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RESUMEN

Los bioinoculantes aprovechan microorganismos y compuestos bioldgicos para
desencadenar respuestas fisiologicas que potencian la eficiencia nutricional de las plantas.
Estos agentes beneficiosos también mejoran la tolerancia al estres, estimulan el metabolismo,
favorecen el rendimiento de las plantas y aumentan la absorcion de elementos esenciales
como el nitrogeno y el fosforo. Existen diversos tipos de bioinoculantes, cada uno con sus
propias propiedades, como los biofijadores, biofertilizantes, aceleradores de compost, PGPR
(bacterias promotoras del crecimiento de las plantas), bioestimulantes y biosolubilizadores.
La fijacion bioldgica del nitrogeno desempefia un papel crucial en la vida de las plantas. Es
el elemento mas abundante en ellas después del carbono, el oxigeno y el hidrdgeno, sin
embargo, es el mas limitante para su crecimiento. Aproximadamente el 80% de la atmosfera
estd compuesta de nitrdgeno en una forma casi inerte, lo que lo hace inaccesible para la
mayoria de los seres Vivos.

Es por eso que, en el presente trabajo se aislaron, bacterias endéfitas con potencial
para llevar a cabo la fijacion bioldgica de nitrégeno, de esta forma, ayudar a las plantas a
reducir el nitrégeno atmosférico en formas mas faciles de absorcion como el amonio o
compuestos de nitrogeno organico. Para ello se llevo a cabo el aislamiento de bacterias
enddfitas de tejido vegetal de jitomate, a las cuales se les sometido a un proceso de
esterilizacion superficial para poder encontrar los enddéfitos. Posterior al aislamiento, por
medio de la secuenciacion del gen 16S ARN ribosomal se identifico la bacteria Bacillus
thuringiensis aislada a partir de las plantas. Por ultimo, se llevd a cabo una fermentacion en
un reactor de 2 litros con medio libre de nitrégeno (NFB), para posteriormente llevar a cabo
la cuantificacion de nitrégeno atmosférico fijado por la bacteria, estas mediciones se
realizaron de manera triplicada, abarcando mediciones iniciales, intermedias y finales
empleando el método de cuantificacion de nitrégeno total del Kit de Hach. Se obtuvo un
rendimiento de fijacion biol6gica de nitrégeno de 15.147 mg/L + 0.707 por parte de Bacillus
thuringiensis tras 2 semanas de fermentacion.

Vi



I. INTRODUCCION

Las condiciones ambientales provocadas por el cambio climatico han desencadenado
un desbalance en el ciclo de regeneracion de los suelos, provocando sequias e inundaciones
que dificultan la agricultura convencional. Esto deja a paises como Guatemala con un
aumento de la inseguridad alimentaria. La seguridad alimentaria se define como el acceso
permanente para toda persona a los alimentos necesarios para gozar de una vida activa y
saludable. En este sentido, el uso de compuestos inorganicos como los fertilizantes son
necesarios y gracias a ellos se obtienen beneficios para la produccion alimenticia. Sin ellos
se tendrian que cultivar miles de hectareas adicionales en nuestro pais para poder alimentar
a una poblacidn en constante crecimiento. Sin embargo, su aplicacion requiere de un analisis
y evaluacion para determinar la cantidad de nutrientes requeridos por la rizosfera, para evitar
su uso indiscriminado. El uso irracional de los productos inorganicos puede llegar a alterar
los ciclos de regeneracion de los suelos, contaminar el agua del manto freético y afectar
nuestro entorno.

De esta forma, ha sido necesario adaptar tecnologias pertinentes para reducir el uso
de los fertilizantes como lo serian los bioinoculantes, para un manejo ecolégico y sustentable
de los suelos y los cultivos. Los bioinoculantes hacen uso de microorganismos y compuestos
bioldgicos que desencadenan respuestas fisiologicas que mejoran la eficiencia nutricional,
tolerancia al estrés, estimulan el metabolismo, favorecen el desempefio de las plantas y la
absorcion de elementos indispensables como el nitrégeno y fosforo. Los distintos agentes
bioinoculantes son variados y con diferentes propiedades: biofijadores, biofertilizantes,
aceleradores de compost, PGPR (Plant growth promoting Rhizobacteria), bioestimulantes y
biosolubilizadores. (Valero et al., 2018) (Maji et al., 2017). El nitr6geno es un elemento
indispensable para la vida. Es el elemento mas abundante en las plantas después del carbono,
el oxigeno y el hidrogeno, y a la vez el méas limitante para su crecimiento. Ademas,
Corresponde casi al 80% de los gases presentes en la atmdsfera, el cual permanece de forma
casi inerte, lo que hace que no pueda ser aprovechado por la mayoria de los seres vivos.

De esta forma, la mejor estrategia para lograr la eficiencia nutricional, la tolerancia al
estrés, la estimulacion del metabolismo, la fijacion de nitr6geno y otros nutrientes
indispensables para los cultivos, es mediante el uso de bioinoculantes, los cuales promueven
cambios fisiol6gicos y morfoldgicos que ayudan a mejorar la adaptacion, crecimiento y
productividad de las plantas en condiciones adversas. De igual forma, los bioinoculantes, en
comparacion con los compuestos nitrogenados quimicos, reducen los riesgos de lixiviacion
de nitratos, desnitrificacion y la volatilizacion de amoniaco en el medio ambiente siendo una
alternativa viable y ecoldgicamente sustentable. Es por esto, que en el presente trabajo se
pretende aislar bacterias enddfitas de tejido vegetal con propiedades bioinoculantes, que
cuenten con efectos de biofijacion para ayudar a las plantas a reducir el nitrégeno atmosférico
en formas mas faciles de absorcion como el amonio 0 compuestos de nitrégeno organico.



Il.  JUSTIFICACION

Dentro de las actividades principales de la economia de Guatemala se encuentra el
sector agricola, el cual ha contribuido con el 14% del PIB, siendo desde mucho tiempo atras
una de las principales fuentes de ingreso para la economia del pais y fuente alimenticia para
la poblacion. La escasez y los altos precios de los fertilizantes en todo el mundo provocados
por la pandemia han impactado en la produccion agricola a lo largo de los tres Gltimos afios,
afectando la sostenibilidad de la agricultura y la liquidez de los productores agricolas.

Desde finales de 2020 muchos productos como la urea y los fertilizantes nitrogenados
han sufrido un incremento subito, a la fecha, los incrementos de dichos productos ya superan
el 150% (YYara & Stone, 2022). Factores como los precios de combustibles y crisis energética,
el aumento en el precio de los fletes maritimos, la subida del délar y las restricciones de los
dos mayores exportadores de fertilizantes Rusia y China, son de las principales causas de
dicho incremento. De esta forma, resulta de gran interés y de gran ayuda el uso de las técnicas
de biotecnologia verde en el sector Agropecuario y Agroindustrial para el estudio y mejoria
de los cultivos en nuestro pais; permitiendo asi una mayor productividad con reduccion de
costos, calidad de productos y simbiosis con el medio ambiente.

Una de las estrategias para lograr lo mencionado, es el uso de bioinoculantes, los
cuales al ser de origen biologico son de gran beneficio para los cultivos, el medio ambiente
y las personas que lo utilizan. Ademas, acttan de diversas formas sobre la planta, teniendo
efectos bioestimulantes, biocontroladores, biosolubilizadores y biofijadores, ayudando a
mejorar la adaptacion, crecimiento y productividad de los cultivos en diferentes condiciones.
Hoy en dia existen variedad de productos con distintos usos y efectos, sin embargo, la
mayoria de estos corresponden a productos inorganicos.

De esta forma, resulta de gran interés el aislamiento de bacterias con propiedades
bioinoculantes, que cuente con efectos de biofijacion para ayudar a las plantas a reducir el
nitrogeno atmosférico en formas mas faciles de absorcién como el amonio o compuestos de
nitrogeno organico. Para asi crear una alternativa ecologicamente viable para reducir el uso
de compuestos inorganicos y asi poder aportar valor a las actividades agricolas del pais.



I11.  OBJETIVOS

A. GENERALES

Aislar bacterias con potencial de fijacion nitrogeno atmosférico a partir de tejido
vegetal para utilizarlas como bioinoculante en el sector agroindustrial.

B. ESPECIFICOS

Realizar ensayo de crecimiento de las cepas aisladas de tejido vegetal en medio de
cultivo NFB para evaluar sus capacidades como potenciales fijadores de nitrogeno
atmosférico.

Caracterizar la cepa fijadora de nitrdgeno aislada mediante secuenciacion del 16S
rRNA para determinar su especie.

Cuantificar la cantidad de nitrégeno atmosférico fijado por las bacterias aisladas
por medio del kit de Hach, para evaluar el rendimiento de fijacion en un
fermentador de volumen de 1 litro.



IV. MARCO TEORICO

A. BASES TEORICAS

1. BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos unicelulares y procariotas que conforman uno de
los grupos mas abundantes y diversos del planeta. Son organismos extremadamente
pequefios, generalmente de forma esférica, bacilar o espiral, y carecen de un nucleo definido,
organulos membranosos y estructuras internas complejas. A pesar de su simpleza estructural,
las bacterias son extraordinariamente diversas en su fisiologia, metabolismo y ecologia, lo
que les permite habitar una amplia gama de entornos, desde los méas extremos, como las
profundidades del océano, hasta los m&s comunes, como la piel humana. Las bacterias se
clasifican principalmente en funcién de su forma (cocos, bacilos, espirilos), su agrupacion
(solitarias, en cadenas, en grupos) y su respuesta a la tincion de Gram (grampositivas,
gramnegativas), lo que refleja diferencias en la composicion de su pared celular 329,

Esta diversidad estructural y funcional permite que las bacterias desempefien una
amplia variedad de funciones ecoldgicas y bioldgicas, desde la descomposicion de materia
orgénica y la fijacion de nitrogeno atmosférico, hasta la fermentacion de alimentos y la
produccion de antibidticos. Su importancia en los ecosistemas es incalculable, ya que las
bacterias son esenciales para el ciclo de nutrientes, la purificacion del agua y del suelo, y la
produccion de alimentos. Ademas, las bacterias tienen una relevancia considerable en la
medicina y la biotecnologia, ya que son la fuente de muchos antibiéticos y enzimas
industriales, y se utilizan en la ingenieria genética y la produccion de alimentos fermentados.
Sin embargo, algunas bacterias también pueden ser patégenas y causar enfermedades en
plantas, animales y humanos, lo que subraya la importancia de comprender y controlar su
crecimiento y propagacion 1310,

2. MICROBIOMA

Un microbioma se define como una comunidad microbiana caracteristicas que ocupa
nichos ecoldgicos especificos en los cuales se desempefian variedad de funciones. Las plantas
proporcionan una multitud de nichos para el crecimiento y proliferacién de una diversidad
de microorganismos, incluidos bacterias, hongos, protistas, nematodos y virus (la microbiota
vegetal) 310, Estos microorganismos pueden formar asociaciones complejas con las plantas
y tienen un papel importante en la promocion de la productividad y la salud de la planta en
entornos naturales "**. Cabe mencionar que la composicion de las poblaciones de los
microorganismos puede variar dependiendo del ambiente en el que se encuentren, teniendo
uno o varios microbiomas por cada region u 6rgano de la planta como se muestra en la Figura
1.

Los miembros de un microbiota vegetal comprenden microorganismos benéficos,
neutros y patdgenos. Se ha demostrado que las comunidades microbianas asociadas con sus
huéspedes promueven el crecimiento de las plantas, la absorcion de nutrientes y la resistencia



a los patogenos. Aunque los miembros individuales de las comunidades microbianas
asociadas a plantas pueden poseer ciertos rasgos beneficiosos, la manifestacion de un rasgo
en la comunidad es una propiedad emergente que no puede predecirse a partir de los
miembros individuales 10121415,

Por ejemplo, Pseudomonas spp. puede suprimir los patdégenos de las plantas a traves
de la antibiosis y la competencia, sin embargo, la supresion general de enfermedades del
suelo es una propiedad emergente que depende de maltiples factores, incluida la dinamica de
la poblacion del patégeno, los antecedentes genéticos tanto del patdgeno como del huésped,
las condiciones bidticas y abiéticas, y la composicion y diversidad del microbiota vegetal °.
Los beneficios conferidos por los microorganismos a sus plantas hospedantes pueden ser
directos, incluida la transformacion y translocacion de nutrientes esenciales en el suelo para
ponerlos a disposicion de las plantas (por ejemplo, fijacion de nitrogeno) 1"1°,
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Figura 1. Composicion de las poblaciones microbianas

3. MICROBIOTA DEL SUELO

Los suelos contienen una biota viva formada por una gran cantidad de bacterias,
hongos y especies animales. Un cm? de suelo fértil puede contener hasta mas de 1 millon
bacterias pertenecientes a un ciento de especies como se muestra en la Figura 2. Los hongos
son mas dificiles de enumerar, pero en condiciones de suelo ligeramente &cidas, como en los
suelos forestales, su biomasa supera a la de la biomasa bacteriana >°, Los hongos son el
grupo de microorganismos del suelo mas importante implicado en el ciclo del carbono, con
40-200 g de materia seca micelial por metro cuadrado de suelo "°.
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Figura 2. Proporcion de bacterias presentes en los diferentes microbiomas

4. ASOCIACION Y DINAMICA PLANTA-MICROBIOMA

El ensamblaje de un microbioma asociado a una planta es una sucesion, proceso de
varios pasos que esta determinado por la dispersion, las interacciones de las especies, el
medio ambiente y el huésped. Los primeros colonizadores podrian transmitirse
verticalmente, a través de los padres, a través de vias de transmision de semillas'>*’. Por lo
tanto, estos microorganismos pueden carecer de caracteristicas que de otro modo facilitarian
la colonizacion temprana, por ejemplo, la dispersion activa, y en su lugar tienen
caracteristicas seleccionadas por las plantas hospedadoras que dependen de las diferencias
en términos de morfologia y anatomia de las semillas 1>°. Una vez que las semillas germinan,
es probable que el ensamblaje del microbioma sea impulsado por la transferencia horizontal,
donde los microorganismos transmitidos por las semillas se asocian preferentemente con los
tejidos de las plantas en la superficie, mientras que los microorganismos derivados del suelo
se asocian principalmente con la rizosfera y las raices *’. Es probable que el microbioma
asociado a la raiz ser reclutado y ensamblado dinamicamente durante el ciclo de vida de su
planta huésped, y los cambios temporales en este microbioma son consistentes en todas las
ubicaciones geograficas *".

La composicion de los microbiomas, que puede ser muy dindmica en la fase
vegetativa temprana, comienza a converger a lo largo del crecimiento vegetativo y se
estabiliza durante la fase reproductiva °. El muestreo repetido para estudiar la estructura de
los microbiomas asociados a las plantas ha demostrado que, aunque su composicién varia
con el tiempo, una pequefia fraccion de los taxones microbianos que pertenecen al ndcleo de
la microbiota se mantienen constantemente en abundancias relativas elevadas durante el



desarrollo de las plantas 5°. Estos microorganismos poseen multiples caracteristicas, para
una colonizacion eficiente, tolerancia al estrés y efectos beneficiosos sobre los hospedadores.
Ademas, los rasgos como la tolerancia a la sequia y la resistencia a enfermedades que se
confieren por asociaciones con un grupo microbiano particular pueden transmitirse de las
plantas madre a su descendencia, lo que indica la importancia interrelacionada de la genética
del huésped y el microbioma asociado al huésped *81°,

5. COLONIZACION E INTERRELACION

Asociado a plantas los microorganismos utilizan la quimiotaxis (reaccion de
orientacion) para detectar y responder a sefiales derivadas de las plantas, como los acidos
organicos y / 0 azlcares presentes en los exudados (liquidos filtrados compuestos de células,
proteinas y) de las plantas, y para iniciar la colonizacién. Una vez que se percibe una sefial,
los microorganismos se mueven hacia la planta principalmente mediante el uso de flagelos
1921 posteriormente, los microorganismos se adhieren a la superficie de la raiz y forman una
biopelicula. Los genes que codifican proteinas implicadas en la quimiotaxis bacteriana,
ensamblaje de flagelos, motilidad bacteriana, formacion de biopeliculas, secrecidn bacteriana
y sistemas reguladores de dos componentes son muy abundantes en microorganismos y
comunidades microbianas que se encuentran en el entorno de las raices 22, asi como en los
entornos de tallo y filosfera, en comparacion con el suelo a granel 15212224,

6. INTERACCIONES MICROBIANAS

No es de sorprender que varios genes microbianos activos y / o enriguecidos en
ambientes vegetales tengan un papel en interacciones cooperativas o competitivas con otros
miembros del microbioma. Los rasgos funcionales especificos relacionados con la supresion
de patdgenos (por ejemplo, sistemas de secrecidn de proteinas y genes de biosintesis de
compuestos antifingicos) son mas abundantes en la comunidad de la rizosfera bacteriana de
variedades de frijol y tomate resistentes a enfermedades que en variedades susceptibles o en
suelo a granel %%,

La deteccion de quérum es un mecanismo bien establecido de comunicacion
bacteriana de célula a célula que implica la produccion y deteccion de moléculas de
sefializacion (como la lactona de homoserina (HSL))?’. Diferentes taxones bacterianos
pueden generar el mismo tipo de molécula de sefializacion, lo que permite la cooperacién o
la interferencia (extincion del quérum) con otros taxones no relacionados. Ademas, las
moléculas sensibles al quérum también tienen un papel en las interacciones entre reinos. La
percepcion de las HSL por parte de las plantas conduce a la modulacion del metabolismo de
la planta, la respuesta inmune y el desarrollo de las raices 7.



B. FUNCION DE LOS MICROBIOMAS EN PLANTAS

1. ADQUISICION DE NUTRIENTES

Los microbiomas asociados a las plantas tienen funciones esenciales para mejorar la
nutricion de las plantas como se muestra en la Figura 1. Los mecanismos moleculares que
impulsan la adquisicion de nutrientes se han estudiado a fondo para simbiosis de plantas con
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y bacterias Rhizobium 328, Ademas, las bacterias
no simbioticas que promueven el crecimiento de las plantas pueden mejorar la
biodisponibilidad de minerales insolubles o mejorar la arquitectura del sistema radicular de
las plantas hospedantes, aumentando asi la capacidad de exploracion de la raiz en busca de
agua y minerales >%,

Los rasgos funcionales de las plantas relacionados con la adquisicion o conservacion
de nutrientes que diferencian las especies de plantas explotadoras (de crecimiento rapido) de
las conservadoras (de crecimiento lento) son aportados por su microbioma asociado *°. Un
estudio reciente mostré que las diferencias en la eficiencia del uso de nitrogeno de las
variedades de arroz se deben al reclutamiento de una mayor proporcion de bacterias
relacionadas con el ciclo del nitrégeno y del fosforo, lo que lleva a procesos de
transformacion de nitrégeno mas eficientes en el entorno de las raices *°.
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Figura 3. Adquisicion de nutrientes en las plantas **

C. BIOTECNOLOGIA VERDE

La biotecnologia verde, también conocida como biotecnologia agricola o
biotecnologia vegetal, es una rama de la biotecnologia que se enfoca en el uso de organismos
vivos y sistemas bioldgicos para desarrollar soluciones sostenibles en la agricultura y la
produccion de alimentos. A lo largo de la historia, esta disciplina ha desempefiado un papel
esencial en la mejora de cultivos, la proteccion de plantas contra plagas y enfermedades, y la
optimizacion de la produccion agricola *.
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Historia:

La historia de la biotecnologia verde tiene sus raices en los comienzos de la
agricultura, cuando los humanos comenzaron a seleccionar y cruzar plantas con
caracteristicas deseables. Sin embargo, el verdadero impulso se produjo en el siglo XX con
el descubrimiento de la estructura del ADN y el desarrollo de técnicas de ingenieria genética
en las décadas posteriores. A partir de entonces, la manipulacién genética, la mejora de
cultivos y la basqueda de soluciones agricolas sostenibles se convirtieron en pilares de la
biotecnologia verde *°.

Areas de enfoque:

La biotecnologia verde abarca diversas areas, que van desde la modificacion genética
de plantas para mejorar su resistencia a plagas y enfermedades hasta la creacién de cultivos
mas nutritivos y resistentes a condiciones adversas como sequias y suelos salinos. También
se dedica al desarrollo de bioinsumos agricolas, como los biofertilizantes y biocontroladores,
que contribuyen a una produccion agricola mas respetuosa con el medio ambiente y la
sostenibilidad .

Aplicaciones:

Las aplicaciones de la biotecnologia verde son vastas y abarcan desde la obtencion de
variedades de cultivos mejorados hasta la produccion de alimentos funcionales. Los cultivos
genéticamente modificados (GM) son un ejemplo destacado, con plantas disefiadas para
resistir insectos, tolerar herbicidas o tener una mayor densidad de nutrientes. La edicion
genética, una técnica mas reciente, permite realizar modificaciones precisas en el genoma de
las plantas sin introducir genes de otras especies *°.

Relacion con los bioinoculantes:

Los bioinoculantes, como los biofertilizantes y los biocontroladores, forman parte
integral de la biotecnologia verde. Estos productos bioldgicos utilizan microorganismos
beneficiosos para mejorar la salud de las plantas y el suelo. Los biofertilizantes, por ejemplo,
incluyen bacterias fijadoras de nitrégeno y fosforo que promueven el crecimiento vegetal y
aumentan la disponibilidad de nutrientes esenciales. Los biocontroladores, como bacterias y
hongos antagonistas, ayudan a combatir plagas y enfermedades de manera mas natural y
sostenible que los pesticidas quimicos .

D. BIOINOCULANTES, ESPECIFICACION Y TIPOS

Los bioinoculantes son productos bioldgicos utilizados en la agricultura para mejorar
la salud de las plantas, la fertilidad del suelo y la productividad agricola de manera sostenible.
Estos productos contienen microorganismos beneficiosos, como bacterias, hongos y otros
organismos, que interactian positivamente con las plantas y el entorno del suelo. Los
bioinoculantes se aplican al suelo o a las plantas con el proposito de promover el crecimiento
vegetal y proteger los cultivos de enfermedades y estrés ambiental .
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Los bioinoculantes se clasifican en varios tipos segun su funcion. Los biofertilizantes,
por ejemplo, son microorganismos que ayudan a fijar el nitrégeno atmosférico y solubilizar
nutrientes para que las plantas puedan absorberlos mas eficientemente. Los PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) son bacterias que estimulan el crecimiento de las plantas
mediante la produccion de hormonas y la solubilizacién de minerales. Los biocontroladores,
por su parte, combaten plagas y patégenos, reduciendo la necesidad de pesticidas quimicos.

Los bioinoculantes representan una alternativa mas amigable con el medio ambiente
en comparacion con los métodos tradicionales de agricultura intensiva. Al mejorar la salud
del suelo y de las plantas, contribuyen a la produccion sostenible de alimentos y al
mantenimiento de ecosistemas saludables. A medida que la agricultura busca métodos mas
respetuosos con la naturaleza, los bioinoculantes desempefian un papel crucial en la
promocion de la agroecologia y la seguridad alimentaria.

Clasificacion de los tipos de bioinoculantes:

o Biofertilizantes: Los biofertilizantes son microorganismos que mejoran la
disponibilidad de nutrientes para las plantas al fijar nitrdgeno atmosférico, solubilizar
fosfatos u otros procesos que aumentan la absorcion de nutrientes. Ejemplos incluyen
las bacterias fijadoras de nitrégeno y los hongos micorricicos.

e Aceleradores de compost: Estos bioinoculantes aceleran el proceso de
descomposicion de la materia organica en el compost, lo que resulta en la produccion
mas rapida de compost de alta calidad. Microorganismos como bacterias y hongos
descomponedores son ejemplos de aceleradores de compost.

e PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria): Son bacterias beneficiosas que
colonizan la zona de las raices de las plantas, promoviendo su crecimiento a través de
la solubilizacion de nutrientes, la produccién de hormonas vegetales y la proteccion
contra patdgenos.

e Bioestimulantes: Los bioestimulantes son sustancias que se aplican a las plantas para
mejorar su crecimiento y desarrollo, asi como su tolerancia a estrés abiotico (como
sequias o salinidad). Pueden contener microorganismos beneficiosos, extractos de
plantas 0 compuestos organicos.

e Biocontroladores: Estos microorganismos se utilizan para el control bioldgico de
plagas y enfermedades en las plantas. Pueden incluir bacterias, hongos y otros
organismos que compiten con los patdgenos o los atacan directamente.

e Biosolubilizadores: Estos microorganismos solubilizan minerales y nutrientes en el
suelo, como el fosforo, haciéndolos més disponibles para las plantas. Ayudan en la
mejora de la absorcidn de nutrientes por parte de las raices.

e Biorremediadores: Los biorremediadores son microorganismos utilizados para
eliminar o reducir contaminantes en el suelo o el agua, contribuyendo a la
descontaminacién ambiental. Pueden descomponer contaminantes organicos o
inmovilizar metales pesados.

e Biofijadores: Estos microorganismos participan en la fijacion bioldgica de gases
como el nitrégeno atmosférico. Los ejemplos mas conocidos son las bacterias
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fijadoras de nitrogeno que establecen simbiosis con las plantas para convertir el
nitrégeno atmosférico en formas que las plantas puedan utilizar. De igual forma, las
bacterias fijadoras de fosforo que establecen simbiosis con las plantas para solubilizar
los fosfatos inorganicos y los convierten en formas asimilables para las plantas.

1. FIJACION DE FOSFORO

El fosforo (P) es uno de los macronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo
saludable de las plantas. Aunque se encuentra en el suelo en cantidades relativamente
pequefias en comparacion con otros nutrientes, su papel en la vida vegetal es crucial. El
fésforo es un componente fundamental de los procesos metabdlicos, la sintesis de energia 'y
la transferencia genética, lo que lo convierte en un elemento indispensable para la
supervivencia y la prosperidad de las plantas 172022,

e Importancia del fosforo en las plantas:

Produccion de energia: EI fésforo es un componente clave en la molécula de
adenosin trifosfato (ATP), que es la fuente de energia principal en las células
vegetales. Sin ATP, la planta no podria llevar a cabo procesos esenciales como la
fotosintesis, la respiracion y el transporte de nutrientes.

Sintesis de ADN y ARN: EIl fésforo es un componente esencial de los &cidos
nucleicos, el ADN y el ARN, que son las moléculas portadoras de informacion
genética en las plantas. Sin fosforo, la sintesis y la transferencia de informacién
genética serian imposibles.

Formacion de enlaces quimicos: El fosforo también estd presente en los
fosfolipidos y en los enlaces de alta energia que conectan compuestos quimicos
fundamentales en las plantas. Estos enlaces son esenciales para la comunicacion
y la transmision de sefiales entre células.

e Fijacion del fosforo en el suelo:

A pesar de su importancia, el fésforo en el suelo suele encontrarse en formas poco
disponibles para las plantas. Esto se debe a que el fosforo tiende a formar compuestos
insolubles con minerales del suelo, lo que limita su absorcion por parte de las raices de las
plantas. El proceso de fijacion del fosforo en el suelo es un desafio que afecta la eficiencia
de su utilizacion por las plantas. La fijacion del fosforo en el suelo puede ser causada por
varios factores:

Formacién de compuestos insolubles: El fosforo puede reaccionar con cationes
metalicos, como el hierro y el aluminio, para formar fosfatos insolubles. Estos
compuestos precipitan en el suelo, volviendo el fosforo inaccesible para las
plantas.
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Afinidad con minerales: El fosforo también puede adsorberse en la superficie de
minerales del suelo, como arcillas y 6xidos de hierro. Esto limita su movimiento
y disponibilidad para las raices.

e Mitigacion de la fijacion del fosforo:

Para aumentar la disponibilidad de fosforo en el suelo, se utilizan diversas estrategias:

Fertilizacién: La aplicacion de fertilizantes fosfatados solubles puede suministrar
fésforo directamente a las plantas. Sin embargo, esto puede ser costoso y puede
contribuir a la contaminacion del agua si no se maneja adecuadamente.

Mejora del suelo: La adicion de materia orgéanica al suelo puede mejorar su
capacidad para retener y liberar fosforo a medida que se descompone.
Utilizacion de fertilizantes de liberacion lenta: Estos fertilizantes liberan fésforo
gradualmente a lo largo del tiempo, lo que reduce la cantidad de fosforo que puede
ser fijado en el suelo 172022,

2. FIJACION DE NITROGENO

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de los
cultivos, y su disponibilidad en el suelo juega un papel fundamental en la produccion
agricola. Aunque el nitrégeno constituye aproximadamente el 78% de la atmosfera terrestre
en forma de gas diatémico (N>), esta forma no es directamente utilizable por la mayoria de
las plantas. La fijacion bioldgica del nitrégeno por parte de bacterias, especialmente las
bacterias endofitas, es un proceso clave que contribuye a mejorar la disponibilidad de este
nutriente esencial para los cultivos 3031,

e Importancia del nitrogeno en los cultivos:

Componente de biomoléculas: El nitrdgeno es un componente esencial de las
biomoléculas fundamentales para la vida vegetal, como aminoacidos, proteinas y
acidos nucleicos. Estas moléculas son responsables de la estructura y funcion
celular, asi como del crecimiento y reproduccion de las plantas.

Fotosintesis y metabolismo: Las enzimas y coenzimas que participan en procesos
metabdlicos cruciales para el crecimiento, como la fotosintesis y la respiracion,
dependen de la presencia de nitrogeno.

Rendimiento de cultivos: La disponibilidad de nitrogeno puede influir en la
produccién de cultivos al afectar la cantidad y calidad de los productos
cosechados. Una deficiencia de nitrégeno puede limitar el crecimiento y la
formacion de rendimiento.
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e Fijacion bioldgica del nitrégeno por bacterias endofitas:

La fijacion biologica del nitrogeno es un proceso mediante el cual ciertas bacterias
transforman el nitrogeno atmosférico (N2) en formas asimilables, como amoniaco (NH3s) y
amonio (NHa+), que las plantas pueden utilizar 31,

e Mecanismo de fijacion bioldgica del nitrégeno:

Bacterias fijadoras de nitrogeno: Algunas bacterias, como las del género

Rhizobium y Azotobacter, son capaces de fijar nitrogeno atmosférico. Estas
bacterias establecen una simbiosis con las raices de las plantas, en la cual las
bacterias reciben compuestos organicos de carbono y la planta recibe nitrogeno
fijado.

Formacidén de nddulos: Las bacterias fijadoras de nitrogeno inducen la formacién
de nddulos en las raices de las plantas leguminosas, como los frijoles y los
guisantes. Estos nddulos son estructuras especializadas donde las bacterias
residen y fijan nitrgeno.

Enzima nitrogenasa: Dentro de los noédulos, las bacterias fijadoras de nitrogeno
producen la enzima nitrogenasa, que convierte el nitrégeno atmosférico en
amoniaco, que luego se convierte en amonio.

Suministro de nitrégeno: EI amonio generado por las bacterias se transfiere a las
plantas, proporcionando un suministro constante de nitrogeno asimilable.

e Bacterias enddfitas y fijacion del nitrégeno:

Las bacterias enddfitas son microorganismos que habitan en los tejidos internos de
las plantas sin causar dafio. Ademas de proporcionar otros beneficios, algunas bacterias
endofitas también tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico y mejorar la
disponibilidad de nitrogeno para las plantas anfitrionas 327,

Las bacterias enddfitas fijadoras de nitrégeno tienen el potencial de ser utilizadas en
précticas agricolas sostenibles. La inoculacion de plantas con estas bacterias puede mejorar
la disponibilidad de nitrégeno en el suelo, especialmente en sistemas agricolas de baja
fertilidad o en suelos degradados 32%7,

e Beneficios de la fijacion de nitrogeno por bacterias endofitas:

Mejora de la nutricion: La fijacion de nitrogeno por bacterias endofitas
proporciona una fuente adicional de nitrégeno para las plantas anfitrionas, lo que
puede mejorar su nutricion y promover su crecimiento.

Resistencia al estrés: Se ha observado que las plantas que albergan bacterias
enddfitas fijadoras de nitrogeno tienen una mayor resistencia a condiciones de
estres, como sequias y suelos empobrecidos, al proporcionar una fuente adicional
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de nitrégeno en momentos de estrés. De esta forma, las bacterias pueden
proporcionar nitrégeno extra en momentos de escasez.

- Sostenibilidad agricola: La asociacién simbidtica entre bacterias endofitas y
plantas puede reducir la dependencia de fertilizantes nitrogenados sintéticos, lo
que tiene beneficios ambientales y econdémicos al mejorar la sostenibilidad
agricola.

- Interaccion beneficiosa: Las bacterias endofitas que fijan nitrégeno pueden
establecer una relacion simbiética con las plantas similares a las bacterias
rhizobium en las leguminosas. Esto mejora la nutricion nitrogenada de la planta,
lo que a su vez puede tener efectos positivos en el crecimiento y rendimiento.

La reduccion de nitrégeno a amonio llevada a cabo por bacterias de vida libre o en
simbiosis con algunas especies vegetales (leguminosas y algunas lefiosas no leguminosas),
se conoce como fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN). Los organismos capaces de fijar
nitrogeno se conocen como diazétrofos 8303l Esta propiedad estd restringida solo a
procariotas y se encuentra muy repartida entre los diferentes grupos de bacterias y algunas
arqueobacterias. Es un proceso que consume mucha energia que ocurre con la mediacién de
la enzima nitrogenasa 3032,

E. ENZIMA NITROGENASA

La enzima nitrogenasa es una maravilla bioldgica que desempefia un papel critico en
el ciclo global del nitrogeno al permitir que ciertas bacterias fijadoras de nitrégeno conviertan
el nitrégeno atmosférico (N2) en formas asimilables por las plantas y otros seres vivos. Esta
enzima es esencial para la vida en la Tierra, ya que facilita la conversion de uno de los
componentes mas abundantes de la atmosfera en un nutriente esencial para el crecimiento y
desarrollo de los organismos 3031,

La nitrogenasa, formada por dos metaloproteinas, ferroproteina y
molibdoferroproteina, esté bastante bien conservada en todos los microorganismos fijadores.
Presenta un rango de actividad extendido frente a otras moléculas que contienen triples
enlaces lo que ha dado base a un practico método de deteccién y medida de la capacidad
fijadora, y a pensar en el posible papel detoxificador de esta enzima en el ambiente
primigenio de la tierra 331,

o Estructura de la enzima nitrogenasa:

La nitrogenasa es una enzima compleja que consta de varias subunidades con
estructuras tridimensionales especificas. El centro activo de la enzima contiene hierro
y molibdeno, que son cruciales para su actividad catalitica. Esta estructura
tridimensional Unica es fundamental para su capacidad de reducir el nitrogeno
atmosferico y convertirlo en formas utilizable.
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Figura 4. Estructura del cofactor FeMo de la enzima nitrogenasa.

F. MECANISMO DE LA NITROGENASA
La enzima nitrogenasa esta integrada por dos sulfo-ferro-proteinas:

a. Unidad I (KP 1): llamada dinitrogenasa o molibdo-ferro-proteina esta formada por 4
subunidades peptidicas con 24 atomos de Fe, 28 de S y 2 de Mo. Tiene un peso
molecular aproximadamente de 300 kDa. Esta unidad constituye el sitio catalitico del
N2 (ruptura del triple enlace N=N)

b. Unidad Il (KP_II): llamada nitrogenasa reductasa es una ferro-proteina posee dos
subunidades peptidicas con 4 atomos de Fe y 4 de S. Tiene un peso molecular de 60
kDa y participa en el transporte de e- desde las ferredoxinas a la unidad I, donde se
acoplan al N formando NHs

Ambas unidades de la nitrogenasa estan codificadas en un gen llamado nif que se
localiza en un plasmido de las bacterias diazétrofas. EI gen nif es un complejo de varios genes
que codifican la sintesis de ambas unidades de la Nasa (nifD y nifK para la unidad 1 y nifH
para la unidad Il) y otros genes que tienen funciones de regulacién y control de la expresion
de los genes fijadores.
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La presencia de O es el principal factor que regula la actividad de la Nasa debido a
que los e- transferidos desde la ferredoxina pueden ser captados por el Oz y no llegar a la
unidad 11 de la Nitrogenasa. Ademas, una caracteristica constante de la FBN es que cierta
cantidad de los H+ transferidos son reducidos por la Nasa antes de llegar al N y se
transforman en Hz (gas). La proporcion de Hz formado varia segln la cantidad de ATP y
poder reductor que tenga disponible la célula. Se menciona que con baja disponibilidad es
mayor la proporcion de Hz y que, contrariamente, con alta disponibilidad predomina la
formacion de NHa+.
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Figura 5. Mecanismo de accion de la nitrogenasa

Por este motivo se hace muy dificil poder ajustar estequiométricamente la férmula
de la FBN. La ecuacion general mas aceptada es:

N, + 16 ATP + 8¢~ + 10H* - 2NH, + H, + 16ADP + 16Pi

El NH4+ formado por fijacion inmediatamente se incorpora a cadenas se incorpora a
cadenas carbonadas, generalmente provenientes del ciclo de Krebs, formando aminoécidos.
Los procesos mas comunes son:

o —cetoglutarato + NH4* + NADPH — Glutamato + NADP*
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3. FUNCION Y ROL EN LA FIJACION DE NITROGENO

El proceso de fijacion de nitrogeno atmosférico es altamente energético y
requiere la accion de la enzima nitrogenasa para superar la triple union estable del No.
El ciclo de reacciones catalizadas por la nitrogenasa implica varias etapas 303!

e Adsorcion de N»: Las bacterias fijadoras de nitrégeno, como Rhizobium
y Azotobacter, obtienen N2 atmosférico del suelo y lo hacen reaccionar
con la enzima nitrogenasa presente en sus células.

e Reduccién a amoniaco (NHs): La nitrogenasa facilita la conversion del
N2 en amoniaco (NHs) a través de un proceso de reduccion altamente
energético. En esta etapa, se rompe la triple unién del N2 y se incorporan
atomos de hidrdgeno.

e Transferencia de electrones: Durante la reduccion, se necesitan electrones
y protones para convertir el N2 en NHs. Estos electrones y protones son
proporcionados por la enzima y transferidos dentro del complejo de la
nitrogenasa.

e Activacion del hidrégeno: El hidrégeno gaseoso es un subproducto de la
reaccion. La nitrogenasa también se encarga de activar el hidrogeno para
su posterior uso en la reduccion del Na.

e Formacion de amoniaco utilizable: El amoniaco producido es liberado por
la enzima y puede ser incorporado en compuestos organicos Yy
biomoléculas por las bacterias fijadoras de nitrégeno y las plantas
anfitrionas.

o Importanciay significado ecoldgico:

La enzima nitrogenasa y la fijacion bioldgica del nitrégeno son vitales para
mantener la disponibilidad de nitrégeno en los ecosistemas terrestres y acuaticos.
A través de la actividad de estas bacterias, el nitrégeno atmosférico se convierte
en formas asimilables que las plantas pueden absorber y utilizar. Esto es
especialmente crucial en suelos pobres en nitrégeno, ya que estas bacterias
pueden enriquecer el suelo y mejorar la fertilidad.

o Aplicaciones en la agricultura y la sostenibilidad:

La enzima nitrogenasa y la fijacion bioldgica del nitrégeno tienen
aplicaciones préacticas en la agricultura sostenible. La inoculacion de cultivos con
bacterias fijadoras de nitrogeno puede reducir la necesidad de fertilizantes
nitrogenados sintéticos, lo que a su vez disminuye el impacto ambiental y los
costos para los agricultores.
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G. CICLO DEL NITROGENO

El ciclo del nitrégeno es un proceso continuo y complejo que ocurre en los
ecosistemas terrestres y acuaticos, involucrando mdaltiples etapas y transformaciones
quimicas del nitrogeno. Estas etapas estan estrechamente interconectadas y son vitales
para el funcionamiento de los ecosistemas, como se muestra en la Figura 3. Aqui se
explica en detalle como ocurre el ciclo del nitrégeno en un ecosistema 303

- Fijacion del nitrégeno:

El ciclo comienza con la fijacidn del nitrégeno atmosférico (N2) presente en
el aire. Alrededor del 78% de la atmosfera esta compuesto por N2, pero este
nitrégeno no es directamente utilizable por la mayoria de los seres vivos. Algunas
bacterias y cianobacterias, conocidas como fijadoras de nitrogeno, tienen la
capacidad de convertir el N2 en compuestos mas reactivos como amoniaco (NHs)
o iones amonio (NHa+). Estas bacterias pueden vivir en el suelo, las raices de las
plantas o incluso en los océanos.

- Nitrificacion:

Una vez que se han producido compuestos de amonio (NHz o NHast),
comienza la nitrificacién. Las bacterias nitrificantes, como Nitrosomonas y
Nitrobacter, convierten el amoniaco en nitritos (NO2-) y luego en nitratos (NO3).
Estos nitratos son solubles en agua y son facilmente absorbidos por las raices de
las plantas.

- Asimilacion de nitratos:

Las plantas toman los nitratos del suelo a traves de sus raices y los utilizan
para sintetizar proteinas, acidos nucleicos y otros componentes esenciales para su
crecimiento y desarrollo. Los herbivoros obtienen nitrégeno al consumir plantas
ricas en proteinas.

- Descomposicion:

Cuando las plantas y los animales mueren, sus tejidos organicos contienen
nitrégeno. Durante el proceso de descomposicion, las bacterias y hongos
descomponedores descomponen estos restos y liberan compuestos nitrogenados,
incluido el amoniaco, de vuelta al suelo.

- Desnitrificacion:

En condiciones anaerdbicas (sin oxigeno), ciertas bacterias llevan a cabo la
desnitrificacion. Convierten los nitratos en 0xidos de nitrogeno (NOX) o nitrégeno
molecular (N2) y lo liberan a la atmosfera. Este proceso cierra el ciclo al devolver
el nitrégeno a la atmdsfera en forma de N2, completando el ciclo atmosférico.
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- Uso por organismos consumidores:

Los consumidores primarios (herbivoros) obtienen nitrogeno al ingerir
plantas ricas en proteinas. Luego, los consumidores secundarios (carnivoros)
obtienen nitrogeno al alimentarse de los herbivoros. De esta manera, el nitrégeno
fluye a través de la cadena alimentaria.

- Excrecion y ciclo de nuevo:

Los organismos excretan nitrogeno en forma de urea, amoniaco o
compuestos relacionados. Esta excrecion introduce el nitrégeno nuevamente en el
suelo, donde puede ser reciclado y utilizado por otras plantas y organismos.

- Simbiosis bacteriana y fijacion de nitrégeno:

Las bacterias enddfitas y simbidticas, como las del género Rhizobium,
establecen asociaciones beneficiosas con las raices de las plantas. Estas bacterias
fijadoras de nitrégeno toman el N2 del aire y lo convierten en formas que las
plantas pueden absorber.

Nitrégeno en la amdsfera (N2) ]

Bacterias
desnitrificantes

Produccion de
fertilizante

Descomponedores
aerobiso y anaerdbicos

— . bacterias y hongos
Bacterias fijadoras

Bacterias de nitrégeno en
nitrificantes nodulos de las raices,

de las legumbres
Nitritos (NO2)

Nitrificacion Bacterias Amonificacion
nitrificantes

e nitrégeno en
suelo

Amonio (NH3)

Figura 6. Ciclo del nitrogeno y su relacion con los factores bioticos y abioticos.
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H. COMPUESTOS NITROGENADOS

En términos generales la importancia del uso de compuestos nitrogenados radica en
la capacidad que tiene ese elemento para el desarrollo de las plantas. La fijacion de nitrégeno
ambiental por parte de la mayoria de las plantas es en ocasiones ineficiente lo que provoca
un desarrollo lento y consecuentemente limitado. No obstante, existen excepciones como lo
son las leguminosas, las cuales al estar en simbiosis con bacterias como lo serian Rhizobium
y Bacillus mycoides, forman nddulos en las raices de las plantas promoviendo asi la fijacion
de nitrogeno y fosforo 3031,

De esta forma, los productos nitrogenados se enfocan en brindar nutrientes
especificos para un mayor desempefio y eficiencia en el desarrollo de los cultivos. Sin
embargo, dicha eficiencia no es solo el resultado visible (los frutos), si no se enfoca en como
podemos utilizar menos recursos, aprovecharlos de mejor manera tanto el humano como los
cultivos y asegurarse de no provocar alteraciones en el ecosistema 2. Las alteraciones de estos
productos se pueden dar por tres mecanismos: la volatilizacion del amoniaco (Contaminacion
del aire), lixiviacion de nitratos (contaminacion de mantos friaticos y cuerpos de agua) y la
desnitrificacion (gases de efecto invernadero) 163031 Estas alteraciones pueden ser
corregidas mediante el uso de inhibidores de nitrificacion, los cuales permiten mayor
retencion del nitrégeno en el suelo, asi como mediante el uso de barreras fisicas, las cuales
suelen ser polimeros que liberan de manera gradual el nitrogeno en la tierra para un mayor
aprovechamiento del mismo 2*°

1. MICROORGANISMOS ENDOFITOS FIJADORES DE NITROGENO

El microbioma vegetal incluye las diversas comunidades gque se encuentran asociadas
con las plantas, incluyendo aquellas que residen dentro de sus tejidos. Las bacterias endofitas
pueden habitar dentro de los tejidos vegetales sin provocar ningun dafio, ya sean raices, tallos,
hojas, flores o semillas. Diversos trabajos han demostrado que las bacterias enddéfitas son
capaces de interactuar de una manera muy eficiente con sus hospederos, comparado con
aquellas que habitan la fildsfera o rizosfera. De hecho, se ha propuesto a la rizésfera uno de
los ecosistemas mas diversos como una fuente de adquisicién de endéfitos para las plantas,
ya que las grietas de las raices, asi como las diversas heridas de tejidos que ocurren como
resultado del crecimiento de la planta, entre otros dafios mecéanicos, permiten a las bacterias
rizosféricas penetrar y colonizar los tejidos internos 18303132,

Las bacterias endo6fitas son microorganismos que viven dentro de los tejidos sanos de
las plantas, sin causar dafio aparente a sus anfitriones. Estas bacterias han desarrollado una
relacién simbidtica con las plantas a lo largo de la evolucidn, lo que significa que ambos se
benefician mutuamente. Las bacterias endofitas pueden colonizar diferentes partes de la
planta, como raices, tallos, hojas e incluso semillas. En la agricultura, las bacterias endéfitas
ofrecen diversos beneficios a las plantas y a los cultivos. Algunas de sus funciones clave son:

- Fijacién de nitrogeno: Al igual que las bacterias NFB, algunas bacterias endoéfitas
tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico y convertirlo en una forma utilizada
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por las plantas. Esto ayuda a mejorar la nutricion de las plantas y reduce la necesidad
de fertilizantes nitrogenados 3%,

- Estimulacién del crecimiento vegetal: Las bacterias endofitas pueden producir
compuestos promotores del crecimiento vegetal, como fitohormonas y enzimas, que
estimulan el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Estos compuestos pueden
aumentar la produccién de biomasa, mejorar la absorcion de nutrientes y fortalecer la
resistencia de las plantas a enfermedades y estrés abidtico 2.

- Biocontrol de enfermedades: Algunas bacterias endofitas tienen la capacidad de
combatir patdgenos causantes de enfermedades en las plantas. Estas bacterias
producen metabolitos antimicrobianos o inducen respuestas de defensa en las plantas,
lo que reduce la incidencia y gravedad de las enfermedades 2.

- Tolerancia a condiciones adversas: Las bacterias endofitas pueden ayudar a las
plantas a sobrevivir y crecer en condiciones ambientales desafiantes, como sequias,
salinidad del suelo o altas temperaturas. Estas bacterias pueden mejorar la capacidad
de las plantas para resistir el estrés abi6tico y mantener un rendimiento adecuado en
condiciones desfavorables %,

- Desintoxicacion de contaminantes: Algunas bacterias endofitas tienen la capacidad
de degradar compuestos tdxicos o contaminantes ambientales, como pesticidas o
metales pesados, lo que contribuye a la descontaminacion del suelo y el agua 2%,

MECANISMO DE EIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO POR
BACTERIAS ENDOFITAS

- Colonizacion de las raices: Las bacterias enddfitas que fijan nitrégeno, como las
pertenecientes a los géneros Azospirillum, Gluconacetobacter, y Herbaspirillum,
colonizan las raices de las plantas anfitrionas. A través de procesos quimicos y
sefiales, estas bacterias son capaces de ingresar a las raices y establecer una relacién
simbidtica.

- Formacion de biofilms: Una vez en las raices, las bacterias endofitas forman
biofilms, que son comunidades microbianas adheridas a la superficie de las raices.
Estos biofilms proporcionan un ambiente propicio para la interaccion entre las
bacterias y las plantas.

- Produccién de fitohormonas: Algunas bacterias endofitas producen fitohormonas,
como auxinas, que estimulan el crecimiento de las raices y mejoran la absorcion de
nutrientes, incluido el nitrégeno. Esto beneficia a las plantas al aumentar su
capacidad para acceder a fuentes de nitrégeno en el suelo.

- Actividad enzimética: Las bacterias endéfitas también poseen enzimas especificas,
como nitrogenasa, que son capaces de convertir el nitrégeno atmosférico (N2) en
amoniaco (NH3) y otros compuestos asimilables. Este proceso es esencial para la
fijacién del nitrégeno.

- Transferencia de nitr6geno: Una vez que las bacterias endofitas convierten el N2 en
formas asimilables, estos compuestos son transferidos a las plantas anfitrionas. Las
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plantas utilizan estas formas de nitrégeno para sintetizar aminoacidos, proteinas y
otros componentes celulares esenciales.

La utilizacion de bacterias endofitas en la agricultura puede ayudar a mejorar la
productividad de los cultivos de manera sostenible, reducir el uso de productos quimicos y
promover la salud de los ecosistemas agricolas. Sin embargo, es importante destacar que la
eficacia y los beneficios especificos pueden variar dependiendo de las especies bacterianas y
las condiciones de cultivo. Por lo tanto, es necesario realizar investigaciones y ensayos
especificos para seleccionar las bacterias endofitas adecuadas y optimizar su aplicacion en
cada sistema de cultivo?!8:30:31.32

3. SIMBIOSIS PLANTAS DE JITOMATE Y BACTERIAS ENDOFITAS

Las plantas de jitomate, pertenecientes a la especie Solanum lycopersicum, albergan
una amplia variedad de bacterias en sus tejidos, incluidas varias especies de bacterias
enddfitas. Este fendmeno se debe a una serie de factores bioldgicos y ecologicos que
interacttan en el microbioma vegetal del jitomate.

En primer lugar, la superficie de las plantas, incluidas las hojas, tallos y raices,
proporciona un entorno rico y diverso para el crecimiento bacteriano. Las hojas y los tallos
proporcionan una superficie accesible para la colonizacion bacteriana, mientras que las raices
liberan compuestos organicos que pueden servir como fuente de alimento para las bacterias
del suelo. Ademas, el jitomate, al igual que otras plantas, secreta una variedad de compuestos
quimicos a través de sus raices, conocidos como exudados radiculares. Estos exudados
contienen una combinacién Unica de carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos y otros
compuestos que pueden atraer a ciertos tipos de bacterias y estimular su crecimiento y
actividad metabdlica. Algunas de estas bacterias pueden ser enddfitas, lo que significa que
pueden colonizar los tejidos internos de la planta sin causar dafio aparente. EI ambiente
microscopico dentro de los tejidos de la planta también puede proporcionar condiciones
favorables para el crecimiento bacteriano. Por ejemplo, el interior de los tallos y las raices
puede ofrecer proteccion contra condiciones ambientales adversas, como la sequia o la
radiacion ultravioleta, y puede proporcionar nutrientes y espacio para el crecimiento
bacteriano.

Otro factor importante que contribuye a la diversidad bacteriana en las plantas de
jitomate es la interaccion con el suelo circundante. Las raices de las plantas de jitomate tienen
la capacidad de interactuar con las comunidades microbianas del suelo, tomando contacto
con una amplia gama de bacterias presentes en el ambiente del suelo. Estas bacterias pueden
colonizar las raices de la planta y eventualmente migrar hacia los tejidos internos,
contribuyendo asi a la diversidad bacteriana del jitomate. Ademas, se ha demostrado que las
bacterias endofitas pueden tener efectos beneficiosos en las plantas de jitomate, como el
aumento de la resistencia a enfermedades, la mejora de la tolerancia al estrés abiotico vy el
aumento del rendimiento de los cultivos. Estos beneficios pueden ser el resultado de la
produccién de compuestos antimicrobianos, la estimulacién del sistema inmunoldgico de la
planta o la mejora de la absorcidn de nutrientes.
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4, METODOS DE SECUENCIACION

Los métodos de secuenciacion han permitido la comprension profunda de la genética
de los organismos, lo que ha llevado a avances en areas como la medicina, la agriculturay la
conservacion bioldgica. Estos métodos contindan evolucionando, proporcionando
herramientas esenciales para la exploracion genémicay la comprension de la vida en un nivel
molecular. La secuenciacion del ADN ha transformado la biologia al permitir el analisis
detallado del material genético. Diversos métodos se utilizan para esta tarea, cada uno con
usos especificos, principios de funcionamiento Unicos y ventajas y desventajas distintas. A
continuacion, se enumeran los tipos 3:

1. Secuenciacion de Sanger:

a. Usos: Secuenciacion de genes individuales, analisis de ADN pequefios Yy
medianos.

b. Funcionamiento: Emplea dideoxinucledtidos marcados que detienen la
elongacion del ADN durante la replicacion, generando fragmentos que se separan
por tamafio para revelar la secuencia.

c. Ventajas: Precision para secuencias cortas, estdndar en secuenciacion de genes
individuales.

d. Desventajas: Costosa y lenta para secuencias largas, mayor error en secuencias
repetitivas.

2. Secuenciacion de nueva generacion (NGS):

a. Usos: Secuenciacion masiva y rapida de genomas completos, transcriptomas,
metagenomas.

b. Funcionamiento: Basada en la amplificacion y secuenciaciébn masiva de
fragmentos de ADN, con millones de lecturas simultaneas.

c. Ventajas: Alto rendimiento, menor costo por base, adecuado para proyectos
gendémicos completos.

d. Desventajas: Posibles errores de secuenciacion, requerimientos computacionales
y analisis complejo.

3. Secuenciacion de tercera generacion:

a. Usos: Secuenciacion de largas lecturas, metagendmica y ensamblaje de genomas

complejos.

b. Funcionamiento: Utiliza tecnologias como PacBio y Nanopore que secuencian
hebras de ADN individuales de manera continua, generando secuencias largas.
Ventajas: Lecturas mas extensas, superando repeticiones y estructuras dificiles.
d. Desventajas: Mayor tasa de error en lecturas, costos mas elevados.

o

4. Secuenciacion del gen 16S rARN:
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Es un método esencial en la investigacién microbioldgica y se centra en una region

altamente conservada del ADN bacteriano que varia lo suficiente para permitir la
identificacion y clasificacion de diferentes bacterias.

a.

C.

d.

Usos: Estudio de comunidades bacterianas, taxonomia microbiana, analisis de
diversidad.
o Taxonomia: Permite la identificacion y clasificacion de bacterias hasta niveles
taxonémicos especificos.
o Diversidad microbiana: Ayuda a entender la composicién de las comunidades
microbianas en diferentes entornos.
o Epidemiologia: Facilita el seguimiento y analisis de brotes y enfermedades
infecciosas.
o Ecologia microbiana: Ayuda a estudiar las interacciones entre bacterias en
diferentes ecosistemas.
Funcionamiento: Se focaliza en la region 16S del rARN ribosomal, la cual es
conservada pero variable entre bacterias.
Ventajas: Amplia aplicacion en microbiologia, identificacidn precisa hasta nivel
de especie, bases de datos disponibles.
Desventajas: No cuantitativo, limitado a bacterias, variabilidad en regiones.

5. Secuenciacién del gen 18S rARN:

a.

C.
d.

Usos: Estudio de eucariotas, diversidad en protistas, hongos y organismos
multicelulares.

Funcionamiento: Similar al 16S rARN, pero dirigido a eucariotas, usado en
andlisis ecoldgicos.

Ventajas: Informacion sobre diversidad eucariota, relevante en ecologia.
Desventajas: No aplicable a procariotas, algunas regiones pueden ser dificiles de
amplificar.
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V. METODOLOGIA

A. PREPARACION DE MEDIOS

1. AGARNUTRITIVO
Materiales y equipo:

O O O O O O O

Erlenmeyer de 1 litro
Probeta de 500 ml

Estufa

Agitador magnetico

500 ml de agua esterilizada
Agar nutritivo

Papel aluminio

Procedimiento:

1.

5.
2. MEDIO NFB

Para el aislamiento de bacterias se emple6 el agar nutritivo como medio
para el primer aislamiento.

En erlenmeyer de 1 litro se agregaron 500 ml de agua destilada esterilizada
y se coloco en estufa con agitador.

Se dejé calentando el erlenmeyer con el agua destilada esterilizada, se
pesaron en la balanza 20 gramos de agar nutritivo y posteriormente se
agregaron al erlenmeyer.

Se dej6 con agitacion hasta que todo el contenido de agar estuviera
disuelto en el agua y se llegara al punto de ebullicion.

Se dejé reposando para posteriormente pasar al proceso de esterilizacion.

Materiales y equipos:

0O 0O 0O O O O O O O O ©

Matraz aforado de 1 litro
10 Beakers de 50 ml
Balanza analitica
Espatula analitica
Erlenmeyer de 1 litro
Estufa con agitador
Agitador magnetico
Autoclave

Agua destilada
Acido mélico
Glucosa
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Fosfato dipotasico solucion al 10%

Sulfato de magnesio hepta hidratado solucién al 10%
Cloruro de sodio solucion al 10%

Cloruro de calcio di hidratado solucion al 1%
Sulfato de Manganeso

Acido borico

Sulfato de cobre Penta hidratado

Sulfato de zinc hepta hidratado

EDTA-Fe

hidréxido de sodio 1N

Sulfato de hierro hepta hidratado

Azul de bromotimol solucién 0.5%
Hidrdxido de potasio 0.2N

Biotina

Piridoxal — HCI

Acido clorhidrico

Cloruro de amonio

O 0O 0O O O O O O o o0 O O o0 o o o o

Procedimiento:

Para el aislamiento de bacterias fijadores de nitrégeno, se emple6 el medio
libre de nitrogeno NFB, el cual esta compuesto por una serie de
componentes solidos y disoluciones liquidas como se muestra a
continuacion:

1. Pesar componentes sélidos con ayuda de una balanza y una espatula
analiticas, y agregarlos en un matraz aforado de 1 litro, aforarlo hasta
Ilegar a los 900ml. Mezclar bien hasta disolver los componentes solidos.

- Acido malico: 5 g/litro
- Glucosa: 2 g/litro

2. Pesar y agregar al matraz aforado de 1 litro los componentes en
disoluciones liquidas.
3. Realizar la solucion de fosfato dipotasico (K2HPOa4)
- Fosfato dipotésico: Pesar 0.5g en 5ml de agua destilada (5 ml de
una solucion al 10%), en beaker de 20ml, mezclar bien y agregar a
matraz aforado.

4. Realizar solucion de sulfato de magnesio hepta hidratado (MgSO4*7H20)
- Magnesio hepta hidratado: Pesar 0.2 g en 2 ml de agua destilada
(2 ml de una solucidn al 10%), en beaker de 20ml, mezclar bien y

agregar a matraz aforado.

5. Realizar solucion de cloruro de sodio (NaCl)
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- Cloruro de sodio: Pesar 0.1 g en 1 ml de agua destilada (1 ml de
una solucion al 10%), en beaker de 20ml, mezclar bien y agregar a
matraz aforado.

6. Realizar solucion de cloruro de calcio di hidratado (CaCl;*2H,0)
- Cloruro de calcio di hidratado: Pesar 0.02 g en 2 ml de agua
destilada (2 ml de una solucion al 1%), en beaker de 20ml, mezclar
bien y agregar a matraz aforado.

7. Realizar solucion de micronutrientes compuesta por los siguientes
reactivos: molibdato de sodio di hidratado (Na2Mos.2H20), sulfato de
manganeso (MnSQOs), acido borico (HsBO3), sulfato de cobre Penta
hidratado (CuSO4.5H.0), y sulfato de zinc hepta hidratado
(ZnS04.7H20), pesar cada uno de los componentes en recipientes
plasticos separados, agregarlos a matraz aforado y mezclar bien con ayuda
de una estufa con agitador y un agitador magnético hasta disolver
completamente todos los componentes.

- Molibdato de sodio di hidratado: 0.2 g/l

- Sulfato de manganeso: 0.235 g/l

- Acido boérico: 0.28 g/l

- Sulfato de cobre Penta hidratado: 0.008 g/l
- Sulfato de zinc hepta hidratado: 0.024 g/l

8. Realizar solucion de EDTA-Fe
- Para preparacion de EDTA-Fe:
= Disolver 5g de EDTA, en 50 ml de agua de NAOH
1N

- Para preparacion de NaOH 1N

o 2g de hidroxido sodico en 50 ml de agua destilada, mezclar
bien.

- Disolver 14 g de FeSO4*7H>0 en 50 ml de agua destilada.

- Agregar la solucion de EDTA al total de la solucion de hierro y
mezclarlo en recipiente oscuro, hasta que la solucién adquiera un
color cafeé cristalino.

- Agregar 2 ml de la solucion final a matraz aforado y mezclar bien.

9. Realizar solucion de azul de bromotimol (0.5% en KOH 0.2N), y agregar
2 ml de la solucion a matraz aforado y mezclar bien.
- Para solucion de KOH, agregar 0.056 g de KOH en 5 ml de H.0
en beaker de 20 ml
- De la solucion de KOH preparada anteriormente tomar una
alicuota de 2ml y agregar 0.01 g de azul de bromotimol en otro
beaker de 10 ml
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10.

11.

12.

13.

14.

- Agregar 2 ml de la solucion a matraz aforado y mezclar bien.

Ajustar el pH a 5.5 con é&cido clorhidrico (HCI) o hidroxido de sodio
(NaOH), segln sea necesario. Agregar agua destilada hasta completar el
volumen final de 1 litro.

Mezclar bien el medio y esterilizarlo en autoclave a 121°C durante 20
minutos.

Después de esterilizar el medio y dejando que llegara a temperatura
ambiente en una campana de flujo laminar en condiciones asépticas,
agregar el nitrogeno limitante ya sea nitrato de amonio (0.5-1.5¢g/L) o
cloruro de amonio (0.3 - 0.5 g/L)

Después de esterilizar el medio y dejando que llegara a temperatura
ambiente, en una campana previamente esterilizada y en condiciones
asépticas agregar la solucion de vitaminas

o Biotina: 0.1g/I

o Piridoxal — HCI: 0.2g/I
Mantener en frio para su mantenimiento

3. CALDO NUTRITIVO
Materiales y quipos:

0 O O O O O O

Erlenmeyer de 1 litro

Probeta de 500 ml

Estufa

Agitador magnético

500 ml de agua destilada esterilizada
Caldo nutritivo

Papel aluminio

Procedimiento:

1.

2.

4.

Para el cultivo madre de bacterias se empled el caldo nutritivo, el cual es
un medio semisolido en el cual se colocan los explantes de las plantas.

En erelnmeyer de 1 litro se agregaron 500 ml de agua destilada
esterilizada. Se pesaron en la balanza 4 g de polvo y se suspendieron en
los 500 ml.

Se dejo reposando durante 5 minutos y posteriormente se puso a calentar
en estufa con agitacion hasta que todo el contenido del caldo estuviera
disuelto en el agua y se llegara al punto de ebullicion (dejar 1 a 2 minutos).
Se dejé reposando para posteriormente pasar al proceso de esterilizacion.
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B. PROCESO DE ESTERILIZACION

1. CRISTALERIA
Materiales y equipos:

©)
©)
©)

9 erlenmeyers de 250 ml
Autoclave
Papel aluminio

Procedimiento:

1.

Para asegurar que el proceso de extraccion, inoculacion e incubacion de
las bacterias fuese lo mas estéril posible, se llevo a cabo un proceso de
esterilizacion en autoclave.

Se tomaron 9 erlenmeyers de 250 ml y fueron llevados a la autoclave de
la Universidad del Valle, se introdujeron en la autoclave y se configuro la
misma a una temperatura de esterilizacion de 250 °C y tiempo de 1 hora.

2. MEDIOS DE CULTIVO
Materiales y equipos:

@)
@)
@)
@)

Erlenmeyer de 1 litro (Agar nutritivo)
Erlenmeyer de 1 litro (Caldo nutritivo)
Erlenmeyer de 2 litros (medio NFB)
Autoclave

Procedimiento:

1.

Para asegurar que el proceso de extraccion, inoculacion e incubacion de
las bacterias extraidas fuese lo méas estéril posible, se llevo a cabo un
proceso de esterilizacion de los medios en la autoclave.

Se prepararon los siguientes medios: 1 litro de agar nutritivo, 1 litro de
caldo nutritivo y 1.5 litros de medio NFB.

Posterior a la preparacion de los medios, estos fueron llevados a la
autoclave de la Universidad del Valle de Guatemala, se introdujeron en la
autoclave y se configurd la misma a una temperatura de esterilizacion de
250°C y tiempo de 1 hora.

C. MUESTREO
Materiales y equipos:

@)
@)
@)
@)

3 recipientes plasticos
Tierra negra

Pala pequefia

Bisturi
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Procedimiento:

1. En el lugar de muestreo se realizé un muestreo aleatorio. En cada sitio se

colectd 1 planta sanas con todo y raiz, en total 3 muestras.

2. Las muestras se identificaron y almacenaron para el transporte al Laboratorio

de Investigaciones Microbioldgicas de la Universidad del Valle de
Guatemala y se procesaron dentro de las 24 horas despues de ser colectadas.

3. De cada planta se tomaron explantes de raiz, tallo y hojas (jovenes y adultas)

para el aislamiento de microorganismos con efectos bioinoculantes y de
fijacion de nitrogeno (bacterias enddfitas).

D. AISLAMIENTO DE BACTERIAS ENDOFITAS

Materiales y equipos:

o

O 0O 0O 0O O O O O O O o

9 cajas Petri estériles

9 erlenmeyer estériles
Pinzas

Shaker

Incubadora

Etanol al 70%

Agua destilada esterilizada
Tampon de fosfato de potasio
Alcohol al 70%
Hipoclorito de sodio al 5%
9 placas de agar nutritivo
Caldo nutritivo estéril

Procedimiento:

1.

2.

Los explantes de las muestras recolectadas fueron sometidas a un proceso de
desinfeccion superficial, en total se tenian 9 muestras.

Los explantes de raices, tallos y hojas de cada planta se deben lavar con agua
estéril y cortar en segmentos de 2 cm aproximadamente.

Para el proceso de desinfeccion se requieren de tres raices, tres tallos y tres
hojas por muestra, se colocan el conjunto de explantes de forma individual
en cajas petri.

Para el aislamiento de bacterias endofitas, cada raiz fue sometida a proceso
de esterilizacion superficial (Sakiyama et al., 2001).

El proceso se realizé en placas Petri y consistidé de: dos lavados de cada
explante en agua destilada esterilizada, seguida de agitacion por 15 min en
solucion tampdn de fosfato de potasio 0,05 mol L-1, pH 7,0; inmersion por 1
min en alcohol al 70%; agitacion por 5 min en solucion de hipoclorito de
sodio 5%; nuevamente inmersion por 1 min en alcohol 70% seguida de
agitacion por 15 min en solucién tampén fosfato de potasio 0,05 mol L-1, pH
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7,0 y, finalmente, el lavado por cuatro veces en agua destilada esterilizada.
El proceso fue repetido por dos veces.

Para confirmar la esterilizacion de la superficie de las raices, se tomé una
alicuota del ultimo lavado y fue esparcida en placa conteniendo medio de
cultivo agar nutritivo e incubada a 37°C por 72 horas.

Seguido, los explantes fueron transferidos con ayuda de pinzas estériles para
9 erlenmeyers conteniendo caldo nutritivo e incubado a 37°C por 72 horas,
para el aislamiento de bacterias endofitas cultivables.

(Metodologia segun, Pérez et al.,2014)

E. REAISLAMIENTO Y OBTENCION DE CULTIVOS PUROS
Materiales y equipos:

@)
©)
®)
®)
®)
®)
©)

9 erlenmeyers de 250ml (incubados previamente)
Asas bacterioldgicas

2 mecheros

Campana de flujo laminar

Microscopio

27 placas de agar nutritivo

Reactivos para tincion de Gram

Procedimiento:

1.

De los 9 erlenmeyers de 250 ml y pasado el tiempo de incubacién se
evidencio el crecimiento de bacterias en el caldo nutritivo.

Se llevo a cabo el reaislamiento de las bacterias a las placas con el medio agar
nutritivo.

Se utilizo el método de estriado en placa con ayuda de asas bacterioldgicas
para la obtencion de colonias puras; en total se inocularan 27 placas a partir
de los 9 erlenmeyers que contenian los explantes en caldo nutritivo.

El proceso de reaislamiento se realiz6 2 veces para asegurar la obtencion de
colonias puras.

En la primera resiembra se llevd a cabo una descripcion de colonias donde ya
se evidenciaron colonias aisladas, de esta forma, se realiz6 una descripcion
morfologica de las 27 placas incubadas y seleccionaron colonias bien
definidas para realizar nuevamente una resiembra.

En la segunda resiembra se obtuvieron colonias puras con diferentes
morfologias las cuales fueron sometidas a tincion para identificar su
morfotipo.

F. EVALUACION IN VITRO DE FIJACION DE NITROGENO
Materiales y equipos:
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O O O O O O O

9 tubos de ensayo estériles de 10 ml
Asas bacterioldgicas

Mechero

Campana de flujo laminar
Incubadora

30 ml medio NFB (3 ml por tubo)
Cajas Petri con agar nutritivo

Procedimiento:

1.

Cada una de las colonias puras se inocularon en medios semisélidos (NFB)
libres de nitrdgeno, se incubaron a 37 °C, durante 7 dias.

Los aislados capaces de crecer que formaron una pelicula visible debajo de
la superficie del medio se consideraron fijadores de nitrégeno.

Los morfotipos seleccionados fueron purificados y mantenidos en agar
nutritivo para su posterior analisis e identificaciobn mediante secuenciacion.

G. CARACTERIZACION DE CULTIVOS MEDIANTE SECUENCIACION
Materiales y equipos:

O O O O O O O

Cajas Petri con agar nutritivo (Previamente incubadas con colonias puras)
Asa bacterioldgica

Mechero

Campana de flujo laminar

4 tubos eppendorf de 0.2 ml

1 caja petri

Bolsa de burbuja

Procedimiento:

1.

Se llevé a cabo la caracterizacién de las cepas de bacterias obtenidas
mediante secuenciacion del gen 16S rRNA, realizado por la empresa
Coreana Macrogen, para confirmar la presencia de bacterias enddfitas.

Para él envid de las muestras se realiz6 un cultivo en agar nutritivo de las
colonias que presentaron actividad fijadora de nitrégeno y se dejaron
incubando durante 24 hr a 37°C.

Pasado el tiempo con ayuda de un asa bacteriologica se tomo una colonia de
cada uno de los cultivos previamente realizados y se colocaron en tubos
eppendorf de 0.2 ml debidamente identificados.

Seguido, se colocaron en una caja Petri y una bolsa de burbujas para mayor
proteccion. El envio se realizo por medio de FedEx.
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H. PROPAGACION DE BACTERIAS ENDOFITAS (PREINOCULO)
Materiales y equipos:

O O O O O O o O O

9 tubos de ensayo

3 Erlenmeyer de 250 ml
Micropipeta de 10 ml
Puntas de 5 ml estériles
Mechero

Campana de flujo laminar
Incubadora
Espectrofotdmetro

450 ml de medio NFB

Procedimiento:

1.

A partir de un cultivo de 24 horas de incubacion en agar nutritivo y habiendo
obtenido los resultados de secuenciacion se llevo a cabo el preindculo de
bacterias enddfitas.

En 3 tubos de ensayo se agregaron 5 ml ¢/u de medio libre de nitrdgeno NFB
y se inocularon a partir del cultivo de 24 horas con ayuda de un asa
bacterioldgica y se dejaron incubando durante 72 horas.

Pasado el tiempo, se realizé el preindculo en un Erlenmeyer de 250 ml al cual
se le agregd 135ml de medio libre de nitrogeno NFB y los 15 ml de los tubos
de ensayo inoculados previamente para llegar a un volumen de preindculo de
150 ml.

Por medio de preindculo se realiz6 la curva de crecimiento para Bacillus
thuringiensis en el medio NFB, en la cual se tomaron alicuotas de 1ul cada 6
horas y se les leyd la absorbancia a 690nm con ayuda de un
espectrofotometro.

Las mediciones se realizaron hasta obtener los datos de la fase estacionaria o
fase de muerte en la curva de crecimiento. Habiendo obtenido la curva de
crecimiento se determing el tiempo de duplicacién de Bacillus T. en el medio
NFB.

El procedimiento de propagacion en los 3 tubos de ensayo y la realizacion
del preinoculo en un erelnemeyer de 250 ml se realizé en triplicado para
poder obtener 3 curvas de crecimiento para Bacillus T. en el medio NFB.

PROPAGACION DE BACTERIAS ENDOFITAS (INOCULO)
Materiales y equipos:

@)
@)
@)
@)

Reactor de 1 litro
Preindculo

Centrifugadora

Pipeta volumeétrica de 25 ml
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Procedimiento:

1.

Se dispuso la totalidad del preinoculo 150 ml y se inoculo el reactor de 1 litro
con los 150 ml de preinoculo y 450 ml de medio NFB para dar un volumen
total de 600 ml.

Se establecieron las condiciones de operacion del reactor: temperatura 37°C
y agitacion 150 rpm.

Se dejo fermentando durante 2 semanas y se realizaron las mediciones de
fijacion de nitrégeno con ayuda del kit de hach y de biomasa mediante una
pipeta volumétrica y la centrifugadora.

J. MEDICION DE LA CAPACIDAD FIJADORA DE NITROGENO DE BACILLUS
T. UTILIZANDO EL METODO DE MEDICION DE NITROGENO TOTAL DEL
KIT DE HACH

Materiales y equipos:

0O 0O O O O O O O O O O°O

Reactivos A, B y C Kit de Hach
Micropipeta de 100 pL

Puntas de 5 ml estériles
Erlenmeyer de 150 ml estéril
Pipeta volumétrica de 5 ml
Gradilla

Kimwipes

Digestor

Colorimetro DR/890

Agua destilada

Muestra de Inéculo del reactor de 1 L

Procedimiento:

Para la medicién del nitrégeno atmosférico fijado por Bacillus T. en el reactor de 1 L
se siguid la metodologia de medicion de nitrogeno total del kit Hach, método 10071.
El cual se resumen en los siguientes pasos:

1.

2.

Encendido de digestor: Encender el digestor y programarlo para su
precalentamiento hasta 105°C.

Preparacion de blanco y muestra: Agregar un sobre de persulfato a cada
uno de los tubos y agregar 2 ml de agua destilada al blanco y 2ml de la
muestra a analizar al otro tubo de ensayo, y agitar durante 30 segundos.
Identificar debidamente ambos tubos de ensayo.

Digestion: Colocar los dos tubos de ensayos y calentar durante 30 min a
105°C, pasado el tiempo dejar reposando hasta que ambos tubos lleguen a
temperatura ambiente.

Adicion de reactivo A: Quitar las tapas a ambos tubos de ensayo y agregar
a cada uno de ellos un sobre del reactivo A, luego cerrar los tubos y agitarlos
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durante 15 segundos. Seguido a la agitacion, tomar tiempo ya que iniciara
una reaccion de 3 minutos.

5. Adicion de reactivo B: Quitar las tapas a ambos tubos de ensayo y agregar a
cada uno de ellos un sobre del reactivo B, luego cerrar los tubos y agitarlos
durante 15 segundos. Seguido a la agitacion, se debe tomar tiempo, ya que,
iniciara una reaccion de 2 minutos.

6. Adicion de reactivo C: De los tubos con los reactivos A 'y B previamente
digeridos, se debe de tomar una alicuota de 2 ml por tubo y se agregan a los
dos tubos de ensayo que contienen el reactivo C. Seguido, se cierran los
nuevos tubos de ensayo con el reactivo C y se realizan 10 inversiones con
movimientos lentos y sutiles. Después de realizar las inversiones, se debe
tomar el tiempo, ya que, iniciara una reaccion de 5 minutos.

7. Preparacion de colorimetro DR/890: Mientras se lleva a cabo la reaccion
de 5 minutos, insertar adaptador COD/TNT en el orificio de la celda y rotarlo
hasta que case en su lugar.

8. Configuracion colorimetro DR/890: Acceder al programa almacenado por
medio del boton (PRGM 7), sequido selecciona (58) y (ENTER). La pantalla
mostrara mg/L y el icono de (ZERO).

9. Medicion de blanco: Pasado los 5 minutos de reaccion tomar el tubo de
ensayo del blanco y con ayuda de un Kimwipe limpiar suavemente para
eliminar cualquier huella presente. Ubicar el blanco en el orificio de celda
hasta que se introduzca completamente y cubrirlo con la tapa del instrumento.
Seguido, presionar el boton (ZERO), la pantalla mostrara 0.0 mg/L N.

10. Medicion de la muestra: Retirar el blanco del orificio de celda, y con ayuda
de un kimwipe limpiar suavemente el tubo de ensayo que contiene la muestra
e introducirlo en el orificio de celda. Seguido, cubrirlo con la tapa del
instrumento y presionar el boton (READ), la pantalla mostrara el resultado
del N total en mg/L.

11. Medicion en caso de “LIMIT”: En caso de que se sobrepase el rango de
medicion se debera de diluir la muestra en una proporcion 10! (10 ml de agua
destilada, por 1 ml de solucion de tubo de ensayo que contiene la muestra 'y
el reactivo C. Una vez llevada a cabo la dilucidn se debe de calentar el nuevo
tubo de ensayo diluido en el digestor, durante 30 min a 105°C.
Posteriormente, seguir los pasos del 8 al 10.

Esta medicion se llevo a cabo al inicio de la inoculacion en el reactor de 1 L en
triplicado, a la mitad del periodo de fermentacion en triplicado y al final del periodo de
fermentacion en triplicado. La cantidad de nitrégeno atmosférico fijado por Bacillus
thuringensis sera la resta entre la medicion inicial y final de nitrégeno leido en el kit de
hach.
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VI. ANTECEDENTES

En 2018, Galeana-Magdalena et al., realizaron un estudio sobre la diversidad de
bacterias endofitas cultivables asociadas a plantas de arandano en el Estado de Michoacan,
México. Se utilizd la secuenciacion de los genes 16S rDNA para caracterizar las
comunidades bacterianas y se determind que algunas de estas bacterias tienen la capacidad
potencial para promover el desarrollo vegetal. El estudio sugiere que estas bacterias pueden
mejorar la salud y el rendimiento de las plantas de arandano. Se proporcionan detalles
especificos sobre las actividades promotoras del crecimiento vegetal encontradas en las
bacterias endofitas, sin embargo, no se da informacion sobre cdmo se puede utilizar esta
informacion para mejorar la produccion de arandanos. Tampoco se menciona si existen otras
variedades de plantas que puedan beneficiarse de la presencia de estas bacterias endoéfitas.
Por otro lado, se logré evidenciar que algunas cepas de Bacillus y Pantonea mostraron mejor
produccion de fitohormonas (AlA), biofilmy sider6foros comparados con el control positivo
que en ese caso fue la rizobacteria Pseudomonas fluorescens UM270.

Otra investigacion realizada en 2020, Ariaza-Sebastian et al., realizaron un estudio
sobre la evaluacion del efecto de microorganismos fijadores de nitrogeno en el crecimiento
de plantas modelo en suelo degradado. El estudio se realiz6 en suelo franco-arcilloso, con
alta densidad aparente, baja cantidad de materia organica, pH fuertemente &cido y baja
poblacién de microorganismos. Se lograron aislar 23 microorganismos compatibles con
fijadores bioldgicos de nitrogeno libre cuyo potencial biotecnoldgico puede aprovecharse en
el estudio de sus capacidades como promotores del crecimiento vegetal. De los
microorganismos aislados se logré evidenciar que la mayoria de estos si tiene un efecto
positivo en la promocion del crecimiento vegetal, siendo el aislado Azotobacter vinelandii el
que promovié un mayor desarrollo radicular del cultivo de maiz y una mejora en la fijacion
de nitrogeno, hecho influenciado por las dindmicas de los bioinoculantes en este caso las
PGPR.

Otra investigacion realizada en 2014, Ivo-José et al., evidenciaron que durante varios
afios se ha procedido al aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno o diazétrofos
utilizando diversas formulaciones de medios semisdlidos libre de nitrégeno. Sin embargo,
las estrategias empleadas para llevar a cabo dicho aislamiento y las recetas de los medios
correspondientes se encuentran dispersas en la literatura publicada y en otras fuentes que a
menudo son de dificil acceso y no siempre se pueden recuperar. Esta dispersion y falta de
accesibilidad han generado una necesidad evidente de consolidar dichos métodos y recetas
en un conjunto coherente y accesible de informacién. En consecuencia, el proposito
fundamental de su investigacion consistio en recopilar las distintas estrategias y
formulaciones, con el fin de proporcionar una guia metodoldgica integral y un recurso
utilizable para la comunidad cientifica. Este recurso se ha disefio especificamente para
aquellos que trabajan en el campo de la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), con un
enfoque particular en las plantas no leguminosas.

Aunque las investigaciones brindan informacion sobre los organismos diazétrofos o
mejor conocidos como bacterias endofitas y algunas técnicas de aislamiento para las mismas
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y de sus posibles beneficios como promotores del crecimiento vegetal, no se ha informado
previamente el uso de bacterias endofitas para promover el crecimiento de cultivos en
Guatemala. Ademas, no se han encontrado investigaciones nacionales que cuantifiquen el
rendimiento de nitrogeno atmosférico fijado por las bacterias endéfitas. Del mismo modo,
no existen guias detalladas para preparar el medio de cultivo NFB sin nitrdgeno, ademas que
existe muy poca literatura que se enfoque especificamente en el género Bacillus, y mas
concretamente en la bacteria Bacillus thuringiensis, para evaluar su capacidad de fijacion de
nitrégeno atmosférico y cuantificar su rendimiento de fijacion.
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VIl.  RESULTADOS

A. EVALUACION DE CAPACIDAD FIJADORA DE NITROGENO
Tabla 1. Actividad fijadora de nitrégeno de colonias aisladas

No. de colonia Descripcion Actividad fijadora de N2
1 MX1 Raiz +
4 MX1 Hojas +
6 MX1 Tallo -
7 MX2 Tallo +
8 MX2 Tallo -
10 MX2 Hojas -
11 MX2 Raiz -
12 MX3 Hojas +
15 MX3 Tallo -

Se muestran los resultados obtenidos tras haber inoculado con cada una de las colonias en tubos de
ensayo de 2ml. Los tubos contenian 1.5 ml de medio NFB (libre de nitrégeno), para evidenciar el
potencial para fijar nitrégeno atmosférico de las colonias aisladas. Segun los resultados obtenidos
se observa que de las nueve colonias aisladas Unicamente las colonias 1,4,7 y 12 presentaron
potencial para fijar nitrogeno atmosférico. Las demas colonias no mostraron capacidad para fijar
nitrégeno atmosférico como se muestra en la seccion de anexos (Fig. 27).
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B. CARACTERIZACION Y SECUENCIACION DE BACTERIAS FIJADORAS DE
NITROGENO

Tabla 2. Identificacion estandar 16S rRNA

Tema Puntaje Identidades
Adhesidén Descripcion Longitud Inicio Final Cobertura bit  Valor-E  Match/total = Pct,(%)
Bacillus
CP021061.1 U 5427594 | 5350098 = 5351589 0 2743 0.0 1490/1492 99
Thuringiensis
Bacillus
CP021061.1 5427594 88814 90298 0 2736 0.0 1484/1485 99

Thuringiensis

Se muestran los resultados de la secuenciacion realizada para las colonias analizadas por medio del
servicié que brinda la empresa coreana Macrogen (Seccion de Anexos, figura 30 y 32). Se logro
llevar a cabo la secuenciacion, la cual indica la presencia de la bacteria Bacillus Thuringiensis.
Entre los genes que se amplifican para la identificacion de especies bacterianas se encuentra el 16S
ARN ribosomal (ARNr). Este gen es un marcador molecular que estd compuesto de regiones
variables y conservadas que se pueden amplificar mediante PCR para la diferenciacion de especies.
Descripcién de los valores: Pct (%); El porcentaje mas alto de identidad para un conjunto de
alineaciones. Match/total; la puntuacién mas alta de alineacion calculada a partir de la suma de los
nucledtidos que coincidieron y los que no. La suma de los punteos de alineamientos para una misma
secuencia. Valor -E; Numero de alineaciones que se dieron por casualidad. Da una estimacion de la
significancia de la coincidencia de la secuencia introducida con la més similar de la base de datos.
Cuanto menor sea el valor, menor es la probabilidad que se haya identificado al azar o por
casualidad.
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C. CUANTIFICACION DE NITROGENO ATMOSFERICO FIJADO POR
BACILLUS THURINGIENSIS EN REACTORDE 1 LITRO

Tabla 3. Evaluacidn de rendimiento de fijacion

Medicion Toma N total Promedio Incertidumbre
(mg/L) (mg/L) ()
1 6.7
Inicial 2 9.15 9.15 +0.5
3 11.6
1 18.1
Media 2 15.6 17.2 +0.5
3 17.9
1 23.3
Final 2 25.5 24.3 +0.5
3 24.0
) L ((Final-inicial)-
Total, Nitrogeno atmosférico fijado N limitante) 15.147 + 0.707

Se evidencian los resultados de la medicién de nitrégeno atmosférico fijado por la colonia de
bacterias del género Bacillus thuringiensis en un fermentador de 1L para la cuales con ayuda del Kit
de Hach se realizé la medicién inicial, media y final en triplicado de su capacidad fijadora de
nitrégeno atmosférico dada en mg/L. Se obtuvo un rendimiento final de fijacién de nitrégeno de
15.147 mg/L, por medio de la resta entre el promedio de la medicién final con el promedio de la resta
de la medicion inicial, menos la cantidad del nitrégeno limitante que en este caso fue cloruro de
amonio.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

La escasez y los altos precios de los fertilizantes en todo el mundo han impactado en
la produccién agricola a lo largo de los tres ultimos afos, afectando la sostenibilidad de la
agriculturay la liquidez de los productores agricolas. Es por esto que la busqueda de bacterias
fijadoras de nitrogeno es una de las estrategias emergentes en la agricultura, ya que la
deficiencia de dicho compuesto conduce a una mayor dependencia de fertilizantes
inorganicos ricos en nitrogeno. De esta forma, y para brindar un acercamiento a esta
tecnologia en Guatemala se propuso aislar bacterias endofitas con potencial para fijar
nitrogeno atmosférico, para posteriormente caracterizar las cepas aisladas y evaluar su
rendimiento de fijacion de nitrégeno atmosfeérico.

Como primer paso, se procedio al aislamiento de las bacterias enddfitas mediante un
proceso de esterilizacion superficial de las muestras recolectadas, como se detalla en la
Figura 10 adjunta en la seccion de anexos. Las muestras empleadas en este proceso
correspondieron a plantas jovenes de jitomate silvestre debido a la diversidad de bacterias
enddfitas que han sido previamente identificadas en esta planta herbacea. Las variedades
silvestres de jitomate, que han evolucionado en una variedad de habitats naturales, tienden a
tener una mayor diversidad genética y una mayor capacidad para interactuar con una amplia
gama de microorganismos en el suelo. Como resultado, estas plantas pueden albergar una
mayor diversidad de bacterias endéfitas en comparacion con las variedades cultivadas segun
Longoria et al., 2020. El proceso se inicid con la seleccion de los explantes, eligiendo
explantes aparentemente sanos y jovenes de la raiz, tallo y hojas de las tres plantas de jitomate
seleccionadas. Una vez recolectados, estos explantes se sometieron a un riguroso proceso de
desinfeccion superficial utilizando agua destilada estéril con el fin de asegurarse de eliminar
cualquier tipo de contaminante o suciedad no deseada. Para llevar a cabo el aislamiento de
las bacterias enddfitas, se procedio al proceso de esterilizacion superficial utilizando una
secuencia de soluciones que incluyeron agua destilada esterilizada, alcohol al 70%, solucién
tampon de fosfato de potasio e hipoclorito de sodio al 5%. Este procedimiento fue disefiado
meticulosamente para garantizar la eliminacion de cualquier microorganismo superficial no
deseado. Es importante destacar que la esterilizacion se enfoca en la superficie de los tejidos
vegetales, ya que las bacterias endéfitas residen exclusivamente en el tejido interno de las
plantas. Ademas, que las plantas de jitomate silvestre seleccionadas se encontraban libres de
cualquier tipo de biofertilizante o biopesticida que pudiera influir en su microbiota comun.

Por lo tanto, los componentes utilizados en el proceso de esterilizacién cumplen
funciones especificas en este contexto. El tampdn de fosfato de potasio, por ejemplo,
desempefia un papel crucial al mantener el pH estable en la solucion, ya que numerosos
procesos bioquimicos y enzimaticos son sensibles al pH. Ademas, esta solucion presenta una
concentracion de sal similar a la de las células vegetales, minimizando asi el estrés osmatico
en los tejidos vegetales. El alcohol isopropilico o etanol al 70% tiene la funcion de reducir
significativamente la carga microbiana en la superficie de los tejidos vegetales, lo que
contribuye a su esterilizacion efectiva y reduce el riesgo de contaminacion durante la siembra
en medios de cultivo o cualquier otra manipulacion. Por ultimo, el hipoclorito de sodio al 5%
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actia como un potente agente desinfectante, eliminando una amplia gama de
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y virus, que podrian estar presentes en la
superficie de los tejidos vegetales. Cabe mencionar después de estos procesos de
esterilizacion, se realiza un enjuague con agua destilada esterilizada para asegurar que no
queden residuos de detergentes o desinfectantes, lo que garantiza la obtencion de bacterias
endofitas de manera efectiva. Ademés, que toda la cristaleria e instrumentos fueron
sometidos de igual forma a un proceso de esterilizacion para asi evitar posibles fuentes de
contaminacion cruzada, asegurando asi la obtencion de bacterias provenientes
exclusivamente de los tejidos internos de los explantes.

Es relevante destacar que la gran mayoria de las plantas albergan una diversidad de
bacterias, incluyendo aquellas que residen internamente en sus tejidos, conocidas como
bacterias enddfitas. Con el objetivo de obtener exclusivamente estas Ultimas, se implementd
el protocolo de desinfeccion previamente detallado, destinado a eliminar cualquier
microorganismo superficial presente en los tejidos de los explantes utilizados. Estas bacterias
enddfitas pueden ser identificadas en momentos especificos en los tejidos de plantas que, en
apariencia, gozan de buena salud. Tienen la capacidad de colonizar varias partes de la planta,
incluyendo los espacios intercelulares de las paredes celulares y los vasos del xilema en el
apoplasto. Algunas de estas bacterias pueden incluso establecerse en los drganos
reproductores de la planta, como flores, frutos y semillas. Estas bacterias generan infecciones
discretas dentro de los tejidos de las plantas y permanecen alli durante la mayor parte o
incluso la totalidad de su ciclo de vida. Luego de completar el proceso de desinfecciéon y la
incubacidn en caldo nutritivo, se procedio a la obtencién de colonias bacterianas, como se
ilustra en la Figura 10 adjunta en la seccion de anexos. De las nueve cajas Petri sembradas a
partir de los erlenmeyers incubados, se lograron aislar 17 colonias bacterianas con diferencias
morfolégicas aparentes, cada una de las cuales fue posteriormente resembrada de manera
individual.

Para obtener colonias puras, se llevo a cabo una descripcién morfolédgica detallada de
las colonias, como se presenta en la Tabla 6 adjunta en la seccion de anexos. Esta descripcion
considerd aspectos como forma, borde, elevacion, superficie, consistencia, aspecto, color,
tamafio y tincion de Gram. Para la muestra 1 (MX1), se aislaron un total de 6 colonias: tres
de la raiz, dos de las hojas y una del tallo. En el caso de la muestra 2 (MX2), se aislaron 5
colonias en total: una de la raiz, dos del tallo y dos de las hojas. Respecto a la muestra 3
(MX3), se obtuvieron 6 colonias en total: una de la raiz, dos del tallo y dos de las hojas. De
este modo, se determinG que, en las muestras de jitomate utilizadas, se obtuvo un mayor
numero de colonias en los tallos y las hojas (6 colonias cada una) en comparacion con las
raices, en las cuales se aislaron 5 colonias. Aunque no existe una diferencia considerable, se
puede atribuir esta diferencia significativa al hecho de que, por lo general, las raices albergan
bacterias nodulares como Rhizobium, que forman nodulos en el sistema radicular de algunas
plantas y para este contexto casi no se evidenciaron nddulos. En este caso, al llevar a cabo el
protocolo de desinfeccion, se obtuvo una mayor cantidad de bacterias endofitas, que
prevalecen en las hojas y tallos de las plantas. Tras la descripcién morfolégica, se sometio
los morfotipos aislados a la tincién de Gram, lo que resulté en la identificacion de 7 colonias
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Gram positivas y 9 colonias Gram negativas. Con el fin de confirmar la pureza de estas
colonias, se realizd un altimo sembrado en placa. Se seleccionaron todas las colonias Gram
positivas y dos colonias Gram negativas que mostraban diferencias en relacion con las demas.
Esta seleccion se llevé a cabo como medida precautoria, ya que era altamente probable que
la mayoria de las colonias Gram negativas aisladas pertenecieran a la familia de las bacterias
nodulares, como Rhizobium, o incluso pudieran ser bacterias patdgenas.

Para proseguir con la seleccion y posterior caracterizacion, se realizé la evaluacion
de la capacidad de fijacion de nitrogeno de las colonias seleccionadas, tal como se presenta
en la Tabla 1 de la seccidn de resultados. Se eligieron 9 colonias, de las cuales Unicamente 4
colonias gram positivas exhibieron una actividad fijadora de nitrégeno positiva. Estas
colonias corresponden especificamente a la colonia 1 de la Mx1, proveniente de la raiz; la
colonia 4 de la Mx1, proveniente de las hojas; la colonia 7 de la Mx2, proveniente de los
tallos; y la colonia 12 de la Mx3, proveniente de las hojas. La medicion de la actividad de
fijacién de nitrégeno se llevo a cabo empleando el medio NFB (Medio Libre de Nitrogeno),
que constituye un medio selectivo disefiado para el aislamiento de bacterias con la capacidad
de fijar nitrgeno atmosférico.

El principio de accion del medio NFB se enfoca en la restriccion deliberada de las
fuentes externas de nitrégeno en el medio de cultivo. Para lograr esta restriccion, se introdujo
una fuente de carbono que no esta relacionada con la fijacion de nitrégeno, como un azlcar,
al mismo tiempo que se eliminaron por completo las formas de nitrégeno inorganico o
compuestos nitrogenados que pudieran estar presentes en el medio. El propdésito fundamental
de esta metodologia radica en inducir a las bacterias a depender exclusivamente de la fijacion
de nitr6geno atmosférico como su Unica fuente de nitrégeno disponible, dado que no existe
nitrogeno aparte del nitrogeno molecular (N2) presente en el aire. Como resultado de esta
restriccion, se promueve el crecimiento selectivo de bacterias con la capacidad metabodlica
de capturar nitrégeno molecular (N2) del aire y convertirlo en formas asimilables, como el
amoniaco (NHs) o los nitratos (NOs-), necesarios para respaldar su crecimiento y sus
procesos metabdlicos. La confirmacion de la actividad fijadora de nitrogeno positiva se logré
observando turbidez en el medio, lo que indica el crecimiento de las bacterias en el mismo,
como se ilustra en las figuras 29, 30, 31y 32 de la seccion de anexos. Este resultado condujo
al proceso anterior de caracterizacion de las colonias seleccionadas y purificadas.

La Tabla 2 de la seccidon de resultados presenta los hallazgos derivados de la
secuenciacion del gen 16S ARN ribosomal de las cepas bajo analisis. A pesar de la diversidad
de técnicas disponibles para la clasificacion bacteriana, se optd por la secuenciacion del gen
16S ARNTr (acido ribonucleico ribosomal 16S) como método principal. Esta eleccidn se basa
en la amplia disponibilidad de bases de datos especializadas que almacenan secuencias de
ARNIr 16S, asi como en la superioridad de este método en términos de velocidad y precision
en comparacién con las técnicas convencionales. Ademas, se destaca por su capacidad para
identificar cepas que pueden resultar dificiles de cultivar en un entorno de laboratorio. A
nivel molecular, permite la identificacién de bacterias con fenotipos idénticos. Es importante
destacar que el ARNr 16S se asocia con un complejo de 19 proteinas para formar la subunidad
30S del ribosoma bacteriano. Este componente es codificado por el gen 16S rRNA, el cual
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se encuentra presente en todas las bacterias y exhibe una alta conservacion debido a su papel
fundamental en la construccion del ribosoma. No obstante, el gen 16S rRNA también
contiene regiones variables que funcionan como caracteristicas distintivas especificas de
cada especie. Estas cualidades han consolidado al gen rRNA 16S como un segmento genético
Optimo para la identificacién, comparacion y clasificacion filogenética de bacterias.

Para llevar a cabo la identificacion y caracterizacion de los cuatro morfotipos
purificados y seleccionados, se empled el servicio de secuenciacion proporcionado por la
empresa Macrogen. En este proceso, se definio la region de interés y se establecieron los
cebadores de secuenciacion junto con sus secuencias correspondientes. Para las muestras N3
y N4, se utilizaron los siguientes cebadores de secuenciacion: 785F 5' (GGA TTA GAT ACC
CTG GTA)3'y907R 5 (CCG TCAATT CMT TTR AGT TT) 3. Asimismo, se nombraron
y especificaron las secuencias de los cebadores de PCR utilizados para ambas muestras: 27F
5 (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3'y 1492R 5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG
ACT T) 3'. A partir de los datos resultantes de la secuenciacion, se logro identificar cepas
bacterianas pertenecientes al género Bacillus, especificamente la especie Bacillus
thuringiensis, para las muestras N3 y N4. Esta determinacion se basoé en valores como el E-
Value, Bit, match/Total y Pct (%), los cuales se detallan en las figuras 33 y 35 de los anexos.
La validez de esta caracterizacion se sustenta en los valores obtenidos, comenzando por el E-
Value, que indica el nimero de alineaciones que podrian haber ocurrido por casualidad, y
que en ambos casos fue de 0. Este valor también proporciona una medida de la significancia
de la coincidencia de la secuencia analizada con las entradas en la base de datos; por lo tanto,
cuanto menor sea el valor del E-Value, menor es la probabilidad de que la identificacion sea
producto del azar. Adicionalmente, el valor del match/Total indica la puntuacion més alta de
alineaciones, calculada como la suma de los nucleétidos coincidentes y los no coincidentes.
Por ultimo, y de especial relevancia, el porcentaje de identidad (Pct (%)) sefiala el grado de
similitud entre un conjunto de alineaciones, el cual fue del 99% en ambos casos. Este
resultado confirma de manera concluyente la identidad de las bacterias como Bacillus
thuringiensis.

Como parte de los resultados de la secuenciacion, se ha generado un arbol filogenético
que representa la relacion entre las bacterias secuenciadas, tal como se ilustra en las figuras
33y 35 adjuntas en anexos. El objetivo principal de esta representacién es determinar la linea
evolutiva de la especie identificada, lo que ha llevado a determinar que Bacillus thuringiensis,
la especie en cuestion se ubica taxondmicamente en el reino de las bacterias, dentro de la
familia Bacillaceae y el género Bacillus. Ademas, se ha establecido afinidad genética con
otras especies bacterianas notables, como Bacillus cereus (gi: NR_115714, NR_074540,
NR_112630, NR_113266 y NR_115526), Bacillus wiedmannii (gi: KU198626), Bacillus
toyonensis (gi: NR_121761) y otras cepas de Bacillus thuringiensis (gi: NR_114581,
NR_112780 y NR_043403). Es relevante destacar que la secuenciacion del ARNr 16S ha
desempefiado un papel fundamental en el desarrollo del proyecto conocido como "Arbol de
la Vida Universal” (All-Species Living Tree Project). Este proyecto ha emergido como un
recurso esencial para la comprension de las relaciones filogenéticas entre procariotas y ha

46



sido estructurado de manera accesible en bases de datos dinamicas, que recopilan y
mantienen datos procedentes de todas las secuencias disponibles de ARNr 16S.

Siguiendo con el procedimiento, después de la identificacion de la bacteria endéfita
aislada, se procedio a evaluar su capacidad de fijacion de nitrogeno. Esta evaluacion se llevo
a cabo utilizando la bacteria Bacillus thuringiensis en un medio libre de nitrégeno (NFB) en
un reactor de 2 litros. EI experimento se realiz6 bajo condiciones controladas, manteniendo
una temperatura de 37°C, una agitacion a 150 rpm y un periodo de fermentacion de 2
semanas, como se muestra en la Figura 37 de la seccion de anexos. En la Tabla 3, ubicada en
la seccion de resultados, se presentan los datos obtenidos durante la cuantificacion de
nitrégeno atmosférico fijado por la bacteria. Estas mediciones se realizaron de manera
triplicada, abarcando mediciones iniciales, intermedias y finales. Como era de anticipar, se
observo un aumento en la cantidad de nitrégeno fijado a medida que transcurria el tiempo.
Este aumento se explica por la estrategia de inducir a las bacterias a depender exclusivamente
de la fijacion de nitrégeno atmosférico como su Unica fuente de nitrégeno disponible.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva que destaca por su
capacidad para producir cristales de proteinas toxicas para insectos, conocidas como delta-
endotoxinas o toxinas Bt. Estas toxinas desempefian un papel crucial en la agricultura, ya que
se emplean como pesticidas biolégicos selectivos que proporcionan un control efectivo de
plagas sin ocasionar dafio a seres humanos, animales o plantas no objetivo. Esta caracteristica
de especificidad es esencial en la gestion sostenible de plagas, ya que reduce la dependencia
de pesticidas quimicos perjudiciales para el medio ambiente. En relacién con las bacterias
enddfitas, Bt puede considerarse un ejemplo de cémo las bacterias pueden coexistir y
beneficiar a las plantas hospederas. A pesar de que no es una bacteria endofita tipica, ya que
generalmente se encuentra en el suelo, algunos estudios han explorado su capacidad para
colonizar plantas de manera endofitica y conferir resistencia a insectos a las plantas
huéspedes. Esto resalta la versatilidad de las interacciones microbianas en el reino vegetal,
donde tanto las bacterias endofitas como las no endéfitas pueden desempefiar un papel en la
proteccidon de las plantas contra plagas. En cuanto a la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN),
es importante destacar que Bacillus thuringiensis no es conocido por su capacidad para llevar
a cabo este proceso. La FBN es un fenémeno especifico en el cual ciertas bacterias, conocidas
como bacterias fijadoras de nitrgeno, transforman el nitrégeno atmosférico en una forma
utilizable, generalmente amoniaco, que las plantas pueden absorber. A diferencia de las
bacterias fijadoras de nitrégeno, Bt es mas conocido por su produccion de toxinas Bt y su
aplicacion en la agricultura como agente de control de plagas. Sin embargo, investigaciones
recientes han sefialado la capacidad de fijacion de nitrogeno por parte de diazotrofos
heterotrofos, revelando que la mayoria de las especies analizadas capaces de llevar a cabo la
FBN pertenecian al género Bacillus, segun el estudio de Yousuf et al. (2017). Estos hallazgos
respaldan la nocién de que, a pesar de que Bt es conocida principalmente por su produccion
de endotoxinas, no se ha negado su potencial como enddfito, lo que sugiere una posible
diversidad funcional dentro de este género bacteriano.

La cuantificacion del nitrégeno atmosférico fijado por la bacteria se realizé mediante
el método de nitrogeno total del Kit de Hach. Este método se basa en una digestion con
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persulfato alcalino que transforma todas las formas de nitrogeno presentes en la muestra en
nitrato. Posteriormente, se afiade metabisulfito de sodio para eliminar posibles interferencias
de oOxido halégeno. En condiciones altamente &cidas, el nitrato reacciona con el &cido
cromotrépico, lo que conduce a la conversion de los anillos de bifenilo de mdltiples
ubicaciones en nitrato, formando diversos productos nitrados. La cuantificacion de estos
productos nitrados se lleva a cabo a una longitud de onda de 410 nm utilizando un colorimetro
DR/890. Es relevante destacar que el medio de cultivo utilizado contenia una fuente de
nitrégeno limitante, en este caso, cloruro de amonio (0.003 g). Esta técnica se emplea con la
finalidad de inducir la fijacion bioldgica de nitrégeno en bacterias, especialmente en las
bacterias endofitas. La adicion de una fuente de nitrégeno facilmente utilizable, como nitrato
(NOs- / NHa), a un medio limitado en nitrégeno tiene como objetivo reducir la disponibilidad
de nitrogeno, lo que estimula a las bacterias a activar sus sistemas enzimaticos que contienen
la nitrogenasa para llevar a cabo la fijacion biolégica de nitrogeno (FBN). Esto permite a las
bacterias satisfacer sus requerimientos de nitrégeno en condiciones de escasez, demostrando
su capacidad de adaptacion y eficiencia en la FBN. Aungue el método de nitrogeno total del
Kit de Hach es ampliamente utilizado para cuantificar el nitrogeno, existen otros métodos
analiticos como el Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con columna de
intercambio ionico y el método de Kjeldahl, que pueden proporcionar informacién mas
detallada sobre las diferentes formas de nitrégeno presentes en la muestra, como amonio,
nitratos o nitritos. Estos métodos alternativos permiten una caracterizacion mas precisa de la
composicion del nitrégeno, lo que puede ser relevante para enfocarse en la forma especifica
de nitrogeno que es utilizada por las plantas para su desarrollo. Sin embargo, en este estudio
se optd por utilizar el método de nitrogeno total del Kit de Hach debido a su simplicidad,
precision y que ademas no se contaba con los materiales para emplear los métodos
alternativos.

Como se puede observar en la Tabla 3, que se presenta en la seccion de resultados, al
inicio de la fermentacion, se cuantificd un promedio de 9.15 + 0.5 mg/L de nitrégeno. Este
hallazgo indica que, posterior a la adicion del preinoculo al volumen final del in6culo en el
reactor, se produjo un proceso de fijacién bioldgica de nitrogeno por parte de Bacillus
thuringiensis (Bt). Esta conclusion esta respaldada por la medicion de la cantidad de biomasa,
que fue de 0.0071 £+ 0.005 % (m/v), lo que sugiere una conversion de la fuente de carbono,
en este caso, el &cido malico y en menor proporcion la glucosa, para obtener biomasa y No.
Por otro lado, en la medicion promedio después de 168 horas de fermentacion, se cuantificd
un promedio de 17.2 + 0.5 mg/L de nitrégeno. Esto indica que Bt tiene la capacidad de
aumentar la fijacion de nitrégeno atmosférico con el tiempo, bajo condiciones especificas.
En la medicion final, después de 336 horas de fermentacion, se cuantificé un promedio de
24.3 + 0.5 mg/L de nitrégeno y se observo un aumento significativo en la cantidad de
biomasa, que fue de 0.199 % £ 0.005 (m/v), como se evidencia en el balance de masa, tal
como se muestra en la Figura 7 de la seccion de anexos. En conjunto, estos resultados dieron
como resultado un rendimiento de fijacion de 15.147 mg/L £ 0.707, equivalente al 0.001499
+ 0.005 % (m/v) de los productos en el balance de masa. La ecuacion 4, que se encuentra en
los calculos de muestra de la seccion de anexos, nos indica que el rendimiento del producto
en relacion con la biomasa, denotado como Y_(p/x), es bastante bajo, con un valor de
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0.00625, lo que indica que en la fermentacion se esta utilizando la biomasa de manera menos
eficiente para la produccién del producto deseado. Esta baja eficiencia puede tener varias
implicaciones, como la necesidad de una mayor cantidad de materias primas, como nutrientes
y sustratos, para mantener el crecimiento de la biomasa. Ademas, puede requerir volimenes
de fermentacion més grandes y tiempos de cultivo més prolongados para obtener la cantidad
deseada del producto. En resumen, un valor reducido de Y_(p/x) refleja una menor eficiencia
en la conversion de biomasa en producto, lo que plantea desafios en términos de optimizacién
del proceso y uso eficiente de los recursos.

Las investigaciones en el campo de la agricultura han revelado una marcada
variabilidad en los requerimientos de nitrogeno en los cultivos. Estas diferencias en las
necesidades de nitrogeno en las plantas cultivadas son el resultado de una compleja
interaccidn entre factores genéticos, ambientales y fisioldgicos. No obstante, se ha estimado
que las plantas que establecen simbiosis con bacterias endéfitas presentan un requerimiento
de nitrégeno en el orden de aproximadamente 7.5 g/m?, lo que equivale a alrededor de 75
mg/L, segun datos del "World Fertilizer Use Manual" (2002). Esta estimacion sugiere que la
cantidad experimental de nitrdgeno atmosférico fijado por Bacillus thuringiensis, que
asciende a 15.147 mg/L + 0.707, representa menos del 25% del requerimiento total necesario
para un desarrollo 6ptimo en las plantas. De manera que, para lograr un rendimiento de
fijacion de nitrégeno mas cercano al valor tedrico, se hace necesario llevar a cabo ajustes y
variaciones en los parametros experimentales. Comprender estas variaciones es esencial en
el contexto de la agricultura y la gestion de cultivos, ya que permite la adaptacion precisa de
las précticas de fertilizacion y agricultura para satisfacer las necesidades especificas de las
plantas. Este enfoque adaptativo no solo maximiza la produccion de alimentos, sino que
también contribuye a la gestién sostenible de los recursos vegetales y a la preservacion del
medio ambiente.

Por ultimo, tras llevar a cabo el proceso de aislamiento y caracterizacion de bacterias
enddfitas, asi como la evaluacién de la capacidad fijadora de nitrégeno de Bacillus
thuringiensis (Bt) y la cuantificacién del rendimiento de fijacion de nitrégeno, se ha
determinado que esta especie exhibe notables propiedades bioinoculantes. Bt, reconocida por
su capacidad biocontroladora al producir toxinas Bt para el control de plagas, ha demostrado
tener la capacidad de biofijacion de nitrégeno atmosférico de manera experimental. Sin
embargo, es importante destacar que se requieren evaluaciones adicionales para confirmar
plenamente su capacidad como biofijador de nitrégeno. En este sentido, se recomienda llevar
a cabo ensayos in vitro utilizando cultivos objetivo e inoculando estos con la bacteria, ya sea
en un medio liquido u otra metodologia adecuada. Estos experimentos permitiran
comprender mejor como el enddéfito aislado influye en la promocion del desarrollo vegetal
de los cultivos y proporcionaran datos adicionales sobre su capacidad de fijacion de nitrogeno
en condiciones reales. Ademas, se sugiere la utilizacion de la técnica de Reaccidn en Cadena
de la Polimerasa (PCR) para identificar y confirmar la presencia de los genes nifH
caracteristicos de las bacterias endoéfitas fijadoras de nitrégeno. Esto brindara una evidencia
molecular sélida de la capacidad de Bt para llevar a cabo la fijacién de nitrogeno. El
desarrollo de esta alternativa ecoldgicamente viable tiene el potencial de reducir la

49



dependencia de compuestos inorganicos en la agricultura, lo que podria contribuir
significativamente al mejoramiento de las practicas agricolas en el pais y aportar valor a la
sostenibilidad de las actividades agricolas.
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IX. CONCLUSIONES

Por medio del proceso de esterilizacion superficial de los tejidos vegetales se logro
Ilevar a cabo el aislamiento de bacterias enddfitas provenientes de explantes de raiz,
tallos y hojas de plantas de jitomate, se logré determinar que en las muestras utilizadas
se obtuvo un mayor namero de aislados en los tallos y hojas, 6 colonias cada una
respectivamente.

Se logro determinar que, de las 9 colonias seleccionadas como potenciales fijadores
de nitrégeno, tnicamente 4 colonias gram positivas exhibieron una actividad fijadora
de nitrégeno positiva, de las cuales una colonia provenia de la raiz, 2 de ellas
provenientes de las hojas y 1 colonia provenia de los tallos.

Por medio de la secuenciacion del gen 16S ARN ribosomal, se logré identificar 2 de
las 4 cepas bajo analisis, a partir de los datos resultantes de la secuenciacion, se logré
identificar cepas bacterianas pertenecientes al género Bacillus, especificamente la
especie Bacillus thuringiensis, para las muestras N3 y N4.

Por medio del Kit de Hach se logro cuantificar la cantidad de nitrégeno atmosférico
fijador por Bacillus thuringiensis en el fermentador de 1 litro tras 2 semanas de
fermentacion y se obtuvo un rendimiento de fijacion de 15.147 mg/L + 0.707
respectivamente.
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X.  RECOMENDACIONES

1. Serecomienda llevar a cabo ensayos in vitro utilizando cultivos objetivo e inoculando
estos con la bacteria, ya sea en un medio liquido u otra metodologia adecuada. Estos
experimentos permitiran comprender mejor como el endoéfito aislado influye en la
promocion del desarrollo vegetal de los cultivos y proporcionaran datos adicionales
sobre su capacidad de fijacion de nitrégeno en condiciones reales.

2. Se recomienda la utilizacion de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para identificar y confirmar la presencia de los genes nifH caracteristicos de
las bacterias enddfitas fijadoras de nitrogeno. Esto brindara una evidencia molecular
solida de la capacidad de Bacillus thuringiensis para llevar a cabo la fijacion bioldgica
de nitrogeno.

3. Serecomienda evaluar el uso de técnicas de ingenieria genética como CRISPR-Cas9,
para la edicion de genes de interés como los genes nifH de la fijacion bioldgica de
nitrégeno, de esta forma poder inducir genes especializados a bacterias que posean
propiedades bioinoculantes como Bacillus thuringiensis.

4. Se recomienda llevar a cabo un modelo cinético del proceso para asi poder
comprender, predecir y optimizar el proceso de fermentacion de la bacteria y
documentar como es que actla la enzima nitrogenasa y su interaccion con el sustrato.
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XIl.

ANEXOS

Figura 7. Diagrama rerpresentativo del balance de masa y energia para un lote en

1 litro medio NFB

Biomasa: 0.0071 % (m/v)
Acido mélico: 0.49 % (m/v)
Glucosa: 0.199 % (m/v)
Fosfato dipotasico: 0.049 % (m/v)
Magnesio Hepta hidratado: 0.0199 % (m/v)
Cloruro de sodio: 0.0099 % (m/v)
Cloruro de calcio di hidratado: 0.00199 % (m/v)
Sulfato de manganeso: 0.0234 % (m/v)
Acido bérico: 0.0279 % (m/v)
Sulfato de cobre Penta hidratado: 0.000799 %
(m/v)
Sulfato de zinc Hepta hidratado: 0.00239 % (m/v)
EDTA-Fe: 0.39 % (m/v)
Biotina: 0.00999 % [m/v)
Piridoxal-HCl: 0.00199 % (m/v)
Cloruro de amonio: 0.000299 % (m/v)
Azul de bromotimol 0.1996 % (m/v)
H20: 98.5667 % (m/v)

1,209,600 Kl

>

A. DATOS ORIGINALES

biorreactor

150 rpm

— C02:1.2329% (m/V)

37°C

1 litro Medio NFB

Biomasa: 0.199 %(m/v)
N fijado:0.001499 % (m/v)
H20: 98.5667 % (m/v)

Tabla 4. Determinacion de la biomasa final por peso seco

Peso tubo con Peso del tubo

- . Biomasa
No. de biomasa seca vacio obtenida
tubo (£ 0.001 g) (= 0.001 g) o/mL
1 5.987 5.985 0.002
2 5.897 5.895 0.002
3 5.960 5.958 0.002
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Tabla 5. Componentes de medio libre de nitrogeno NFB

Componente Peso g/L % (m/v)
(+0.001 g) (£0.005%)

Acido malico 5.00 0.49
Glucosa 2.00 0.199
Fosfato dipotasico 0.5 0.049
Magnesio hepta hidratado 0.2 0.0199
Cloruro de sodio 0.1 0.0099
Cloruro de amonio 0.003 0.000299
Cloruro de calcio di hidratado 0.02 0.00199
Acido bérico 0.28 0.0279
Sulfato de maganeso 0.235 0.0234
putato de cobre Penta 0.008 0.000799
Sulfato de zinc hepta hidratado 0.024 0.00239
Acido
etilendiaminotetraacético -Fe 4 0.3984
Biotina 0.1 0.00999
Piridoxal-HCI 0.2 0.00199
Azul de bromotimol 2 0.1996
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Figura 8. Representacion grafica de nimero de colonias totales aisaldas por muestra 'y
explante

Colonias aisladas de los diferentes explantes de las
muestras de jitomate
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Figura 9. Cuantificacion promedio de nitrégeno a lo largo del tiempo
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B. DATOS CALCULADOS
1. % (m/v) Acido malico

o m Masa soluto
Sp— = ————2
4 Masa solucién

Masa soiut0 =59
Volumen gp1pente = 1000 ml
Volumen ¢y1ycisn = 1005 ml

%™ =29 100=049% (T)
°V T 1005 ml FEN\Y

2. % (m/v) Glucosa

Masa so1yto =2 9

Volumen gy1pente = 1000 ml
Volumen gy1ycisn = 1002 ml
249

%= 29 L100=0199% (T)
V 1002 ml v

3. % (m/v) Fosfato dipotasico

Masa soiuto = 0.5 g

Volumen gy1pente = 1000 ml

Volumen so1ycisn = 1000.5ml

%™ =959 100 = 0.049% (E)
°V T 1000.5 ml ' °\v

4. % (m/v) Magnesio hepta hidratado

Masa so1ut0 = 0.29

Volumen gy1pente = 1000 ml
Volumen so1ycisn = 1000.2ml

m 0.2 m
Y 100 =0.0199 % (;)

0 —

vV ~ 10002 ml
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5. % (m/v) Cloruro de sodio

Masa so1ut0 = 0.1 g

Volumen gy1pente = 1000 ml

Volumen ¢y1ci6n = 1000.1 ml

0/T=£*100=000990/(E)
°V T 1000.1 ml ' D

6. % (m/v) Cloruro de calcio di hidratado

Masa so1yt0 = 0.02 g

Volumen gy1pente = 1000 ml

Volumen so1ycisn = 1000.02 ml

o™_ 0929 . 00-000199 % (m)
_— % = 0. —_
°V ~1000.02 ml '\

7. % (m/v) Sulfato de manganeso

Masa o0 = 0.235 g

Volumen ¢p1pente = 1000 ml
Volumen sy1ycisn = 1000.235 ml

m 0.235 m
Y 100 = 0.0234 % (;)

oy — — I
% V  1000.235 ml

8. % (m/v) Acido bérico

Masa so1t0 = 0.28 g

Volumen ¢p1pente = 1000 ml

Volumen gy1ycisn = 1000.28 ml

o™ __ 9289 100 =0.0279% (m)
_— e X — . J—
°V T 1000.28 ml v

9. % (m/v) Sulfato de cobre penta hidratado

Masa o110 = 0.008g

Volumen sppente = 1000ml
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Volumen ¢y1ycisn = 1000.008 ml

g™ 00089 00— 0.000799% (m
_— % = 0. —_
°V ~ 1000.008 ml °\v

N——

10. % (m/v) Sulfato de zinc hepta hidratado

Masa so1t0 = 0.024g
Volumen gy1pente = 1000 ml

Volumen ¢p1ycisn = 1000.024 ml

0h 00249 . 100 = 0.00239% (m)
_—— % — . J—
°V T 1000.024 ml A

11. % (m/v) EDTA-Fe

Masa so1ut0 = 0.0656g
Volumen gy1pente = 1000 ml

Volumen so1ycion = 1000.0656 ml

oot = 006569 00 = 0.00655% (m)
_— = 3k e —
°V ~ 1000.0656 ml ' °\v

12. % (m/v) Biotina

Masa so1ut0 = 0.19
Volumen ¢p1pente = 1000 ml

Volumen sypycisn, = 1000.1 ml

o™ __ 919 002 0.00999% 5)
°V "~ 1000.1ml ' * v

13. % (m/v) Piridoxal-HCI

Masa ¢o1ut0 = 0.02g

Volumen gy1pente = 1000 ml
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Volumen gy1ycisn = 1000.02 ml

™= 2029 00 =0.00199% (m)
S = 0. —_
°V ~1000.02 ml v

14. % (m/v) Cloruro de amonio

Masa so1t0 = 0.003g
Volumen gy1pente = 1000 ml

Volumen ¢y1cisn = 1000.03 ml

oo = 20939 160 = 0.000209% )
—_——— % = (. —_
°V T 1000.003ml v

15. % (m/v) Azul de bromotimol

Masa so1t0 = 2.00g
Volumen sp1pente = 1000ml
Volumen gp1cisn = 1002.00 ml

29

%= 29,100 =0.1996% (E)
V = 1002.00ml ”

16. % (m/v) Biomasa inicial

Masa o110 = 0.071g
Volumen gp1pente = 1000 ml

Volumen gy1cisn = 1000.071ml

oo™ 90719 00 = 0.0071% (m)
_—— % — . J—
°V T 1000.071ml °\%

17. % (m/v) Biomasa final

Masa so1t0 = 2.00g

Volumen gp1pente = 1000 ml

Volumen sy1ycion = 1001.00 ml

o™ __2009 00 = 01999 (m)
_— e X% — . J—
°V ~1002.00ml D
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18. %(m/v) Nitrégeno fijado

Masa so1t0 = 0.015g
Volumen spipente = 1000ml
Volumen ¢y1ycisn = 1000.015 ml
m 0.015g

m
o _ YUY _ m
AT = 1000.015m1 * 100 = 0-001499% (v)

C. CALCULOS DE MUESTRA

Calculo 1. Incertidumbre del promedio

Z?:n(xi_ f)Z

n-1

S = (Ecu.1)

Empleando los datos experimentales de la Tabla 3. de la seccion de resultados

6.7 +9.1+11.6 = 27.4
(0.5)2 + (0.5)% + (0.5)2 = 0.25 + 0.25 + 0.25 = 0.75

incertidumbre de la suma = Vv0.75 = 0.866

promedio = 5~ 9.133
incertidumbre de la suma _ 0.866
Vi 3

Calculo 2. Incertidumbre de la resta

SR = /(64)2 + (6B)?>  (Ecu.2)
Empleando los datos experimentales de la Tabla 3. de la seccion de resultados
24.3 —9.15 = 15.15
(0.5)% + (0.5)2 =0.25+ 0.25 = 0.5

incertidumbre de la resta = V0.5 = 0.707
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Calculo 3. Incertidumbre de una divisién

sR= () + (&2) @)

Empleando los datos experimentales de la Tabla 5.

2
- = 0
1002 X 100 = 0.1996%

SR — ( 0.001 )2 N (0 * 0.001)2
~ 4 \0.1996 0.19962

SR — <0.001 )2 o
—J\0.1996
0.001

= = 0,
6R 01996 0.005%

Célculo 4. Rendimiento del producto en relacion con la biomasa

)
Y% = (Ecu.4)

Empleando los datos del balance de masa Figura 7.

(0.001499 — 0.000299)%(%)

Yp = —L~ = 0.00625
x (0.199 — 0.0071)%(5;)
Célculo 5. Balance de energia
1000 W x 0.001 kW 9 1 kW _ 1kW 9 24 h « 14 dig = 336 kW X 3600 kJ
1w 1h ~ h ~1ldia = kW

= 1,209,600.00 kJ

Célculo 6. Conversion de requerimiento de nitrégeno en plantas

g 1m? 0.001lm3®> 1000mg
7.5— X X X
m?  0.10m3 1L 1lg

= 75mg/L
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D. EVIDENCIA FOTOGRAFICA

Figura 10. Procesamiento de las muestras de tejido vegetal y primer aislamiento
de bacterias

VIL

Fig. 7 Paso |, seleccion de tejido vegetal a utilizar en triplicado. Paso 1, obtencion de explantes de raiz, tallo
y hojas de las tres muestras de tejido vegetal. Paso I11y IV, proceso de esterilizacion de los explantes obtenidos
el cual consistié en dos lavados de cada explante en agua destilada esterilizada, seguida de agitacién por 15
min en solucién tampon de fosfato de potasio 0,05 mol L-1, pH 7,0; inmersion por 1 min en alcohol 70%;
agitacién por 5 min en solucion de hipoclorito de sodio 5%; nuevamente inmersién por 1 min en alcohol 70%
seguida de agitacion por 15 min en solucién tampdn fosfato de potasio 0,05 mol L-1, pH 7,0 y finalmente,
lavado cuatro veces en agua destilada esterilizada. Paso V, sembrado de los explantes en 50 ml de caldo
nutritivo en Erlenmeyers previamente esterilizados. Paso VI, incubacion de los explantes previamente
sembrados en caldo nutritivo en incubadora a 37°C durante 48 horas. Paso VII, con asa bacteriolégica se
tom6 un asado de los explantes previamente incubados en caldo nutritivo y se sembraron en placas de agar
nutritivo haciendo uso de técnica de estriado en placa para obtencidn de colonias.
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A. SEGUNDO AISLAMIENTO DE COLONIAS BACTERIANAS

Figura 11. Obtencion de colonias bacterianas: Mx1, raiz.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx1 de la raiz. A partir del
primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tom6 un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cuales se identificaron con los nimeros 1,2y 3.

Figura 12. Obtencion de colonias bacterianas: Mx1, Hoja.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx1 de las hojas. A partir
del primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tomo un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cuales se identificaron con los nimeros 4 y 5.
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Figura 13. Obtencion de colonias bacterianas: Mx1, tallo.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx1 del tallo. A partir del
primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tom6 un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cual se identificd con el nimero 6.

Figura 14. Obtencidn de colonias bacterianas: Mx2, Tallo.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx2 del tallo. A partir del
primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tom6 un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cuales se identificaron con los nimeros 7y 8.
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Figura 15. Obtencion de colonias bacterianas: Mx2, Hoja.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx2 de las hojas. A partir
del primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tomo un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cuales se identificaron con los nimeros 9 y 10.

Figura 16. Obtencion de colonias bacterianas: Mx2, Raiz.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx2 de la raiz. A partir del
primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tom6 un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cual se identifico con el nimero 11.
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Figura 17. Obtencion de colonias bacterianas: Mx3, Hoja.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx3 de las hojas. A partir
del primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tomo un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cuales se identificaron con los nimeros 12 y 16.

Figura 18. Obtencion de colonias bacterianas: Mx3, Tallo.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx3 del tallo. A partir del
primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tom6 un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas las cuales se identificaron con los nimeros 13, 14y 15.
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Figura 19. Obtencion de colonias bacterianas: Mx3, Raiz.

Se muestran las colonias aisladas a partir del primer aislamiento de la Mx3 del tallo. A partir del
primer aislamiento realizado en caldo nutritivo, se tom6 un asada y se inoculo en placa de agar
nutritivo y se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencid el crecimiento de 3 diferentes
tipos de colonias bacterianas la cual se identific con el nimero 17.
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B. DESCRIPCION MORFOLOGICA Y TINCION DE GRAM
Tabla 6. Descripcién morfoldgica colonial obtenida mediante estriado en placa.

Aislado Forma Borde Elevacion Superficie Consistencia Aspecto Color Tamafio | Gram
MX1 raiz
1 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide Brillante | Crema Mediano +
2 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide Brillante | Beige pequefio -
3 Circular | Entero Plana Lisa Mucoide Brillante | Crema Pequefio -
MX1 Hojas
4 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide S‘T‘ Crema mediano +
brillo opaca
. . . Sin Crema ~
5 Circular | Entero Plana Lisa Mucoide brillo opaca pequefio -
MX1 Tallos
6 | Irregular | Ondulado | Plana Lisa | Mucoide | Brillante | Crema | Mediano i
MX2 Tallo
7 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide S:inllo Crema Mediano +
. . Sin Crema
8 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide brillo opaca Grande +
MX2 Hoja
9 Circular | Entero Plana Lisa Mucoide Brillante | Beige pequefio -
. . Sin Crema .
10 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide brillo opaca Mediano +
MX2 Raiz
11 | Irregular | Ondulado | Plana Lisa | Mucoide | Brillante | Crema | pequefio -
MX3 Hojas
12 Irregular | Lobulado | Plana Lisa Mucoide 5"? Crema Mediana +
Brillo opaca
16 Circular | Entero Plana Lisa Mucoide Brillante | Blanco Pequefio -
MX3 Tallo
13 Circular | Entero Plana Lisa Mucoide Brillante | Rosa Pequefio -
14 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide Brillante | Amarillento | Pequefio -
. . Sin Crema ~
15 Irregular | Ondulado | Plana Lisa Mucoide brillo opaca Pequefio -
MX3 Raiz
17 Circular | Entero Plana Lisa Mucoide S‘F‘ Crema Pequefio -
brillo opaca
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C. OBTENCION DE COLONIAS PURAS

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx1 de la raiz. A partir del segundo
aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa para la
obtencion de cultivos puros; se dejé incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento
de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la colonia 1 del
primer aislamiento.

Figura 21. Obtencion de colonias bacterianas puras: Mx1, Hoja.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx1 de la hoja. A partir del
segundo aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa
para la obtencion de cultivos puros; se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el
crecimiento de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la
colonia 4 del primer aislamiento.
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Figura 22. Obtencion de colonias bacterianas puras: Mx1, Tallo.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx1 del tallo. A partir del segundo
aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa para la
obtencion de cultivos puros; se dejé incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento
de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la colonia 6 del
primer aislamiento.

Figura 23. Obtencidn de colonias bacterianas puras: Mx2, Tallo.

P ]

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx2 del tallo. A partir del segundo
aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa para la
obtencion de cultivos puros; se dejé incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento
de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la colonia 7 del
primer aislamiento.
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Figura 24. Obtencion de colonias bacterianas puras: Mx2, Tallo.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx2 del tallo. A partir del segundo
aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa para la
obtencion de cultivos puros; se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento
de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la colonia 8 del
primer aislamiento.

Figura 25. Obtencidn de colonias bacterianas puras: Mx2, Hoja.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx2 de la hoja. A partir del
segundo aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa
para la obtencion de cultivos puros; se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el
crecimiento de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la
colonia 10 del primer aislamiento.
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Figura 26. Obtencion de colonias bacterianas puras: Mx2, Raiz.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx2 de la raiz. A partir del segundo
aislamiento en agar nutritivo, se tomé un asada y se utilizé el método de estriado en placa para la
obtencion de cultivos puros; se dejé incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento
de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la colonia 11 del
primer aislamiento.

Figura 27. Obtencidn de colonias bacterianas puras: Mx3, Hoja.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx3 de la hoja. A partir del
segundo aislamiento en agar nutritivo, se tomd un asada y se utilizé el método de estriado en placa
para la obtencion de cultivos puros; se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el
crecimiento de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la
colonia 12 del primer aislamiento.
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Figura 28. Obtencion de colonias bacterianas puras: Mx3, Tallo.

Se muestran las colonias aisladas a partir del reaislamiento de la Mx3 del tallo. A partir del segundo
aislamiento en agar nutritivo, se tomd un asada y se utilizé el método de estriado en placa para la
obtencion de cultivos puros; se dejo incubando a 37°C durante 72 horas. Se evidencio el crecimiento
de colonias bacterianas puras, es decir el mismo tipo de bacteria perteneciente a la colonia 15 del
primer aislamiento.
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D. EVALUACION DE LA CAPACIDAD FIJADORA DE NITROGENO EN
MEDIO NFB

a. Figura 29. Actividad fijadora de nitrégeno de bacteria aislada: MX1, Raiz.

Se muestran los resultados para la fijacion de nitrégeno atmosférico de colonia bacteriana aislada
de MX1 de la raiz. Con ayuda de un asa bacteriol6gica se inoculo el medio semisélido NFB (libre de
nitrogeno) con colonia bacteriana aislada y se dejé incubando a 37°C durante 1 semana. Se
evidencia turbidez y particulas suspendidas, lo que indica que la bacteria inoculada fue capaz de
fijar nitrégeno atmosférico.
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Figura 30. Actividad fijadora de nitrégeno de bacteria aislada: MX1, Hoja.

\)

Se muestran los resultados para la fijacion de nitrégeno atmosférico de colonia bacteriana aislada
de MX1 de la hoja. Con ayuda de un asa bacteriologica se inoculo el medio semisdlido NFB (libre
de nitrégeno) con colonia bacteriana aislada y se dejo incubando a 37°C durante 1 semana. Se
evidencia turbidez y particulas suspendidas, lo que indica que la bacteria inoculada fue capaz de
fijar nitrégeno atmosférico.
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Figura 31. Actividad fijadora de nitrégeno de bacteria aislada: MX2, Tallo.

Se muestran los resultados para la fijacion de nitrégeno atmosférico de colonia bacteriana aislada
de MX2 del tallo. Con ayuda de un asa bacteriol6gica se inoculo el medio semisélido NFB (libre de
nitrégeno) con colonia bacteriana aislada y se dejo incubando a 37°C durante 1 semana. Se
evidencia turbidez y particulas suspendidas, lo que indica que la bacteria inoculada fue capaz de
fijar nitrégeno atmosférico.

81



Figura 32. Actividad fijadora de nitrégeno de bacteria aislada: MX3, Hoja.

Se muestran los resultados para la fijacion de nitrégeno atmosférico de colonia bacteriana aislada
de MX3 de la hoja. Con ayuda de un asa bacteriol6gica se inoculo el medio semisélido NFB (libre
de nitrégeno) con colonia bacteriana aislada y se dejo incubando a 37°C durante 1 semana. Se
evidencia turbidez y particulas suspendidas, lo que indica que la bacteria inoculada fue capaz de
fijar nitrégeno atmosférico.
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E. REPORTES DE SERVICIO DE SECUENCIACION
Figura 33. Resultados de la secuenciacion 16S rRNA de colonia N3.

16S S

Standard ID w4, _macrogen

Saquencing

16S rRNA service report

Order Mumber :  HC00474890
Sample name: N3_contig_1

Information

Primer Information

Sequencing Primer Name Primer Sequences PCR Primer Name Primer Sequences

785F 5' (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) ¥ 27F 5 (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3
907R 5 (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3 1492R 5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) 3
ccesion | ovaipion_[Leng] s | £ [covrm] ot | et o] pirs
CP021061.1 Bacillus 542759 53500 53515 0 2743 00  1490/1492 99
thuringiensis 4 93 &9
T T T N
Bacteria Bacillaceae Bacillus Bacillus thuringiensis

------ Bacillus cereuslgi:NR_115714)

-------- gL Bacillus cereusigi:NR_112630)

-------- | memmemeeeeeees Bacillus cereusigiNR_115526)

...-...-‘ smmsensmsnssenesseens Bacillug cereuslgi:NR_114582)

-------- ‘ meremsmssmmenssmne s nenenenees Bacillus cereus(giNR_074540)
-------------------------------------- Bacillus wiedmannilgi KU1966 26)
—‘ Smmmssmmemsemems e seeoen oo o ooe—- o= Batillus toyonensisigi NR_121761)

-------- | T Ty - £.1.31 (|11 'I:I'iuringinnainlgi:NR_Dd?AnH]

------ N3_rortig_1
------ Bacillus thuringiensislgi MR_112780)
meeE e e oo BaCillus thuringiensis(al NR_114581)
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Figura 34. Espectro de ADN para la muestra N3

File: N3_ITF.abl Run Ended: 2022/5/11 4:23:3 Sigmal G:2335 A:3320 C:3056 T:3210 %
Semple: N3_I7F Lane: 12 Baze spacimg: 16 8734581 1129 bazes in 13553 scans Page 1af?

p 0 E1] da A &l 0 B0 ) 10 110 1z
GO TG W GG O TATAHRT GO A GTE GAGE GAT GG TTEAG MECT TEOTETCAGE AGT TAGC GLERGEE MOGHEGETG A T A DG TEGOET A ACCT GUOCAT AAG A0 TGEGE AT ANCT CDEGE L

== oS S UOIA R LCI A LA I AR A AN A
(ED] 140 150 Ltk 17 180 190 o 10 zzn pii) 240
AACCOGOOCT AT ACCOEAT AT ATTTTGAAC TEC ATGGTTCA A AT TG A AGOCAGCTTCAGC TATCACT TATGGAT GG ACCCGCETCACATTAGET AGTTGATGAGOT AACOGGECTCAC TANG

P P A P Ao A AP A A AR A AW A A P eV

230 L6 7 TED 290 a0 Al i 330 Ho 3sn 60 AT
GCAACOATACOT AGCCTACCT GAGAGOIT QAT COGCCACACT OO0 ACTAAGACACIGOCCCAGACT COTAC GGG AGGCAGCAGT AGFGAATCTTOCGC AATGOACAAAAGT CT GAC OO AGCAAC G

W A AN A AR MY A A A A A A A A WA A AR A S A A

80 el 400 410 420 450 M9 450 460 470 ARD A4
CCOCaTOAGT AT GAAG3CTT TCOOOT COT AAAACTCTOTT ATTAGOIG AAGAACAAQTOC T AGTT G AAT AAQCTOGCACCT TOACGITACCT AACCAGAAAJCCACGOCT AACTACOGTICCATCA

VAR WA PN A A A A A A P A N A WA

=0 10 EI0 130 o 550 60 L S50 S0 00 610 620
GUOOOGOT AT ACGT AGGT GG CAAGCGT T AT COGG AATTATTGGGCG T A A GUGUG oG CAGETGOTTTOT T AMGTCTGATGT GAAAGCCCACGGOT O AN COGT GO AGGOTC AT TG A AL T GGG A

WM A N AR A A AN AN WA A A A AWM A A A
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File: N3_27F.abl Run Ended: 2022/3/11 4:23:3 Sigmal G:2335 4:3320 C:3956 T:3210

Sample: N3_27F Lane: 12 Base spacing: 16.92348] 1129 bases in 13553 scans Page 2 qf 2
£ i =y fil 70 R 451 T T e T30 i
GACTTGAGTGCAG GAGGA GTGO TTCCATGTOGT AGCGGTG TGOGT AGAGAT ATGGAGGE CACCAGTEGEOE A AGECGACTTTCTGGTCTGT VTG ACACTGAGGOGCG AAAGEGT
Moa M hnan o aan o TR, B A T P P e sh 0] A i T W N i .
LA A L L L O T A A L L A AR
T4 Tl T Tl ) £00 a1 420 L= ] L] el i
GGG G0 CAGGATT AGAT ACCCT AGTAGT CC ACGCCaT COATGAGTOCT AAGTATT AGAGAGTTT COACCCTTTAGTGCT GAAGTT AACACATT AAGC ACT COGCCT GGG GT ACaa
A . i N i . P ft e (rm o A L W . P Moo S A AR i
Rl L] | .I A -I\'I WY v 'I'. L Y yaawy - I-.’ y i W A -I -". Y I! il .n. i -rl. il I. .r r-jl" My -n-. LA I- A 1 l-rIJI L .f.ll '_,I VAL N k) S I-. A I-'
RE B0 00 910 S0 530 41 550 il a70 530 i)
COGCAAGGCTG CTCAAAGT A4 TTEACGOHHFIGCCCOCAC AAGCOGT G AGC ATGTGITTT AATT CF A40C A4 CHCE A4 G A4 CCTT ACCAGET CTTEACATOCT CTG ALAA OC CT 4G AG AT A GOGT
Pl e im0 i i Pt L (g i i I n i A o Lo i e 0 3 hle
Sy y o Nedy Py " A T A ey A A A VAR L R AV AN A MY
1000 1010 1020 1030 104 1050 16} 1T 1060 1091 1100 1 1120
TTCTCCTT CGHG AGC A0 AGT G AC A 0ET 00 TGO AT GO TT GTCAT CAGE TCATATCET GAGAT GTT GAGTT AAGT COC G0 A4 C0AG COC 44 COCTTOAT CTT AGTT QOCATCATT AaGTT GOGCACT CT
Y ""'._-.;. ) ;'- oy '__ 'e.' A AN I A VAR AN, |!¢.k_."-.-" WYy L AR A P S

Se muestran los resultados para el espectro de ADN de la bacteria secuenciada (muestra N3). Se
logra evidenciar una secuencia limpia, en la cual se tienen picos bien definidos (erguidos y
separados) los cuales no se muestran traslapados. Por otro lado, la linea base de los picos se
encuentra completamente plana por lo que dichos aspectos se pueden correlacionar a una correcta
asignacion de nucle6tidos para la secuencia analizada. Por lo contrario, si no se contara con una
secuencia limpia se mostrarian picos traslapados, una linea base no plana y nucle6tidos con la letra
N lo que indicaria que no se le puedo asignar un nucleétido debido a alguna contaminacion o una
mezcla de secuencias.
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Figura 35. Resultados de la secuenciacion 16S rRNA de colonia N4.

16S S
Standard ID manr € macrogen

16S rRNA service report

Order Number :  HC00474890
Sample name: N4 contig_1

Information

Primer Information

Sequencing Primer Name Primer Sequences PCR Primer Name Primer Sequences

785F 5' (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3 27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3
907R 5' (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3 1492R 5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACTT) 3
engn s | 0 covrge] 1 | vt [ P
CP021061.1 Bacillus 542759 88814 90298 0 2736 0.0  1484/1485 99
thuringiensis 4

| Kingoom | Famiy | Genus | Species

Bacteria Bacillaceae Bacillus Bacillus thuringiensis

------ Bacillus cereuslgi-NR_115714)
-------- |_""“_------ Bacillus cereusigi:NR_074540)
........ | eeeeeenee- Bacillus cereus(gi:NR_112630)
| ---------------------- Bacillus cereus(gi:NR_113266)
I .............................. Bacillus cereus(gi:NR_115526)
‘ ...................................... Bacillus wiedmannil(gl: KU198626)
-------------------------- Bacillus thuringiensis(gi:NR_114561)
........................ | ====== M4 contig_1
-------- |"“““!————- Bacillus thuringiensis(gi:NR_112780)
.............. Bacillus thuringiensis(gi NR_043403)

—————————————————————————————————————————————————————— Bacillus toyonensisigi:NR_121761)

86



Figura 36. Espectro de ADN para la muestra N4

"

macrogen
File: N4_27F abl Run Ended: 2022/5/11 4:23:3 Signal G-3417 A-4834 C-6073 T-5030
Sample: N4_27F Lane: 4 Base spacing. 16.991066 1123 bases in 13422 scans Page ] of 2

10 20 30 40 50 60 T 80 20 100 110 120
GGAT GG CAOM G CT ATAOATGC AGTCGAGCGAATGGATTGAGAGC TT GCTCTOWAG AAC AGCGGOGEACGOOETG AGTAACACGTGOGT AMCCTGCCCATAAGACT GGG AT AACT CCGGG AAAD

P ALY M A AN A A LA AR A AN AR A AN v A\

130 140 L:0 160 170 150 190 200 210 220 230 240 230
CGGGGCTAATACCGGATAACAT TTTGAACTGCAT GGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCG GOTGTCACTTATGGATGGACCOGOCGTCGCAT TAGCTAGTTGGT GAGGT AACGGCTCACCAAGGOAAD

L e e

260 70 o 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT CGGC CACACT GGG ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT CTGAC GGAGCAACGCCGCGTG

AR AR A A A A A AR A e AN A A A AW A A AN A A AP AR A

380 390 400 410 420 430 440 450 A60 470 480 490 300
AGTGATGAAGGOTTTCGGGT OGT A AACTCTGTTGTTAGGG AGAACA AGTGCTAGT T GAATAAGCT GECACCT TGACGGT ACCTAACCAG AAAGOCACGGOT ANCTACGTGOCAGCAGCCGO GG

VAN AR AR WA W AR A P A PSR AN A A A e AR AN AR Y

510 520 530 540 550 560 370 580 350 600 610 620 630
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCC GGAATTATT GGGCGTAAAGC GCGCGCAGGTOGTTTICTTAAGTCTGATGT GAAAGCCCACGGUT CAACCGT GGAGGETCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG

VA AN AN A AN AR AP AN AR A A A AP M P Y W
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File: N4_27F.abl Run Ended: 2022/5/11 4:23:3 Signal G:3417 A:4834 C.6073 T-5030
Sample: N4_27F Lane: 4 Base spacing. 16.991066 1123 bases in 13422 scans Page2of 2

640 650 660 680 630 710 720 730 750
TGCAGAAGAGGAAAGTGGANTTCCATGTOT AGCGGTG A4 ATGOGT AGAGAT ATGGAGGAACACCAGTGGECGAAGOCGACTTTCTGGTCTGT AACTGACACTGAGGOGOGA A GOGTGGGE AGO

VA AW AN A A AR M AW e A YA A AR A
760 770 T80 T80 00 B10 820 B30 540 850 g6l B0
LAACAGGATT AGATACCCTGGT AGT CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTITAGTGUTGAAGTTAACGCATT AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGUCGCANG

o AT AR o A A g AR A AN A VWY
GCTGAAACT CA ‘s‘gglGJ ATTGA CGGGGGCCCGC“)‘]@.‘ VWGCGGTGGAGCATGTGGTTT AATT CGAAGCAACGUG AMGAACCTT ‘Cg‘s?ﬁﬁ TCTTGACATCCTCTGAAAACCCT -‘G‘\gig-?' LGGGOTT é‘DP%C

1010 1az20 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1050 1100 1110 1120
ITCGEGAGCAGAGT GACAGET GATGCATGGTTGTCGTCAGCTCC TGTCCTGAGAT GTTTGGGTT AAGT CCCGE ACGAGCGE A CCCTTGATCTTAGTTGCCATCATT AAATT GGGC CCC

A WY WA e Y P P AN LAY A Al A U OB AP AN A Y e

Se muestran los resultados para el espectro de ADN de la bacteria secuenciada (muestra N4). Se
logra evidenciar una secuencia limpia, en la cual se tienen picos bien definidos (erguidos y
separados) los cuales no se muestran traslapados. Por otro lado, la linea base de los picos se
encuentra completamente plana por lo que dichos aspectos se pueden correlacionar a una correcta
asignacién de nucleétidos para la secuencia analizada. Por lo contrario, si no se contara con una
secuencia limpia se mostrarian picos traslapados, una linea base no plana y nucle6tidos con la letra
N lo que indicaria que no se le puedo asignar un nucleétido debido a alguna contaminacion o una
mezcla de secuencias.
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Figura 37. Preparacion de preinéculo e in6culo para realizacion de curva de crecimiento

Figura 34. Paso |, Inoculacion de bacterias en 4 tubos de ensayo con medio NFB. Paso 11, incubacion
del prein6culo a 37°C durante 72 hr. Paso I11, inoculacion de Erlenmeyer de 150 ml con preindculo.
Paso IV, Incubacién de Erlenmeyer de 150 ml a 37 °C durante 1 semana.
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Figura 38. Preparacion e inoculacién de reactor de 2 litros

Figura 38. Paso I, Preparacion del reactor. Paso I, inoculacion del reactor con
solucion stock medio NFB. Paso I11, inoculacion de reactor con preinoculo. Paso
IV, reactor inoculado. Paso V, instalacion del reactor y asignacion de parametros.

Temperatura a 37°C y agitacion a 150 rpm.
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Figura 39. Cuantificacion de la cantidad de nitrégeno atmosférico fijado por bacterias
aisladas empleando el kit de Hach.

Figura 39. Paso I, encendido de digestor. Paso Il, preparacién de blanco y muestra. Paso IlI,
digestion. Paso IV, adicion de reactivo A. Paso V, adicion de reactivo B. Paso VI, adicion de reactivo
C. Paso VII, preparacion de colorimetro DR/890. Paso VIII, configuracién colorimetro DR/890.
Paso 1X, medicion de blanco. Paso X, medicion de la muestra. Paso Xl, medicion en caso de “Limit”.
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Figura 40. Conteo celular y medicién de la viabilidad de Bacillus thuringiensis posterior al
tiempo de fermentacion
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Figura 40. Se evidencian los datos obtenidos del conteo de células vivas y la viabilidad de estas de
la bacteria Bacillus thuringiensis mediante el equipo Muse de andlisis celular. Esta medicion se llevo
a cabo posterior a la cuantificacion final nitrégeno con el fin de verificar la cantidad de células
presentes en el medio de cultivo tras 2 semanas de fermentacion.
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XIl.  GLOSARIO

Bacterias endofitas: Microorganismos que viven dentro de los tejidos sanos de
las plantas, sin causar dafio aparente a sus anfitriones. Estas bacterias desarrollan
una relacion simbidtica con las plantas a lo largo de la evolucidn, lo que significa
que ambos se benefician mutuamente.

Bioinoculante: Producto utilizado en la agricultura y la jardineria para introducir
microorganismos beneficiosos en el suelo o en las raices de las plantas. Estos
microorganismos son capaces de promover el crecimiento y la salud de las plantas
al establecer interacciones positivas con ellas.

Fermentador: Un fermentador es un equipo o dispositivo utilizado en
biotecnologia y microbiologia para llevar a cabo procesos de fermentacion. La
fermentacién es un proceso bioquimico en el que los microorganismos, como
bacterias o levaduras, descomponen compuestos organicos, como carbohidratos,
en condiciones anaerobicas (sin oxigeno), para obtener energia.

Fijacion bioldgica: Proceso realizado por ciertos organismos vivos, como ciertas
bacterias y plantas, en el cual pueden convertir formas inorganicas o no
disponibles de ciertos elementos en formas utilizables por otros organismos. Por
ejemplo, la fijacion de nitrgeno es llevada a cabo por bacterias fijadoras de
nitrégeno que convierten el nitrégeno atmosférico en una forma que las plantas
pueden utilizar.

Medios de cultivo: Un medio de cultivo es una sustancia o combinacion de
sustancias utilizadas para proporcionar nutrientes y condiciones favorables para
el crecimiento y la reproduccion de microorganismos en un entorno de
laboratorio. Es una herramienta fundamental en microbiologia y biologia celular
para estudiar y propagar diferentes tipos de organismos, como bacterias, hongos,
levaduras y células eucariotas.

Microbioma: Comunidad microbiana caracteristicas que ocupa nichos
ecologicos especificos en los cuales se desempefian variedad de funciones.
Reactor: Es un dispositivo utilizado en biotecnologia y microbiologia para llevar
a cabo procesos biolégicos en un entorno controlado. Es similar a un fermentador,
pero el término "biorreactor” se utiliza de manera mas amplia para describir
sistemas en los que se realizan diferentes tipos de procesos bioldgicos, no solo
fermentaciones.

Secuenciacion: Proceso mediante el cual se determina el orden preciso de las
bases nucleotidicas (adenina, timina, citosina y guanina) en una molécula de acido
nucleico, ya sea ADN (acido desoxirribonucleico) o ARN (&cido ribonucleico).
Este proceso permite obtener la secuencia de nucledtidos que conforman la
molécula, lo que brinda informacion importante sobre la composicion genética o
estructura de la molécula.

93



