyla de las secuencias del 16S rRNA de Bacteria del
experimento 1. Baja abundancia (secuencias por grupo < 3%).

En la Figura 13 se representan las Clases presentes. La clase Bacilli aparece en
todas las columnas y no tiene una variacion muy grande en el porcentaje entre los

tratamientos.

Asimismo, podemos observar que las clases Alphaproteobacteria vy
Betaproteobacteria aumentaron con respecto al control SA donde solo se
encontraban un 17% y 5% respectivamente; el aumento es mayor en el tratamiento
BPUM donde Alphaproteobacteria llega a 31% y Betaproteobacteria alcanza un
18%. Caso contrario y como fue descrito anteriormente, las Actinobacterias se ven

reducidas abruptamente al introducir al suelo Mezquite y bacteria.
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De igual forma podemos observar que la variedad de OTUS inicial es tan solo de 6
mayores al 3%, donde el tratamiento BPA presento mayor variedad de OTUS que
fueron 10, seguido por los OTUS que conforman el tratamiento PA que son 9y

finalmente se tiene el tratamiento de BPUM donde su riqueza de OTUS es de 8.

Clases

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

% de Distribucion

30%
20%
10%

0%

Suelo rizosferico de Suelo rizosferico Bacillus pumillus solo en Suelo inicial
Mezquite inoculado con Bacillus el suelo
pumilus

Tratamientos

B sphingobacteriia W tm7 (candidate division) W gemmatimonadetes W deltaproteobacteria
betaproteobacteria M acidobacteria actinobacteria B gammaproteobacteria
bacilli M alphaproteobacteria B flavobacteriia M Baja abundancia

Figura 13. Abundancia de Clases bacterianas detectadas por pirosecuenciacién del 16S rRNA. Se
muestan los porcentajes = 3%.

Por otro lado se encontraron 61 Ordenes y 5 Ordenes no determinados. Debido a
que Bacillus pumilus ES4 hace parte de la Clase Bacill, se hizo un analisis
especifico de esta (Figura 14). Se observa que los porcentajes de rigueza de OTUS
son dominados en todos los tratamientos por las familias Bacillaceae y

Paenibacilaceae.
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Suelo rizosferico de Suelo rizosferico Bacillus pumillus solo en Suelo inicial
Mezquite inoculado con Bacillus el suelo
pumilus
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bacillaceae M paenibacillaceae thermodesulfobiaceae

MW no determinadas clostridiaceae thermoanaerobacteraceae

Figura 14.Composicion de la familia Bacilli de las secuencias del 16S rRNA de Bacteria del
experimento 1. Baja abundancia (secuencias por grupo < 2%).

8.5 Patron de colonizacion mediante Hibridacion fluorescente in situ (FISH).

Para demostrar el patron de colonizacion fue necesario utilizar el conjunto de las
técnicas de inclusion en resina y cortes histolégicos, asi como la hibridacion
fluorescente in situ. Con la informacién que se obtuvo con el conjunto de estas
técnicas, se describié un posible patron de colonizacién por parte de Bacillus
pumilus ES4, asi mismo se utilizaron las imagenes mas representativas para

describir el patrén de colonizacion.

En la Figura 13 se muestran esferas del inoculante utilizado para inocular las plantas
y el suelo durante el experimento. En la Figura 15 A) se observan las bacterias con
sonda especifica BPUMFITC, en la Figura 15 B) se observan las bacteria hibridadas
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con la sonda EUBMIX. Esta hibridacion permite confirmar que pertenecen al dominio
bacteria. Por dltimo, la imagen en amarillo-dorado (Figura 15C) es la suma de las
dos imagenes sobrepuestas, lo cual es una ultima confirmacién de que la hibridacién
se llevo a cabo exitosamente. Este paso se llevd a cabo para tener la certeza de

gue el inoculante estaba hibridando correctamente.

Figura 15. Esferas disueltas de Bacillus pumilus ES4, toma a 100x en microscopio éptico de
florescencia. A) Filtro FITC, B) Filtro Cy3, C) Im&genes sobrepuestas.

En la Figura 16 se pueden observar, la colonizacion en la zona de elongacién hacia
la zona apical y agrupaciones de bacterias con un mucigel el cual dificulta la entrada

de la sonda BPUMFITC y reduce considerablemente su fluorescencia.
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Figura 16. Colonizacién de Bacillus pumilus en la zona de elongacion de mezquite, Ciclo 1 dia 10.
Imégenes al microscopio de fluorescencia. A) Filtro FITC, B) Filtro Cy3, C) Imagenes sobrepuestas.
Los circulos muestran las zonas donde se observa B. pumilus.

La Figura 17, muestra raices del ciclo 2 dia 10. Se observan un conjunto en
aglomerados de mucigel en la zona de elongacion de la raiz hacia la zona apical,

en estos dos ciclos se ha repetido el patrén observado anteriormente.
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Figura 17. Colonizacién de Bacillus pumilus en la zona de elongacion de mezquite, Ciclo 2 dia 10.
Imagenes al microscopio de fluorescencia. A) Filtro FITC, B) Filtro Cy3, C) Imagenes sobrepuesta.
Los circulos muestran las zonas donde se observa B. pumilus.

En la figura 18 esta representada la colonizacion de Bacillus pumilus ES4 en una
zona de division celular cercano a la zona de la cofia, esto se puede deducir debido
a la conformacion en la que se encuentra y se puede apreciar el tejido vegetal en

Su estructura.
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Figura 18. Colonizacién de Bacillus pumilus en la zona de elongacion cercano a la cofia de
mezquite, Ciclo 3 dia 10. Imagenes al microscopio de fluorescencia. A) Filtro FITC, B) Filtro Cy3, C)
Imagenes sobrepuesta. Los circulos muestran las zonas donde se observa

La Figura 19 muestra raices del tratamiento de planta no inoculada (Figura 19). En
la Figura 19 A), se puede ver en verde una zona de desprendimiento celular y en
Figura 19 B), se observa en toda la zona de desprendimiento una colonizacion
masiva de bacterias (no Bacillus pumilus) en el rizoplano de mezquite. De la misma
manera, en la Figura 19C), se muestra la evidencia de colonizacion de rizobacterias

diferentes a Bacillus pumilus sobre la raiz secundaria.
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Figura 19. Colonizacion de bacterias nativas del suelo del desierto. A) Zona de desprendimiento

celular hacia la cofia en sonda FITC. B) Zona de desprendimiento celular hacia la cofia en sonda

EUB MIX. C) Raiz secundaria sobre zona de elongacién de raiz principal con filtro FITC, D) Raiz
secundaria sobre zona de elongacion de raiz principal con sonda EUBMIX.
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9. DISCUSION

La interrelacion planta-suelo es un tema de interés en la ecologia y la agricultura
como es de nuestro conocimiento los microorganismos en la rizésfera de plantas
dominan los ciclos de los nutrientes en los sistemas suelo-planta. Los
microorganismos de la rizosfera incrementan la habilidad de las plantas para
adquirir nutrientes del suelo ya sea incrementando la extension de su sistema
radicular, o en la solubilizacion de macronutrientes como son fosforo o azufre (Smith
y Read, 1997), de igual forma las bacterias que se asocian con las raices de las
plantas y tienen un efecto positivo en ellas son llamadas PGPB (Schwartz et al.,
2013); teniendo en cuenta que para este estudio se utilizé la PGPB Bacillus pumilus
ES4 se pudieron observar las diferencias entre las plantas inoculadas con BPUM
contra las que solo estaban en el suelo inicial el cual solo contenia la comunidad
nativa de bacterias. El efecto de la inoculacion se vio en el incremento de su
biomasa, tanto en peso seco de raiz como en peso seco de la parte aérea,
coincidiendo con lo que mencionan Bashan y Dubrovsky (1996) que el aumento de
la biomasa vegetal en toda la planta es un efecto comun de las PGPB. Por otro lado,
la longitud de raiz mostro lo contrario, las raices no inoculadas fueron mas largas;
no obstante, el que las plantas inoculadas no hayan elongado mas su raiz principal
es debido a que uno de los efectos causados por las PGPB es la modificacion de la
estructura de la raiz, induciendo una reduccién del crecimiento de la raiz principal y
favoreciendo el crecimiento y desarrollo de las raices secundarias y pelos radicales
(Vacheron et al., 2013).

Tomando en cuenta que el objetivo de este trabajo fue analizar cdmo cambia la
comunidad bacteriana del suelo, debido a la inoculacién de B. pumilus ES4, los
resultados muestran que la comunidad cambia con respecto al tratamiento sin
inoculacién (SA), y los cambios en la estructura de la comunidad que pueden ser

atribuidos exclusivamente a Bacillus pumilus ES4, ya que los cambios en la
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estructura se ven aun en ausencia de mezquite, lo cual refuta a estudios previos los
cuales reportan que no existe diferencia o solo una minima diferencia entre el suelo
rizosférico y la mayoria del suelo (Normander y Prosser, 2000) Por otro lado los
resultados concuerdan con lo reportado por de-Bashan et al., (2010a) y Lépez et
al., (2013) quienes observan un cambio en la estructura de la comunidad bacteriana
por la adiciébn de un inoculante, clasificandolo como beneficioso para las plantas,
debido a los parametros de crecimiento y biomasa que las plantas desarrollaron,

cuando las PGPB utilizadas estuvieron presentes en la rizosfera de las plantas.

Con el andlisis de la estructura de la comunidad bacteriana utilizando el coeficiente
de similitud de Dice, pudimos observar que tan parecidos eran los tratamientos. Sin
embargo, con los analisis de pirosecuenciacion, se logré identificar quienes
participaban en este cambio en la estructura de la comunidad, como esta
conformada y como cambia por efecto del inoculante B. pumilus ES4 en el suelo.
Un total de 11970 OTUS fueron obtenidos, donde, el tratamiento BPUM es el que
obtuvo un mayor nimero OTUS con 3970 en contra de 2709 encontrados en SA,
con esto podemos notar en primera instancia que el cambio en la estructura es
genuino y es atribuido al inoculante, el incremento de riqueza de OTUS después de
la inoculacion puede deberse al incremento en el contenido de materia organica
(Trejo et al., 2012).

Los Phyla mas representativos fueron Proteobacterias, Firmicutes, Actinobacterias,
Gemmatinomadetes, Bacteroidetes, Tm7 (candidate division) y Acidobacterias;
concordando con lo reportado por Lundwing y Klenk (2001). Los Phyla mas
abundantes en el suelo son todos los mencionados anteriormente: No es claro a
que corresponde el Phyla TM7 (candidate division), puede ser nuevo Phylum adn

no es descrito completamente.

En la distribucién de OTUS el Phylum que se vio favorecido en gran medida en el
tratamiento BPUM con respecto a SA es Proteobacteria, las cuales desplazaron la

presencia del Phylum Actinobacteria, de ser el OTU dominante en el suelo inicial
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guedo solo con porcentaje de OTUS del 3%, esto puede ser debido a que la
presencia constante de agua (esto, esta asociado al riego que se le daba a la planta)
en los suelos no es favorable para el crecimiento de actinomicetos, mientras que los
suelos del desierto y de las zonas éaridas y semiaridas sustentan poblaciones
considerables, probablemente debido a la resistencia de las esporas a la
desecacion (Varma y Buscot, 2005), por esa raz6n se encuentran en su gran
mayoria en el suelo inicial. En los demas controles PA y BPA se observé un

decremento en Actinobacterias y un aumento en el Phylum Proteobacteria.

El Phylum Firmicutes, al cual pertenece B. pumilus, representa una pequefia
cantidad de OTUS dentro del porcentaje el 9% en SA, un 4% en el tratamiento
BPUM y en los demas controles permanecio constante en 5%; sin embargo, es
posible que este Phylum este sub-representado debido a que son bacterias Gram
positivas y la lisis de su pared y esporas es muy complicada y en ocasiones no es
exitosa; por lo que hasta que la evidencia para un sesgo esté disponible, los
miembros de este Phylum deben ser considerados como componentes

relativamente menores de las comunidades de bacterias del suelo (Janssen, 2006).

Un caso interesante es el del Phylum Acidobacteria, el cual solo aparece en los
tratamientos BPUM, BPA y PA. La diversidad filogenética, ubicuidad y abundancia
de este grupo, en particular en los habitats del suelo, sugieren un papel ecolégico
importante y amplia versatilidad metabdlica. Sin embargo, la informacién genética y

fisiologica sobre Acidobacteria es escasa (Quaiser et al., 2003, Barns et al., 2007).

En términos de Clases, en el tratamiento BPUM se presentan las Clases alpha, beta,
gamma y delta Proteobacteria en forma homogénea, mientras que en el tratamiento
SA solo aparecen las clases alpha, beta y gamma en forma muy irregular, esto
coincide con lo reportado en la literatura donde la clase Alphaproteobacteria es el
grupo mas grande y diverso del dominio bacteria, y algunos dentro de esta clase
son los encargados de la fijacion de nitrogeno, asi mismo es llamada la mas

abundante en el suelo (Janssen, 2006, Madigan y Martinco, 2005).
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Por otra parte, la clase Bacilli, a la cual pertenece la especie B. pumillus ES4, esta
representada por un 3% del total de OTUS en el tratamiento BPUM y es inferior en
comparacion con el SA, sin embargo, la rigueza de OTUS en este nivel taxondmico
es mas diverso y heterogéneo que en el SA, por lo que es presuntivo que suceda

una disminucion en su presencia

Dentro de la Clase Bacilli, las familias dominantes fueron Bacillaceae y
Paenibacilaceae en todos los tratamientos; sin embargo en el tratamiento BPUM se
encuentran familias que no son visibles en los demas tratamientos como lo son
Thermoanaerobacteraceae con un porcentaje que fue de 4%, esta familia se
distingue por ser anaerobia, Gram +, formadora de esporas y heterotrofas
(Stackebrandt, 2014), asi mismo se obtuvo un porcentaje del 8% de OTUS no
determinados. La familia Paenibacilaceae, esta presente en mayor porcentaje en el
tratamiento BPUM y no se observa ningtn cambio con respecto al suelo inicial, pero
si una disminucion para la familia Bacillaceae, sin embargo, en el tratamiento BPUM,
otros OTUS aparecieron en contraste con el SA. Se han nombrado a los miembros
del genero Bacillus y Clostridium, como miembros comunes de la comunidad
bacteriana del suelo (Felske et al., 2000), por lo que la presencia del inoculante en
la rizosfera de mezquite provoca un cambio incluso dentro de su misma familia,
estimulando el crecimiento de otras familias. Por otro lado, es importante no perder
de vista, los factores fisicoquimicos (pH, temperatura, elementos quimicos como
boro, fosforo), asi como el genotipo de la planta , tipo de suelo y la morfologia de la
raiz, los cuales pueden estar afectando a la comunidad bacteriana (Lauber et al.,
2009; Chodak et al., 2013, Preem et al., 2012, Dalmastri et al., 1999; Reis et al.,
2001; Marschner et al., 2004).

Un parametro importante a determinar cuando se inoculan plantas con PGPBs es
que la bacteria colonice efectivamente la raiz de la planta (Lugtenberg y Kamilova,
2009) y los resultados obtenidos mediante la técnica FISH, revelaron el patron de
colonizacion B. pumilus en el rizoplano de mezquite durante sus primeros 10 dias

de inoculacién en el suelo. De esta manera, se observan congregaciones de
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bacterias dentro de matrices de exopoliscéridos (mucigel) visibles en las
microscopias fluorescentes. Estudios de colonizacién en raices de remolacha
reportan que la fluorescencia se disminuye debido a que las PGPB se agregan en
microcolonias y crean un mucigel (Lubeck et al., 2000). Trejo et al.(2012) menciona
que Azospirillum brasilense (una reconocida PGPB) coloniza la zona apical y las
zonas de elongacion de las raices de sorgo, para B. pumilus, los resultados
obtenidos en este trabajo, sugieren una colonizacion similar, concentrandose
principalmente hacia la zona apical y en donde existen zonas de division celular
cercanos a la cofia. De manera contraria, las rizobacterias nativas colonizan en gran
medida toda la zona de elongacién de la planta, no se observaron en matrices de
exopolisacaridos como la PGPB en cuestidon (Figura 18) por lo que es posible que
debido a que no forman un mucigel como las PGPB son mas facilmente visibles.
Durante este trabajo, se optimizaron la visualizacion y mapeo de las raices, debido
a laimplementacién de la técnica de inclusién en resina y cortes histolégicos, lo cual
disminuyo sustancialmente la autofluorescencia que emiten las raices de mezquite
y se logré una ubicacion mas certera de las bacterias en el rizoplano. No hay
reportes en literatura de que este procedimiento se haya realizado previamente en
raices, por lo que resulta ser novedoso y muy Util para ayudar a explicar mas
claramente el fendbmeno de colonizacion de los inoculantes y las rizobacterias, por
lo que este trabajo propone la técnica de histologia en conjunto con la de Hibridacién

Fluorescente in situ, con los ajustes pertinentes para cada tipo de raiz a analizar.
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10. CONCLUSIONES

La PGPB Bacillus pumilus ES4 aumento la biomasa de la raiz y parte aérea
del mezquite, ademas de evitar que manifestara un tipo de estrés visible,
durante su desarrollo.

Los resultados comprueban la Hipotesis planteada, de que la inoculacion con
B. pumilus ES4 afecta a estructura de la comunidad bacteriana en un suelo
de baja fertilidad.

Los OTUS que se obtuvieron en la técnica de pirosecuenciacion, confirman
lo obtenido en los andlisis de DGGE, donde se muestra un cambio en la
comunidad bacteriana con respecto al suelo inicial, en los tratamientos
inoculados con Bacillus pumilus ES4.

El patron de colonizacion de B. pumilus ES4 se observo hacia la zona apical
de la raiz y en la zona de division celular y forman una cantidad capa densa
de mucigel.

La técnica de histologia y FISH fue fundamental, para poder ubicar al

inoculante en la raiz en el microscopio de epiflourescencia.
Perspectivas

Para tener conocimiento en su totalidad o muy cercana a ella, se deben
considerar los factores bidticos y abibticos, que estan involucrados en el
ecosistema estudiado.

El asociar el andlisis de como las comunidades de los otros dos dominios,
Arquea y Eukarya, se ven modificadas en su estructura, daria una
aproximacion muy real y complementaria lo observado en las comunidades
bacterianas.

El mejoramiento en la implementacion de las técnicas de histologia y FISH,
podran ofrecer una busqueda mas expansiva del inoculante en la raiz.

El aislamiento de otros microorganismos nativos del desierto que puedan

promover el crecimiento, en los suelos degradados del desierto.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio de crecimiento masivo TYG

Reactivos g/L
Naclz 1.2
MgS0Oa4.7H20 0.25
K2HPO4 0.13
CaClz 0.22
K2S0O4 0.17
NH4ClI 1
Na2S0a4 2.4
NaHCO3 0.5
Na2COs 0.09
Fe(llNEDTA 0.07
Triptona 5
Gluconato 5
Extracto de levadura 5

Esterilizar por 15 minutos a 121 °C ,1 atm y ajustar pH a 7.

Anexo 2. Soluciones Desnaturalizantes, DGGE

Reactivos 0% 45% 65%
TAE (50X) 1ml 1ml 1ml

Poliacrilamida

(40%; 37.5:1) 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml
Formamida
desionizada Oml oml 13mi
Urea Og 9.45¢g 13.65 g
Agua A 50 ml A 50 ml A 50 ml

Desionizada




