I N | fl P INSTITUTO NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
Estacion Experimental Santa Catalina

FECHA DE PRESENTACION:
ESTACION EXPERIMENTAL:
PROGRAMAS:

AREA DE TRABAJO:

PROYECTO:

ACTIVIDAD:

UBICACION:
Provincia:
Cantoén
Parroquia
Altitud

AUTOR(S):

CO AUTOR(S):

COLABORADORES:

FECHA DE INICIO:

FECHA DE TERMINACION:

PRESUPUESTO:

FUENTES DE FINANCIAMIENTO:

Octubre 2010

Santa Catalina

Maiz / Biotecnologia

Microbiologia y Biologia Molecular.

Uso y conservacion de la biodiversidad de cepas de
Azospirillum spp. para la produccion y validacion de
un biofertilizante para el cultivo de maiz en la Sierra
del Ecuador.

Identificacion y Caracterizacién Molecular del Banco
de Cepas de Azospirillum spp. del INIAP aisladas de
cultivo de maiz (Zea mays L.) de la Sierra
Ecuatoriana.

Pichincha

Mejia

Cutuglagua

3.058 m

Egda. Andrea Greta Carrera Gonzélez

Ing. MSc. Carlos Yanez
Dr. Eduardo Morillo

Ing. Gabriela Mifio

Noviembre 2010

Noviembre 2011

$10471,77

100 % INIAP

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



1. ANTECEDENTES

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos mas importantes en la sierra del Ecuador debido a que se
destinan aproximadamente 202.966 ha de terreno para su siembra, segun el INEC (2009), y por el papel
que cumple como componente basico de la dieta de la poblacién rural (Yanez, 2007). La produccion y
comercializacion del maiz en nuestro pais es realizada por pequefios y medianos productores, cuyos
terrenos se caracterizan por presentar deficiencias en nutrientes y en sus métodos de siembra aln
prevalecen practicas tradicionales definidas por la escasa o nula utilizacién de fertilizantes debido a sus
altos costos, lo cual reduce de manera significativa los rendimientos del cultivo (INIAP, 2007).

La solucién a este problema no es facil, ya que el incremento en los precios del petréleo incide en los
costos de los fertilizantes inorganicos; ademas, al no tener un manejo apropiado de éstos contribuyen con
la problematica actual de la contaminacion ambiental (INIFAP, 2008). Hoy en dia, el empleo de
biofertilizantes en cultivos agricolas esta siendo una alternativa muy prometedora, ya que se han reportado
en estudios diversas ventajas de esta tecnologia como: la reduccién a la mitad de los requerimientos de
fertilizantes inorgénicos sin afectar la productividad del cultivo, al mismo tiempo brinda la disminucién
considerable de la contaminacion ambiental y permite abaratar costos de inversion agricola (INIFAP,
2009).

Se denomina como ‘biofertilizante’ a un producto que contiene uno o varios microorganismos del suelo y
puede ser aplicado a la semilla o al suelo con el fin de incrementar su nimero, asociarse directa o
indirectamente al sistema radical de las plantas, favorecer su interaccién e incrementar el desarrollo
vegetal y reproductivo de la planta (INIFAP, 2009). En la actualidad, existe un gran interés sobre
biofertilizantes elaborados a base de microorganismos bacterianos procedentes de la rizosfera del suelo
(rizobacterias) tales como: Rhodospirillum rubrum,  Azospirillum spp.,  Herbaspirillum spp.,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Azotobacter spp. y actinomicetos
como Frankia spp. (Sprent y Sprent, 1990), debido a los efectos benéficos que estos tienen sobre las
plantas (Schroth y Hancock, 1982).

Se considera a Azospirillum como uno de los géneros de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (PGPR) maés estudiados en la actualidad, debido a su efecto benéfico sobre el crecimiento vegetal.
Los resultados recopilados de 20 afios de estudios en este género han demostrado que entre el 60y 70% de
los experimentos llevados a cabo han tenido éxito, con un incremento significativo en la produccion de
pastos, cereales (trigo, maiz y arroz) y cafia de azUcar que varia entre el 5y 30%. Este efecto estimulante
se ha atribuido a diversos mecanismos, entre los cuales se encuentra: la fijacion de nitrogeno y la
produccion de reguladores de crecimiento. Respecto a la primera, se ha cuestionado mucho que este sea
un factor importante, ya que las cantidades de N fijadas por la bacteria no son muy significativas (3-100kg
ha/afio); ante esto, tiene mayor consideracion la produccion de sustancias promotoras del crecimiento
(Collados, 2006). Azospirillum tiene la capacidad de producir y metabolizar reguladores de crecimiento
vegetal del tipo auxinas como el Acido Indo! Acético (ALA) (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994),
citocininas y giberelinas (Caballero, 2001).

El Programa de Maiz de la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del INIAP cuenta con una
coleccién de 20 cepas nativas de Azospirillum spp., las cuales fueron aisladas de la rizosfera de cultivos de
maiz de diversas provincias de la sierra ecuatoriana. Con estas cepas se han realizado estudios en: (I)
laboratorio, donde se logré identificar con pruebas fenotipicas y bioquimicas que nueve de las veinte
cepas nativas, incluida una cepa certificada, corresponden al género en estudio (Espinoza, 2004); (2) en
invernadero, donde se observd un mejor crecimiento de la parte radicular y foliar de las plantas inoculadas
con las nueve cepas comparadas con el testigo sin inocular (INIAP, 2004); y (3) en campo donde se
evaluaron las tres mejores cepas (c2-Bolivar; c3-Tungurahua y c4-Chimborazo), observadndose que la cepa
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4 fue la més eficiente en cuanto al rendimiento en choclo con 216,80 sacos/ha, comparado con las plantas
testigo sin inocular que tuvieron un rendimiento de 157,84 sacos/ha (Cool, 2010).

También se ha evaluado la interaccion de fertilizantes inorganicos con las cepas, observandose que los
tratamientos: c2fc (cepa2 -Bolivar H'ertilizacién inorganica completa 100%) obtuvo un rendimiento de
183,74 sacos/ha, mientras que el tratamiento c2fm (c2- Bolivar+fertilizaciéon inorganica media 50%), fue
el mas eficiente, con un rendimiento de 258,25 sacos/ha superando al rendimiento obtenido por el
Programa de Maiz con fertilizacion inorganica al 100 % sin cepas que fue de 215 sacos/ha (Cool, 2010).
Los resultados de estas evaluaciones agronémicas motivaron a incorporar la tecnologia de elaborar un
biofertiiizante en base a estas cepas; pero hasta el dia de hoy, de éstas solo se registran estudios sobre su
aplicacion agricola y no de su identificacion taxonémica. Actualmente, se encuentra en vigencia todo tipo
de investigaciones para identificar de forma taxondmica a microorganismos de interés agronémico,
mediante el empleo de diversas técnicas microbioldgicas, inmunolégicas y moleculares (Rodicio y
Mendoza, 2004).

En los ultimos afios en otros paises, se han realizado estudios moleculares para caracterizar cepas
especificamente de Azospirillum. usando una combinacion de aislamientos tradicionales y deteccion
molecular mediante técnicas de PCR- fingerprinting (Kirchhof et al., 1997); reportdndose estudios como:
aislamiento e identificacion de cepas de Azospirillum termo-tolerantes de una laguna aireada de
tratamiento de efluentes mediante la amplificacion por PCR del gen 16Sr (Yu y Mohn, 2001);
amplificacion del gen 16Sr para identificar células bacterianas pertenecientes a Azospirillum en las raices
del manglar negro Avicennia marina, que presentan tolerancia salina, un gran potencial para mejorar el
cultivo en campo costero de fréjol y arroz (Ravikumar et al., 2002); impacto de inoculantes basados en
Azospirillum modificado genéticamente sobre la diversidad y actividad de los hongos de la micorriza
arbuscular en rizésfera de trigo y maiz (Collados 2006); entre otros. Estos estudios afiaden un gran valor
cientifico a Azospirillum; por lo que, realizar méas investigaciones sobre esta bacteria contribuiria a un
mejor conocimiento y manejo de la misma promoviendo el desarrollo de una agricultura sostenible en el
Ecuador.

Il. JUSTIFICACION

La elaboracién de un biofertiiizante en base a las cepas de Azospirillum spp. favoreceria en gran manera la
produccidn del cultivo de maiz de la sierra ecuatoriana y forjaria una tecnologia amigable con el medio
ambiente; por ello, el Programa de Maiz se ve en la necesidad de continuar realizando investigaciones con
este género bacteriano; pero, para llevar a cabo cualquier tipo de estudio sobre el potencial de estas cepas
es necesario realizar una identificacion més precisa de las mismas. Por lo tanto, esta investigacion busca
nombrar taxondmicamente (Género y especie) a los ejemplares del banco de cepas de Azospirillum del
INIAP que fueron aisladas de la rizésfera de cultivos de maiz de altura, mediante la aplicacion de pruebas
microbiolégicas y técnicas moleculares.

Este estudio es de gran importancia y autenticidad debido a que en el Ecuador no se han realizado
investigaciones sobre identificacién y caracterizacion molecular de especies del género Azospirillum;
ademas, la caracterizacidn taxonédmica de estas cepas contribuiria a entender la naturaleza organizativa de
la biodiversidad de este género bacteriano a nivel de provincias de la sierra ecuatoriana y permitiria
conocer como trabajan en su habitat natural para encontrar soluciones a problemas ambientales como: la
degradacion y pérdida de suelos agricolas.

Por ultimo, el uso de técnicas microbioldgicas y moleculares en esta investigacion tiene comprendido las

estrategias de conservacién y optimizacion del uso del banco de cepas de Azospirillum del INIAP; y de
igual forma a contribuir significativamente en la tecnologia de elaboracidon un biofertiiizante basado en las
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mejores cepas identificadas y evaluadas, para posteriormente ser patentado generando un producto
confiable y garantizado a nivel agrondmico y comercial.

I1l. OBJETIVOS

General

Identificar y caracterizar molecularmente el Banco de cepas de Azospirillum spp. del INIAP aisladas del
cultivo de maiz (Zea mays L.) de la Sierra ecuatoriana.

Especificos

e Evaluar el efecto de las cepas de Azospirillum spp. sobre el crecimiento de maiz de la variedad
INIAP-101 bajo condiciones in vitro e invernadero

¢ ldentificar mediante pruebas microbiolégicas y herramientas moleculares el género y especie de las
cepas do, Azospirillum .vpp. del INIAP

e Determinar la variabilidad genética del Banco de cepas de Azospirillum spp. del INIAP.

IV. HIPOTESIS

Ho,: Las cepas de Azospirillum spp. al ser inoculadas en semillas de maiz no manifiestan ningun efecto en
el desarrollo y crecimiento de las mismas en condiciones in vitro e invernadero.

Ho2: Las técnicas microbiolégicas y moleculares no permiten clasificar taxonémicamente las veinte cepas
de Azospirillum spp. del INIAP.

Ho3: Las cepas de, Azospirillum spp. del INIAP no presentan variabilidad genética entre ellas.

V. MATERIALES Y METODOS
51.MATERIALES

511  Experimental:

m  Cepas de Azospirillum spp.
Cepas de E. coli transformadas para clonaje
Semillas de Maiz de la variedad {NIAP- 101.
Secuencias iniciadoras "primers”
Enzimas de restriccion.

5.1.2  Laboratorio:
m Cajas Petri de plastico y vidrio
m  Micro pipetas
m Portay cubre objetos
m  Azas metalicas
m  Tubos eppendorf
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m  Tubos de ensayo tapa rosca (30ml.)
m  Fundas plasticas para autoclavar
m  Placas PCR

5.1.3 Equipos:

Camara de flujo laminar en vertical
Autoclave eléctrico

Incubadora

Termociclador

Cémaras de electroforesis horizontal
Foto documentador de geles
Centrifuga de tubos eppendorf
Centrifuga de placas PCR
Secuenciador ABI PRISM 310

5.1.4 Reactivos:

Alcohol antiséptico 75%
Alcohol Industrial 95%
Cloruro de Sodio (NaCl)
Sulfato de Magnesio hepta-hidratado (MgS04.7H20)
Azul de Bromotimol

Cloruro de Sodio (CaCI22H2)
Cloruro Férrico (FeClI3)
Extracto de levadura

Bacto Agar

D-L Acido Malico

Hidroxido de Potasio (KOH)
Acido Clorhidrico al 37%

5.1.5 Invernadero:
m  Fundas plasticas
m  Medidor digital de Temperatura y Humedad
m Piceta plastica con medicién volumétrica
m  Palas metalicas

52. METODOLOGIA

5.2.1. Caracteristicas del sitio experimental:

UBICACION POLITICA:

Provincia: Pichincha
Canton: Mejia
Parroquia: Cutuglagua
Altitud: 3.058m

Fuente: iNAMUI, 2005
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El estudio se realizard en cuatro fases:

Fase 1: Evaluacion in vitro, se realizara en la Planta piloto del Programa de Maiz.

Fase II\ Evaluacion en Invernadero, se realizara en los Invernaderos del INIAP.

Fase Ill: Identificacion Fenotipica y Bioquimica, se realizara en la Planta Piloto del Programa de Maiz.

Fase IV: Identificacion y Caracterizacion Molecular, se realizard en el Laboratorio de Biologia Molecular
del Departamento de Biotecnologia.

5.2.2. FASE I: EVALUACION IN VITRO

5.2.2.1. Factores en Estudio:
El factor en estudio corresponde a las 20 cepas de Azospirillum spp. descritas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Banco de cepas de Azospirillum spp. con su codificacidn y procedencia correspondientel.

CODIGO IDENTIFICACION PROCEDENCIA
Cl Azospirillum spp. * Bolivar, Chillanes, Pacay
C2 Azospirillum spp. * Bolivar. Guaranda, Veintimilla, Laguacoto 2
C3 Azospirillum spp. * Tungurahua, Pillaro. Emilio Tcran,EIl Capulicito
C4 Azospirillum spp. * Chimborazo, Alausi, Sibambe, Cochapamba
C5 Azospirillum spp. * Chimborazo, Alausi Tixan, Somisén
Cc6 Azospirillum spp. * Tungurahua, Pelileo. Pelileo. El Tambo
Cc7 Azospirillum spp. * Tungurahua Quero, Quero, La Concepcién
Cc8 Azospirillum spp. * Tungurahua, Mocha
C9 Azospirillum spp. * Tungurahua, Mocha
ClO Azospirillum brasllense sp7 Cuba
Cll No identificada™* Pichincha. Pedro Moncayo
C12 No identificada™* Imbabura. Otavalo, Otavalo
C13 No identificada™* Imbabura, Otavalo
c14 No identificada** Carchi, Espejo
c15 No identificada** Carchi. Espejo
C16 No identificada™* Carchi, Espejo, Mira
C17 No identificada** Imbabura. Antofio Ante
C18 NoSidentificadass Imbabura, Cotacachi
C19 No identificada** Imbabura, Otavalo
C20 No identificada** Pichincha, Quito

1 Espinoza, 2004
*: Las pruebas fenotipicas y bioquimicas realizadas para estas cepas, resultaron positivas para el género Azospirillum.
**: No se han realizado pruebas fenotipicas ni bioquimicas para estas cepas.

5.2.2.2. Tratamientos

Los tratamientos estdn constituidos por los factores en estudio descritos en el Cuadro 1, més un
tratamiento que corresponde al Testigo donde no se inoculard ningin microorganismo.
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5.2.2.3. Unidad Experimental

La Unidad experimental se considerard a una semilla de maiz pre germinada de la variedad IN1AP-101, en
su respectiva caja petri, inoculada con la cepa de Azospirillum spp. correspondiente.

5.2.2.4. Disefio experimental
Se utilizard un Disefio Completamente al Azar (DCA) con siete repeticiones.
5.2.2.5. Andlisis Estadistico

Para la evaluacidn in vitro de las 20 cepas de Azospirillum spp. mas un testigo, se realizara un Analisis de
Varianza (ADEVA).

Cuadro 2. Anélisis de Varianza ADEVA de las 20 cepas de Azospirillum spp.

FUENTE DE VARIACION GL
Total 146
Tratamiento 20
Error 126

5.2.2.6. Analisis Funcional

Se realizaré la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos que presenten significacion estadistica.
5.2.2.1. Variables y Métodos de Evaluacion

Largo de raiz

La longitud de las raices de las semillas pre germinadas de maiz sera medida en centimetros. Estos datos
se tomaran después de la inoculacién con Azospirillum todos los dias de duracién de la evaluacion in vitro
(3 dias). Al final se calculard la tasa relativa de crecimiento por dia, para obtener un promedio segun el
nimero de repeticiones por tratamiento (IN1FAP, 2008).

Peso fresco de raiz

Se registrara el peso fresco de las raices al fina! del ensayo in vitro. La medida se reportara en gramos.

5.2.3. FASE II: EVALUACION EN INVERNADERO
5.2.3.1. Factores en Estudio:

El factor en estudio corresponde a las diez mejores cepas de Azospirillum spp. obtenidas de la evaluacion
en in vitro.

5.2.3.2. Tratamientos

Los tratamientos estan constituidos por los tactores en estudio; més un tratamiento que corresponde al
testigo donde no se inoculard ningin microorganismo.
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5.2.3.3. Unidad Experimental

La Unidad experimental se considerara a una planta de maiz de la variedad INIAP-101, en su respectiva
funda con 500 g de sustrato estéril, inoculada con la cepa de Azospirillum spp. correspondiente.

5.2.3.4. Disefio experimental
Se utilizard un Disefio Completamente al Azar (DCA) con seis repeticiones.
5.2.3.5. Analisis Estadistico

Para la evaluacién en invernadero de las diez mejores cepas de Azospirillum spp. mas un testigo, se
realizara un Analisis de Varianza (ADEVA).

Cuadro 3. Anélisis de Varianza ADEVA de las 10 cepas evaluadas de Azospirillum spp.

FUENTE DE VARIACION GL
Total 65
Tratamiento 10
Error 55

5.2.3.6. Analisis Funcional

Se realizara la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos que presenten significacion estadistica.

5.2.3.7. Variables y Métodos de Evaluacion

Analisis de nitrogeno en sustrato

Previo a la siembra de las plantas de maiz en invernadero se realizard el andlisis de nitrogeno (total y
disponible) del sustrato a usar, mediante la metodologia del analisis quimico de suelos establecida en el
laboratorio del Departamento de Manejo de Suelos y Aguas (DMSA) del IN1AP (Alvarado et ai, 2000).
Longitud de planta

La longitud de la planta serd medida en centimetros desde la base del sustrato hasta el apice de la hoja
bandera. Este dato se tomard a partir del momento de la inoculacion cada tres dias durante las seis
semanas de permanencia del ensayo en invernadero (LN1FAP, 2008).

Longitud de raices

La longitud de raiz sera medida en centimetros desde el cuello hasta el extremo mas distante de la raiz.
Estos datos se tomaran al final de las seis semanas del ensayo en invernadero (Espinoza, 2004).

Peso fresco de planta

El peso fresco de la parte aérea de las plantas de maiz asi como de las raices sera registrado en gramos.
Estos datos se tomaran al final de las seis semanas de duracion del ensayo en invernadero (Espinoza,
2004).
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Peso seco de planta

El peso seco de la parte aérea de las plantas de maiz; asi como de las raices sera registrado en gramos. El
material vegetal se secara a 60 °C durante 24 h. Estos datos se tomaran al final de las seis semanas de
duracion del ensayo en invernadero (Espinoza, 2004).

Extraccion de nitrégeno foliar

En el material vegetal que se utiliz6 para la determinacién de peso seco de planta se determinara el
contenido de nitrégeno total; mediante la metodologia Semi-Micro-Kjeldahl, vigente en el laboratorio del
DMSA (Alvarado et al., 2000). Con los resultados obtenidos de concentracién de nitrégeno y rendimiento
de materia seca de la planta; se calculara la extraccidn de nitrégeno, la cual se expresaran en kg/ha.

Poblacion de Azospirillum spp.

Mediante analisis microbiolégico de raiz después de las seis semanas de ser mantenida en invernadero, se
evaluara la poblacion de Azospirillum spp. de tres unidades experimentales en medio NFB (Nitrogen
Fixation Biological) semi-s6lido (Anexo ) (Espinoza, 2004). Los resultados se expresaran en Unidades
Formadoras de Colonia por gramo de raiz (UFC/g de raiz), segin el método estimativo del nimero més
probable utilizando la tabla de Me Crady (Anexo 4) (Universidad Complutense, 2001).

5.2.4. FASE Ill: IDENTIFICACION FENQTIPICA Y BIOQUIMICA
5.2.4.1. Factores en Estudio:

El factor en estudio corresponde a las 20 cepas de Azospirillum spp. descritas en el Cuadro 1
5.2.4.2. Tratamientos

Los tratamientos estdn constituidos por los factores en estudio descritos en el Cuadro 1 a los cuales se les
realizara las pruebas fenotipicas y bioquimicas correspondientes (Anexo 2).

5.2.4.3 Unidad Experimental

La Unidad experimental corresponde a una Caja petri que contiene cada una de las 20 cepas de
Azospirillum spp. completamente puras y sembradas en medio de cultivo especifico.

5.2.5. FASE Ill: CARACTERIZACION MOLECULAR

5.2.5.1. Factores en Estudio:

El factor en estudio corresponde a las 20 cepas de Azospirillum spp. descritas en el Cuadro 1
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5.2.5.2. Tratamientos:
Los tratamientos estan constituidos por los factores en estudio descritos en el Cuadro 1 a los cuales se les

realizara las pruebas moleculares correspondientes.
5.2.5.3. Unidad Experimental

La Unidad experimental corresponde a una Caja Petri que contiene cada una de las 20 cepas de
Azospirillum spp. completamente puras 'y sembradas en su medio de cultivo correspondiente.

5.2.5.4. Analisis de Distancia Genéticas

Las imagenes digitalizadas de los geles producto del Anadlisis de restriccion del ADN ribosomal
amplificado (ARDRA) seran analizadas con el software Quantity One de Biorad (Jiménez, 2007). Se
establecerdn los patrones de bandas en cada cepa aislada mediante una matriz bésica de presencia y
ausencia (1 y 0); los pesos moleculares de cada banda se determinan mediante un analisis de regresion
lineal, teniendo como referencia los pesos moleculares del marcador de talla 100 pb ADN Ladder marca
Invitrogen catdlogo N° 10488-058. Posteriormente, se construird una matriz de similaridad genética
utilizando el indice de DICE vy Jaccard, incluidos en el software, a partir de los cuales se realizara el
analisis de agrupamiento UPGMA (Método del grupo del par de Unweighted con medio aritmético) vy el
correspondiente dendrograma para cada enzima. Adicionalmente, se utilizard el programa informatico
NTSYS version 2.1 que permite un analisis de similitud y el respectivo analisis de agrupamiento UPGMA
(Jiménez, 2007).

5.3. MANEJO ESPECIFICO
5.3.1. FASE I: EVALUACION IN VITRO

5.3.1.1. Reactivacion
a) Reactivacion del Banco de Cepas de Azospirillum spp. en medios de cultivo especificos

La reactivacion consiste en pasar las cepas del estado de liofilizacion a medios de cultivo especificos para
obtener un monocultivo puro de cada cepa de Azospirillum; para lo cual, se colocard Iml de peptona al
0,1% (Anexol) en los tubos eppendorf que contienen las cepas liofilizadas; seguido se someteran a
agitacién con ayuda de un voértex hasta homogenizar la mezcla, de ésta se tomard 50 ul y se colocara en
cajas petri con medio Acido Malico - Rojo Congo sélido y con un triangulo de vidrio estéril se dispersara
la mezcla en toda la superficie del medio; la caja petri se sellara y colocard en wuna incubadora a
temperatura de 30°C por 7 dias; una vez transcurrido el tiempo se observaran varias colonias de
Azospirillum spp. las cuales se purificaran tomando las colonias mas puras y sembrandolas mediante
estriado compuesto en medio Acido Malico- Rojo Congo, este tipo de siembra se repetird hasta obtener un
monocultivo puro de cada cepa. (Girard y Rougieux, 1964).

b) Reactivacion en planta del Banco de Cepas de Azospirillum spp.
Una vez obtenidas las cepas puras se procederd a inocularlas en plantas de maiz con el fin de: reactivarlas
volviendo a las condiciones originales de la bacteria y evaluar su viabilidad, debido a que estas estuvieron

sometidas al estado de liofilizacion durante un periodo de seis afios; por lo tanto, se realizara la evaluacion
de viabilidad para asegurar la conservacion adecuada del material biolégico con el que se cuenta.

10
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Las plantas de maiz se inoculardn con 5 mi de caldo nutritivo fermentado (Diaz et al., 2001) conteniendo
cada cepa por separado, de concentracion 107 bacterias/ml (Fallik et al., 1988), excepto las plantas testigo
que se inoculard con caldo nutritivo sin ningln microorganismo. Las plantas se mantendran en el
invernadero durante 30 dias a partir de la inoculacién, a una temperatura promedio de 23 °C y 49 % de
humedad. El riego sera con agua destilada estéril dos veces a la semana, segin los requerimientos de las
plantas. Después de los 30 dias las plantas seran procesadas y la bacteria serd aislada de la raiz. Para
conocer la concentracién de Azospirillum spp. por gramo de raiz se calculard el nimero méas probable
(NMP) (Garcia, 2003), segun la tabla de Me Crady (Anexo 4). Para verificar que las cepas aisladas
corresponden al género en estudio, se las estriard en cajas Petri con medio Acido Malico-Rojo Congo
(Anexo 1), ya que las colonias de Azospirillum en este medio deben tornarse de color rojo oscuro o rojo
escarlata intenso (Rodriguez y Céaceres, 1982).

5.3.1.2. Evaluacion
a) Desinfeccion de semillas de Maiz variedad INIAP 101y pre-germmacion:

Las semillas de la variedad de maiz 1NIAP-101 se desinfectaran con la siguiente metodologia: se
sumergiran las semillas en alcohol industrial durante 1 minuto, transcurrido el tiempo se escurrird el
alcohol y se afiadird una solucién de hipoclorito de sodio con &cido clorhidrico (Anexo 3) dejandolo
actuar durante 1 minuto; finalmente se hardn 4 lavados con agua destilada estéril para luego colocar las
semillas sobre papel toalla estéril. Se colocaran de 7 semillas desinfectadas por caja Petri con agua estéril.
Para promover la germinacion se incubardn las semillas a 25°C durante 3 dias (Espinoza, 2004). Para esta
fase se usaran plantulas que presenten una radicula de longitud de lem aproximadamente (IN1FAP, 2008).

b) Cultivo de aislados bacterianos:

Con ayuda de un asa de platino se inoculard cada cepa en un tubo con medio de caldo nutritivo estéril
(Anexo 1). Los tubos inoculados se incubaran a 30°C en agitacién constante por 24 horas antes de ser
empleados (Espinoza, 2004).

¢) Evaluacion del efecto de las bacterias sobre el crecimiento de maiz.

Una vez que las semillas germinadas presenten una longitud de raiz de aproximadamente 1cm, se elegiran
las siete plantulas més similares en desarrollo y se colocardn en una caja petri la cual contiene agar-agua
(9 g agar/l agua). Para posteriormente inocular 100 |il de cada cultivo bacteriano sobre cada raiz con la
ayuda de una micropipeta automatica. Cada serie de evaluaciones requiere de un control, asi que éste se
obtendra aplicando 100 pl del medio de cultivo sin crecimiento bacteriano. Estas cajas inoculadas se
colocardn a 28°C en una incubadora. A los siete dias después de la inoculacion se realizardn las
evaluaciones de crecimiento midiendo la longitud final de las raices y calculando la tasa relativa de
crecimiento por dia, obteniendo un promedio segin el nimero de repeticiones por tratamiento (INIFAP,
2008). Con este ensayo se seleccionara las 10 mejores cepas cuyo estimulo de crecimiento sea mayor en
maiz para llevar a cabo la siguiente fase de evaluacion en invernadero.
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5.3.2. FASE Il: EVALUACION EN INVERNADERO
5.3.2.1. Preparacion del sustrato

Se utilizara un sustrato preparado con tierra negra, humus, pomina, ecoabonaza y sustrato con vermiculita
en proporciones 2:1:0,25:0,25:0,25. Se colocaran 2.25 kg de este sustrato en fundas plasticas de polifan y
se sellaran al calor para posteriormente esterilizar en autoclave a 121 °C durante 3 horas distribuidos a una
hora por dia (Espinoza, 2004).

5.3.2.2. Andlisisfisico - quimico del sustrato

Se realizara el analisis fisico - quimico del sustrato, para la determinacién de macro y micronutrientes,
conductividad eléctrica, pH, capacidad de intercambio cationico y textura. Todos los analisis seran
realizados por el DIVISA (Alvarado et al. 2000).

5.3.2.3. Desinfeccion de semillas de Maiz variedad INIAP 101y pre-germinacion

Las semillas de la variedad de maiz 1NIAP-101 se desinfectaran con la siguiente metodologia: se
sumergirdn las semillas en alcohol industrial durante 1 minuto, transcurrido el tiempo se escurrird el
alcohol y se afiadird una solucién de hipoclorito de sodio con &cido clorhidrico (Anexo 3) dejandolo
actuar durante 1 minuto; finalmente se haran 4 lavados con agua destilada estéril para luego colocar las
semillas sobre papel toalla estéril. Se colocaran de 7 semillas desinfectadas por caja Petri con agua estéril.
Para promover la germinacion se incubaran las semillas a 25°C durante 3 dias (Espinoza, 2004).

5.3.2.4. Siembra en invernadero de semillas pre germinadas de Maiz de la Variedad INIAP 101:

En funda negras de polipropileno se colocard 500g. de sustrato estéril y dos semillas pre germinadas, se
regaran con agua destilada estéril. Después de 9 dias se dejard una planta por funda. Las condiciones
ambientales para las plantas en Invernadero serdn de: 23°C y 49% Humedad en promedio (Espinoza,
2004).

5.3.2.5. Preparacion de suspension bacteriana:

Para evaluar en invernadero el efecto de las cepas en el crecimiento del maiz de la variedad IN1AP 101, se
preparard una suspensién bacteriana con cada cepa. De las cajas con medio acido malico-rojo Congo se
inoculard una muestra bacteriana abundante con ayuda de un asa de platino en un matraz de 100 mi
conteniendo 50 mi de caldo nutritivo. Cada cepa se propagara en agitacion rotatoria a 120 rpm a 19°C
durante 20-24 horas, hasta obtener una suspension bacteriana de ligera turbidez (Fallick et al., 1988). En
un espectrofotometro se mediré la densidad celular del cultivo, para lo cual con una micropipeta se tomaré
10 mi de la suspensién bacteriana y se colocara en un tubo de ensayo estéril. La muestra se sometera a 540
nm y al obtenerse un valor de 1 en absorbancia indicard que ésta contiene aproximadamente IxIO9
UFC/ml segln lo descrito por Bashan (1997); posteriormente se colocara Iml de ésta suspension a un
tubo de ensayo con 9 mi de solucién salina al 0.85%, para obtener la dilucién 1x108UFC/mI, este proceso
se repetird hasta obtener una concentracion bacteriana de IxI OrUFC/ml el cual seré el inoculante liquido
para las plantas de maiz (Fallick et al, 1988).

5.3.2.6. Inocidacidn de las cepas de Azospirillum spp. enplantas de Maiz:
Las plantas se inocularan con 5 mi de caldo fermentado (Diaz et al., 1998) conteniendo cada cepa por
separado, de concentracion 107 bacterias/mj (Failik et al., 1988), excepto las plantas testigo que se

inoculard con caldo nutritivo sin ninguna bacteria. Las plantas se mantendrén en el invernadero durante
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seis semanas a partir de la inoculacidén, a una temperatura promedio de 23 °C y 49 % de humedad. El riego
sera con agua destilada estéril dos veces a la semana, segun los requerimientos de las plantas.
Transcurrido el tiempo del ensayo las plantas serdn procesadas para evaluar las variables: altura de planta,
peso de materia fresca, peso de materia seca y extraccién de nitrogeno para de esta manera evaluar las
cepas méas efectivas como estimuladoras del crecimiento y fijadoras de nitrégeno en el maiz de altura
(Espinoza, 2004).

5.3.2.7. Procesamiento de plantas para el Aislamiento de Azospirillum apartir de Raices de Maiz

Trascurrido el tiempo de evaluacién de crecimiento del Maiz con las bacterias inoculadas, se procederd a
separar pedazos de raiz de cada muestra de funda con sustrato, y se colocara en un tamiz de 2 mm para
lavarlos en agua corriente durante 5-10 minutos. Los pedazos de raiz se colocaran sobre papel toalla y se
dejard secar a temperatura ambiente durante 24 horas para posteriormente pesar 1 gramo de raiz y
colocarlo en un tubo de ensayo con 9 mi de agua destilada estéril (dilucion 10'). El tubo con la dilucion
10" se sometera a un agitador vortex, posteriormente se tomara del tubo 1 mi para depositarlo en otro tubo
con 9 mi de agua destilada estéril (102). Repitiendo este procedimiento se prepararan las diluciones
seriadas hasta 1010 En otros tubos de ensayo de 10 mi, se colocard 6 mi de medio especifico semisélido,
libre de nitrégeno NFB (nitrogen fixation biological) (Anexo 1). Se prepararan 3 tubos por cada dilucion.
En cada tubo con medio NFB se depositard 0.3 mi de la dilucion. Los tubos inoculados se colocardn a
incubacion durante 14 dias a 30°C. Después de la incubacién se consideraran como tubos con crecimiento
bacteriano positivo aquellos cuyo medio de cultivo se tornara azul y que presenten una leve pelicula
blanquecina a 2-3 mm por debajo de la superficie del medio de cultivo (Espinoza, 2004).

Para conocer la concentracion de Azospirillum spp., por gramo de raiz se calculard el nimero mas
probable (NMP) (Garcia, 2003), segun la tabla de Me Crady (Anexo 4). Para verificar que las cepas
aisladas corresponden al género en estudio, se las estrié en cajas Petri con medio Acido Malico-Rojo
Congo (Anexol), ya que las colonias de Azospirillum en este medio deben tornarse de color rojo oscuro o
rojo escarlata intenso (Rodriguez y Céaceres, 1982).

5.3.3. FASE Ill: CARACTERIZACION BIOQUIMICA
5.3.3.1. Pruebas Fenotipicas y Bioquimicas

Pruebas Fenotipicas

Se evaluaran colonias bien diferenciadas y puras de cada cepa aislada de invernadero, sembradas en el
medio de enriquecimiento NFb sdlido. Las caracteristicas coloniales a valorar son: diametro, forma,
elevacidn, borde, color, superficie, cambio de color en el medio y consistencia de las colonias (Anexo 2)
(Espinoza, 2004).

Pruebas Bioguimicas
Se evaluaran las colonias bien diferenciadas y puras, sembradas en medio de cultivo solido Agar
Nutriente (Anexo 1). La pruebas a realizarse son: Tincién Gram, Forma Celular, Catalasa, Oxidasa,

Ureasa, Prueba de motilidad. Prueba del Poli p-Hidroxibulirato, Reduccion de Nitratos y Prueba del Indol
(Anexo 2) (Prescott, 2004).
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5.3.4. FASE IV: CARACTERIZACION MOLECULAR

5.3.4.1. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN genémico de todos los ejemplares del banco de cepas se realizara empleando el
protocolo de “Extraccién de ADN de bacterias y Hongos” (Weising et al., 1995), modificado por el CIP-
Quito (Anexo 5)

5.3.4.2. Cuantificacién de ADN

La cuantificacion de ADN se realizard mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% (p/v),
aplicando el marcador de talla y peso Low ADN Mass Ladder marca Invitrogen Catadlogo N°10068-013
para compararlo con las muestras de ADN. Las condiciones de la corrida electroforética seran de un
voltaje de I0Ov en un tiempo de 30-35 min. Posteriormente se realizara la tincién de los geles en una
solucion Bromuro de Etidio a una concentracion de 15 ppm por un periodo de tiempo de 15-20 min en
leve agitacion continua. Los geles se visualizaran en el fotodumentador Dolphin View Wealtec. También
se realizard la cuantificacién por fluorometria utilizando el equipo denominado QUBIT™ (Anexo 6) para
posteriormente diluir los ADN obtenidos a una concentracién determinaday prepararlos para el método de
amplificacion por PCR (Morillo y Mifio, 2010).

5.3.4.3. ARDRA: Analisis de Restriccion del ADN ribosomal 16S Amplificado
5.3.4.3.1. Amplificacion del 16Sr

La concentracion de ADN se ajustara a 5 ng/pl La amplificacion del gen 16S se realizara utilizando los
primers universales reportados para eubacterias: 27f y 1495R (Cuadro 3) que amplifican la region
correspondiente a 1500 pares de bases del gen 16S. La reaccidon de amplificacion se realizara en el equipo
Termociclador Biometra T Gradient, preparando la solucién Master Mix que contara con: Ix Buifer de PCR
(Invitrogen), 1,8 mM MgC12, 0.2mM dNTPs. 0,8 pmol/ul por cada primer y 0,06 U GoTaq (Invitrogen),
incluyéndose como coadyuvante en la reaccion al suero de albiumina bovina (BSA) a Img/ml de concentracion
final. El programa de amplificacion consistira en una denaturacion inicial de 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 1
minuto a 94°C, 45 segundos a 54°C y 1 minuto a 70°C. seguidos por una extensién final de 8 minutos a 70°C
(Benitezy McSpadden Gardener, 2009).

Cuadro 3. Secuencia y nimero de pares de bases de los iniciadores universales utilizados para la amplificacion del
DMATr 16s de bacterias.

INICIADOR SECUENCIA PARES DE BASES
27f 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3 20
1495r 5- CTACGG CTA CCT TGT TAC GA -3 20

Los productos de PCR seran visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% y
posteriormente se realizara la tincién de los mismos en una soluciéon de Bromuro de Etidio a 15 ppm por un
periodo de tiempo de 15-20 min. a agitacion continua. Los geles se visualizaran en el fotodumentador
Dolphin View Wealtec.
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5.3.4.3.2. Restriccién Enzimatica Virtual

Con el fin de verificar el nivel de polimorfismo generado por las enzimas de restriccion (en proceso de
definicion) para emplear en la técnica ARDRA se realizard una restriccion enzimatica virtual de la
secuencia del amplicon utilizando el programa CLC Gene Workbench 2.2.4® (Junior et al., 2004). Para
eso se extraerdan del Genebank, secuencias tipo del ADNr 16S de las especies de bacterias pertenecientes
al género Azospirillum (A. lipofenm, A. brasilense. A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakensey A.
largomobile.). Estas secuencias seran sometidas a un corte virtual con las enzimas disponibles en el
programa en la opcién: “Enzyme restriction bank” (Junior et al., 2004). Se escogerdn las enzimas que
brinden: patrones de bandas diferentes para cada especie, que generen un nUmero considerable de
fragmentos y que estos se encuentren a distancias distinguibles en los geles de agarosa asegurando con
esto procesar de manera eficaz y confiable la informacion generada por las enzimas. Posteriormente estos
resultados virtuales ayudardn para la seleccion y compra de las enzimas, ademas que deberan estar
complementados con bibliografia y posteriormente seran comparados con los patrones electroforéticos
obtenidos en la practica.

5.3.4.3.3. Digestion del fragmento de ADNr 16S con Enzimas de Restriccion

Los fragmentos de 1500 pb, productos de la amplificacion, seran digeridos con dos enzimas de restriccién
seleccionadas con el programa virtual (Alu 1y Taq 1). Las digestiones se llevaran a cabo por separado con
cada enzima en un volumen final de IOul que contiene: 10U de cada una de las enzimas por jul; Buffer
10X; 0.1mg/ul de albumina de suero bovina (BSA); 4ul de producto de amplificacion. Todas las
digestiones seran realizadas en el termociclador PTC 100 programable a una temperatura de incubacién
de 37°C por 1-4 horas de acuerdo con las recomendaciones del fabricante o proveedor de las enzimas.
Culminado el tiempo de incubacién se hard un tratamiento de desactivacion de la enzima elevando la
temperatura a 75-80°C por un periodo de 20 min, esto ayudara para detener la reaccién y evitar la accion
de las ADNasas (Junior el al., 2004).

5.3.4.3.4. Perfil electroforético para el ARDRA

Para observar y separar los productos de la restriccién enzimatica del ADNr 16S se correrd una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2.5% (p/v). Se colocard en cada pozo del gel 25ul del
producto de amplificacién con 5ul de buffer de carga blue juice IX (Junior el al., 2004). Se utilizaré el
marcador de talla y peso de IOObp Ladder marca Invitrogen catalogo N° 10488-058. La electroforesis se
llevara a cabo durante 1-2 horas a un voltaje de 50v. Posteriormente se realizard la tincion de los geles en
una solucién de Bromuro de Etidio para visualizar las bandas en el fotodumentador Dolphin View
Wealtec.

5.3.4.3.5. Analisis de Distancias Genéticas

Las iméagenes digitalizadas de los geles producto del Anélisis de restriccion del ADN ribosomal
amplificado (ARDRA) seran analizadas con el software Quantity One de Biorad (Jiménez, 2007). Se
estableceran los patrones de bandas en cada cepa aislada mediante una matriz basica de presencia y
ausencia (1 y 0); los pesos moleculares de cada banda se determinan mediante un analisis de regresion
lineal, teniendo como referencia los pesos moleculares del marcador de talla 100 pb ADN Ladder marca
Invitrogen catdlogo N° 10488-058. Posteriormente, se construira una matriz de similaridad genética
utilizando el indice de DICE y Jaccard, incluidos en el software, a partir de los cuales se realizarg el
analisis de agrupamiento UPGMA (Método del grupo del par de Unweighted con medio aritmético) vy el
correspondiente dendrograma para cada enzima. Adicionalmente utilizando el programa informatico
NTSYS version 2.1 que permite un analisis de similitud y el respectivo analisis de agrupamiento
UPGMA (Jiménez, 2007).
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53.4.4, Secuenciacién del ADNr 16S
5.3.4.4.1. Amplificacion y Purificacion del ADNr 16S

De cada grupo obtenido con las enzimas de restriccion se tomara un aislamiento representativo, que seran
aquellas 5 cepas que dieron los mejores resultados al evaluarlas en invernadero, para la secuenciacion del
ADNTr 16S. Seleccionado los ejemplares se realizara la amplificacion de dicho ADN mediante la técnica
de PCR en las condiciones descritas anteriormente. A los productos amplificados se les realizard una
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% (p/v). Para observar las bandas se hara la tincion de los
geles en una solucién Bromuro de Etidio a una concentracion de 15 ppm por un periodo de tiempo de 15-
20 min. Los geles se visualizaran en el fotodumentador Dolphin View Wealtec. Si no se observa una sola
banda clara y definida en el tamafio esperado de aproximadamente 1500pb, se realizara una purificacion
del producto de PCR utilizando el kit de purificacion PCR Purification Kit cat. No. K3100-01 de
Invitrogen.

5.3.4.4.2. Restricciéon enzimatica del amplificado de ADNr 16S

El ADNr 16S amplificado y purificado sera sometido a una digestion enzimatica con EcoR 1, la cual
cortara la secuencia una sola vez, para obtener como resultado dos segmentos de diferente peso molecular
del amplicon del ADNr. Esto se realizard con el objetivo de obtener dos segmentos del gen de tamafios
menores a 900 pb, debido a la capacidad que posee el secuenciador ABI PRISM 310 que dispone el
Laboratorio de Biotecnologia.

5.3.4.4.3. Clonaje

Una vez obtenido el corte del gen con la enzima de restriccion, los segmentos serdn sometidos a la técnica
de clonaje con la aplicacién del kit TOPO TA Cloning ® cat. N° K4520-01, el cual dard como resultado
colonias bacterianas de E. coli transformadas de color blancas y no transformadas de color azul, las
colonias blancas corresponden a bacterias que contienen el inserto clonado. Para comprobar si la colonia
bacteriana posee el inserto se realizard una amplificacion con PCR, si efectivamente poseen el inserto
dard como resultado fragmentos del tamafio esperado. Se verificard las amplificaciones en geles de
agarosa al 2%. Una vez comprobado que poseen el inserto se concentrara el ADN de las bacterias
transformadas aplicando el kit Pure link Quick Plasmid Miniprep Kit cat. N°K2100-10, para asi tener el
fragmento de interés y secuenciarlo (Morillo y Mifio. 2010).

5.3.4.4.4. Secuenciacion

Las muestras obtenidas serdn secuenciadas usando el kit BIG DYE TERMINATOR v3.1 Cycle
Sequencing Kit marca Applied Biosystems, y serdn corridas en el secuenciador ABI PRISM 310.
Obtenida la informacion genética requerida las secuencias de las muestras analizadas seran alineadas y
comparadas con las secuencias tipo 16S ribosomal tomadas del RDBP (Ribosomal Data Base Proyect)
donde se analizaran las similitudes a cada especie (Jiménez, 2007). Posteriormente se realizard el
dendrograma correspondiente para el Género Azospirillum en el cual se analizara las distancias genéticas
de las muestra para ser asignadas al grupo taxonémico correspondiente.
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5.3.4.5. Caracterizacion Molecular

5.3.45.1 Variabilidad genética con el empleo de RAPDs

El ADN gendmico de cada cepa se someterd a una reaccion de amplificacién con marcadores RAPDs no
especificos, para lo cual se utilizara el siguiente coctel de reaccién (Morillo y Mifio, 2010):

Componentes 1 RX
ADN (5 ng /]il) 1,5 ni
5X buffer 1/ 2,2 |il
Primer RAPD (1,0 uM) 0,4 ni
dNTPs (2,5 mM) 0,4 ni
Taq polimerasa (5U/"1) 0,13 ni
H20 ultra pura 2,3 ni
Volumen final 6,9 ni

|; Buffer 5X: 50 mM Tris (pH 8,5); 10 mM KCI; 2 mM MgC12; 500 mg/"l de BSA; 0,01% Xilene cyanole, 1,5% Ficol 400. RAPDS

La reaccidn sera cubierta con una gota de aceite mineral (para evitar la evaporacién de los componentes)
y amplificada en un termociclador, PTC 100 con el siguiente programa:

Paso Temperatura °C Tiempo
1 Denaturacién inicial 94 5 min.
2 Denaturacién ciclica 94 30 seg.
3 Anillamiento 42 1min.
4 Elongacion 72 2 min.

40 veces el paso 2 hasta el paso 4
6 Elongacion final 72 7 min.
7 Conservacion de la muestrai 4 5 min.

Los productos de amplificacidn se analizaran por electroforesis en geles de agarosa al 2% en tampén TAE
IX con tincién en bromuro de etidio a una concentracién de 15 ppm. La electroforesis se realizard por 1
hora a 100 V. Se utilizard el marcador de talla y peso de 10Obp Ladder marca Invitrogen catdlogo N°
10488-058. Para la visualizacion de las bandas se colocard el gel bajo un transiluminador UV y se
imprimi6 la imagen en papel térmico para su evaluacién posterior.
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7. PRESUPUESTO

MATERIALES DE L ABORATORU)

Cajas Petri de Plastico

Fundas de polipropileno

Guantes Quirdrgicos

Algodén hidrofilico

Papel toalla

Parafilm

Palillos de Madera estilo BBQ

Tubos de ensayo tapa a presion (15cm Lx

2cm Ay 30 mi de capacidad volumétrica)

Cajas de puntas para micro pipetas de 1mi

Caja de puntas para micro pipeta de 0,1 mi

Eppendorfs

Vasos de precipitacion 1000ml

Vasos de precipitaciéon 250 mi

Botellas tapa Azul pirex de 1000 mi

Porta Objetos y cubre Objetos

Gradillas para microtubos de 2ml

Gradillas plasticas para tubos de ensayos

Léamparas de alcohol de vidrio para 100 mi
SUBTOTAL

REACTIVOS

D-L Acido Mélico

Cloroformo

Extracto de Levadura

Bacto Agar

Alcohol Potable 95%

Alcohol Antiséptico 70%
Discos para Test de Oxidasa
Urea Agar Base (CVmstensen)
Sudan Black B (Negro Sudan B)
S1IM Medio 0 SIM Médium
Nitrate Broth / Caldo Nitrato
Acido Sulfanilico / Sulfanilic Acid
Naphtol / Naftol

Zinc en polvo

Nesslers Reagent solucion
Reactivo Lugol

Solucién Cristal Violeta

SUBTOTAL
MATERIAL BIOLOGICO
Semillas
Sustrato

SUBTOTAL
ANALISIS
Sustrato
Andlisis foliar

SUBTOTAL

CARACTERIZACION MOLECULAR
Reactivos

Sintesis de Primers

Taq Polimerasa

Dntps-INVITROGEN

Enzimas de restriccion

Servicios

Extraccién de ADN

Cuantificacion de ADN en Bromuro de Et
Amplificacién mediante PCR
Visualizacién del Producto amplificado
Secuenciacion ABI PR1SM -310

Cajas
Paquetes de 50u
Caja de 100
Paquete de 5009
Rollo
Rollo
Paquetes de 5cjs
Unidad

Cajas
Cajas
Paquetes de 100
Unidad
Unidad
Unidad
Caja de 10Qu
Paquetes de 5u.
Unidades
Unidades

c

Frasco 5009
Frasco de 5It
Frasco 5009
Frasco 5009
Galén
Galén
Cajas de 5Udiscos
Frasco de 5009
Frascos de 25¢g
Frascos de 5009
Frascos de 500g.
Frasco de 25¢g
Frasco de 100g.
Frasco de 10g
Frasco de 100ml
Frasco de 1lt
Frasco de 1It

Kg
Quintal

Unidades
Unidades

Unidad
Paquete de 4u.
Unidades de 2500

50 muestras
50 muestras
48 Rx
50 muestras
24 Maestras

(2]
i
5N NO oo waa Sh—B—pR*®

w

- AB7 -
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Sintesis
1

1

2

50 muestras
50 muestras
48 Rx
50 muestras
24 muestras

3.50
0,50
5.00
5.00
2.00
10,00
6.50
0.82

5.00
5.00
7.20
5,80
2.30
6.30
15.0
76.6
8.99
3.39

240.00
35
160.00
320,00
8,50
3.00
15
10200
45.00
127.00
127.00
38.00
25.00
23.00
81.00
81,00
131.40

2.50
8,00

17,08
8.93

20
535.50
335
40

30
30
96
34
584
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10.50
2,00
5.00
5.00

20.00
1000
6.50

492.00

25.00
25.00
21,60
29.00
11,45
31.50
30.00
155.2
89.90
10.17
979.82

240,00
35.00
160.00
320.00
85.00
30.00
75.00
10200
45.00
127.00
127.00
38.00
25.00
23.00
81.00
81,00
131,40
S 17254

2,50
16,00
$18,50

17,08
571,52
588,60

40.00
535.50
335.00

80.00

30.00
30.00
96.00
34.00
584,00



Estandarizacién de secuenciacion 24 Muestras

Digestion enzimatica 48 Rx

Visuali7,acién de los productos digeridos 50 muestras

Amplificacion marcadores RAPDS 96rx

Visualizacion Marcadores RAPDS 1-50 muestras

Screening primers con 50 primers 1-50 muestras
SUBTOTAL

ELABORACION DEL DOCUMENTO Y SUELDOS

Fotocopias, impresiéon y otros Resmas de papel
Empastados Unidad
Sueldo Becario 1mes
SUBTOTAL
TOTAL

24 Muestras
48rx

50 muestras

20muestras

5
5
12 meses

S 10471,77

150
96
34

1.44
34

S3114,5

6.50
25.25
323.85
S 4044.95
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150,00
96,00
34,00

432,00

238,00

400,00

32,50
126.25
3886,2
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9. ANEXOS
ANEXO 1. Medios de Cultivo
1. Solucion de Peptona 0,1% para Reactivacion de cepas liofilizadas (C1AT, 1988).
REACTIVOS CANTIDAD
Peptona 01 g.
Agua destilada 100 mi
2. Acido Maélico Rojo Congo solido para el aislamiento y purificacion de Azospirillum (Rodriguez y

Céceres, 1982).
REACTIVOS CANTIDAD

Agua destilada 1000 mi
k2hpo4 05¢g
MgSo04 02g

NaCl 01g
FeClI3 0.015 ¢
D-L. Acido malico 50¢
KOH 438 ¢
Extracto de levadura 0.5- 109
Agar 15¢
Solucion rojo congo 15 mi
pH 7.0

Solucién Rojo Congo
REACTIVOS CANTIDAD
Agua destilada 400 mi
Rojo Congo 1g

3. Medio semisélido NFB (Nitrogen Free Biological) para. Azospirillum spp (Dobereiner et al., 1976).

REACTIVOS CANTIDAD
Agua destilada 1000 mi
Malato de Sodio 509
KH2P04 0.4 g
K2HP04 01g
MgS04 .7 H20 02g¢g
NacCl 01g
CaC12 0.02 g
FeCI3 0.01 g
Na2Mo 04 .2 H20 0.002 g
Azul de Bromotimol (0.5% [p/v] 5 mi
C2F150H solucion de KOH)
Agar 175¢g
PH 6.8
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4. Medio de Enriquecimiento para Azospirillum spp NFb Solido (Dobereiner et al., 1976).

REACTIVOS CANTIDAD
Agua destilada 100ml
Malato de Calcio (0.5 0 0.25% , p/vol.) 509
kh2po4d 049
kZ2hpod 01g
MgS04.7 H2 02g
NaCl 0. g
CaCl2 0.02 g
FeCl3 001 g
Na2Mo 04.2 HD 0.002 g
Azul de Bromotimol (0.5% [p/v] C2H50H solucién de K.OH) 5 mi
Agar 15¢g
pH 6.8
Extracto de levadura fresca 0,59.

5. Agar Nutriente (Girard y Rougiex, 1964).

REACTIVOS CANTIDAD
Extracto de carne 3¢
Peptona Bacteriana 29
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mi
PH 7

6. Caldo Nutritivo (Girard y Rougiex, 1964).

REACTIVOS CANTIDAD
Extracto de carne 39
Peptona Bacteriana 29
Agua destilada 1000 mi
pH 7

ANEXO 2. Identificacién Fenotipica y Biogquimica

Pruebas Fenotipicas para Azospirillum spp.
Segun Dobereiner (1978) y Espinoza (2004) las pruebas fenotipicas de Azospirillum se realizan a partir del
medio de cultivo NFb solido de 14 dias de incubacién a 30°C. La morfologia a considerar de las colonias

- TAMANO:
Se mide en mm. Pueden ser:
m  Pequefias: < 1mm.
m  Medianas: 1-4 mm.
m  Grandes: > 4mm.
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FORMA:
Puntiforme, Circular, Filamentosa, Irregular, Rizoide y Fusiforme o alargada (Fig. 1).

SUPERFICIE:
Lisa y brillante; Lisa y mate; Irregular y brillante; Irregular y mate; Filamentoso o cerebroide

brillante; Filamentoso o cerebroide mate.

ELEVACION:
Convexa, Elevada, Pulvinada, Umbonada o Plana (Fig. 1).

BORDE:
Entero, Ondulado, Lobulado, Erosionado, Filamentoso o Rizado (Fig. 1).

CONSISTENCIA:
Duras (colonias quebradizas); Cremosas (facilmente pasa el asa); Viscosa (forma filamentos o

mucosidades al tomarlas con el asa)

COLOR: A criterio del observador.

Torma
g o
Purtiforme Ruoide
*k*k
Alargada irregular
*
e
Circular Fiiatk &ntosa
Efevactdfi
Convexa
Pulvinacia Aplanado
Umbonada
Borde
Ondulada
L —r
Estrellaba Festoneada
U * -«.ida Fiknnontoeo

Fig. 1. Morfologia colonial en placa.
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Pruebas Bioquimicas para Azospirillum spp.
I.  TINCION GRAM

Es latincion diferencial mas comidnmente empleada en bacteriologia. Permite la separacion de bacterias
en dos grandes grupos: bacterias gram-positivas y gram-negativas, atendiendo a su distinta composicion
de la pared celular (Espinoza, 2004).

Reactivos

Colorante cristal violeta

Solucion A: Cristal violeta, 20g
Etanol (95%), 200ml

Solucién B: Oxalato aménico, 8g
Agua destilada, 800ml

Solucion de luisol
* lodo re sublimado, Ig
. 1K, 2g
e Aguadestilada 300 mi

Solucién de safranina
» Solucidn de safranina en etanol (95%), 10ml
e agua destilada, 90ml

Preparacion

Se preparard una extension de células sobre un porta y se la fijarad a la llama de un mechero Bunsen. Se
tefiira la extensién con la solucién de cristal violeta durante 1-2 minutos, el exceso de colorante se retirara
con agua destilada y se aplicara durante 1 minuto la solucién de lugol (ésta fija el colorante a la bacteria).
Se lavara con agua destilada y se decolorard con alcohol de 96°. Se lavard con agua destilada cuando el
alcohol no elimine més colorante y se aplicara el colorante de contraste (safranina) durante 30 segundos.
Se lavaré con agua destilada, se secardy se observara al microscopio.

Interpretacion

Las células a observar han de ser de un cultivo joven ya que la reaccion de gram puede variar segln
envejece un cultivo. Las bacterias gram-positivas aparecen de color violeta, mientras que las gram-
negativas se tifien de rosa (Espinoza, 2004).

1. PRUEBA DE CATALASA

Se basa en la capacidad del enzima catalasa de descomponer el perdxido de hidrégeno afiadido,
formandose aguay 02, el cual se libera en forma de burbujas. Excluyendo los estreptococos, la mayoria
de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad catalasa.

Reactivos
Peréxido de hidrégeno (agua oxigenada H2;) al 3%

Procedimiento
En un porta limpio y seco depositar una colonia bacteriana procedente de un cultivo joven
Afiadir una gota de H202 al 30% sobre la colonia, sin mezclar. No invertir el orden
Observar la inmediata formacién de burbujas.
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Interpretacion
Prueba positiva: formacion inmediata de burbujas bien visibles.
Prueba negativa: no hay formacién de burbujas (Gamazo et al., 2005).

. PRUEBA DE OXIDASA

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion de la oxidasa se debe a la
presencia de un sistema citocromo-oxidasa que activa la oxidacion del citocromo que es reducido por el
oxigeno molecular que produce agua o perdxido de hidrégeno segin la especie bacteriana. El oxigeno
actla por tanto como aceptor final de electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general,
el sistema citocromo-oxidasa s6lo se encuentra en los organismos aerobios, algunos anaerobios
facultativos y, excepcionalmente, en algin microaeré6filo (Vibrio fetus), pero los anaerobios estrictos
carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la presencia de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya
que ésta degrada el perdxido de hidrégeno que se produce como consecuencia de la reduccidn del oxigeno
y cuya acumulacién es tdxica.

Procedimiento
Tomar con el asa varias colonias de un cultivo puro bacteriano
Colocar el cultivo en una placa porta objetos y extender las colonias con rayados en circulo
Poner sobre el rayado un disco para test de oxidasa que contienen p-aminodimetilamina
Esperar lareaccion de 10 a 15 min.

Resultados
Aparicion de color azul (Gamazo et al., 2005).

(AVA PRUEBA DE UREASA

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos moléculas de amoniaco por
accion del enzima ureasa. Esta actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus y se
usa sobre todo para diferenciar este género de otras enterobacterias que dan negativo o positivo retardado.

Procedimiento
Se cultiva el microorganismo en slant en agar urea de Christensen. Este medio se complementa después

del autoclavado con 50ml/l de urea. Esta sera degradada por aquellos microorganismos capaces de
producir el enzima ureasa.

Interpretacion
Esta degradacién produce amoniaco que hard variar el color del indicador de amarillo a rojo,
poniéndose asi de manifiesto la actividad ureasa. Para revelar el resultado de esta prueba es importante
tener en cuenta el tiempo de incubacién ya que especies de Proteus vuelven alcalino el medio poco
después de la inoculacion y sus resultados deben ser leidos en las primeras 2-6 horas, mientras que
Citrobacter y Klebsiella pneumoniae tienen actividad ureasa dentro de las 24-48 horas de incubacién
(Gamazo et al., 2005).
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V. PRUEBA DE MOTILIDAD

Reactivos

Extracto de carne. 3g
Peptona, 10g

NacCl, 5g

Agar, 49

Agua destilada 1000mI

Procedimiento
Disolver los componentes por calentamiento hasta ebullicion, ajustando previamente el pH a 7. Distribuir

en tubos (IOml/tubo) y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Inocular por puncién los
5mm superiores del medio y realizar observaciones macroscépicas a las 6, 24 y 48 horas.

Interpretacion

Si la cepa a analizar es movil se observard crecimiento radial desde la zona de inoculacién hacia las
paredes del tubo (Espinoza, 2004).

VI. PRUEBA DE POLI- BHIDROXIBUTIRATO

Reactivos

Negro Sudan B
Negro Sudan B 039g
Etanol (95 %) 75 mi

Disolver el negro Sudan B en el etanol. Agregar 25 mi de agua destilada y mezclar bien.

Procedimiento
Para esta prueba se utilizaran cultivos de 24 y 48 horas incubados a 35 °C en NFb semisdlido.

Preparar un frotis del velo en un portaobjetos limpio. Secarlo al aire y fijarlo a la llama.

Cubrir el portaobjetos con el reactivo negro Sudan B y dejar reaccionar por no menos de 10 minutos.
Eliminar el exceso de colorante y secar colocando una tira de papel secante sobre el frotis hasta que
todo el colorante se absorba. Evitar mover o restregar el papel durante el secado. Levantar el papel

con cuidado.
Lavar el frotis con unas gotas de xilol para eliminar el exceso de colorante y volver a secar con papel

secante.
Contra tefiir con safranina acuosa al 5% m/v durante 10 a 15 segundos. Lavar inmediatamente con

agua de tubo y dejar secar al aire.

Interpretacion
En el microscopio y con el objetivo de inmersidn examinar la preparacion para detectar las particulas,
las cuales apareceran de color azul o negro en contraste con el rojo del citoplasma (Gamazo et al.,

2005).

VII. PRUEBA DE INDOL

El indol es uno de los productos del metabolismo del aminoéacido triptéfano. Con un medio rico en
triptéfano, el indol se puede detectar por su habilidad para combinarse con ciertos aldehidos para formar
un compuesto coloreado. El ensayo constituye un método rapido para detectar organismos productores de
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indol. Como indicador de la presencia del aldehido se usa el reactivo de Erlich. Es especialmente dtil en la
identificacion preliminar de Escherichia cali, y para diferenciar de Salmonella (-).

Reactivos

Caldo triptofano
Peptona 20.0 g
Cloruro de sodio 5.0 g

Agua destilada 1000 mi
A este caldo se le incorpora triptéfano en una concentracién del 1%. El medio se esteriliza a 121° C

durante 15 minutos. Dejar enfriar antes de su empleo y guardar a 4-10°C para su conservacion.

Reactivo de Erlich

p-dimetilaminobenzaldehido 1.0 g

alcohol etilico, 95% 95.0 mi

acido clorhidrico, concentrado 20.0 mi
Se disuelve el aldehido en el alcohol (puede requerir un calentamiento suave), luego se agrega lentamente
el acido. El reactivo de color amarillo es estable por un afio. Identificar el reactivo con una etiqueta y

guardar refrigerado en botellas color caramelo.

Procedimiento
Con un asa tomar material de una colonia aislada e inocular el caldo que contiene triptéfano.

Incubar a 37° C por 18 a 24 horas.

Transferir 2 mi de la suspension de caldo a un segundo tubo.

Agregar 5 gotas del reactivo de Erlich por la pared del tubo.

Agitar el tubo y observar un color rosado en la interfase entre el caldo y el reactivo.
Si el ensayo es negativo, el cultivo se debe reincubar otras 24 horas.

Interpretacion
Ensayo positivo: desarrollo de un color rojo en la interfase del reactivo y el caldo, segundos después de

agregar el reactivo. Ensayo negativo: no hay cambio de color o hay un color amarillo en la interfase.

Consideraciones
El pH o6ptimo para la actividad de la triptofanasa es ligeramente alcalino (7.4-7.8). La disminucién del

pH provoca una reduccién en la produccion de indol y una reaccion falsamente negativa o débilmente

positiva.
Los cultivos a los cuales se les efectia la prueba del indol deben ser incubados aer6bicamente. El

descenso en la tension de oxigeno disminuye la produccion de indol.
No debe emplearse un medio de peptona que contenga glucosa porque la elevada acidez producida por

la fermentacion del azlcar puede inhibir la actividad de la triptofanasa.
El agregado de triptéfano estimula la produccién de indol, mientras que la glucosa la inhibe (Gamazo

etal., 2005).

VIII. REDUCCION DE NITRATOS Y DENITRIFICACION

Esta prueba se realiza para probar la capacidad de las bacterias para reducir los nitratos a nitritos, una
caracteristica que tiene a menudo valor diferencial.
Reactivos
Caldo Nitrado
Extracto de carne 3,0 g
Peptona 5,0 g
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Nitrato de potasio 1,0 g
Agua destilada 1000,0 mi
- pH7.0

Disuelvay esterilice en autoclave por 15 minutos a 121°C (15 libras de presion).

Reactivo de Griess

Solucién A
Acido sulfanilico 8,0 g
Acido acético 5TM 1000,0 mi

Solucién B
Naftilamina 5,0 g
Acido acético 5N 1000,0 mi

Debido a que se ha demostrado que la naftilamina es carcinogénica, se ha recomendado su sustitucion por
otras sustancias tales como el -naftol, la N,N-Dimetil-1 -Naftilamina acido de Cleve (Acido 5 amino 2
Naftilensulfénico).

Procedimiento
Con el asa de platino transfiera al medio una porcion de cultivo puro. Incube a 37°C por 12 a 24 horas.

Interpretacion

Para determinar si el nitrato ha sido reducido a nitrito, después de la incubacién, afiddale al medio de
cultivo, 2 gotas de solucion A, y luego 2 gotas de la solucién B del reactivo de Griess y mezcle. La
aparicion de una coloracion rosada o roja indica que los nitratos han sido reducidos a nitritos. Si la
reaccion es negativa, afiada una muy pequefia cantidad de polvo de Zinc. La aparicion de una
coloracién rosada o roja confirma la negatividad de la reaccion; en caso de que esto no suceda,
significa que o0s nitratos han sido reducidos a N2 gaseoso, es decir se ha producido una des
nitrificacion (Gamazo et al., 2005).

ANEXO 3. Solucion de hipoclorito de sodio con acido clorhidrico (CIAT, 1988).

REACTIVO CANTIDAD
Hipoclorito de sodio al 10 % 250 mi
Acido clorhidrico al 30 % 5 mi
Agua destilada 250 mi

ANEXO 4. Tabla de Me Crady : 3 tubos por dilucion (Universidad Complutense, 2001).

Numero NUumero Numero NUmero NUmero NUamero
caracteristico  de microbios Caracteristico de microbios caracteristico de microbios
000 0,0 201 14 302 6,5
001 0,3 202 2,0 310 4.5
010 0,3 210 15" 311 7,5
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011 0,6 211 2,0 312 11,5

020 0,6 212 3,0 313 16,5
100 0,4 220 2,0 320 9,5
101 0,7 221 3,0 321 15,0
102 11 222 35 322 20,0
110 0,7 223 4,0 323 30,0
11 11 230 3,0 330 25,0
120 11 231 35 331 45,0
121 15 232 4,0 332 110,0
130 1,6 300 2,5 333 140,0
200 0,9 301 4,0

ANEXO 5. Protocolo de extraccion de ADN de bacterias y hongos.

O R WN

Modificacion de Centro Internacional de la PAPA, Francisco Jarrin

Realizar un cultivo liquido selectivo para bacteria u hongo, de 2ml.

Sembrar el contenido bacteriano (raspado) en el medio liquido.

Incubar por un periodo de 24 a 72 horas, (dependiendo de la bacteria).

Centrifugar por 8min a 14.000 rpm.

Descartar el sobrenadante, luego colocar en el eppendorff una pequefia cantidad de arena de cuarzo, y
con ayuda de un homogenizador, pulverizar al pellet, por un periodo de 45s.

NOTA: Evite dejar las muestras demasiado tiempo a temperatura ambiente.

6. Afadir 0.5ml de tampdn de extracciéon sobre el macerado, y luego afiada 300ul de cloroformo y/o
cloroformo:isoamijlalcohol 24:1. Nuevamente macere ligeramente para mezclar el tampon y el
solvente.

7. Invertir los tubo varias veces, y luego incube las muestras a 55°C de 20 a 30 minutos. Tenga cuidado
de no exceder esta temperatura pues el cloroformo hierve a 61°C! Invertir los tubos manualmente unas
cinco veces cada 10 minutos.

8. Dejar que los tubos tomen la temperatura ambiente por unos cinco minutos y centrifugue a 14.000rpm
en la micro centrifuga por 10 minutos.

9. Transferir el sobrenadante sin topar la interfase a un tubo nuevo, limpio y estéril.

10. Afadir de 1a 1.5vol de Isopropanol, y déjelos durante 5 minutos en hielo o en un congelador para que
precipiten los &cidos nucleicos.

11. Centrifugar los tubos por 3 minutos a 14.000rpm en una microcentrifuga Si el pellet de DNA no esta
firme centrifugue por tres minutos més.

12. Descartar el sobrenadante, y lave el pellet de DNA con etanol al 70% por una o dos veces.

13. Secar el pellet de DNA por 20 a 25 minutos, y posteriormente disuélvalo en 100ul tampén RTE con
lui de RNAsa (IOmg/ml). Dejar que la RNAsa actie por 10 minutos.

14. Medir la concentracion de DNA y ajuste la misma entre 5 a 20 ng/ul para una reaccién de PCR.

Reactivos

TAMPON DE EXTRACCION:

Concentracion final para 500ml
Sorbitol 140mM 12, 75¢g
Tris HCI PH 8.0 220mM 1332 ¢g
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EDTA 22mM 321409

NaCl 800mM 23 3769
CTAB 0.8% 49
Sarkosyl ; 1%. 509
b-mercaptoethanol 0.2% (afiadirse justo antes del uso y es opcional)
TAMPON TE.
Trizma Base (IOMm) 1.21 Ig/L
EDTA(ImM) 292¢/L
pH final 8.0
TAMPON RTE,
Trizma Base (IOmMM) 1.211 g/L
EDTA(O.ImM) 0.0292 g/L

pH final 89

ANEXO 6. Cuantificacién de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa

1

w

S Ensamblar la cubeta de electroforesis
S Preparar el gel de agarosa de acuerdo a la concentracion y tamafio deseado

Preparar las muestras a cuantificar en un pedazo de Parafilm: 4 ul de DNA a cuantificar t | [d de blue
juice, mezclar bien y cargar 2 |jl de esta mezcla en los pozos del gel.

Cargar en el primer pozo del gel 2 ~1 de DNA Low Mass Ladder (Invitrogen).

Correra 50 - 100 V 0 60 mA por 10 - 25 min.

Llevar a la cAmara UV, focalizar bien la imagen (intensidad de luz y tiempo de exposicion) e imprimir
en papel térmico (S1ZE 5c es suficiente para la cuantificacion).

Cuantificar la concentracion de ADN en ng/~1 comparando la intensidad de sus bandas con respecto a
las del marcador (Morillo y Mifio, 2010).

CUANTIFICACION POR FLUOROMETRIA

Para preparar el buffer de cuantificacién, utilizamos el siguiente coctel:
1 X n [d de Quant-it Reagent
199 x n (il de Quant-it Buffer
*n es el nimero de muestras que se va a cuantificar en el fluorimetro

Mezclar bien el mix de cuantificacion.

En tubos eppendorfde 60 jil colocar 10 ul de los estdndares 0 ng/p.1 y 100 ng/jxl, asi como el ADN de
las muestras a cuantificar, con las respectivas etiquetas.

Adicionar 190 ul del buffer de cuantificacion a cada muestra, dar un vortex y un punto de centrifuga y
esperar 2 minutos antes de empezar a cuantificar. Las muestras deben permanecer siempre bajo
oscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo, empezar primero por la calibracion del fluorimetro con los estdndares
0 ng/fj.1 y 100 ng/fj.1, seguidamente cuantificar las muestras de ADN.

El fluorimetro presenta dos tipos de lectura, la HS (ng/ml) y la BR (jig/ml).

Para calcular la concentracion de las muestras, se usa la siguiente ecuacion:

Concentracién de la muestras = Vaior QF x (200 / X)
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Donde:

Valor QF = El valor dado por el fluorimetro
X = El volumen final de la muestra a cuantificar

Esta ecuacion genera un resultado con las mismas unidades que son dadas por el fluorimetro (Morillo
E. y Mifio G., 2010).
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Fig. 2. Metodologia para cuantificacion de ADN por fluorometria
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