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RESUMEN

Las plantas en todos los ecosistemas naturales, parecen estar asociados con microrganismos
benéficos como bacterias y hongos endofitos, los cuales son encontrados en el interior de
plantas hospederas sin producir ningun sintoma de enfermedad evidente. En el presente
estudio se realiz6 el aislamiento e identificacion mediante técnicas de caracterizacién
molecular de bacterias y hongos endéfitos asociados a las raices de Centrolobinn ochroxylum y
Loxopteryginm huasango. Las muestras fueron obtenidas a partir de raices y suelo rizosférico,
fueron sembradas y aisladas en medio de cultivo generales y especificos, el ADN gendémico
fue extraido de cada cultivo puro y se realizé un analisis de la secuencia 16S rRNA para
bacterias y de la region I'TS para hongos utilizando primer universales para cada secuencia.
Mediante el analisis de caracterizacion molecular se identificaron 11 cepas fungicas asociadas
a Loxopteryginm buasango, 4 cepas bacterianas y 4 fangicas asociadas a Centrolobinm ochroxylum.
Los microorganismos identificados en su mayorfa no constituyen el objetivo de la
investigacion, a excepcion de Rhzzobium tropici, que es una bacteria fijadora de nitrégeno y
formadora de nédulos asociado a leguminosas, los otros microorganismos identificados son
conocidos como endéfitos, los cuales para algunos cultivos pueden ser plagas perjudiciales,
inclusive pueden significar un riesgo para la salud humana y animal; pero que sin embargo
para los arboles del bosque, constituyen aliados importantes para sobrevivir. Con este
método solo se ha identificado parte de los microrganismos cultivables asociados a las

especies forestales en estudio.

Palabras clave: enddfitos, fijadoras de nitrigeno, micorriza, Centrolobium, Loxopteryginm.
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ABSTRACT

The plants in all natural ecosystems seem to be associated with beneficial microorganisms
such as bacteria and endophytic fungi, which are found inside the host plants without
producing any obvious disease symptoms. In the present study the isolation and
identification by means of molecular characterization techniques of bacteria and endophytic
fungi associated to the roots of Centrolobiunm ochroxylum and Loxopteryginm huasango were carried
out. Samples were obtained from roots and rhizospheric soil, were seeded and isolated in
general and specific culture media, genomic DNA was extracted from each pure culture and
a 16S rRNA sequence analysis was performed for bacteria and from the I'TS region For fungi
using universal primers for each sequence. Molecular characterization analysis identified 11
fungal strains associated with Loxopterygium huasango, 4 bacterial and 4 fungal strains
associated with Centrolobium ochroxylum. Most of the microorganisms identified are not the
objective of the research, with the exception of Rhizobium tropici, a nitrogen-fixing and
nodule-forming bacterium associated with legumes, The other identified microorganisms are
known as endophytes, which for some crops may be harmful pests, may even pose a risk to
human and animal health; But nevertheless for the trees of the forest, they are important
allies to survive. With this method only part of the cultivable microorganisms associated with

the forest species under study has been identified.

Keywords: Endophytes, nitrogen fixing bacteria, mycorrhizae, Centrolobinm, Loxopterygium.
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INTRODUCCION

En la naturaleza los tipos de asociaciones entre organismos son variables, siendo globalmente
consideradas como simbidticas y distinguiendo el comensalismo, la amensalismo, el
parasitismo y el mutualismo. Las asociaciones simbibticas de tipo mutualismo, es decir
benéficas para los dos organismos asociados, son numerosas en todos los ecosistemas, en
particular los ecosistemas forestales. Los microorganismos mutualistas contribuyen con una
multitud de procesos fisiologicos influenciando en particular la biodisponibilidad de
nutrientes. Estas asociaciones mutualistas, obligatorias o facultativas, corresponden a
interacciones mas o menos estrechas, siendo algunos microorganismos endofitos capaces de
colonizar los tejidos de la planta huésped. Los microorganismos endofitos son esencialmente
bacterias y hongos que realizan todo o parte de su ciclo de vida dentro de una planta. Tales
asociaciones han sido primordiales en el proceso de colonizacion del medio terrestre por las
plantas. Existen restos fosiles que muestran la presencia de asociacion, entre hongos y plantas

vasculares mas evolucionadas (Garcia ez al., 2002).

Endofismo o endosimbiosis es una asociacion mediante la cual un organismo habita el
interior de otro, permitiendo a los organismos disfrutar de la capacidad de realizar procesos
conferidos por su organismo asociado. Existen bacterias endosimbiontes de la familia
Rhizobiaceae, que infectan las raices de las plantas e inducen la modificacion de pelos
radiculares, formando nddulos en los cuales se alojan y realizan la fijacion de nitrogeno,
haciéndolo disponible para la planta hospedera en la familia de las leguminosas. Asimismo
encontramos otros géneros bacterianos que infectan los tejidos de poaceas ayudandole a
asimilar nutrientes. Existen hongos endosimbiontes que penetran los tejidos de las raices
llegando hasta el interior de las celulas en muchos casos, conocidos como micorrizas,
asimismo existen otros tipos de hongos endéfitos que ademas de las raices, penetran también

hojas, tallos y otros 6rganos de la planta.

Las micorrizas son endosimbiontes que forman un componente clave en la microbiota del
suelo, influenciando el crecimiento de las plantas y la toma de nutrientes. En las micorrizas,
el hongo coloniza las raices de la planta huesped, la colonizacién es realizada de forma
intracelular como en las micorrizas de tipo arbuscular, o extracelular como en las

ectomicorrizas. (Gianinazzi-Pearson, 1996)



las micorrizas arbusculares son un grupo pequefio pertenecientes a las division
glomeromycota, comprendidos en 7 géneros y 160 especies que viven en simbiosis obligada
con las raices de alrededor del 80% plantas de la tierra y estan presentes en la mayorfa de
ecosistemas naturales y agricolas, son muy importantes para la salud de la planta, reciclaje de
nutrientes y conservacion de la estructura del suelo. Se caracterizan por la formaciéon de
arbusculos, los cuales son sitios de intercambio de fésforo, carbon, agua y otros nutrientes.
Existen dos tipos de arbusculos, de tipo Paris caracterizado por el crecimiento de las hifas
de una célula a otra y tipo Arum que se caracteriza por el crecimiento de hifas en el espacio

entre las células (Brundrett, 2002)

Las esctomicorrizas son asociaciones entre hongos simbiontes de los filum basidiomycota y
Ascomycota con alrededor del 2% de especies vegetales, se caracterizan porque no penetran
en las paredes celulares del hospedero, por el contrario forma una interfaz totalmente inter
celular. Las hifas forman una malla altamente ramificada entre la epidermis y las celulas
corticales conocida com red de Harting. Las ectomicorrizas se diferencian de otras micortizas
por la formacion de una vaina de hifas densa conocida como manto que rodea la superficie

de la raiz (Totora et al., 2007) (Brundrett, 2002)

Un endofito es un endosimbionte, que podria ser una bacteria o un hongo. Los hongos
endofitos son hongos que viven dentro de los tejidos de plantas sin causar sefiales inmediatas
de enfermedades, son abundantes y diversos, productores de metabolitos secundarios
bioactivos, algunos proporcionan tolerancia a la sequia, proteccién contra patdgenos,

aumento del crecimiento, etc. (Higginbotham ez a/, 2013)

Al igual que los hongos, las bacterias endéfitas viven dentro de los tejidos de plantas sin
causar dafo aparente. Las bacterias endoéfitas han sido aisladas de plantas esterilizadas
superficialmente y tejidos internos, pueden ser gram negativos como gram positivos. Varias
especies de bacterias diferentes han sido aisladas de una misma planta, las bacterias endofitas
ingresan a la planta por la zona de la raiz, sin embargo tambien podrian ingresar por partes
aéreas, como hojas, flores, tallos y cotiledones entre otras pattes; estos microorganismos

pueden residir dentro de las celulas, en los espacios intercelulares o en el sistema vascular.

(Zinniel et al., 2002)
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Hay multiples plantas tomados como modelos de arboles forestales, para el estudio de la
biologia de las plantas, Populus es uno de los géneros mas estudiados, es originario del
hemisferio norte y exhibe uno de los rangos de crecimientos mas rapidos observados en
arboles de climas templados, el tamafio de su genoma relativamente es corto (450-550 Mbp),
ademas de su valor comercial; conjuntamente con otros géneros como Pinus 'y Eucalyptus
forman parte de los modelos bioldgicos en los que se desarrollan nuevas aplicaciones de

ingenieria (Taylor, 2002).

En las decadas pasadas, los estudios de genémica de arboles tropicales estaba limitada a los
sistemas agricolas, ahora con las nuevas tecnologias se han abierto las puertas al desarrollo
de genémica de arboles forestales, estudios de diversidad genética, taxonomia molecular de
arboles nativos, entre otros. Es asi que se han obtenido plantulas libres de microorganismos
en laboratorio a las cuales se ha inoculado bacterias endofitas y hongos micorricicos en
diversas especies arboreas del género Pinus, también la inoculacion con rizobios y micortizas
en  Centrolobinm tomemtosun inoculado en condiciones de campo para mejorar los sistemas

agroforestales (Marques, Pagano y Scotti, 2001)
En el presente trabajo de tesis el objetivo fue identificar bacterias fijadoras de nitrégeno y

hongos micorricicos asociados a la rizésfera de Loxopterygium huasango Spruce ex Engler.

“hualtaco” y Centrolobinm ochroxylum Rose ex Rudd. “amarillo”.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

3.1

Descripcion de las especies arboéreas en estudio:

Loxopteryginm huasango Spruce ex Engler. (Anacardiaceae), es una especie arborea de
los bosques tropicales estacionalmente seco (SDTF), crecen en grupos en gran parte
en zonas con poca vegetacion de la Costa suroeste del Ecuador y noroeste del Pert
(Anurag, 1996). En el Peru se le encuentra en Cajamarca, Lambayeque, Piura y

Tumbes (INRENA, 2002).

Es un arbol de hasta 25 m de altura y de 80 cm de diametro, con tronco de color
oscuro casi negro y de su corteza se desprenden placas rectangulares. Presenta hojas
imparipinnadas y caducas, la mayorfa de las hojas se caen temprano en la temporada
seca. Presenta inflorescencia en paniculas axilares, flores muy pequefas de color
blanco. Frutos samara de color café. Presenta raices lefiosas fuertes de
aproximadamente mas de 8 metros de profundidad, presenta asociaciones

simbioticas con hongos a las cuales se conoce como micorrizas. (INRENA, 2002).

La destruccion de las poblaciones de Loxopterigium huasango se debe a la explotacion
por su madera duradera y resistente al contacto con el suelo, para pilares de casas,
pavimento de parquet, lefia (FAO, 1987), junto con la expansion de los laboratorios

de camardn costero y granjas (Anurag, 1996.).

Centrolobium ochroxylum Rose ex Rudd. (Fabaceae), es un arbol que se encuentra en
el Bosque Tropical Estacionalmente Seco (SDTF), Se le encuentra en Ecuador, al
oeste de los Andes y la zona adyacente de Tumbes en el Pert (Pitie ef al., 2009),
también se ha reportado en Bolivia INRENA, 2002).

La especie arborea mide hasta 30 metros de altura; el diametro de fuste es de 15—
60 cm; la corteza es de color marrén claro con manchas grises, lisa o ligeramente
fisurada vertical y longitudinal; presenta hojas imparipinnadas con estipulas, ovadas
o elipticas, ambas superficies cubiertas con densos tricomas, en el envés con
glandulas peltadas; las flores pueden ser de color amarilla, naranja con venacion
oscura; el fruto es de tipo samara, la camara de semillas con espinas, ala cartacea,
espina estilar fusionada a la ala; las semillas son oblongas, con testa delgada, de color
verde. Se cultiva como un arbol de cobertura y como sombra de café.

Las raices presentan un predominio del sistema primario, es decir, de aquél que

15



3.2

proviene de la radicula del embrién. Sus raices son lefiosas, profundas y exhiben

nédulos poblados de bacterias que asimilan el nitrégeno atmosférico.

Su madera de muy buena calidad es usada en la construccién de casas, barcos y
muebles. El fruto sirve de alimento para las aves y ardillas (Pirie, ez al, 2009;

INRENA, 2002).

Micorrizas

Las micorrizas son una simbiosis mutualista de caracter biotréfico en la que el
huésped autétrofo, la planta, proporciona compuestos carbonados, procedentes de
la fotosintesis al simbionte heterétrofo, el hongo, asi como un microhabitat
protegido. A cambio el hongo proporciona nutrientes minerales, principalmente
tésforo y agua mediante un sistema ramificado de hifas extrarradicales capaz de

explorar el suelo mas alla de la zona de influencia de la raiz. (Sanchez, 2009).

Hay dos tipos basicos de asociaciones micorricicas: ectomicorrizas y
endomicorrizas. En las ectomicorrizas, el hongo (un ascomiceto o un
basidiomiceto) forma una vaina externa pseudoparenquimatosa y que constituye
mas del 40 % del peso seco de la estructura combinada hongo-rafz. Las hifas
fungicas penetran a través de los espacios intercelulares de la epidermis y de la
region cortical de la rafz sin invadir las células vivas. La morfologia de la raiz se
altera, se forman grupos de raices cortas que se ramifican dicotomicamente y tienen

las regiones meristematicas reducidas (Atlas & Bartha, 2002).

Las endomicorrizas invaden las células vivas de la raiz, que se llenan de grupos de
micelios. Dentro de la variedad de microorganismos que colonizan la rizosfera, los
hongos micorricicos ocupan una posiciéon ecolégica muy especial, pues son los
unicos que estan parcialmente dentro y parcialmente fuera del hospedador. La
partedel hongo del interior de la raiz no compite con otros microorganismos del
suelo. Una forma generalizada de endomicorrizas son las denominadas vesiculo-
arbusculares (VA), en las que las hifas fungicas forman racimos intracelulares (Atlas
& Bartha, 2002). Los hongos de la clases Zygomycetes, orden Glomales y
Endogonales se asocian a este tipo de micorriza, se reporta que mas del 90% de las
especies existentes en el planeta estan micorrizadas cuando crecen en condiciones

naturales (Molina ef a/., 2005)
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3.3

Las ecto-endomicorrizas generalmente presentan las caracteristicas de
ectomicorrizas, con la diferencia que hay penetracion intracelular. Algunos autores
las localizan como endomicorrizas, mientras que otros, basaindose en la cercania
filogenética de los hongos asociados con los Asco y Basidiomycotina, las ubican
como ectomicorrizas. Estas se encuentran en algunos subgrupos de Pinaceae y de

Ericales, como los géneros Arbutus, (Molina ez a/., 2005)

ARBUSCULAR ENDOMYCORRHIZA ECTOMYC ORRHIZA
v Mycorrhizosphare=—} = Mycorrhizoaph ere :ﬂ
Roct Hair i
N -
g = N .
Arbws cules N, A1
N 44 -
Hyphae
Hyphae N A 1
AN V4
—
N4 YA
Spore \\ // 2.}
G ~ 1
SN P
E Vesicle e - | Hartig Net
-~ ~
Syl =" 7
I m ’—1
b Mardle
Rx Bozddiozposes
Roct Cap o
Husheoomiftuning bady)

Diferencia fenotipica entre una ectomicorriza y una endomicorriza arbuscular
Tomado de herbmuseum, http://www.herbmuseum.ca/content/mycorrhizal-

fungi.

Microorganismos Endoéfitos

El término endéfito hace referencia a hongos como bacterias que durante parte o
todo su ciclo de vida invaden tejidos vegetales vivos y causan infecciones
asintomaticas completamente dentro del tejido vegetal. Dado que algunas
asociaciones micorricicas deforman la raiz, permitiendo detectar los sintomas de su
infeccién, ellas quedan excluidas en esta definiciéon. Es claro entonces que los

organismos endoéfitos no son solamente hongos ya que también existen bacterias

endofitas (Gamboa, 2005)
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3.4

La interaccién planta-endoéfito se identifica por su caracter asintomatico; la planta
provee al hongo alimento, hospedaje y protecciéon. Por su parte, aunque se
desconoce con certeza el mecanismo de accién, se ha reportado ampliamente que
los endéfitos confieren gran potencial adaptativo a las especies vegetales hospederas
frente a condiciones adversas de tipo abibtico entre las que se pueden mencionatr,
mayor tole-rancia a la sequia y al estrés oxidativo. Tolerancia a suelos acidos con
altos contenidos de Zn y Al y tolerancia al estrés salino, entre otras. De igual manera
la interaccion puede reducir el impacto negativo causado por factores bidticos como

insectos herbivoros y acaros. (Abello y Kelemu, 2000)

Fijacion bioldgica de nitrégeno

Rodriguez ez a/ (1984) mencionan que las simbiosis con Rhizobium, se establece
como resultado de la expresion de -unas caracteristicas propias del microbio, de la
planta hospedadora, y de la asociacion de ambos, Entre las propiedades de las

simbiosis destacan:

a) Especificidad, o propiedad por la que el microbio infecta selectivamente a
la planta hospedadora. LLa magnitud de la misma varia de unas simbiosis a otras,
y asi, por ejemplo, ciertas leguminosas tienen requerimientos muy concretos
para “su rizobio”, mientras que otras aceptan un espectro mas amplio, vy,
viceversa, un determinado rizobio puede infectar una sola especie de
leguminosa, un grupo de especies, o incluso miembros de distintos géneros o
subfamilias. Esta especificidad, que también se da en plantas actinrricicas,
aquellas que forman simbiosis con actinomicetos, han llevado a definir varios

grupos de Rhbizobinm y Frankia.
b) Infectividad, o capacidad del microbio para invadir la planta hospedadora.

c) Efectividad, o capacidad para que el nédulo se lleve a cabo la secuencia de

un proceso que conduzca a la reduccion de nitrégeno atmosférico a amoniaco.

Hay una gran variedad entre las razas de un microbio infectivo, que va desde

totalmente infectivas, a otras altamente infectivas.

El microbio efectia su entrada en la planta, bien por los pelos absorbentes de la
raiz, bien sea a través de su epidermis. Posteriormente, se ubica en los nédulos,

aislado del ambiente exterior, encerrado en el interior de la planta hospedadora.
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3.5

Esta localizacion plantea la necesidad de la existencia de un intercambio metabdlico
entre los dos simbiontes, que implica el suministro por la planta de los nutrientes y
compuestos carbonados necesarios para el microbio, asi como el transporte hacia
la planta de los nutrientes y compuestos carbonados necesarios para el microbio,
asi como el transporte hacia la planta de los productos nitrogenados resultantes de

la actividad fijadora del microbio.

Invasion de pelos radicales por Rhizobium sp. (A) rizobia (rh) coloniza la rizésfera y se adhiere
al pelo radical (r). (B) “factores Nod” inducen el ensortijamiento del pelo radical y permiten la
penetracion bacteriana al centro de infeccion (ci). EI nicleo del pelo radical (n) precede el
crecimiento del hilo de infeccion (it). (C) el hilo de infeccion alcanza la base del pelo radical (it),
aun acomparfiado del nucleo (n) (D) el pelo radical (r) se ramifica (rit) cerca del primordio
nodular formado por las células corticales en division. (E) Los bacteroides (b) son liberados
desde el hilo de infeccidn (it) y forman simbiosomas (s) donde se acumulan granulos de poly-
hidroibutarato (phb) rodeados por la membrana peribacteroidal (pb). Otras abreviaturas: c,
corteza; d, vacuola digestiva; ep, epidermis; ed, endodermis

Fuente: (Perret, et al., 2000)

Género Rhizobium:

Pertenecen a la familia Rhizobiaceae, se definen como un grupo de especies que
poseen 1-6 flagelos peritricos de crecimiento rapido y producciéon de acido en
medio de Extracto de Levadura Manitol Agar Rojo Congo (ELMARC), e incluye
cepas con capacidad de fijar nitrégeno en asociacioén simbidtica, trece especies han

sido descritas dentro de este género(Sawada ez /., 2003). La temperatura 6ptima de
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3.6

3.7

crecimiento fluctia entre 25-30°C. El tiempo de generacion de las cepas es de 1.5-
5 horas. Las colonias son usualmente color blanco o beige, circular, convexas,
semitranslicidas u opacas, y mucilaginosas, usualmente 2-4 mm de diametro dentro
de 3-5 dias en medio ELMARC. Todas las especies conocidas de Rhizobinm incluyen
cepas que inducen hipertrofismos en plantas como en nédulos de la raiz con o sin
fijacién simbidtica de nitrégeno. Algunas células de especies de bacterias
simbidticas ingresan en las células del pelo radicular de plantas leguminosas a través
de la invaginacién o por heridas y provocar la produccién de nédulos de las raices
en los que las bacterias participan como simbiontes intracelulares, por lo general en
la fijacién de nitrégeno. Muchos de los genes de nodulacion (Nod) y de fijacion de
nitrégeno (Nif) bien definidos se agrupan en grandes plasmidos o megaplasmidos
(pSyms). En los nédulos de las raices de las bacterias ocurren como endoéfitos
presentando formas pleomorficas, denominados “bacteroides™ que reducen o fijan
el nitrégeno atmosférico gaseoso en una forma combinada utilizable por la planta

hospedera. (Garrity, 2005).

Reacion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método 7 vitro de sintesis de ADN con el que un segmento particular
de éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de cebadores o
iniciadores que lo flanquean. Su copiado se logra en forma exponencial a través de
repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de incubacién en presencia
de una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se obtienen en cuestion de horas
millones de copias de la secuencia deseada del ADN. La PCR es una técnica de
biologia molecular altamente especifica, rapida, sensible y versatil para detectar
cantidades infimas de un cierto ADN especifico, posibilitando su facil identificacion
y prescindiendo del uso de radioisétopos, indispensables antes de su invencion.

(Rodriguez et al., 2004)

Amplificacion

Aumento artificial en el nimero de copias de un fragmento de ADN particular, en
millones de copias a través de la replicacion del segmento que puede ser, un gen en

particular, una regién clonada u otros tipos de acido nucleico. (Miller-Keane 2003)
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CAPITULO II: ANTECEDENTES

@ De Lajudie ¢f al., (1998), utiliz6 la amplificacion del gen 16S tRNA, asi como otras
técnicas de biologfa molecular, para la caracterizacion de cepas de los nédulos de las
raices de especies de Acacia en Senegal con la finalidad de tener una base de datos de

las cepas de bacterias que nodulan en las raices de estas leguminosas.

@ Jiménez (2007), identifico cepas del género Azotobacter muestreando suelos de
cultivo y aislando las cepas en medio Ashby-Sacarosa libre de nitrégeno. Los
aislamientos fueron clasificados e identificados fenotipica y bioquimicamente.
Asimismo realizaron identificaciéon molecular mediante el analisis de restriccion del
DNA 16S amplificado (ARDRA). Se realizé una comparacion entre los morfotipos
generados en los aislamientos frente a los generados en una restriccion virtual con
secuencias parciales del gen 16S. Se demostrd que las técnicas moleculares junto con
las convencionales y la bioinformatica son herramientas fundamentales para la

caracterizacion de bacterias diazétrofas importantes.

@ Gonzales (2005), estudié los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de
la homeostasis de metales pesados en hongos formadores de micorrizas arbusculares
de Glomus intraradices, identificando y caracterizando los genes que codifican proteinas
implicadas en el trasporte y quelaciéon de metales pesados, asi como aquellos

implicados en la proteccion frente a estrés oxidativo.

@ Franco (2008), analiz6 las actividades metabdlicas de aislados de actinomicetos y los
catalogé como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal PGPR (por sus
siglas en ingles), y su interaccién con hongos formadores de micorrizas, hizo uso de
la biologfa molecular como herramienta para identificar los géneros de hongos como

de actinomicetes.

@ Aquilanti ¢f al., (2004), compararon tres diferentes métodos de aislamiento: a) estriado
de diluciones de suelo en placas conteniendo medio Brown libre de nitrégeno, b)
enriquecimiento en solucién de Winograndsky por 7 -14 dias seguido por estriado en
agar Brown; c) una combinacion de la pasta de suelo y la siembra directa de granos
individuales de suelo. Observando que el tercer método combinado con aislamiento
en agar manitol fue el mejor estrategia en términos de fiabilidad y selectividad.

Ademas el reconocimiento previo de estas bacterias en medio diferencia LG libre de
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Nitrégeno resulté ser extremadamente preciso para identificar miembros de la familia
Azotobacteraceae, por medio del analisis de restriccion del ADN  ribosémico

amplificado.

Parker (2008), estudi6 la relacion simbidtica de leguminosas con bacterias formadoras
de nédulos en la Isla de Barro Colorado en Panama, aisl6 129 bacterias pertenecientes
a 18 géneros de leguminosas los cuales fueron identificados amplificando el gen 16S
rRNA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se determinaron tres
géneros Rhzzobium, Mesorhizobinm y Bradyrbizobinm este ultimo género es comun entre
todas las leguminosas de la zona de estudio y que contaba con ocho linajes, los cuales

se distribuidos entre las plantas hospederas.

Landeweett et al., (2003) utilizaron técnicas de identificacién molecular basado en la
extraccion total de ADN,y amplificacion de la region ITS como unica herramienta
para la identificacién de micelios del suelo, analizando comunidades de hongos
ectomicorricicos que crecen bajo la vegetacion de coniferas. En este trabajo
demostraron la importancia de las técnicas moleculares en la identificaciéon de hongos
ectomicorricicos, asi como difiere del método tradicional de identificar estas

comunidades de organismos.

Sanchez (2009) analiz6 la estructura y diversidad de las comunidades de hongos
formadores de micorrizas arbusculares asociados a plantas de especial interés
ecolégico en ambientes mediterraneos de Granada-Espafia, en este trabajo se
demuestra la importancia de las técnicas moleculares en la identificaciéon de hongos
como los micorricicos arbusculares, en los cuales el principal inconveniente en la
identificacion tradicional es la estacionabilidad del proceso de esporulacién y la

dificultad para la identificacién mediante criterios morfologicos.
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CAPITULO III: MATERIAL Y METODOS

1

Recoleccion de Muestras:
La seleccion se realizé de acuerdo a la técnica empleada por Bautista ef 4/,
(2004). Se eligieron arboles adultos, los cuales presentaron fuste robusto buen

follaje y buena produccién de frutos.

Se seleccionaron seis arboles de Centrolobium ochroxylum ubicados en la zona
de amortiguamiento del Parque Nacional Cerros de Amotape cercano al
sector el Caucho. Se cav6 aproximadamente 30 cm en el suelo hasta ubicar
los nédulos tratando de causar el menor estrés a la planta, los nédulos se
colocaron con una porcioén de tierra en tubos Falcon que contenfan cloruro
de calcio con tapon de algodon, luego se cerraron y colocaron en fundas
plasticas negras lejos de las luz solar. Asimismo se seleccionaron cinco arboles
de Loxopterygium huasango ubicados en la rivera de la quebrada angostura en el
sector de mismo nombre, para ambos muestreos se tomé aproximadamente
100 g de suelo rizostérico y una porcién de raices de 0.5 cm de diametro. Las
muestras se colocaron en fundas plasticas cerradas, manteniéndose lejos de
la luz del sol para evitar pérdida humedad y mantenerlas a temperatura
ambiente 28 °C aproximadamente. Todas las muestras fueron trasladadas al
laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional de Tumbes para ser

procesadas

Tincion de raices para su observacion:

Para observar la infeccion de las raices por los hongos, se emple6 el método
descrito por Serralde ez al., (2004) que requiere el montaje de raices tefidas en
portaobjetos para ser evaluadas en microscopio 6ptico. Para la tinciéon de
raices se realizo el siguiente procedimiento:

Las raices fueron lavadas con agua de cafio, luego se colocaron en tubos de
ensayo donde se les adicion6 KOH al 10% cubriendo totalmente las raices.
Posteriormente, los tubos se depositaron por 15 minutos en bafio Marfa, a
una temperatura de 90°C. Luego se descarté el sobrenadante manteniendo
las raices. Los trozos de raices fueron lavados con agua, y luego fueron
sumergidos en una soluciéon de KOH + H,O, al 10% por un periodo de 10

minutos. Se realizé nuevamente otro lavado con agua y los trozos de raiz
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fueron colocados en una caja petri para ser acidificados con una solucién de
HCI (Se preparé una solucion de 10% de HCI con H2O; ) por 10 minutos. Se
decanto el sobrenadante, y se adicion6 azul de tripan para la tincién de los
trozos de raiz, dejandolos reposar por 5 minutos, posteriormente se lavo con
H2O,. Los trozos de raiz procesados fueron colocados en laminas
portaobjeto. Se adiciono una gota de glicerina, y se observo en el microscopio.
Procesamiento y aislamiento en medio de cultivo de bacterias y hongos

de las raices:

Esterilizacion de nodulos

Las rafces recolectadas fueron lavadas, y se cortaron los nédulos dejando una
porcién de raiz adherido al punto de insercion del nédulo. Se procedié a
esterilizarlos segin la metodologia de Ferrera (1993): Los nédulos fueron
sumergirlos en alcohol al 96% por 10 segundos, luego lavados por 10
segundos en agua desionizada o destilada haciendo esta operacién dos veces,
y luego se colocaron en hipoclorito de sodio durante uno a tres minutos,
segun sea el tamafo de los nédulos. Por dltimo se efectud el enjuague de los
nédulos (cinco o seis enjuagues) con agua destilada estéril. Los nédulos

desinfectados se cortaron para luego proceder al macerado de los mismos.
Esterilizacion de trozos de raiz

Se cortaron trozos de raiz de 1 cm de largo y se les practicé el procedimiento
de desinfeccion descrito por Ferrera (1993) detallado en la esterilizacion de
los nédulos. Luego se colocaron en placas Petri conteniendo medio de cultivo

para promover el crecimiento de microorganismos de interes.

Aislamiento de bacterias a partir de los noédulos y raices

Los nédulos macerados y el producto obtenido se sembraron en medio de
cultivo ELMARC mediante el método de siembra por estria realizado como
lo propone Cuadrado e al., (2009). Posteriormente se incubaron a 28 °C
durante 10 dfas con observaciones diarias, y se replicaron las colonias en
nuevas placas con el mismo medio de cultivo ELMARC, hasta obtener un

cultivo puro y libres de impurezas.
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Aislamiento de hongos a partir de raices

Los trozos de raiz de cada muestra, previamente desinfectados, se cortaron
de forma longitudinal y se colocaron en placas conteniendo medio de cultivo
agar de dextrosa de papa (PDA, con 100 ug/mL de cloranfenicol para evitar
el crecimiento de bacterias), la parte interna de la raiz se coloc en contacto
con la superficie del medio de cultivo. Las placas se incubaron a 30°C, y se
observé el crecimiento de hifas alrededor de los trozos de raiz, se realizaron

aislamientos sucesivos hasta obtener un cultivo puro.

Aislamiento primario y secundario de muestras de suelo:

Aislamiento de bacterias de muestras de suelo

A partir de las muestra de suelo obtenidas de la rizésfera de Loxopteryginm
huasango y Centrolobium ochroxylum se realizé el aislamiento primario de bacterias
empleando la técnica de granulos de suelo, que consiste en colocar granulos
en placas Petri con medio de cultivo ELMARC, a una distancia aproximada
de 1 cm (Jiménez, 2007, Aquilanti et al.,, 2004). Las placas Petri fueron
incubadas a 28°C hasta obsetvar alredor de los granulos colonias translucidas
y mucilaginosas. El aislamiento secundario de las bacterias se realizé6 mediante
siembra por estria en placas Petri conteniendo medio de cultivo ELMARC.
Las placas fueron incubadas a 28°C, la pureza de los aislamientos se verificd

con pruebas de gram.
Aislamiento de hongos de muestras de suelo

De las muestra de suelo rizostérico de Loxopteryginm huasango y Centrolobinm
ochroxylum se realizé el aislamiento primario empleando la técnica de granulos
ya descrita. Se emple6 medio PDA (con 100 ug/mL de cloranfenicol), las
placas Petri se incubaron a 30°C, y se observé el crecimiento de hifas
alrededor de los granulos de suelo. El aislamiento secundario se realizo
extrayendo una porcion de hifas de la placa madre, colocandolo luego en

nuevas placas con medio PDA hasta obtener cultivos puros.

25



5. Extraccion de ADN:

Para Hongos:

Se realiz6 de acuerdo al protocolo de extraccion de ADN hongos de

IncaBiotec S.A.C. el procedimiento es el siguiente:

>

Se deposité aproximadamente 1 cm® de micelio de siete dias en
eppendorf de 1.5 mL, se macer6 el micelio con varilla metalica y se le
agregd 500 ul. de buffer de lisis de hongos (200 mM de Tris-HCI, pH8.0;
25 mM de EDTA, pH 8.0; 250mM de NaCl; 1% de SDS; 1% de B-
Mercaptoetanol; 2% de CTAB. se agregd por separado el SDS y el §-
Mercaptoetanol pues la solucion se hace inestable).

Se vortexe6 suavemente sin que el reactivo tope la tapa del tubo.Se
afiadi6 2.5 ul. de Proteinasa K (0.1 mg/ml) a cada muestra e incubar en
bafio Maria a 65°C por una hora.

Se afiadi6 700 ulL de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamil (25:24:1)
mezclando suavemente y se centrifugé a 13 000 rpm por 15 minutos.
El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y fue tratado con un
volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamil (25:24:1) y se centrifugd
a 13000 rpm por 15 minutos.

Se extrajo el sobrenadante en un nuevo tubo y se le agreg6 0.1 volimenes
de Acetato de Sodio 3 M (pH 5.2) y 500 uL. de Isopropanol helado y se
dejé incubar 1 hora o toda la noche a -20°C. Posteriormente se
centrifugd a 13 000 rpm por 15 minutos.

Se descart6 el sobrenadante y el pellet obtenido fue lavado con 400 ul.
de Ethanol al 75% y se centrifugd a 13 000 rpm por 10 minutos.

Los tubos con muestras de ADN se dejaron secar a temperatura
ambiente 15 minutos y se resuspedié en 50 ulL de TE (10 mM de Tris-
HCl ; 1mM de EDTA, pH 8) previamente calentado a 60°C y

posteriormente conservar a -20°C.

Para Bacterias:

Para extraer ADN de las bacterias de los nédulos asi como de la rizosfera del

suelo se empled el protocolo de extraccion de ADN bacteriano propuesto

por la empresa Incabiotec SAC. el protocolo es como sigue.

26



> Se centrifugd 1,5mL de cultivo durante 40 segundos. A 13 000 tpm y se
eliminé el sobrenadante. Se resuspendi6 el sedimento en 567 ul de TE,
30uL. de SDS 10% y 3 ul. de proteinasa K (20mg/ml), se homogenizé e
incub6 1 hora a 37°C.

» Se afadié 100 ul. de NaCl 5M y mezclé completamente. Luego se
adicion6 80 uL. de CTAB/NaCl (CTAB 10%/0,7M NaCl) previamente
calentado a 65°C, se homogeniz6 el contenido por inversion de los tubos
eppendotf y se incubé 10 minutos a 65°C.

» Se afiadi6é un volumen igual de cloroformo/Isoamil alcohol (24:1), se
mezcl6 2 minutos para formar una emulsiéon (los tubos fueron invertidos
varias veces, apretando fuertemente la tapa), se centrifugd 5 minutos a
12 000 rpm. Se Transfiri6 la fase superior a un nuevo tubo teniendo
cuidado de no aspirar contaminantes de la interface.

» Se afiadi6 un volumen igual de fenol/cloroformo/isoamil alcohol
(25:24:1), se mezcl6 2 minutos para formar una emulsion y se centrifugd
5 minutos a 12 000 rpm. Se transfiri6 la fase superior a un nuevo tubo
tener cuidado de no aspirar contaminantes de la interface.

» Se Afiadi6 0.6 volumen de isopropanol y se mezclé suavemente, luego
se dej6 incubar 1 hora a -20°C.El ADN se recupera mediante
centrifugacion a 12 000 rpm por 5 minutos, se eliminé el isopropanol y
el pellet se lavé con 1 ml de etanol 70%.

> Se centrifugd 5 minutos a 12 000 rpm, se elimind el etanol y los tubos se
dejaron secar a temperatura ambiente por 15 minutos.

» EI ADN se resuspendi6 en 30 ul. de TE y se guard6 a —20°C.

> Finalmente el ADN se traté con 1 ul. de soluciéon de ARNasa a 10

mg/ml, y se incub6 una hora a 37°C o 15 minutos.

6. Amplificacion:
Mediante la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se
generaron copias (amplificién) del gen Ribosomal 16S para el caso de
bacterias fijadoras de nitrégeno, haciendo uso de iniciadores 27-F y 1492-R.
Para hongos se amplificé la region ITS (Espacio Transcrito Interno)
empleando los iniciadores universales I'TS-1 e ITS-4. Para ambos procesos se

emple6 los kits de amplificacién de la empresa IncaBiotec S.A.C.
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Tabla 01: Composicion del Kit PCR para amplificacion de hongos

Reactivo Concentraciéon Cantidad uL
Taq Buffer 10X 2.5
Taq Polimerasa 5U/ul. 0.1
DNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) 40 mM C/dNTP 0.5
MgCl 50 mM 0.75
Iniciador ITS-1 15 pMoles 0.6
Iniciador ITS-4 15 pMoles 0.6
Agua Ultra Pura 18.95
ADN 1
TOTAL 25
Tabla 02: secuencias de iniciadores empleados para la amplificacion
de la region ITS
Iniciador Sentido Secuencia
ITS-1 Forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS-4 Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC

Tabla 03: Programacion del termociclador para la region ITS

Temperatura Tiempo
94°C 5 minutos
94°C 30 segundos

35 ciclos de
54°C 45 segundos
amplificacion
72°C 45 segundos
72°C 4 minutos
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Tabla 04: Composicion del Kit PCR para extraccion de bacterias

Reactivo Concentracion Cantidad uLL
Taq Buffer 10X 2.5
Taq Polimerasa 5U/ul. 0.1
DNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) 40 mM C/dNTP 0.5
MgCl 50 mM 0.75
Iniciador 27-F 15 pMoles 0.6
Iniciador 1492-R 15 pMoles 0.6
Agua Ultra Pura 17.95
ADN 2

TOTAL 25

Tabla 05: Iniciadores empleados para la amplificaciéon del gen 16S ADNr

Iniciador Sentido Secuencia
27F Forward AGAGTTTAGTCMTGGCTCAG
1492R Reverse GGYTACCTTGTTACGACTT

M: Adenina o citosina

Y: Timina o citosina

Tabla 06: Programacion del termociclador para bacterias gen 16S RNA

Temperatura Tiempo
94°C 4 minutos
94°C 30 segundos

35 ciclos de
58°C 45 segundos
amplificacion
72°C 1 minuto
72°C 4 minutos
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7. Electroforesis y Secuenciacion:

Los resultados obtenidos de la amplificacion se observaron en un gel de 1.5%
de agarosa con TAE 1X y 3 ul de bromuro de Etidio para 60 mlL de gel
preparado, para su migracioén se tomo 10 uLl de amplicén y 2 ull de tampdn
de depésito y se colocd en la camara de electroforesis, posteriormente se
visualizé en transiluminador UV, con la finalidad de observar si existe un
producto amplificado.

LLa secuenciacion fue realizada segtin algunas especificaciones de la empresa
secuenciadora, se utiliz6 20 ul de los productos obtenidos por amplificacion
en la PCR, se colocaron en tubos Eppendorf de 0,5 ml junto con los
iniciadores foward 518-F y reverse 800-R y empacadas en hielo seco para ser
enviadas a la empresa Macrogen en la ciudad de New York, Estados Unidos;

para realizar la secuenciacién de las 2 cadenas de cada producto amplificado.

8. Procesamiento de la Informacion y Analisis de Datos:
Las secuencias obtenidas se alinearon en el software de alineamiento de
secuencias manuales y automaticas mega 5(http://www.megasoftware.net/)
el analisis en linea se realiz6 mediante el software libre: herramienta de
busqueda y alineamiento local basico (BLAST;
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para verificar el grado de similitud entre

las secuencias obtenidas con secuencias existentes en el banco de genes

(GenBanK).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 RESULTADOS

4.1.1 Obtencién de muestras
Las muestras extraidas en la Zona de Amortiguamiento del Parque Nacional
Cerros de Amotape en los sectores de Angostura a lo largo de la quebrada del
mismo nombre para el caso de Loxopteryginm huasango en el mes de mayo de
2013 y en el sector El Caucho para Centrolobium ochroxylum en el mes de junio

de 2013, Las coordenadas de las zonas de muestreo se observa en las tablas

07 y 08.

Tabla 07: Coordenadas UTM de los arboles de Loxopteryginm huasango

muestreados
Cédigo Este Norte Altura msnm
AH-01 565537 9586649 119
AH-02 566864 9584868 73
AH-03 565640 9586120 62
AH-13 565830 9585608 59
AH-14 565830 9585569 76

Tabla 08: Coordenadas UTM de los arboles de  Centrolobium ochroxylum

muestreados
Cédigo Este Norte Altura msnm
AMC-01 581288 9578156 425
AMC-02 581316 9578241 457
AMC-03 581298 9578253 482
AMC-04 581290 9578254 466
AMC-05 581294 9578266 473
AMC-06 581297 9578268 474

4.1.2 Morfologia Macroscopica
Todas las cepas bacterianas crecieron sobre medio ELMARC y presentaron
buen crecimiento, consistencia mucilaginosa, coloracién crema a
blanquecina, algunas emitian un hedor fuerte.
Las cepas fangicas crecidas sobre medio PDA presentaron diferentes
caracteristicas, velocidad de crecimiento, textura, formaciéon de esporas,

colores de las esporas, en algunas no se observo esporulacion o degradacion
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del medio de cultivo, segun las caracteristicas propias de cada genero

identificado.

4.1.3 Morfologia Microscopica

Tinciéon Gram

El método de tincién nos permite apreciar la morfologia celular de cada cepa
bacteriana, Segin los resultados del procedimiento de tincién todas las cepas
bacterianas presentaron coloraciéon rosada (Gram negativas) y azul violacea
(Gram positivas). Las bacterias Gram positivas presentaron forma de coco
(Staphylococcus haemolyticus, S. saprophyticus), las gran negativas fueron bacilos
cortos (Serratia marcescens) y bacilos (Rbizobium tropici) Ningan aislado presento

formacién de esporas.

Fig. 01: Staphylococcus Fig. 02:Serratia marcescens
haemolyticus
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Fig. 03:Rhizobium tropici
Resultado de la Tincidon Gram de bacterias aisladas de Centrolobium

ochroxcylum
Fuente: Autor
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Tincién de Hongos
Se tomo una muestra de cada placa de las cepas de hongos, se colocaron
en laminas porta objeto y se realizd un proceso de tinciéon con azul de

algodon, luego fueron llevadas al microscopio Optico para observar la

formacion de estructuras, asimismo verificar la pureza de los cultivos.

Fig. 06: Rhizopus orizae Fig. 07: Penicillium verruculosum
Fuente: autor
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4.1.4 Caracterizacion Genotipica

Extraccion y amplificacion

Previo a la amplificacion del ADN extraido de muestras de hongos y bacterias
se tom6 una alicuota de 5 u. de ADN se adicion6 1 uL. de tampdn de
deposito y se colocd en un gel de agarosa al 2% con TAE 1X (Tris, Acido
Acetico glacial, EDTA), se migr6 en camara de electroforesis a 80 voltios por
media hora, los resultados fueron observados en transiluminador UV. Todo
esto con la finalidad de verificar presencia de ADN en las muestras, como se
observa en la figura 08. Posterior a la amplificaciéon por PCR, se tomé 10 uLL
del producto amplificado y se le adicion6 2 uL. de tampén de depésito, y se

sigui6 el procedimiento anterior.

A B CDZE FG HI J KL

Fig. 08: Resultado de la migraciéon de ADN de hongos aislados de la
rizostera de las especies arboreas estudiadas.

HE1 HE3 HE4 HE6 HE7 HE10 CE C-

Fig. 09: Resultado de la Migracion del Producto amplificado de ADN

extraido de hongos
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Nod2F  Nod2CC AMC34B AMCIC C-

Fig. 10: migraciéon de amplicones de ADN extraido de bacterias aisladas

de los nédulos de Centrolobinm ochroxylum

HE1 HE3 HE10 Nod2F Nod2CC AMC34B AMCIC Marcador

Fig. 11: Migracion de amplicones con marcador de peso molecular de
1000 pares de bases, a la izquierda tenemos los productos de amplificacién
de la region ITS para hongos (HE1, HE3, HE10), alrededor de 750 pares
de bases (bp), a la derecha mas arriba se aprecia el producto amplificado
del gen 16S para bacterias (Nod2F Nod2CC AMC34B  AMCIC)
alrededor de 1500 bp.
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Analisis y comparacion de las secuencias en BLAST

En las siguientes tablas se muestran las similitudes de las cepas obtenidas
mediante el programa BLAST. En los resultados no se identificaron
micorrizas; sin embargo las cepas encontradas pertenecen al grupo de
individuos conocidos como endoéfitos los cuales desempefian diferentes
funciones importantes como promociéon de crecimiento, asimilacion de
nutrientes como fosforo, nitrégeno, adaptacion a factores abioticos (estrés,
sequia, salinidad), resistencia a factores bidticos de las especies arboreas,
especialmente en condiciones severas como los bosques de la region
tumbesina. Asociados a Loxopterygium se identificaron cuatro especies del
género Aspergillus que son patdgenos perjudiciales para muchos cultivos, sin
embargo en condiciones de sequia favorecen la asimilaciéon de fosfatos en
especies arboreas (Vera ez al, 2002), asimismo se encontré el género
Trichoderma importante en el biocontrol ante el ataque de patdgenos, entre
otros géneros fueron identificados Hypoxylon, Talaromyces, Penicilllinm.
Asimismo, se identificaron dos cepas del genero Rhzzopus extraidas del suelo
rizostérico, ambas cepas no fueron identificadas en muestras de trozos de

raiz.

Tabla 09: Identificacioén de las cepas fungicas aisladas de la rizésfera de

Loxopteryginm mediante alineamiento en BLAST

cepa Tamafio Identificacién mas cercana Similitud N° Acceso
secuencia (%)

HR3-D 498 Hypoxylon rubiginosum 96 DQ223758.1
HR3-F 569 Talaromyces sp. 929 GU973804.1
HR13-C 558 Aspergillus foetidus 100 FJ545246.1
RH1-1 558 Aspergillus niger 100 HQ891666.1
RH1-ITI 589 Aspergillus tubingensis 100 JF411067.1
RH2-1I 598 Aspergillus awamori 100 KF154413.1
RH3-E 532 Penicillium verruculosum 929 HM469420.1
RHI3-A 589 Trichoderma etinaceum 100 GQ249874.1
RH14-B 550 Eupenicillium hirayamae 99 AF033418.1
TH2-11 609 Rhizopus orizae 99 AB181316.1
TH2-111 807 Rhizopus orizae 99 AB109754.1
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La secuenciaciéon permitié identificar 4 cepas bacterianas asociadas a
Centrolobinm, de las cuales una pertenece al género Rhizobium conocido por su
capacidad de fijar nitrégeno de manera simbiotica, dos cepas del género

Staphylococcus y una del género Serratia.

También fueron identificadas cuatro cepas fungicas asociadas a Centrolobinm,
pertenencientes dos de ellas al género Alfernaria, una al género Fusarium y
otra al género Bionectria. Al igual que en Loxopteryginm las cepas identificadas
no se encuentran dentro del grupo de micorrizas, sin embargo, estin dentro

de los hongos denominados endéfitos.

Tabla 10: Identificacion de las cepas bacterianas aisladas de la rizésfera de

Centrolobinm mediante alineamiento en BLAST

cepa Tamafio Identificacién mas cercana Similitud  N° Acceso
secuencia (%)
Nod2F 1479 Rhizobium tropici 99 JQ085247.1
Nod 2CC 1520 Staphylococcus haemolyticus 99 KF543100.1
AMC34B 1470 Staphylococcus saprophyticus 100 JX428964.1
AMCI1C 1398 Serratia marcescens 100 KF686740.1

Tabla 11: Identificacién de las cepas fungicas aisladas de la rizosfera de

Centrolobinm mediante alineamiento en BLAST

cepa Tamafio Identificacion mas cercana Similitud N° Acceso
secuencia (%)
HE1 585 Alternaria sp 100 HM754629.1
HE3 518 Alternaria tenuissima 83 HQ343444.1
HEG6 569 Bionectria ochroleuca 97 HM037950.1
HE10 598 Fusarium solani 90 JNO006814.1
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Anilisis filogenético en Clustal W

A partir de las secuencias de hongos y bacterias obtenidas se procedié a
establecer sus relaciones filogenéticas mediante el software Clustal W con
secuencias correspondientes a la region ITS y al gen ribosomal 16S,
respectivamente. Los arboles filogenéticos fueron construidos empleando el
método Neighbor-Joining

a5 HR3-F-Talaromyces sp

80 |! RH{-ll-Aspergillus tubingensis

58 HR13-C-Aspergillus Toetidus

HR.3-D-Hypoxylon rubiginosum

| TH2-I-Rhizopus oryzae

1ad | TH2-II-Rhizopus oryZae

RH13-A-Trichoderma erinaceum

= RH14-B-Eupenicillium hirayamae

RH2-lI-Aspergillus awamori
7 RH1-I-Aspergillus niger

RH3-E-Penicillium verrucuwlosum

2

Fig. 12: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas para la region ITS de
hongos endofitos aislados de Loxopteryginm huasango. Los nimeros indican el
porcentaje de similitud de la secuencia. El analisis se ha obtenido con el
método Neighbour-Joining y el parametro likelithood, basandose en 1000

replicas
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HE1-Alternaria sp

HE3-Alternaria tenuissima

HEG-Bionectria ochroleuca

100

HE 10-Fusarium sodani

0.1

Fig. 13: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas para la regién ITS para
hongos aislados de Centrolobium ochroxcylum. Los nimeros indican el porcentaje
de similitud de la secuencia. El analisis se ha obtenido con el método

Neighbour-Joining y el parametro likelihood, basandose en 1000 replicas

AMC-1C-Serratia marcescens

Nod-2F-Rhizobium tropici

r Nod-2CC-Staphylococcus haemolyticus

3L AMC-34B-Staphylococcus saprophyticus

—
0.05

Fig. 14: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas del gen ribosémico
168 para bacterias aislados de Centrolobium ochroxylum. Los numeros indican el
porcentaje de similitud de la secuencia. El analisis se ha obtenido con el
método Neighbour-Joining y el parametro likelithood, basandose en 1000

replicas
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4.2 DISCUSION
En el presente estudio no se identificaron micorrizas, se identificd una cepa
bacteriana de la especie Rhizobium tropici conocida por su capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico en simbiosis con leguminosas. En las tablas 10 y 11 se
muestran las especies identificadas como Aspergillus, Alternaria, Fusarium entre
otros que son reconocidos como patdgenos de muchos cultivos y que
cumplen la funcién de endéfitos. Estudios como el descrito por Vera ef 4.
(2002) demuestran que los hongos endéfitos realizan una importante labor
en la asimilacién de fosfatos para la planta hospedera, asi como ayudan en su
adaptacion a habitats con condiciones adversas como sequia, defensa ante el
ataque de agentes bioticos. Loxopteryginm huasango especie arbérea estudiada
en esta investigacion habita sectores del bosque que son sometidos a periodos

prolongados de sequia.

Las especies de Aspergillus identificadas son conocidas patégenos fungicos
causantes de enfermedades en humanos, animales y plantas sobre todo en
cultivos agricolas (Bengyella ¢z al., 2014), sin embargo, El-Zayat ef al., (2008)
identificaron Aspergillus aislado de la rizésfera, rizoplano y diferentes partes
de los organos de Hyoscyamus muticus, una planta medicinal del desierto, en
cuatro localidades del sur de Egipto. Chatli ef al., (2008) aislaron Penicillinm sp.
y Aspergillus niger de la rizostera de Salix alba en un desierto frio en la region
Himalaya, en sus resultados demuestran la capacidad de estas especies de
hongos para solubilizar fosfatos. Ambos autores coinciden en la presencia de
estos géneros en regiones aridas. Aspergillus awamori tiene la capacidad de
solubilizar varias formas de fosfatos inorganicos, en especial el fosfato

tricalcico en amplios rangos de temperatura (Jain ez al., 2012).

El género Hypoxylon posee enzimas que son capaces de descomponer la
madera, hidrolizar celulosa y solubilizar lignina, provocando la pérdida en la
masa de gimnospermas y angiospermas (Pointing e /. (2003). Tomsheck ez
al., (2010) evaluaron hongos endéfitos de Persea indicae, identificando
Hypoxcylon sp 'y demostraron que esta cepa produce compuestos organicos
volatiles (COVs) con actividad antimicrobial contra Bo#rytis  cinerea,

Phytophthora cinnamomi, Cercospora beticola, and Sclerotinia sclerotiornm, sugiriendo
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que los COVs juegan un rol importante en la biologia del hongo y su
supervivencia en la planta hospedera. Por el contrario Ale-agha (2007) reporta
el género Hypoxylon como un parasito o saprofito de especies de acacia en
México. Como lo reportan los autores, las especies del género
Hypoxcylon juegan diferentes roles en la naturaleza, comportandose como
endoéfito en defensa de su hospedero o como descomponedor de madera

muerta del mismo ayudando al reciclaje de la biomasa.

El género Talaromyces es reportado como un endéfito en diferentes especies,
Bara ez al., (2013) lo reportan como endéfito de Ake vera y demuestra la
capacidad de producir metabolitos que exhiben actividad antibacterial contra
Staphylococcus anrens. Kumar et al. (2013) reportaron Talaromyces sp como un
endofito aislado de raices de la gimnosperma Cedrus deodara de esta cepa
obtuvieron compuestos con actividad citotoxica contra lineas celulares de
cancer en humanos, asimismo induce la apoptosis de células de leucemia.
Estas propiedades de Talaromyces pueden ser usados como mecanismo de
defensa ante el ataque de bacterias patégenas a la planta hospedera en estado
natural, investigaciones sobre su relacién con el hospedero demostrarian esta

relacién simbidtica.

En esta investigacion se identificaron dos cepas de la especie Rhizopus oryzae,
aisladas del suelo de la rizésfera de Loxopteryginm huasango, no encontrandose
asociado a la raiz (no se desarroll6 en raices sembradas en medio de cultivo
PDA). Segin los reportes es un género de patégenos descomponedores de
diferentes frutas (Kwon e al, 2012), otras especies de este género son
reportadas como endéfitos de Camptotheca acuminata y se demuestra que
producen compuestos con actividad antimicrobiana (Ding ez al, 2013),
asimismo este género tiene la capacidad de producir acido fumarico a través
de procesos de fermentaciéon con rendimiento éptimo a nivel industrial (Roa

et al., 2008).

El género Penicillium ha sido reportado como endoéfito asociado diferentes
especies, entre ellas el café (Coffea arabica). Vega et al. (2006) determinaron que

varias especies Penicillium asociadas a café producen Ocratoxina A, el cual es
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un metabolito perjudicial para la salud humana. Penzcillinm verruculosum
encontrado en Acharis hypogaea (mani) produce una micotoxina que causa
temblores severos y toxicidad aguda en pruebas realizadas con ratones (Coleer
al., 1972). Se reporta el género Eupenicillinm como endofito de hojas de
Murraya paniculata y se evalud el rol de este endofito en la biosintesis de

metabolitos secundarios (Proenca y Rodrigues, 2005).

El genero Trichoderma es es sin duda el mas estudiado y reconocido endofito,
debido a todos los beneficios que brinda a su hospedero, diversos estudios
demuestran que puede reducir la severidad de enfermedades en plantas
inhibiendo patégenos por su actividad antagonista, actua directamente con
las raices de plantas, incrementa el potencial de crecimiento, resistencia a
enfermedades y estrés abiotico (Hermosa ez a/., 2012). Producen metabolitos
secundarios que inducen a multiples funciones, la interaccion con otros
microrganismos del suelo, modifica el transcriptoma y proteoma de la planta
hospedera activando genes de defensa, asi como puede modificar las

propiedades fisicas de la rizésfera (Mukherjee ef al., 2012).

Centrolobinm ochroxylum presenta una configuracion diferente de habitat donde
el periodo de sequia es menos prolongado, presenta endofitos diferentes,
pertenece a la familia de las leguminosas y se asocia a bacterias que tienen
capacidad de fijar nitrégeno. De los nédulos obtenidos de esta planta, se
identificd Rhizobium tropici, resultado similar fue obtenido por Pagano (2008),
quien identifico este género y otros rizobios en Centrolobium tomentosum,

ademas evalu6 su capacidad de renodulacién en plantulas de la misma especie.

Ramirez (2010) identificd Staphylococcus haemolyticus y Rhizobinm sp aislados de
la raiz de fresa, y describe dichas especies como endéfitos con capacidad de
solubilizar fosfatos y producir fitohormonas como el Acido Indol Acético.
Vespermann ez a/l(2007) identificaron cepas del género Sertatia y las
denominaron rizobacterias con capacidad de producir compuestos volatiles
que inhiben el crecimiento de hongos en plantas de Arabidopsis thaliana. Press
et al. (1997) mencionan a Serratia marcescens como una rizobacteria en su

investigacion y determinaron propiedades que inducen la resistencia sistémica

42



ante patogenos como hongos, bacterias y virus debido a la producciéon de

acido salicilico en plantas de pepino o tabaco.

Fusarium solani es reportado como endoéfito por Shweta ef o/ (2010) en la
especie arborea Apodytes dimidiata, identificando el compuesto Camptothecin
y 10-hydroxycamptothecin importantes precursores de drogas contra el
cancer de uso clinico, asimismo remarca los esfuerzos realizados para la
identificacién de plantas y hongos endoéfitos para aislar compuestos para uso

médico.

Blodgett y Swart (2002) reportan la especie Alternaria tenuissima como
patégeno de las hojas de Awmaranthus hybridus. Por el contrario Guo et al. (2004)
reporta especies de este género como endofito de Pinus tabulaeformis. Bionectria
ochrolencaes reportado por Ebrahim e a/ (2012) como un endéfito de
Sonneratia caseolarisuna una planta de mangle, del endéfito aislaron dos nuevos

péptidos el Pullularin E and F.

Adicionalmente en la naturaleza ciertos insectos sociales usan los compuestos
producidos por hongos para defender sus colonias del ataque de patégenos,
asi lo reporta Gallardo (2009), quien aislé del polen de las colmenas de abejas
meliferas los géneros _Aternaria, Aspergillus y Trichoderma, estos hongos
producen compuestos con propiedades antibacteriales contra Paenibacillus

larvae un patoégeno de larvas de abejas.

No hay referencias que respalden la deteccién de micorrizas arbusculares en
Loxopteryginm pero si se ha identificado micorrizas en otros géneros de la
familia Anacardiaceae (Tawaray a er al, 2003); de igual manera, para
Centrolobium no hay reportes que identifiquen este grupo, pero si se ha
estudiado la inoculacién dual con cepas de micorrizas arbusculares y bacterias
fijadoras de nitrégeno nativas en plantulas Centrolobium tomentosum (Pagano,
2008), (Marques e al. 2001) y en otras leguminosas en Brasil (Patreze y
Cordeiro., 2005).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En la presente investigacion no fue posible identificar micorrizas asociadas a
Loxopteryginm huasango y Centrolobinm ochroxylum, sin embargo se logrd el
aislamiento e identificacion de hongos endoéfitos. No hay reportes de
micorrizas asociadas a estas especies arbéreas, sin embargo, no se puede
afirmar que, por los resultados obtenidos, en Loxopterygium huasango y
Centrolobinm ochroxylum no existan asociaciones micorricicas, debido a que las
micorrizas forman asociaciones con mas del 90% de las especies de plantas,
ademas existen reportes de asociaciones micorricicas con géneros dentro de
ambas familias de plantas estudiadas, un método mas eficiente y

disponibilidad de recursos podria mejorar la identificacion.

Se identificé la especie Rhizobium tropicia aislada del macerado de nédulos
desinfectados de Centrolobinm ochroxylum, asimismo se identificaron bacterias

endofitas de los géneros Staphylococcus 'y Serratia.

Se demuestra la utilidad de las técnicas de caracterizacién molecular mediante
la amplificacién de el gen Ribosémico 16S para la identificacion de bacterias
y de las regiones I'TS para identificar hongos. Sin el uso de estas técnicas, la

identificacion por técnicas tradicionales nos llevaria meses, incluso afios.
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RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones realizar muestreos de las especies Loxopteryginm
huasango y Centrolobium ochroxylum en diferentes periodos estacionales, tanto en
periodos de lluvia y periodos de sequia, para observar la influencia de los
factores ambientales en la presencia y actividad de los microorganismos

endoéfitos.

De contar con un mejor financiamiento ensayar diferentes métodos para la
identificacién de microorganismos asociados a la rizosfera, incluyendo
métodos de extracciéon de ADN total directo de las muestras sin la necesidad
de aislar y cultivar los microorganismos, lo que nos permite asimismo conocer

los microorganismos no cultivables como es la metagenémica.

Disefar iniciadores especificos para secuencias de hongos micorricicos y asi

realizar la detecciéon de micorrizas en muestras de suelo o de rafz.
Realizar la inoculacion de las cepas identificadas en plantulas de Loxopteryginm

huasango 'y Centrolobium ochroxylum y asi comprobar su importancia en la

promocién del crecimiento en plantas.
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ANEXOS

ANEXO 01: Medio de cultivo ELMARC (Extracto de levadura Manitol Agar Rojo

Congo)
Reactivo cantidad
K2HPO4 lg
MgSO4 02¢g
NaCl 018 ¢
Manitol 90¢
Extracto de levadura 15¢
Rojo Congo 10 ml
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml
ANEXO 02: Rojo Congo
Reactivo Cantidad
Rojo congo lg
Agua destilada 400 ml
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ANEXO 03: Secuencias nucleotidicas de las 11 cepas seleccionadas de
Loxopterygium huasango

1.

Secuencia correspondiente a la cepa TH2-III- Rhizopus oryzae

TTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAATCCCACCTCT
GACTTCGATATAGTTTGAAAGTTGCTGGATTATACTCTTGTACTTTACT
TCCTGGGCGAACCAAAGAAAAAGATCCTGAGACCAGCGTAATATTCCT
GCCTAGCAAGCCAGACAGAAAATCACACACATTTTAGGTGCTCACTGT
AATAAAACAGCGATGCGACCCATTACCACATAAACAAATGTTATGTGT
GGGTTTGTGATGATACTGAAGCAGGCGTACTCTATAGAAAAACCATA
GAGTGCAAGCTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATATGCAATT
CACACTAGTTATCGCACTTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAA
GAGATCCATTGTTAAAAGTTGTTTTTTATTAAACTTTATAATACTGAAT
TTCTAGGTTTATTATGAAGGGTGCTCCTGAAACCAGGAGTGGCATCG
ATCAAACCCCAGATAGGTCTACCCATGACCAGTCTGAGTCTCTCAGCC
AAATTTTCACAGTGTAGAAGCAATCACTTACCCCAGAGGAAACCCTAA
GGTAAGGCGCTTTAACATAATTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC
GGAAGGAAGGATCATTAATTATGTTAAAGCGCTTACTTAGGGTTTCTC
TGGGGTAAGTGATTGCTTCTCCTGTGAAAATTGGCTGAGAGA

Secuencia correspondiente a la cepa TH2-II- Rhizopus oryzae

CCTGACTTCGATCATAGTTTGAAAGTTGCTGGATTATACTCTTGTACTT
TACTTCCTGGGCGAACCAAAGAAAAAGATCCTGAGACCAGCGTAATAT
TCCTGCCTAGCAAGCCAGACAGAAAATCACACACATTTTAGGTGCTCA
CTGTAATAAAACAGCGATGCGACCCATTACCACATAAACAAATGTTAT
GTGTGGGTTTGTGATGATACTGAAGCAGGCGTACTCTATAGAAAAAC
CATAGAGTGCAAGCTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATATGC
AATTCACACTAGTTATCGCACTTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAA
CCAAGAGATCCATTGTTAAAAGTTGTTTTTTATTAAACTTTATAATACT
GAATTTCTAGGTTTATTATGAAGGGTGCTCCTGAAACCAGGAGTGGC
ATCGATCAAACCCCAGATAGGTCTACCCATGACCAGTCTGAGTCTCTC
AGCCAAATTTTCACAGTGTAGAAGCAATCACTTACCCCAGAGGAAACC
CTAAGGTAAGGCGCTTTAACATAATTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC
CTACGGAAGG

Secuencia correspondiente a la cepa HR3-D- Hypoxylon rubiginosum

TACCTAATCCGAGGTCACCACTAGAAAATAAAGGCTTAACGGCAAGCA
GCCAGGGCCACCACCCGAGCGAGAGAAATTACTACGCTGAGAGTGTA
CCCTAACTCCGCCACTGACTTTAAGGAGATACCCCCTGGAGAGGGTAT
GCTCCCAACGCTAAGCAACACAGGCTTAAGGGTTGAAAATGACGCTC
GAATAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATGTGCGTTCAA
AGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTT
CGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTAACTTATTTAGTTATTAATTCAGAGATACAGTGGTAATTAACAAG
AGTTTAGCTGTCCTTCGGCGGGCCGTAAGCCGGCTACAGGGTAGCTA
CAGGGTAGCTCCCGGGTAGCCGCAGCTCACGCCGAGGCAACGACGGT
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AAGGTTCACAAAGGGTTTTGGAGTTTAGATAACTCAGTAATGATCCCT
CCGCAGGTTCACCTACGGAG

4. Secuencia correspondiente a la cepa HR3-F - Talaromyces sp.

ACCTGATCCGAGGTCACCGTAGAAAGAATAAGGGGTGACCAACGCCC
ACCAGTCCCTCCCGAGCGCGTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGGACTA
GGCGGGACGTCGCCGCTGCCTTTCGGGCAGGTCCCCGCCAAAGCCAG
GGGGACCACGCCCAACACACAAGCCGCGCTTGAGGGCAGAAATGACG
CTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGA
AAGTTTTAACGATTATCGTGGGACTCAGACAGCCTCTCTTCATCAGGG
TTCACAGGGGTGCTCTGGCGGGCACGGGCCCGGGAGCATAGCGCTC
CCCGGCGACCGGAGTGACCCAGTGGGCCCGCCAAAGCAACAAAGTAC
GCAAGAGACACGG

5. Secuencia correspondiente a la cepa HR13-C - Aspergillus foetidus

ACCTGGAAAGAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCT
ACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTG
CCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGAC
CCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGC
ATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACT
GATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTG
TTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGLCCCGGGGGGCAGAGGCGCLLLCCC
CGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTACAATA
GACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGA
TCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGGGG

6. Secuencia correspondiente a la cepa RHI1-I - Aspergillus niger

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTT
GGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGG
CCCGCCGCTTGTCGGLLCGCCGGGGGGGCGCCTTTGLLCCCCCGGGLCC
GTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGT
CTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCT
TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGC
CCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCT
CAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGAC
GGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTAT
GGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGT
TTTCCAACCATTTTTCCAGGTGACCTCGATC

7. Secuencia correspondiente a la cepa RHI1-III - Aspergillus tubingensis
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10.

ACCTGATCCGAGGTCACCTGGAAAAAATGGTTGGAAAACGTCGGCAG
GCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGA
GGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGA
GAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAA
TGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGT
GCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTT
ATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCAT
TGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTT
TCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGG
GGCAAAGGCGCCCCCCCGGLCGGCCGACAAGCGGLGGEGCCCGCCGAA
GCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGAC
CCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAG

Secuencia correspondiente a la cepa RH 2-II- - Aspergillus awamori

GATGGAGGTTGGCCCAAAGACCCGCACTCGTAATGCTTCCGTAGGTG
AACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACC
TCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTT
GTCGGCCGCCGGGGGGGLCGCLCTCTGCCCCCCGGGLCCEETGLCEGLC
GGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGA
TTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTA
TTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCG
GCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGA
AAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTG
TCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCA
TTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCC

Secuencia correspondiente a la cepa RH 3-E - Penicillium verruculosum

CCAACCTCCCCACCCTTGTCTCTATACACCCGTTGCTTTGGCGGGCCCA
CCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGGGACGTCCGTCLCLCCGGGLLLGLGLC
CGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGCTGTCTGAGTAC
TATGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTC
CGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCT
TGTGTGTTGGGTGCGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAAGGCAGCG
GCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTC
GGGAAGGACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCATATTTTACCACGGTGA
CCTCGATC

Secuencia correspondiente a la cepa RH 13-A - Trichoderma erinaceum

ACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTG
AACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTC
GCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTT
ACTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAAA
TTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
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11.

GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGG
GGGGTCGGCGTTGGGGATCGGGAACCCCTCAGACGGGATCCCGGCC
CCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT
GCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACC
CAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAATAAG

Secuencia correspondiente a la cepa RH 14-B - Eupenicillium hirayamae

ACCCGTGTTTATTCGTACCTTGTTGCTTCGGCAGGCCCGCCTCACGGC
CGCCGGGGGGCLCTCCGLLLLCGGGLLCCGCGCCTGCCGGAGACAATCT
GAACGCTGTCTGAAGAATGCAGTCTGAGCGATTAGCTAAATTAGTTA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCTC
CGTCCCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGLCGTCC
GGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCC
GGCGCCTGCCGACACCCATCAACCCTTCTTCAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGTTGAACTTAATCATATCAATAAG

ANEXO 04: Secuencias nucleotidicas de las cepas fungicas seleccionadas de
Centrolobium ochroxylum

1.

Secuencia correspondiente a la cepa HE1- Alternaria sp

ATCCGAGGTCAAAGTTGAAAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTG
CTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGG
CTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTAGAGACAAGACG
CCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGC
ATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTA
TTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTC
CTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGAC
AAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGATTCCAGCCC
GCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGG

Secuencia correspondiente a la cepa HE3 - Alternaria tenuissima
CCGAGGTTAANGTTGAAANNNAGGCTCAANGGAAGCTTGACCNNNG
CTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGCGCTCCCAAACCANNAGGCANG

GCTGCCAATTACTTTAAGGCCAGCCTTCTCTAAAGCTAGAAACAAGAC
CCCCCA

Secuencia correspondiente a la cepa HE6- Bionectria ochroleuca

ATCTGAGGTAACCTTGGAAAGTTGGGGGTTTAACGGCAGGGGCTCGT
CGCTCTCCGATGCGGAATATCACTACTTCGCAGAGGAGGCCACGACG
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GGTCCGCCACTAGATTTAGGGGCCGGCCGTCCCTCGCGGGCTTTGGC
CGATCCCCAACACCACGCCCTAGGGGCATGAGGGTTGAAATGACGCT
CAGACAGGTATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGTGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCNATGATTCACNCAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCTCTGCGTTCTTCACCCATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAA
GTTTTTATTTATTTGTAAAAACTACTCAGAAGATTCCAAAATAAAACAA
GAGTTGAGTTTCCTAGGCGGGCGCCTGATCCGGGGCACACGAGGCG
CCCGGGGCAATCCCGCCGAAGCAACAGTAGGTATGTTCACATGGGTT
TGGGAGTTGTAAACTCGGAATGATCCCTCCGAGGNCCCCTACGGAGG
GTCCCCCCCCNTTTTTCCTCCCCCCCTCTTTTCACCCCCCGTCNCTTCTC
GGCCCGCTTCCCCCCCCTTCTCCCCCCCCCTCTTCTCENCTCCCCCTCCC
CC

Secuencia correspondiente a la cepa HE10- Fusarium solani

ACAAGTTGGNTGTTTTACGGCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGA
GGTGTTAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTA
TTTGGGGGACGGCGTTGTGCCCGTAGGGGGCTTCCGCNNATCCCCAA
CGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCA
TGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCCCT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTNNTTATCCCATTTCGNTCCCTT
CTTCCTCGATTCCACACCCAAGAGATCCGNCGTTCAAAGNNTNAATTT
ATTTGCTTGTTTACTCATAAGAAACATTATATACACAGAGTTAGGGGG
TCCTCTGGCGGGGGCGNNCTNTGTTANTGGGCCNNCTGTTCCCGCCC
AGTCANCCCTATNNGTATTTTCACNNNGTTGATGAGTTGCATAACTC
GCTTCTTATTTTTTCNNCCNCCTCTCTTC

ANEXO 05: Secuencias nucleotidicas de las cepas bacterianas seleccionadas de
Centrolobium ochroxylum

1.

Secuencia correspondiente a la cepa Nod 2F - Rhizobium tropici.

TTCGACCNCAGAGTCAGNAATGGACCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCAC
TCACCTCTTCCATACTCCAGATCGACAGTATCAAAGGCAGTTCCAGGG
TTGAGCCCTGGGATTTCACCCCTGACTGATCGATCCGCCTACGTGCGC
TTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTCCGGATACCGTCATT
ATCTTCTCCGGTGAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCAC
GCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACT
GCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCT
GATCATCCTCTCAGACCAGCTATGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTA
CCCCACCAACTAGCTAATCCAACGCGGGCTCATCTCTTGCCGATAAATC
TTTCTCCCGAAGGACACATACGGTATTAGCACAAGTTTCCCTGCGTTA
TTCCGTAGCAAAAGGTAGATTCCCACGCGTTACTCACCCGTCTGCCGC
TCCCCTTGCGGGGCGCTCGACTTGCATGTGTTAAGCCTGCCGCCAGC
GTTCGTTCTGAGCCATGATCCAAACTCTATCNACTTGCATGTGTAAAG
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2. Secuencia correspondiente a la cepa Nod 2CC - Sraphylococcus

haemolyticus.

CAGCGTCAGTTAAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC
ATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTC
TGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTG
GGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCATA
GTTACTTACACGTATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAA
GACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTG
CGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTC
AGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTCGC
CTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCAT
CTATAAGTGATAGCAAAACCATCTTTCACTATCGAACCATGCGGTTCG
AAATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTA
TAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAA
GGAGCAAGCTCCTTGTCTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGC
CGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATGATCCAAACTCTAAA

Secuencia correspondiente a la cepa AMC 34B - Sraphylococcus
saprophyticus.

ACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATT
TCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCC
CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGA
CTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAAC
GCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG
GCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATTT
GTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCATCACTCA
CGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTAC
TGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCC
GATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTCGCCTTGGTAAGCCGTTA
CCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCTATAAGTGATAGCA
AAACCATCTTTCACTTTAGAACCATGCGGTTCCAAATGTTATCCGGTAT
TAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTACCCA
CGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTA
TCTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCC
TGAGCCT

Secuencia correspondiente a la cepa AMC 1C - Serratia marcescens

GCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCA
GATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACG
AGACTCTAGCTTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGG
GATTTCACATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCAATTGATGAGCG
TATTAA
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ANEXO 06: GALERIA DE FOTOS:

Ejemplar de Loxopterygium huasango seleccionado para muestreo de raices
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Noédulos adheridos a la raiz de Centrolobium ochroxylum

Noédulo de las raices de Centrolobium ochroxylum. Se observa el punto de
insercion
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Corte longitudinal de Nédulos, se observan un color rosiaceo debido a
actividad de la nitrogenada.

W*‘ N
|

Nodulos macerados para siembra posterior en medio de cultivo ELMARC
para bacterias fijadoras de nitrégeno
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Lamina con raices de Loxopterygium huasango después de un proceso de
tincion para observar presencia de hongos

Hifas de hongos en muestra de raices de Loxopterygium huasango
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Desinfeccion de raices de Loxopterygium huasango para posterior siembra

Trozos de raiz desinfectados sembrados en medio de cultivo PDA para
aislamiento de hongos
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Hongos sin purificar crecidos en medio de cultivo PDA a partir de trozos de
raiz desinfectados de Loxopterygium huasango

Suelo sembrado directamente en medio de cultivo PDA para aislamiento de
hongos de suelo
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Hongos crecidos del suelo sembrado directamente en medio PDA

Autoclave
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Incubadora

Centrifuga
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Bafio matria

Termociclador
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Espectrofotometro

Vortex
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Transiluminador

Camara de flujo laminar
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Extraccion del micelio de la placa de cultivo
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Maceracion del micelio

Depoésito de muestras de ADN en camara de electroforesis para su
migracion
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GLOSARIO DE TERMINOS

Acido nucleico: una molécula grande compuesta de subunidades de nucleétidos.

ADN (acido desoxirribonucleico): La molécula responsable de almacenar y transmitir
informacion genética. E1 ADN es una molécula de doble cadena se mantienen unidos por
enlaces débiles entre pares de bases de nucleétidos retorcidos uno alrededor del otro en la
forma de una doble hélice. Los cuatro nucleétidos en el ADN contienen las bases: adenina
(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). En la naturaleza, pares de bases forman sélo entre
Ay Tyentre Gy C; Asi, la secuencia de bases de cada hebra simple se puede deducir de la

de su socio.

ADN polimerasa: La actividad enzimatica responsable de catalizar la polimerizaciéon de
ADN. Depende de un cebador o iniciador hibridado a partir del cual inicia la polimerizacion,

y un molde de ADN de partida para copiar.

Alineamiento: El acto de dos secuencias de acidos nucleicos de enlace de hidrégeno a través
de la complementariedad de las bases que determinan sus secuencias. Generalmente

sindnimo de "hibridar".

Amplificacién: Un aumento en el nimero de copias de un fragmento de ADN especifico;

puede ser o bien in vivo o in vitro.

Analisis de la secuencia Base: Un método, a veces automatizado, para determinar la

secuencia de bases.

ARN mensajero (ARNm): Las proteinas no son sintetizados directamente a partir de ADN
genémico. En lugar de ello, una plantilla de ARN (un precursor de ARNm) se construye a
partir de la secuencia del gen. Este ARN se procesa entonces en varias formas, incluyendo el
empalme. ARN de una sola hebra empalmados destinados a convertirse en plantillas para la
sintesis de proteinas se conocen como ARNm, el término ARNm se utiliza solamente para
un transcrito maduro con cola polyA y con todos los intrones eliminados, en lugar del

transcrito primario en el nicleo. Como tal, un ARNm tendra una "regién 5’ no traducida,



una region codificante, un regién 3' no traducida y (casi siempre) un poli (A) de la cola.

Tipicamente aproximadamente el 2% del ARN celular total es ARNm.

ARNr: "ARN ribosomal"; cualquiera de varios ARN que se convierten en parte del
ribosoma, y por lo tanto estan implicados en la traducciéon de ARNm vy la sintesis de

proteinas. Ellos son los mas abundantes ARN en la célula (sobre una base de masa).

ARN ribosémico 16S: (o 16S rRNA) es un componente de la subunidad pequefia 30S de
los ribosomas procariotas. LLos genes que codifican para que se les conoce como 16S rRNA
y se utilizan en la reconstruccién de filogenias, debido a las bajas tasas de evolucion de esta
region del gen. Catl Woese y George E. Fox fueron dos de las personas que fueron pioneros

en la uso de 16S rRNA en las filogenias

Banda: Un patrén de las regiones claras y oscuras por tincién Giemsa que puede servir como

puntos de referencia en los cromosomas.

Base: En la biologfa molecular, este término se refiere a la adenina y la guanina bases de

purina, y el uracilo bases de pirimidina, timina, y citosina, o modificacién de estas bases.
Biologia molecular: El estudio bioquimico de la base genética para el fenotipo.

Bromuro de etidio: se intercala dentro de la estructura de los acidos nucleicos en una forma
tal que emiten fluorescencia bajo luz UV. Tincién con bromuro de etidio se utiliza
comunmente para visualizar ARN o ADN en geles de agarosa colocados en cajas de luz UV.
Se requieren precauciones adecuadas, ya que el bromuro de etidio es altamente mutagénico
y la luz UV perjudicial para los ojos. El bromuro de etidio también se incluye en gradientes
de cloruro de cesio durante ultracentrifugacion, para separar el ADN circular superenrollado

de ADN lineal y circular relajado.

Biotecnologia: conjunto de técnicas biologicas desarrolladas a través de la investigacion
basica y aplicada ahora a la investigacion y desarrollo de productos. En particular, el uso por

la industria de ADN recombinante, fusién celular, y las nuevas técnicas de bioprocesamiento.

Cromosomas: Una estructura genética auto-replicante, condensada, fibrilar, de las células
que contienen el ADN celular que lleva en su secuencia de nucledtidos al conjunto lineal de
genes. En procariotas, el ADN cromosémico es circular, y todo el genoma se lleva en un
cromosoma. Genomas eucariotas consisten en un numero de cromosomas cuyo ADN se

asocia con diferentes tipos de proteinas.
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Desnaturalizacién: Con respecto a los acidos nucleicos, se refiere a la conversion de cadena
doble para el estado de una sola cadena, a menudo consigue calentando o alcalinas
condiciones. Esto también se llama ADN "fusién". Con respecto a las proteinas, se refiere a
la interrupcién de la estructura terciaria y secundaria, a menudo alcanzado por el calor,

detergentes, agentes caotropicos, y agentes reductores de sulfhidrilo.

DNasa: Deoxyribonuclease, una clase de enzimas que digieren el ADN. El mds comun es

la DNasa I, una endonucleasa que digiere tanto ADN individual y de doble cadena.

Electroforesis: Un método para separar moléculas grandes (tales como fragmentos de ADN
o proteinas) de una mezcla de moléculas similares. Una corriente eléctrica pasa a través de
un medio que contiene la mezcla, y cada tipo de molécula viaja a través del medio a una
velocidad diferente, dependiendo de su carga eléctrica y tamafo. La separacion se basa en
estas diferencias. Geles de agarosa y acrilamida son los medios utilizados comtinmente para

la electroforesis de proteinas y acidos nucleicos.

Electroforesis en gel de agarosa: un método para analizar el tamafio de los fragmentos de
ADN (o ARN). En presencia de un campo eléctrico, los fragmentos mas grandes de ADN
se mueven a través de un gel mas lento que los mas pequefios, la produciendo diferentes
"bandas" de Migracién. Por lo general, éstos se visualizan por el empapando del gel en un
colorante (bromuro de etidio) que hace que el ADN muestre fluorescencia bajo luz UV. Este

es el gel de eleccion para los ADN o ARN en la gama de miles de bases de longitud.

Expresion génica: El proceso por el cual la informacién codificada por los genes se
convierte en las estructuras presentes y que operan en la célula. Genes expresados incluyen
aquellos que son transcrito en ARNm y luego traducido en proteina y los que se transcribe

en ARN, pero no traducirse en proteina (por ejemplo, ARN ribosomal y de transferencia).

Gen: La unidad fisica y funcional fundamental de la herencia (Por lo general, ADN, ARN
Algunos organismos tienen un gen). Un gen es una secuencia ordenada de nucle6tidos
localizados en una posicién particular en un cromosoma particular que codifica un producto
funcional especifico (es decir, una proteina o molécula de ARN) que contribuye a o influye
en el fenotipo de la célula. Un gen por lo general contiene regiones codificantes, intrones,

regiones no traducidas y regiones de control.

Genética: El estudio de los patrones de la herencia de rasgos especificos.
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Genoma: Todo el complemento de material genético en forma de ADN permanentemente
mantenido para un organismo dado. Su tamafio se da generalmente como su nimero total
de pares de bases. ADN genémico de mamifero (incluyendo el de los humanos) contiene 6
mil millones de pares de bases de ADN por célula diploide. Hay algun lugar en el orden de
unos cientos de miles de genes, incluidas las regiones de codificacién, 5 'y 3' regiones no
traducidas, intrones, 5 'y 3' de ADN que flanquea. También presenta en el genoma segmentos
estructurales como ADN telomérico y centromérico y los origenes de replicacion, y el ADN

intergénico.

Hibridacién: La reacciéon mediante la cual se produce el emparejamiento de hebras
complementarias de acido nucleico. ADN es generalmente de doble cadena, y cuando se
separan las hebras que se volvera a hibridar bajo las condiciones apropiadas. Los hibridos
pueden formar entre el ADN-ADN, ADN-ARN o ARN-ARN. Se pueden formar entre una
cadena corta y una larga cadena que contiene una region complementaria a la corta. Hibridos
imperfectos también se forman, pero cuanto mas imperfectas que sean, al menos estable que
sera (y es menos probable que se formen). Para "alineamiento" dos hebras es el mismo que

para "hibridat" entre ellos.

Iniciador, cebador o Primer: Un pequeno oligonucleétido (de 6 a 50 nt de longitud) utiliza
para la sintesis de ADN de primera. Las ADN polimerasas sélo son capaces de extender una
pre-existente hebra a lo largo de una plantilla; no son capaces de tomar un solo filamento
desnudo y producir una copia complementaria de ella de-novo. Por lo tanto, un cebador que
se adhiere a la plantilla se utiliza para iniciar la replicaciéon. Los iniciadores son necesarios

para la secuenciaciéon de ADN y PCR.

ITS: Espaciador transcrito interno, se refiere al ADN espaciador (ADN no codificante)
situado entre el ARN ribosomal de subunidad pequena (tRNA) y genes de ARNr de
subunidad grande en el cromosoma o la region transcrita correspondiente en el transcrito
precursor de ARNr policistronico. En las bacterias y arqueas, I'TS se encuentra entre los
genes 16S y 23S rfRNA. Por otro lado, hay dos de SUS en eucariotas; I'TS1 se encuentra entre
18S y 5.85 tRNA genes, mientras que ITS2 esta entre 5.85 y 25S (en las plantas, en los
animales o 28S) rRNA genes

Kilobases (kb): Unidad de la longitud de los fragmentos de ADN igual a 1.000 nucleétidos.
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Marcador de tamafio de peso molecular: una pieza de ADN de tamafio conocido, o una
mezcla de piezas con tamafio conocido, utilizado en geles de electroforesis para determinar

el tamafio del ADN desconocido por comparacion.

Nucleotido: un bloque de construcciéon de ADN o ARN que consiste en una base
nitrogenada (adenina, guanina, timina, o citosina en el ADN; adenina, guanina, uracilo,
citosina o en el ARN), una molécula de fosfato y una molécula de azicar (desoxirribosa en
el ADN y ribosa en ARN). Miles de nucleétidos se unen para formar una molécula de ADN
o ARN.

Par de bases (pb): Un par de nucle6tidos complementarios dentro de una hebra daplex de
un acido nucleico. Bajo las reglas de Watson-Crick, estos pares se componen de una
pirimidina y purina uno: es decir, CG, AT (ADN) o AU (ARN). Sin embargo, "no canénicos"

pares de bases (por ejemplo, GU) son comunes en el ARN estructura secundaria.

Reaccion en cadena de la polimerasa: Una técnica para la replicaciéon de una pieza
especifica de ADN in vitro, incluso en presencia de un exceso de DNA no especifica. Se
afladen cebadores (que inician la copia de cada hebra) junto con nucleétidos y Taq polimerasa
estable al calor. Por ciclo de temperatura, el ADN diana es repetitivamente desnaturalizado
y copiado. Debido a que las hebras de ADN recién sintetizadas pueden servir posteriormente
como plantillas adicionales para las mismas secuencias de los cebadores, las sucesivas rondas
de hibridacién del cebador, elongacion hebra, y disociacién producen amplificacion rapida y
altamente especifica de la secuencia deseada. PCR también se puede utilizar para detectar la
existencia de la secuencia definida en una muestra de ADN. Una sola copia del ADN diana,
aunque mezclado con otro ADN indeseable, puede amplificarse para obtener miles de
millones de repeticiones. PCR puede usarse para amplificar secuencias de ARN si se
convierten primero a ADN a través de la transcriptasa inversa. Este procedimiento de dos

fases se conoce como "RT-PCR".

Replicacion: El acto de una célula de hacer una copia de toda o alguna parte de su ADN

genoémico.

Replicacion del ADN: El uso del ADN existente como plantilla para la sintesis de nuevas
cadenas de ADN. En los seres humanos y otros eucariotas, la replicacion se produce en el

ntcleo de la célula.

84



RNasa: Ribonucleasa; una enzima que degrada el ARN. Es ubicuo en los organismos vivos

y es excepcionalmente estable.

Secuencia: Como sustantivo, la secuencia de un ADN que es una palabra de moda para la
estructura de una molécula de ADN, en términos de la secuencia de bases que contiene.
Como verbo, "a la secuencia" es determinar la estructura de una pieza de ADN; es decir, la

secuencia de nucleétidos que contiene.

Secuencia conservada: una secuencia de bases en una molécula de ADN (o una secuencia
de aminoacidos en una proteina) que ha permanecido esencialmente sin cambios a lo largo
de la evolucién. Los mas similares que hay, las mas altamente conservadas son dos

secuencias.

Secuencia codificante: La porcion de un gen o un ARNm que en realidad codifica para
. . . . o . o
una proteina. Los intrones no son secuencias de codificacién; ni son las regiones 5 'o 3' no
traducidas (o las regiones de acompafiamiento, para el caso - ni siquiera se transcriben en
ARNmMm). La secuencia de codificacién en un ADNc o ARNm maduro incluye todo, desde

AUG (o ATG) codén de iniciacion hasta el codon de terminacion, inclusive.

Secuencias complementarias: secuencias de bases de acido nucleico que pueden formar
una estructura de doble hebra, haciendo coincidir pares de bases; la secuencia

complementaria a G- T- A- Ces C- A- G T.

Secuenciaciéon: Determinacion del orden de nucledtidos (secuencias de bases) en una

molécula de ADN o ARN o el orden de los aminoacidos en una proteina.

Taq polimerasa: una polimerasa de ADN aislado de la bactetia Thermophilus aquaticus y que
es muy estable a altas temperaturas. Se utiliza en los procedimientos de PCR y secuenciacion

de alta temperatura.
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