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Resumen 
 

 
 
 
 

 
La caña de azúcar (Saccharum spp.) es un cultivo relevante para Guatemala, debido a su aporte en la 

economía e industria agrícola. Para obtener un buen crecimiento y rendimiento en los cultivos, es necesario 

la aplicación de fertilizantes nitrogenados. A pesar que, el fertilizante químico es importante para mantener 

el rendimiento y calidad de los cultivos, el uso excesivo de este tiene un efecto dañino en el medio ambiente 

y salud humana. Como una solución al uso excesivo de fertilizantes nitrogenados se ha planteado el uso de 

bacterias diazótroficas; las cuales pueden transformar el nitrógeno atmosférico a una forma más disponible y 

soluble para las plantas. El presente estudio tenía como propósito determinar si el uso de radiación UV, con el 

objetivo de generar una mutagénesis aleatoria, mejoraría la capacidad fijadora de nitrógeno en diferentes cepas 

bacterianas de suelo. Además, se buscó cuantificar el nitrógeno fijado por bacterias diazotróficas, empleando 

un método espectrofotométrico. Se utilizó un medio libre de nitrógeno para seleccionar las bacterias con una 

capacidad de fijar nitrógeno. Tras realizar la mutagénesis aleatoria se estableció una mejora en la capacidad 

fijadora de nitrógeno todas las mutantes generadas para Pseudomonas baetica, Bacillus subtilis, y Bacillus 

cereus. De las colonias individuales, la colonia 22 de Pseudomonas baetica, mostró la mayor diferencia entre 

las capacidades de fijación de nitrógeno de la colonia mutada y la colonia control. Para futuros análisis, 

se recomienda realizar una secuenciación de los genes nif de las colonias mutadas con una mejora en su 

capacidad de fijar nitrógeno, para establecer los efectos de las mutaciones inducidas por la radiación UV. 
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Abstract 
 

 
 
 
 

 
Sugarcane (Saccharum spp.) is a highly significant crop for Guatemala due to its contribution to the 

economy and agricultural industry. To achieve optimal growth and yield, the application of nitrogen-based 

fertilizers is necessary. Although chemical fertilizers are essential for maintaining crop yield and quality, their 

excessive use has detrimental effects on the environment and human health. As a solution to the overuse of 

nitrogen fertilizers, the application of diazotrophic bacteria has been proposed. These bacteria can transform 

atmospheric nitrogen into a more available and soluble form for plants. The purpose of this study was to 

determine whether the use of UV radiation to induce random mutagenesis could improve the nitrogen-fixing 

ability of different soil bacterial strains. Additionally, nitrogen fixation by diazotrophic bacteria was quantified 

using a spectrophotometric method. A nitrogen-free medium was employed to select bacteria capable of 

fixing nitrogen. Following random mutagenesis, an improvement in nitrogen-fixing capacity was observed in 

all mutant strains of Pseudomonas baetica, Bacillus subtilis, and Bacillus cereus. Among individual colonies, 

colony 22 of Pseudomonas baetica showed the greatest difference in nitrogen-fixing capacity compared to the 

control colony. For future analyses, it is recommended to perform sequencing of the nif genes in the mutant 

colonies that exhibited improved nitrogen-fixing capacity to identify the effects of UV-induced mutations. 
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CAPÍTULO 1 
 
 
 

 

Introducción 
 

 
 

 
La caña de azúcar es un cultivo clave como fuente de bioenergía y de alimentos, el cual es considera- 

do un componente esencial en la economía de múltiples países en las regiones tropicales y subtropicales 

[78].Específicamente su producción comercial se basa en la extracción de sacarosa, representando más del 

75 % del azúcar producido a nivel mundial [36]. Para obtener un buen rendimiento, calidad y crecimiento 

del cultivo, se utilizan fertilizantes nitrogenados, los cuales mejoran parámetros agronómicos, la calidad del 

jugo y el rendimiento de azúcar [110].Sin embargo, una aplicación excesiva con nitrógeno a largo plazo no 

solo incrementa los costos y reduce la eficiencia en su uso, sino que también genera impactos ambientales 

negativos significativos, como mayores pérdidas de nitrógeno en los campos agrícolas [29].Se estima que 

solo entre el 30 % y el 50 % del fertilizante nitrogenado aplicado es absorbido por los cultivos para mantener 

su crecimiento normal [72]. El nitrógeno que no es absorbido ni inmovilizado en las reservas de materia 

orgánica del suelo, se encuentra expuesto a pérdidas mediante la emisión de óxido nitroso, la volatilización 

de amoníaco y la lixiviación [107, 102, 19]. 

El sistema de una aplicación excesiva de fertilizantes nitrogenados no es sostenible, debido a la reducción 

en su eficiencia y las altas pérdidas al ambiente, por lo que es necesario desarrollar estrategias alternativas 

que permitan incrementar la productividad agrícola de manera sostenible. En este contexto, es fundamental 

que los cultivos adquieran mayor resistencia frente a condiciones de estrés, como sequías o salinidad, así 

como una mayor tolerancia a patógenos . Una estrategia para lograr estas características deseables es el uso de 

microorganismos del suelo, específicamente las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR por 

sus siglas en inglés: Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) [100]. Las PGPR generan efectos beneficiosos 

en el proceso de desarrollo de distintas especies vegetales, por lo que pueden emplearse para mejorar la 

salud de las plantas y acelerar su tasa de crecimiento, sin generar contaminación ambiental [6]. Una de las 

funciones más importantes de las PGPR es la fijación biológica del nitrógeno atmosférico, proceso en el que 

algunas bacterias, como las del género Azotobacter, Rhizobium y Bacillus, convierten el nitrógeno gaseoso en 

formas utilizables por las plantas, como el amonio [69]. Este proceso es llevado a cabo por enzimas como la 

nitrogenasa, que permite la reducción del nitrógeno a compuestos orgánicos que las plantas pueden asimilar, 

contribuyendo a la nutrición de las plantas [16]. En los diazótrofos, se han identificado tres tipos distintos 

de nitrogenasa, en este caso la nitrogenasa con molibdeno, la nitrogenasa con vanadio y la nitrogenasa con 

hierro [68]. La incorporación de las PGPR como biofertilizantes fomenta el crecimiento de las plantas de 

manera directa o indirecta, a través de la solubilización de nutrientes del suelo, la producción de hormonas 

estimulantes del crecimiento vegetal y producción de sideróforos [9]. La implementación de estas bacterias 

como biofertilizantes mejoraría la eficiencia en el uso de nutrientes y una reducción del impacto ambiental 

asociado con la aplicación excesiva de fertilizantes químicos en los suelos. 
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A pesar de los numerosos beneficios que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal ofrecen en 

el rendimiento y desarrollo de los cultivos, se han implementado herramientas de ingeniería genética para 

optimizar y fortalecer sus capacidades. Por ejemplo, se han introducido genes que codifican proteínas capaces 

de potenciar las funciones beneficiosas de las PGPB y se ha aplicado la técnica de mutagénesis aleatoria para 

mejorar procesos específicos y para la producción de biomoléculas [59, 47]. Dado a que existen múltiples 

complejos de nitrogenasa, la mutagénesis aleatoria representa una estrategia útil para generar mutantes más 

eficientes en la fijación de nitrógeno, incluso sin conocer la secuencia de los genes y promotores involucrados 

en este proceso. Por lo tanto, se destaca la necesidad de realizar estudios enfocados en la identificación y 

modificación de genes que tengan la capacidad de incrementar el rendimiento y crecimiento en plantas, sin 

afectar el medio ambiente. 
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CAPÍTULO 2 
 
 
 

 

Objetivos 
 

 
 

 
2.1. Objetivo general 

 
Realizar una mutagénesis aleatoria con radiación UV a 425nm de cepas con capacidad de fijar nitrógeno. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Cuantificar el nitrógeno fijado por bacterias diazotróficas, empleando un método espectrofotométrico. 

 Elaborar curvas de crecimiento bacteriano previo al proceso de mutagénesis aleatoria. 

 Generar mutantes de las bacterias diazotróficas por medio de la exposición a radiación UV a 425nm. 

 Evaluar la mejora de la capacidad fijadora de nitrógeno en las bacterias diazotróficas 

 Elaborar un cepario con los mutantes de bacterias diazotróficas generados, que logren mejorar la 

capacidad fijadora de nitrógeno, luego del proceso de mutagénesis aleatoria. 
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CAPÍTULO 3 
 
 
 

 

Justificación 
 

 
 

 
Guatemala es el país de la región de Centroamérica con mayor rendimiento de producción de azúcar por 

hectárea de caña cultivada (82.7 toneladas al año)[87]. En el 2021 la exportación de azúcar representó el 5 % 

de las exportaciones totales del país, siendo considerado el segundo producto agroindustrial con mayor tasa 

de exportación. De esta manera, el azúcar, el maíz y el banano generan una contribución superior al 15 % 

del PIB agrícola del país [97]. Este alto rendimiento de producción de azúcar se encuentra vinculado con el 

uso de agroquímicos, los cuales son necesarios para el crecimiento y una buena calidad de los cultivos. El 

mercado de producción y distribución de agroquímicos en Guatemala, se encuentra alrededor de 250 millones 

de dólares anuales [87]. Gran parte de los fertilizantes utilizados en Centroamérica son importados, lo que 

hace que su precio esté significativamente influenciado por el mercado internacional [23]. 

El valor de las importancias de fertilizantes químicos ha aumentado debido a una serie de crisis recientes, 

como el conflicto entre Rusia y Ucrania y la falta de transporte y logística para la importación de insumos 

por la pandemia de COVID-19. En América Latina y el Caribe se observó una tendencia de incremento de 

las importaciones de fertilizantes químicos durante los primeros seis meses de 2022, que causó en promedio 

un incremento del 136.6 % a comparación del año anterior [23]. Asimismo, en Guatemala el precio promedio 

nacional del quintal de urea incrementó un 82.10 % en 2 años [26] [97]. La variabilidad de los precios de 

fertilizantes químicos afecta la producción agrícola y la seguridad alimentaria, ya que el alza de precios obliga 

a los productores a disminuir la aplicación de fertilizantes químicos disminuyendo así el rendimiento y la 

calidad de los alimentos [3]. A pesar que, el fertilizante químico es importante para mantener el rendimiento 

y calidad de los cultivos, el uso excesivo de este tiene un efecto dañino en el medio ambiente y salud humana. 

En los humanos puede causar metahemoglobinemia, diabetes, cáncer colorrectal, enfermedad de la tiroides y 

defectos del tubo neural [46]. 

Como una solución al uso excesivo de fertilizantes nitrogenados se ha planteado el uso de bacterias 

diazótroficas. Estas bacterias pueden transformar el nitrógeno atmosférico a una forma más accesible y soluble 

para las plantas [94]. La aplicación de estas bacterias como suplemento puede generar un beneficio para el 

medio ambiente, salud humana y un beneficio económico para los agricultores [6]. Aunque estas bacterias se 

han convertido en una alternativa para reducir el uso de fertilizantes nitrogenados, es relevante destacar que se 

pueden realizar modificaciones genéticas en ellas para aumentar sus capacidades en la mejora de la fertilidad 

del suelo, la salud y el crecimiento de las plantas [96]. Una manera de lograr estas modificaciones es mediante 

mutaciones, utilizando la radiación UV como agente mutagénico para generar una diversidad de mutaciones 

y variantes útiles de manera más rápida [93]. Recientemente se ha demostrado que el uso de esta tecnología 

ha llegado a mejorar diversos procesos, por ejemplo Macdonald y colaboradores [60] emplearon radiación 

UV como mutágeno para incrementar el contenido de fucoxantina en Phaeodactylum tricornutum. Además, 
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Kanakdande y colaboradores [47] utilizaron radiación UV a 254nm y a 365nm para incrementar el contenido 

de lípidos celulares en Bacillus amyloliquefaciens. El presente estudio tiene como propósito determinar si el 

uso de radiación UV, con el objetivo de generar una mutagénesis aleatoria, mejoraría la capacidad fijadora de 

nitrógeno en diferentes cepas bacterianas de suelo. 

Debido a la necesidad de desarrollar alternativas para reducir el uso de fertilizantes nitrogenadas, el presente 

trabajo es parte de un proyecto de investigación conformado por el Centro de Estudios en Biotecnología (CEB) 

de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) y el Ingenio Magdalena. 
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CAPÍTULO 4 
 
 
 

 

Antecedentes 
 

 
 

 
En 1981, Kloepper y Schroth definieron a las cepas bacterianas beneficiosas para las especies vegetales 

como bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR). Las PGPR son bacterias aisladas de la rizosfera, 

endosfera y filosfera de diversas especies de plantas [81]. Tienen la habilidad de colonizar las raíces de las 

plantas y, de esta manera, generar beneficios a sus hospederos. Estos beneficios se obtienen a través de meca- 

nismos directos, como la producción de fitohormonas y aumento en disponibilidad de nutrientes, y mediante 

mecanismos indirectos, como la resistencia contra patógenos. Algunos de los microorganismos utilizados 

para aumentar la productividad agrícola incluyen: Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Fla- 

vobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Frankia, Klebsiella, Clostridium, Trichoderma, Beauveria, Serratia 

y Streptomyces [57]. Un ejemplo de la aplicación de las PGPR para el mejoramiento del rendimiento de 

los cultivos es la investigación realizada por Rosa y colaboradores [83], quienes evaluaron el efecto de la 

inoculación de tres especies de PGPR junto con diferentes dosis de fósforo en el cultivo de caña de azúcar. 

En donde se observó un mejoramiento en la acumulación de nutrientes, la materia seca y el rendimiento 

del cultivo. Además, Muthukumarasamy y colaboradores [69] establecieron que la asociación entre bacterias 

diazotróficas solubilizadoras de fósforo y potasio causó el aumento de la clorofila foliar, el contenido de 

nitrógeno y la biomasa total. 

Uno de los mecanismos por los cuales las PGPR benefician a las plantas es mediante la fijación biológica 

de nitrógeno, un proceso donde convierten el nitrógeno gaseoso en formas utilizables para las plantas. En 

el estudio realizado por Huang y colaboradores [44], se evaluó el efecto de tres cepas de PGPR sobre el 

crecimiento de plántulas de Pyrus betulifolia bajo condiciones limitadas de nitrógeno y el cambio en la 

composición de las comunidades bacterianas del suelo. Se observó un mejoramiento en el crecimiento de las 

plántulas, un aumento en la abundancia de bacterias asociadas con la fijación del nitrógeno y un incremento 

en la abundancia relativa de nitrogenasa en los tratamientos evaluados. Ke y colaboradores [50] reportaron 

los efectos de una inoculación con Pseudomonas stutzeri A1501 en la adquisición de nitrógeno y sobre 

la comunidad bacteriana en la rizósfera del maíz. Los resultados destacaron un incremento significativo 

en la población de bacterias fijadoras de nitrógeno y oxidantes de amonio, en la transcripción de genes 

funcionales relacionados con el proceso de fijación de nitrógeno, y un mejoramiento en el crecimiento del 

maíz en condiciones de invernadero. Esta evidencia resalta el potencial de P. stutzeri para disminuir el uso de 

fertilizantes sintéticos utilizados en los cultivos de maíz. 

Se ha estudiado el impacto de cuatro cepas de PGPR, específicamente Klebsiella sp. Br1, Klebsiella 

pneumoniae Fr1, Bacillus pumilus S1r1 y Acinetobacter sp. S3r2, en la fijación biológica de nitrógeno y 

remobilización de nitrógeno en maíz. Este estudio fue realizado con una reducción del fertilizante nitrogenado 

(a un tercio de la dosis recomendada), y se demostró que con la inoculación con B. pumilus se realizó el 
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proceso de la fijación biológica de nitrógeno, se retrasó la remobilización de nitrógeno en maíz, y aumentó 

el rendimiento de mazorcas hasta un 30.9 % con una menor aplicación de fertilizantes nitrogenados [51]. Lin 

y colaboradores [55] han estudiado el efecto de inoculantes con PGPR en la biomasa y en la cantidad de 

nitrógeno en maíz utilizando cinco niveles de fertilizante nitrogenado (0-100 % de la dosis recomendada). Se 

observó que al utilizar los tratamientos con PGPR mejoró significativamente el crecimiento del maíz en la etapa 

de crecimiento vegetativo V6. Además, al utilizarlo en conjunto con una dosis reducida al 50 % de fertilizante 

nitrogenado se produjo biomasa y concentraciones de nitrógeno iguales o superiores a las alcanzadas con la 

aplicación del 100 % del fertilizante sin inoculantes. Estos resultados sugieren que al utilizar las PGPR se 

podría reducir la fertilización inorgánica sin afectar el crecimiento de este cultivo. 

En otro estudio se evaluó cómo las cepas diazotróficas Pseudomonas koreensis CY4 y P. entomophila 

CN11 ayudaron en el defensa vegetal, en el proceso de fijación de nitrógeno y en el crecimiento del cultivo 

de caña de azúcar. Se determinó la capacidad de estas cepas de realizar el proceso de fijación de nitrógeno 

y los resultados indicaron que entre 21 % y el 35 % del nitrógeno de la planta es fijado biológicamente por 

estas bacterias. Las inoculaciones con ambas cepas aumentaron significativamente la actividad enzimática, la 

producción de fitohormonas, la expresión de genes relacionados con el estrés y protección vegetal [92]. Estos 

hallazgos destacan la importancia de las PGPR en la mejora de la eficiencia del uso del nitrógeno y sugieren 

su potencial para reducir la dependencia de fertilizantes químicos en la agricultura sostenible. 

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal han demostrado su utilidad para aumentar la productivi- 

dad y eficiencia de los cultivos; no obstante, se ha intentado aumentar sus capacidades empleando irradiación 

UV como mutágeno. Shahid y colaboradores [90] y Watanabe y colaboradores [103] han realizado mutagé- 

nesis con radiación UV en cepas de Bacillus sp y Pichia stipitis, las cuales presentaron un mejoramiento en 

sus capacidades de solubilizar nutrientes y producción de etanol. Otra manera de maximizar sus capacidades 

es mediante la transferencia de rasgos promotores del crecimiento vegetal hacia aislados de rizobacterias 

o comunidades bacterianas en la rizósfera, generando PGPR mejoradas para su aplicación en la industria 

agrícola. La transferencia de estos rasgos se ha enfocado en el proceso de fijación de nitrógeno, y uno de 

los avances más significativos fue realizado en 1972 al transferir el clúster nif de Klebsiella oxytoca M5a1 a 

Escherichia coli [34].Uno de los principales retos de generar cepas que fijen nitrógeno es resolver la regulación 

natural de la fijación de nitrógeno dependiente de amonio. Un estudio demostró que, aunque Pseudomonas 

stutzeri A1505 no fije nitrógeno en presencia de amonio, la transferencia de los genes nif a P. protegens Pf-5 

permitió que esta cepa adquiriera la capacidad de fijar nitrógeno sin ser inhibida por el amonio. Al modificar 

genéticamente la cepa P. protegens Pf-5, esta logró liberar nitrógeno al entorno y promover el crecimiento de 

Arabidopsis, alfalfa, festuca, trigo y maíz en condiciones con baja disponibilidad de nitrógeno [89]. 
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Marco teórico 
 

 
 

 
5.1. Caña de azúcar (Saccharum spp.) 

 
La caña de azúcar se encuentra clasificada en la familia de las gramíneas, y al género Saccharum. Existen 

al menos seis especies de este género, en donde la caña de azúcar es un híbrido multiespecie denomidada 

Saccharum spp [98]. Las temperaturas óptimas para su desarrollo son: 32-38℃ para el proceso de germinación, 
32℃ para el proceso de macollamiento (proceso fisiológico donde se obtiene de una misma planta varios tallos) 
y 27℃ para el crecimiento [37]. La etapa fisiológica que proporciona un rendimiento económico es el proceso 

de maduración, la cual es una etapa caracterizada entre el crecimiento rápido y la muerte final de la planta. 

Es posible estimar la etapa ideal de maduración para generar el mayor rendimiento industrial, tomando en 

consideración parámetros como la medición del contenido de polarización (porcentaje de sacarosa) en la caña 

de azúcar, brix (contenido de sólidos solubles), la pureza y los azúcares reductores [38]. Para su desarrollo, 

requiere de diversos nutrientes, los cuales son carbono, hidrógeno, oxígeno, nitrógeno, fósforo, potasio, calcio, 

magnesio, azufre, hierro, manganeso, zinc, cobre, boro, molibdeno y cloro [65]. Es un cultivo ampliamente 

cultivado debido a su capacidad de sintetizar y almacenar concentraciones significantes de sacarosa en su 

tallo [4]. Además del producto de sacarosa, se generan derivados como el etanol y subproductos como 

melaza (materia prima para la producción de alcohol) y el bagazo [11]. A nivel mundial, esta planta tropical 

contribuye al 70 % de la producción de azúcar, y en el 2018 superó las 1,907,024,730 toneladas de producción. 

Los mayores productores de caña de azúcar con Brasil y la India [31]. 

La caña de azúcar (Saccharum spp.) es un cultivo bastante relevante para Guatemala, debido a su aporte 

en la economía e industria agrícola. Esta relevancia se observa en el cuadro 1, al ocupar el cuarto lugar de las 

exportaciones en mayo de 2022, con US443, 575.5 [42]. Además, representa el 3.0 % del PIB y ha generado 

en promedio el 1.11 % del PIB nacional en los últimos 9 años, en el periodo de 2007-2016[95]. La caña de 

azúcar también representa un 19.4 % del valor de la producción agrícola y un 23 % del total de las divisas de 

productos tradicionales [31]. Guatemala se encuentra como el quinto país exportador de este producto a nivel 

mundial, en segundo lugar para la región de Latinoamérica y en tercer lugar en parámetro de productividad a 

nivel mundial [15]. 
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No. Productos Monto (en miles de US$) % participación GRÁFICO EN % 

 Total exportaciones 6,770,650.6 % 39.7  

1 Artículos de vestuario 772,902.1 11.4 % 
 

 

2 Café 618,164.8 9.1 % 
 

 

3 Grasas y aceites comestibles 454,654.5 6.7 % 
 

 

4 Azúcar 443,575.5 6.6 % 
 

 

5 Banano 400,217.8 5.9 % 
 

 

 
 

 
0 % 5 % 10 % 

Tabla 5.1: Guatemala: valor (fob) de los 5 principales productos de expo tación, a mayo de 2022 [42] 

 

5.2. Fertilizantes nitrogenados 

 
Para obtener un buen crecimiento y rendimiento en los cultivos, es necesario la aplicación de fertilizantes 

nitrogenados. 

La urea es el fertilizante nitrogenado más utilizado, ya que contienen el mayor contenido de nitrógeno 

entre todos los fertilizantes nitrogenados sólidos (46 %)[14]. Sin embargo, solamente el 30-50 % de este 

fertilizante es absorbido y utilizado por el cultivo de la caña de azúcar. Se ha observado un uso excesivo de 

este fertilizante, lo cual puede provocar una reducción en la eficiencia del uso del nitrógeno, y el exceso puede 

llegar a desembocar en ríos u otras fuentes de agua potable, generando contaminación en el medio ambiente 

y generando la acidificación de suelos, un desbalance de nutrientes, un efecto negativo en el ciclo del carbono 

del suelo [45]. De la misma manera que un uso excesivo de fertilizantes nitrogenados causa efectos negativos, 

una aplicación insuficiente provoca un crecimiento deficiente en la caña de azúcar, dando como resultado 

hojas estrechas, tallos delgados y entrenudos cortos [44]. 

 

 

5.3. Biofertilizantes 

 
Debido al uso excesivo de fertilizantes nitrogenados y los efectos negativos que estos pueden llegar a 

generar, se ha explorado la idea de utilizar biofertilizantes en el sistema de cultivos. Los biofertilizantes tienen 

la característica de contener microorganismos vivos o latentes, los cuales pro- mueven de forma directa o 

indirecta el crecimiento en plantas mediante la obtención de nutrientes [17]. Los biofertilizantes son amigables 

con el medio ambiente, ya que el riesgo de contaminación ambiental es relativamente bajo en comparación 

con los fertilizantes nitrógenados. Además, tienen la habilidad de ayudar a controlar enfermedades de las 

plantas, mediante mecanismos como la competencia por nutrientes, limitando la proliferación de patógenos y 

por medio de la activación de genes de resistencia a distintas enfermedades[28]. Asimismo, se ha explorado la 

alternativa de emplear biofertilizantes con fertilizantes nitrogenados; ya que en conjunto se podría aumentar 

la producción agrícola y proteger la calidad microbiológica del suelo [30]. Un grupo específico de microorga- 

nismos empleados como biofertilizantes son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por sus 

siglas en inglés), las cuales son bacterias rizosféricas de vida libre con la capacidad de colonizar las raíces de 

las plantas, favoreciendo su crecimiento mediante diversos mecanismos fisiológicos[72]. Estudios recientes 

han demostrado que los biofertilizantes compuestos por desechos orgánicos, nitrógeno mineral o con el uso 

de PGPR, mejoraron la eficiencia del nitrógeno y tiene efectos positivos cuantificables en las comunidades 

microbianas del suelo del cultivo [56]. 
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5.4. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal 

 
Las PGPRs son de vida libre, colonizan la rizósfera y algunas pueden encontrarse en el tejido de las plantas. 

Estas bacterias generan efectos beneficiosos en el proceso de desarrollo en distintas especies vegetales [9]. 

Se han encontrado poblaciones de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en una alta cantidad en 

la rizosfera y como endófitos de muchos cultivos. Dentro de las especies más encontradas en las raíces de 

la caña de azúcar son : Enterobacter, Bacillus, Klebsiella, Herbaspirillum, Burkholderia, Azospirillum, y 

Gluconacetobacter [64]. Específicamente en el tejido vegetal de distintas variedades de caña de azúcar, se ha 

encontrado el género Bacillus, seguido por Paenibacillus (20 %), Burkholderia (14 %), Herbaspirillum (6 %), 

Pseudomonas (6 %), Methylobacterium (6 %) y Brevibacillus (3 %) [7]. 

Los mecanismos de acción de las PGPR que ayudan al crecimiento en las plantas se pueden dividir en 

dos, un mecanismo directo o indirecto. El mecanismo directo es caracterizado por facilitar la obtención de 

nutrientes o regular los niveles de hormonas vegetales. Dentro de este mecanismo se incluye la producción de 

auxinas, ACC desaminasa, citoquinina, giberelina, fijación de nitrógeno, y solubilización de fósforo [39]. El 

mecanismo indirecto se encuentra caracterizado por la habilidad de las bacterias para inhibir el funcionamiento 

de uno o más organismos patógenos. Mediante este mecanismo se observa la producción de ACC desaminasa, 

antibióticos, enzimas enfocadas en la degradación de la pared celular, competencia, cianuro de hidrógeno, 

resistencia sistémica inducida, interferencia con el sistema quorum sensing y producción de sideróforos 

[29]. Como se observa en la figura 3.2, las PGPR pueden actuar como agentes de biocontrol empleando los 

sideróforos que producen, ya que limitan la proliferación de fitopatógenos al impedir que adquieran suficiente 

hierro [30]. [74]. 
 

Figura 5.1: Mecanismo de acción de las PGPR, 1. Mecanismo directo, 2. Mecanismos indirectos [75] 

 

 

La productividad y eficiencia de los cultivos aplicando las PGPR puede mejorarse aún más con la optimi- 

zación y aclimatación de acuerdo con las condiciones predominantes del suelo. [1]. Tomando en consideración 

estos factores, existen diversos ejemplos en donde se han utilizado las PGPR para aumentar el rendimiento 

de diferentes tipos de cultivos. Por ejemplo, Jahanian y colaboradores [21], emplearon Pseudomonas putida, 

Azospirilium, y Azotobacter en la planta alcachofa (Cynara scolymus) y se observó un incremento en la 

longitud de los botes, el peso, en el coeficiente de germinación, entre otros factores. Además, se ha utilizado 

Pseudomonas sp. en el cultivo de trigo y soya, y se observó un incremento en las actividades enzimáticas 

del suelo, en la productividad y absorción de nutrientes [38]. Para su aplicación en el cultivo de caña de 

azúcar, un estudio empleó tres especies de PGPR en conjunto con diferentes dosis de fósforo. Se analizó 
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que la combinación de Azospirillum brasilense y Bacillus subtilis mejoró la materia seca, el porcentaje de 

acumulación de fósforo y generó un incremento de 38 % en el número de tallos de este cultivo[83]. En otro 

estudio aplicado en caña de azúcar, se reportó que el uso de B. subtilis puede llegar a mejorar la fertilidad del 

suelo e incrementar el crecimiento de brotes y raíces[85]. 

 

 

5.4.1. Fĳación biológica de nitrógeno 

 
El proceso de la fijación biológica de nitrógeno es considerado como una alternativa para el uso de 

fertilizantes nitrogenados. Esta consiste en transformar el nitrógeno atmosférico (N2) en una forma más 

simple, soluble (disponible) y no tóxica (NH4+) [40]. 

El ciclo biológico del nitrógeno es mediado por cuatros etapas: fijación, asimilación, nitrificación y 

desnitrificación de nitrógeno. Durante la fijación, el nitrógeno atmosférico se convierte a amonio (NH4+) con 

la ayuda de bacterias simbióticas. En el proceso de nitrificación, el nitrito (NO2-) es oxidado para formar 

nitrato (NO3-) mediante bacterias nitrificantes. Los nitratos no absorbidos por las plantas son reducidos a 

nitrito y, posteriormente, a nitrógeno molecular por las bacterias desnitrificantes. De esta manera, completando 

el ciclo del nitrógeno [43]. 

La fijación biológica de nitrógeno puede ser realizada por bacterias y arqueas. Esta clasificación incluye 

fijadores de nitrógeno de vida libre y fijadores asociativos y simbióticos. 

 

 De vida libre: Microorganismos que colonizan la rizósfera pero no tiene la habilidad de colonizar el 

tejido vegetal[94] . 

 Fĳadores de nitrógeno asociativos: En la fijación asociativa existe una asociación causal entre plantas 

y diazótrofos[75]. 

• Fĳadores simbióticos: Los microorganismo simbióticos tiene la ha- bilidad de formas nódulos en la 

raíz, por lo que fijan el nitrógeno dentro de los nódulos [82]. 

 

La fijación biológica de nitrógeno es catalizada por la enzima nitrogenasa, la cual se encuentra compuesta 

por dos componentes metálicos: la dinitrogenasa MoFe y la dinitrogenasa reductasa. Estos componentes son 

codificados por los genes nif ; específicamente la dinitrogenasa es formada por los productos de los genes 

nifD y nifK, y la dinitrogenasa reductasa por el gen nifH [25]. Es importante destacar que la nitrogenasa es 

sensible al oxígeno, por lo que en respuesta al oxígeno o señales redox, existen cuatro proteínas que regulan la 

fijación de nitrógeno: la histidina quinasa FixL, la histidina quinasa RegB, el antiactivador NifL y el activador 

dependiente de 𝜎54 NifA [33]. 

 

 

5.5. Mejoramiento de bacterias promotoras de crecimiento vegetal 

 
A pesar de los múltiples beneficios en el rendimiento y crecimiento de los cultivos al emplear las bacterias 

promotoras de crecimiento vegetal, se han aplicado herramientas de ingeniería genética para mejorar y 

potenciar las capacidades de estas bacterias. Algunos ejemplos en los cuales se ha utilizado la ingeniería 

genética para lograr un mejoramiento es mediante la introducción de genes que codifican proteínas que 

mejoran la función beneficiosa de PGPB [45]. Asimismo, se ha utilizado la técnica de mutagénesis aleatoria 

para la mejora de procesos y producción de biomoléculas. 

En el estudio realizado por Ramos y colaboradores ([79]), una cepa de Pseudomonas fue sometida a 

mutagénesis química empleando metil metanosulfonato, con el objetivo de mejorar su contribución a la 

nutrición de nitrógeno en maíz. De 13 cepas mutadas, 4 mostraron un aumento en la producción de amonio y 

de auxinas. Además, se realizaron ensayos de inoculación que demostraron un aumento de la biomosa de las 
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plantas de maíz, en condiciones limitantes de nitrógeno. Por lo que se estableció que la técnica de mutagénesis 

aleatoria generó cepas de PGPB con mayor potencial de suministrar nitrógeno. Además, en otro estudio con 

mutantes espontáneas resistentes a etilendiamina de A. brasilense, se observó que dos mutantes presentaron 

una actividad nitrogenasa en medio libre de nitrógeno de dos a tres veces mayor a comparación de las no 

mutadas. Incluso al ser expuestas a una atmósfera enriquecida con nitrógeno, ambos mutantes incorporaron 

cantidades significativas de nitrógeno en el material de raíz y brotes mucho mayores (835 y 695 ng de N) a 

comparación de la cepa tipo salvaje (474 ng de N) [21]. 

 

 

5.5.1. Mutaciones 

 
Las mutaciones son cambios en la secuencia de nucleótidos de un organismo. Proceso que puede ocurrir 

debido a errores en la replicación del ADN o por la exposición a mutágenos como químicos o por irradiación 

[43]. La importancia de las mutaciones recae en su rol en los procesos evolutivos, ya que mediante estas 

mutaciones se genera diversidad genética entre organismos. Se pueden llegar a clasificar según su efecto en la 

aptitud de un organismo: las que generan una ventaja selectiva, las que disminuyen esta aptitud y las neutrales 

que no llegan a afectar la selección natural debido a su insignificante efecto [56]. 

 

 

5.5.2. Mutaciones aleatorias 

 
Las mutaciones aleatorias son cambios que ocurren en ausencia de estrés aplicado o presión selectiva 

[16]. En el caso de las bacterias, la diversidad genética que se produce mediante este tipo de mutaciones llega 

a favorecer los procesos de colonización en el hospedero; mediante la resistencia a antibióticos, evasión del 

hospedero y mejoras en la habilidad de adaptación a nuevos ambientes. En cuanto a los procesos celulares 

que pueden llegar a promover la mutagénesis aleatoria se pueden incluir: 

 

 Replicación de ADN: proceso semiconservativo en donde cada hebra parental posee la función de 

plantilla para la síntesis de una hebra complementaria. Una de las enzimas más importantes para este 

proceso es la ADN polimerasa [24]. 

 

 Transcripción: proceso en el cual un segmento en específico de ADN es empleado como una plantilla 

para la síntesis de una molécula de ARN, lo cual se genera mediante la ayuda de la ARN polimerasa 

[67]. 

 

 Recombinación: intercambio de material genético entre un par de secuencias de ADN homolo- gas, las 

cuales pueden estar localizadas en dos copias del mismo cromosoma [5]. 

 

 Procesos metabólicos que generen especies reactivas de oxígeno [88]. 

 

Los mecanismos de las modificaciones generadas por mutagénesis aleatoria son las transiciones, proceso 

en el cual existe una substitución de un nucleótido de purina por otro de purina; transversiones, substitución 

de un nucleótido de purina por una pirimidina o al revés; deleciones, eliminación de uno o más nucleótidos 

de un gen; inserciones, incorporación de uno o más nucleótidos en un gen; e inversiones, rotación de 180° de 

un segmento de ADN de doble hebra [52]. 

 

 

5.5.3. Aplicaciones de la mutagénesis aleatoria 

 
Debido a que la implementación de la mutagénesis aleatoria es fácil de realizar y económicamente 

razonable, se ha implementado para mejorar diversos procesos biológicos. 
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• Industria de las micro algas: se ha empleado como una metodología para generar cepas más productivas 

(considerando factores como biomasa y los compuestos deseados), y para crear cepas más resistentes a 

factores ambientales [99]. 

 Mejora de proceso y producción de biomoléculas: Existe un estudio donde realizaron el proceso de 

mutagénesis aleatoria mediante radiación UV y metanosulfonato de etilo (EMS) para mutar Chlorella 

vulgaris. Se encontró que las cepas mutantes aisladas presentaron un 67 % de incremento en el contenido 

de lípidos y un incremento de 37 % en el contenido de biomasa [86]. Además, en otro estudio se empleó 

radiación UV en cepas de Chlamydomonas reinhardtii, y encontraron un 50 % de sobreproducción de 

esteroles y escualeno, y una mayor resistencia al estrés oxidativo [77]. 

 

5.5.4. Agentes mutagénicos 

 
Los agentes mutagénicos son considerados como una herramienta para ajustar la tasa de mutaciones 

de una forma artificial para su futura aplicación. Para realizar la mutagénesis aleatoria, se pueden emplear 

agentes mutagénicos químicos como físicos [91]. En el grupo de los químicos se incluyen compuestos como 

acriflavina, metanosulfonato de etilo (EMS), sulfato de dietilo, y metilnitrosoguanidina (MNNG)[15]. En 

el caso de los físicos se realiza mediante la aplicación de dosis de radiación a células con radiación UV, 

laser, rayos X, irradiación de iones pesados y gamma. La irradiación UV se encuentra clasificada en tres 

grupos: UV-C (190-290nm), UV-B (290-320nm) y UV-A(320-400nm). Específicamente el ADN absorbe a 

260nm[20]. 

 

 

5.5.5. Radiación Ultra Violeta -UV- 

 
El mecanismo de acción de la radiación Ultra Violeta (UV) consiste en la absorción de parte de las 

moléculas de ADN, generando un enlace covalente de pirimidinas; por lo que se forma dímeros que impiden 

el emparejamiento normal de bases y cambian la estructura de doble hélice del ADN. Donde se genera dos 

fotoproductos principales: dímeros de ciclobutano-pirimidina (CPDs) y los fotoproductos de 6-4 pirimidina 

pirimidona (6-4 PPs), en donde se observa sus estructuras en la figura 3.3 [20]. La reparación por escisión de 

nucleótidos bacterianos (NER) es la ruta principal de reparación de lesiones de ADN provocadas por radiación 

UV. La cual es una ruta que fue observada por primera vez en un estudio con Escherichia coli, donde se 

analizó que la radiación UV causaba una reparación de tramos cortos de ADN, indicando que el método de 

reparación consistía en eliminar nucleótidos completos dañados [41]. 

Se ha investigado que existe una diferencia en la sensibilidad a la radiación con UV en distintas fases de 

crecimiento bacteriano, específicamente una mayor sensibilidad durante la fase exponencial de crecimiento 

a comparación de la fase estacionaria. En la fase exponencial, las células se encuentran en un estado de 

proliferación activa, por lo que más ADN se encuentra expuesto a posibles daños por radiación [66]. En el 

caso de Escherichia coli, se ha estudiado una mayor resistencia a la radiación UV en la fase estacionaria, 

a comparación de la fase exponencial. Sugiriendo un posible aumento en los mecanismos de reparación de 

ADN durante la fase estacionaria o una menor tasa de replicación que permite mayor tiempo de reparación 

del ADN [1] 

Se ha estudiado que el proceso de mutagénesis aleatoria empleando radiación UV ha generado mejora- 

mientos de características en bacterias, hongos, microalgas y plantas. En un estudio reciente se analizó el 

efecto de utilizar radiación UV para generar una mutagénesis aleatoria en cepas de Bacillus subtilis, para la 

selección de productores de proteasas. Como parte del estudio se determinó que dos cepas mutantes obtuvie- 

ron un incremento de producción de proteasas de 45.63 % y 41.39 %, a comparación con las cepas wild type 

[59]. En cuanto al uso de este método para la mejora de rasgos de calidad y rendimiento, encontraron que 

luego de un tratamiento con UV a microesporas de Brassica napus, se observó una reducción en el contenido 

de glucosinolato [12]. Además en otro estudio, se ha empleado UV-C en la microalga Scenedesmus obliquus, 

y se ha analizado la productividad de ácidos grasos trans y se estableció que el mutante slm1 a comparación 
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Figura 5.2: Mecanismo de acción de la radiación Ultra Violeta. A: Fotoproducto : dímeros de ciclobutano- 

pirimidina (CPDs). B: Fotoproducto de 6-4 pirimidina pirimidona (6-4 PPs) [40]. 

 

del tipo salvaje incrementó el contenido de triacilglicerol por un 57 % [17]. Shahid y colaboradores [90], 

utilizaron irradiación UV con el objetivo de aumentar las características de una cepa PGPR Bacillus sp. 

tolerante a metales. Dos de los mutantes, mostraron un aumento in vitro en la solubilización de fosfato y la 

producción de amoníaco a comparación de la cepa original. Estos mutantes fueron inoculados en plantas de 

trigo, los cuales mantuvieron la densidad poblacional óptima, y aumentaron la biomasa y longitud de la raíz y 

tallo. Watanabe y colaboradores [103] generaron un mutante de Pichia stipitis mediante el uso de irradiación 

UV, con el propósito de aumentar la productividad de etanol de la levadura. El mutante produjo 4.3 % de 

etanol a partir de xilosa, en comparación del 3.1 % de la cepa original. El objetivo de generar esta cepa mutada 

era para aplicarla en el proceso de fermentación de biomasa lignocelulósica, donde la conversión de pentosas 

a etanol es un paso importante. 

 

 

5.6. Método espectrofotométrico 

 
La espectrofotometría es una técnica que consiste en medir la interacción de la luz con un material. Donde 

a medida que la luz interactúa con el material, esta puede ser reflejada, transmitida, dispersada o absorbida. Por 

lo que la cantidad de radiación específica (fotón) absorbida o reflejada por la muestra, es relativa a la intensidad 

en una longitud de onda particular Esta técnica es ampliamente utilizada en los laboratorios farmacéuticos, 

químicos, bioquímicos y de biología molecular para la identificación y cuantificación de diferentes muestras, 

[27]. 

Específicamente la técnica de espectrofotometría de radiación ultravioleta y luz visible, se basa en el 

principio de la atenuación de la medición de la radiación electromagnética por una sustancia absorbente, en 

el rango espectral de 190-800nm. Donde la ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia es proporcional 

a la concentración del analito de interés y a la distancia de la luz cuando atraviesa el analito en el proceso 

de irradiación. En cuanto al equipo utilizado, este se conoce como espectrofotómetro, y sus componentes 

esenciales son una fuente de luz/radiación, un colimador, un monocromador y un detector [76]. 

Esta técnica puede ser aplicada para estudiar el proceso de fijación de nitrógeno en bacterias. En el estudio 

de Córdova y colaboradores [25], se presenta el uso de este método espectrofotométrico para estimar la 

capacidad de fijación biológica de nitrógeno de las bacterias cultivadas en un medio líquido libre de nitrógeno 

. Basándose en la variación de la absorbancia generada por el cambio de tonalidad del azul de bromotimol en 

el medio de cultivo. 



15  

 

 

 

CAPÍTULO 6 
 
 
 

 

Metodología 
 

 
 

 
6.1. Sitio de estudio 

 
La presente investigación se llevo a cabo en el Departamento de Bioquímica y Microbiología y en el 

Centro de Estudios de Biotecnología (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala. 

 

 

6.2. Diseño, enfoque y tipo de investigación 

 
Es una investigación experimental con un enfoque de investigación cuantitativa. 

 

 

6.3. Tipo y tamaño de muestra 

 
La población de estudio son las bacterias diazotróficas aisladas del suelo de caña de azúcar, las cuales se 

encuentran en un cepario realizado por Valeria Ochoa[17]. La cantidad de cepas a utilizar son 6, las cuales 

fueron seleccionadas debido a que tienen una capacidad de fijar nitrógeno. 

 

 

6.4. Hipótesis 

 
6.4.1. Hipótesis de investigación 

 
La aplicación de mutagénesis aleatoria con radiación UV en bacterias diazotróficas presentará un mejo- 

ramiento en las capacidades fijadoras de nitrógeno, a comparación de las cepas no mutadas 
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6.4.2. Hipótesis nula 

 
La aplicación de mutagénesis aleatoria con radiación UV en bacterias diazotróficas no presentará un 

mejoramiento en las capacidades fijadoras de nitrógeno, a comparación de las cepas no mutadas 

 

 

6.5. Variables 

 
Tabla 6.1: Definición de variable 

 

Variable Definición Naturaleza Unidades de medi- 
ción 

 

 

Concentración de nitrógeno 

Habilidad de las ce- 
pas bacterianas de 

transformar el ni- 

trógeno atmosféricos 

(N2) en una forma 

más simple, soluble y 

no tóxica (NH4+) 

 

 

Cuantitativa 

 

 

µg/ml 

Tiempo 
Tiempo de exposi- 
ción a la radiación 

UV 

Cuantitativa Segundos 

 

 

6.6. Metodología 

 
6.6.1. Reaislamiento y purificación de las cepas seleccionadas 

 
La selección de las cepas bacterianas de interés fueron determinadas en base a sus características bioquí- 

micas, específicamente su capacidad de fijar nitrógeno, las cuales fueron analizadas por Valeria Ochoa [17]. 

Además, en el estudio realizado por Say [2] la cepa 2MO12 fue identificada con genes asociados a la fijación 

de nitrógeno. Para reaislar las cepas bacterianas de interés, se tomó 10𝜇l de la bacteria del cepario en 990𝜇 de 

caldo LB para realizar el cultivo toda la noche. Luego de una incubación de 24 horas a 37◦C, las muestras 

que no presentaron crecimiento luego de este tiempo, se volvieron a dejar toda la noche, donde en un tubo 

falcon de 15ml se colocó 1ml del cultivo dejado toda la noche en 4ml de caldo LB. Se inoculó en agar 

nutritivo y se dejó incubar por 24 horas. 

 

 

6.6.2. Método espectrofotométrico para la estimación de la fijación de nitrógeno de 

bacterias diazótroficas 

 
Para la estandarización de la curva estándar para la cuantificación de nitrógeno, se realizó una curva con 

23 soluciones a diferentes concentraciones, a las cuales se le midieron su valor de absorbancia a 610nm en el 

espectrofotómetro de la marca UNICO. Con la ecuación de regresión lineal obtenida, se determinó la cantidad 

de nitrógeno fijada por las cepas seleccionadas. En el POE 20 se encuentra a detalle la metodología utilizada 

para estimar la cuantificación de nitrógeno. 
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6.6.3. Mutagénesis aleatoria mediante el uso de radiación Ultra Violeta 

 
Antes de realizar el proceso de mutagenésis aleatoria, se estandarizó el método para cada especie bacte- 

riana. Lo cual se realizó mediante un conteo de las colonias supervivientes ante la exposición de irradiación 

UV. Mediante el conteo de las colonias supervivientes para cada especie se estableció el rango adecuado 

de exposición a la irradiación UV. Además, se elaboraron curvas de crecimiento en caldo LB y caldo libre 

de nitrógeno, con el objetivo de establecer el tiempo específico en la cual las bacterias empiezan su fase 

logarítmica de crecimiento.En el POE 22 se encuentra a detalle la metodología utilizada para la realización 

de las curvas de crecimiento. 

Con base a la metodología descrita por del Cid [22], se realizó una solución estándar de McFarland 0.5 y 

se realizaron diluciones seriadas de los cultivos de las bacterias seleccionadas. Luego de su siembra en placas 

de agar NFb, se expusieron a radiación UV por intervalos de 0-4 segundos. Se incubaron por 24 horas, y se 

realizó el conteo de colonias. Al ser recolectadas, se cuantificó la cantidad de nitrógeno fijado siguiendo la 

misma metodología del POE 20. En el POE 21 se encuentra a detalle la metodología utilizada para estimar la 

cuantificación de nitrógeno. 

 

 

6.6.4. Análisis estadístico 

 
Se analizaron los datos obtenidos mediante el software RStudio-2023.12.0-369. En donde para establecer 

si los datos seguían una distribución normal, se realizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. En el caso 

que seguían una distribución normal se realizó la prueba t de Estudiante, y un ANOVA. En el caso que no 

seguían una distribución normal, se realizó la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney para comparar las medianas 

de los grupos independientes. 

 

 

6.6.5. Elaboración de un cepario de las bacterias diazotróficas mutadas con una alta 

capacidad de fijar nitrógeno 

 
Mediante el análisis estadístico, se determinó que cepas tuvieron un cambio en sus capacidades de fijar 

nitrógeno para implementarlas en un cepario nuevo. Por lo que se inoculó una colonia en 1ml de medio 

nutritivo, la cual se dejó incubado durante la noche. Luego se tomó 500 ul del cultivo y colocó en un nuevo 

tubo. Se agregó 500 uL de glicerol al 40 %. Inmediatamente se colocan en el congelador a -80oC. 
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Figura 6.1: Diagrama de flujo de la metodología resumida. 
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CAPÍTULO 7 
 
 
 
 

 

 
Resultados 

 

 
 

 
7.1. Uso y validación de la curva estándar 

 

 
Figura 7.1: Curva estándar de la concentración de nitrógeno en el medio de cultivo NFb versus absorbancia.La 

línea de regresión es representada por la ecuación y=0.0007x-0.004, donde y corresponde a la absorbancia y 

x corresponde a la concentración de nitrógeno en el medio de cultivo. 

Se empleó el método espectrofotométrico para la realización de la curva estándar, donde la concentración 

de nitrógeno fue estimada a partir de los iones de amonio en el medio de cultivo. En la figura 6.1 se observa 

una correlación positiva entre las concentraciones de nitrógeno y los valores de absorbancia medidos a 610nm, 

obteniendo un valor de R2 de 0.9678. El valor obtenido para el R2 indica que el modelo se ajusta bien a los 

datos. 

Tras el análisis de varianza (ANOVA) para las medias de la concentración de nitrógeno fijado por las 

distintas cepas bacterianas, se establece que existe una diferencia significativa entre las concentraciones de 
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nitrógeno fijado entre las cepas, dado a que el valor p (3.85e-07) es menor a 0.05. Acorde al resultado de 

la prueba Shapiro-Wilk presentado en el Cuadro 7.2, con un valor p de 0.3288, se puede establecer que los 

residuos del modelo ANOVA siguen una distribución normal. Debido a que se obtuvo un valor p (0.9753) 

mayor a 0.05 en la prueba de Levene, se establece que las varianzas de las concentraciones de nitrógeno 

fijado por las distintas cepas son similares (ver Cuadro 7.3). De acuerdo con los resultados anteriores, se 

comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas del ANOVA. 

 

Fuente de variación Df Suma de cuadrados Media cuadrática valor F Pr(>F) 

Cepa 6 4923 820.6 38.27 3.85e-07 *** 

Residuals 12 257 21.4   

Cuadro 7.1: Resumen del análisis de varianza (ANOVA) para los datos de fijación de nitrógeno por las distintas 
cepas bacterianas1 

 

 

Test Valor 

Test de Normalidad de Shapiro-Wilk  

W 0.94538 

valor-p 0.3288 

Cuadro 7.2: Test de Normalidad de Shapiro-Wilk 

 

 

Fuente valor F Pr(>F) 

grupo 0.1855 0.9753 

Cuadro 7.3: Test de Homogeneidad de Varianzas de Levene 

 

 

Debido a la diferencia significativa obtenida en el análisis de ANOVA, se realizó una prueba post-hoc 

de Tukey (ver Cuadro 7.4). Al analizar el cuadro, se observa que las cepas Bacillus paramycoides (1BP10), 

Bacillus subtilis (2MO12), y Bacillus cereus (4AP9) cuentan con diferencias significativas entre sus medias 

de la concentración de nitrógeno fijada en comparación con otras cepas como Pseudomonas baetica (1AB27). 

Donde la cepa Bacillus paramycoides, parece mostrar la mayor diferencia significativa frente a la cepa 

Pseudomonas baetica. Entre las cepas Bacillus subtilis y Bacillus cereus, y el grupo de cepas Burkholderia 

cepacia y Bacillus cereus, sus valores p indican que no existen diferencias estadísticamente significativas 

entre estas cepas en cuanto a su capacidad de fijar nitrógeno. 
 

1Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
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Comparación diff lwr upr p adj 

1BP10-1AB27 30.953333 17.7210636 44.1856031 4.544333e-05 

2AP10-1AB27 12.856667 -0.3756031 26.0889364 5.890354e-02 

2MO12-1AB27 15.236667 2.0043969 28.4689364 2.070028e-02 

2MO14-1AB27 18.570000 5.3377302 31.8022698 4.862015e-03 

4AP9-1AB27 28.096667 14.8643969 41.3289364 1.197235e-04 

Blanco-1AB27 -39.043333 -57.7565887 -20.3300779 1.422065e-04 

2AP10-1BP10 -18.096667 -31.3289364 -4.8643969 5.952279e-03 

2MO12-1BP10 -15.716667 -28.9489364 -2.4843969 1.675883e-02 

2MO14-1BP10 -12.383333 -25.6156031 0.8489364 7.231655e-02 

4AP9-1BP10 -2.856667 -16.0889364 10.3756031 9.852974e-01 

Blanco-1BP10 -69.996667 -88.7099221 -51.2834113 2.899240e-07 

2MO12-2AP10 2.380000 -10.8522698 15.6122698 9.942743e-01 

2MO14-2AP10 5.713333 -7.5189364 18.9456031 7.343319e-01 

4AP9-2AP10 15.240000 2.0077302 28.4722698 2.066991e-02 

Blanco-2AP10 -51.900000 -70.6132554 -33.1867446 7.720627e-06 

2MO14-2MO12 3.333333 -9.8989364 16.5656031 9.687974e-01 

4AP9-2MO12 12.860000 -0.3722698 26.0922698 5.881816e-02 

Blanco-2MO12 -54.280000 -72.9932554 -35.5667446 4.781969e-06 

4AP9-2MO14 9.526667 -3.7056031 22.7589364 2.337255e-01 

Blanco-2MO14 -57.613333 -76.3265887 -38.9000779 2.512890e-06 

Blanco-4AP9 -67.140000 -85.8532554 -48.4267446 4.643548e-07 

Cuadro 7.4: Resultados del test de Tukey 2 

 

2diff (diferencia de medias), lwr (límite inferior del intervalo de confianza), upr (límite superior del intervalo de confianza), y p 

adj (valor p ajustado) Se observa que la diferencia de medias entre la cepa Bacillus paramycoides (1BP10) y Bacillus cereus (4AP9) 

es de -2.85, valor negativo indicando que la cepa Bacillus paramycoides cuenta con una media mayor. No obstante, su valor p es de 

9.85e-01, este es un valor mayor a 0.05, indicando que no existe una diferencia significativa. Valor p (4.54e-05) obtenido para la cepa 

Bacillus paramycoides (1BP10) y Pseudomonas baetica (1AB27), indica una diferencia estadísticamente significativa. Valor p (0.0207) 

obtenido para la cepa Bacillus subtilis (2MO12) y Pseudomonas baetica (1AB27), indica diferencia estadísticamente significativa. Valor 

p (0.9942) obtenido para la cepa 2MO12 y Bacillus cereus (2AP10) indica que no existe una diferencia significativa entre sus medias. 
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Figura 7.2: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada mediante el método espectrofotométrico, 

previo a la irradiación con UV. Código de las cepas: Pseudomonas baetica (1AB27), Bacillus paramycoides 

(1BP10), Bacillus cereus (2AP10), Bacillus subtilis (2MO12), Burkholderia cepacia (2MO14), y Bacillus 

cereus (4AP9). 

 

 

En la Figura 7.2 se observa los resultados de la cantidad de nitrógeno fijado por las bacterias de suelo, lo 

cual fue estimado por la ecuación de la línea ajustada del método espectrofotométrico. El análisis estadístico 

ANOVA, complementado con la prueba post-hoc de Tukey, respalda los resultados observados en el gráfico 

de caja de bigotes. Al analizar la figura, se aprecia que las cepas Bacillus paramycoides (1BP10), Bacillus 

subtilis (2MO12) y Bacillus cereus (4AP9) muestran medianas más altas y distribuciones que indican una 

mayor capacidad para fijar nitrógeno en comparación con otras cepas, como Pseudomonas baetica (1AB27), 

cuya concentración es significativamente menor. Según la prueba de Tukey, la cepa Bacillus paramycoides 

(1BP10) destaca por tener una diferencia significativa más marcada frente a Pseudomonas baetica (1AB27). 

 

 

7.2. Curvas de crecimiento bacteriano 

 
En la Figura 7.3, se observa el inicio de la fase exponencial luego de aproximadamente 80 minutos, 

empleando el caldo de cultivo LB. En el caso del medio libre de nitrógeno (Figura 7.4), se observó el inicio 

de la fase exponencial luego de 300 minutos. Además, se observa como en este medio libre de nitrógeno se 

presenta un crecimiento más limitado y variable a comparación con el medio enriquecido. 
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(e) (f) 

 

 

 

Figura 7.3: Curvas de crecimiento bacteriano en caldo Luria-Bertani (LB). Curva de crecimiento para Pseu- 

domonas baetica, se observa un crecimiento constante alcanzando un OD600 cercano a 0.2 (a). Curva de 

crecimiento para Bacillus paramycoides, , patrón de crecimiento constante, ligeramente más lento a compa- 

ración de la curva a (b). Curva de crecimiento para Bacillus cereus (c). Curva de crecimiento para Bacillus 

subtilis, se observa una tasa de crecimiento más lenta, alcanzado un valor OD600 menor a 0.2(d). Patrón de 

crecimiento similar(c y f). Curva de crecimiento para Burkholderia cepacia, inicio de fase de crecimiento 

exponencial más rápida a comparación de las demás curvas de crecimiento (e). Curva de crecimiento para 

Bacillus cereus (f). 
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Figura 7.4: Curvas de crecimiento bacteriano en caldo NFb. Curva de crecimiento para Pseudomonas baetica, 

patrón de crecimiento gradual (a). Curva de crecimiento para Bacillus paramycoides (b), curva de crecimiento 

constante, menos pronunciada a comparación con Pseudomonas baetica . Curva de crecimiento para Bacillus 

cereus (c). Cuentan con un patrón de crecimiento gradual alcanzando un OD600 cercano a 0.2 (c y f). Curva 

de crecimiento para Bacillus subtilis (d). Curva de crecimiento para Burkholderia cepacia, se observa un 

patrón de crecimiento más lineal (e). Curva de crecimiento para Bacillus cereus (f). 
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Figura 7.5: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada previo y luego de la irradiación con UV. 

*: corresponde a un valor p < 0.05, por lo que existe diferencia significativa entre la concentración fijada 

previo y post a la irradiación. Concentración de nitrógeno fijada por Pseudomonas baetica (a). Concentración 

de nitrógeno fijada por Bacillus paramycoides (b). Mediciones realizadas en triplicado y con una dosis de 

radiación de 3 segundos. 
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Figura 7.6: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada previo y luego de la irradiación con UV. *: 

corresponde a un valor p < 0.05, por lo que existe diferencia significativa entre la concentración fijada previo 

y post a la irradiación. Concentración de nitrógeno fijada por Bacillus subtilis (a). Concentración de nitrógeno 

fijada por Bacillus cereus (b). Mediciones realizadas en triplicado y con una dosis de radiación de 3 segundos. 
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Figura 7.7: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada por Bacillus cereus previo y luego de la 

irradiación con UV. *: corresponde a un valor p < 0.05, por lo que existe diferencia significativa entre la 

concentración fijada previo y post a la irradiación. Mediciones realizadas en triplicado. 

 

Para evaluar si existían diferencias estadísticas en la concentración de nitrógeno fijado antes y después de 

la radiación con UV, se realizaron pruebas t para comparar las medias de la concentración de las colonias 

mutadas y no mutadas. En la Figura 7.5 (a), se observa que todas las colonias mutadas de la cepa Pseudomonas 

baetica son estadísticamente diferentes con respecto a la media de la concentración de nitrógeno de la cepa 

control, debido a que sus valores p son menores a 0.05. En la gráfica (b), correspondiente a la cepa Bacillus 

paramycoides, únicamente las colonias 19 y 4 no cuentan con diferencias significativas en sus medias de 

concentración de nitrógeno con respecto al valor de concentración de la colonia control, dado a que sus 

valores p son mayores a 0.05. 

En la Figura 7.6 (a), se obtuvo que las colonias 1 a 15 de la cepa Bacillus subtilis son estadísticamente 

diferentes con respecto a la media de la concentración de nitrógeno de la cepa control, debido a que sus 

valores p son menores a 0.05. En la gráfica (b) se aprecia que las colonias 2, 9, 11, 14, 16, 20 y 21 para la cepa 

Bacillus cereus presentan valores p mayores a 0.05, indicando que no existe una diferencia significativa entre 

sus medias de concentración en comparación con la colonia control. Las 10 colonias analizadas para Bacillus 

cereus presentaron una capacidad significativamente mayor de fijación de nitrógeno luego de la irradiación, en 

comparación con la colonia no expuesta a la irradiación (ver Figura 7.7). Para el caso de la cepa Burkholderia 

cepacia, no fue posible obtener colonias mutadas, por lo que únicamente se evaluó su capacidad de fijar 

nitrógeno previo a la irradiación. 

Tras el análisis estadístico con las pruebas t, se identificaron las colonias de cada cepa bacteriana con la 

mayor capacidad de fijar nitrógeno. En la Figura 7.8, se destaca que la colonia 22 presentó una diferencia 

en la concentración de nitrógeno de 63.34 𝜇g/ml, a comparación de la colonia control, siendo esta la mayor 

diferencia observada entre las capacidades de fijación de nitrógeno de la colonia mutada y la control. Para 

la cepa Bacillus paramycoides, la colonia 14 presentó una diferencia de 30.48 𝜇g/ml en la concentración de 

dnitrógeno a comparación de la colonia control. Para la cepa Bacillus subtilis, la colonia 5 obtuvo una diferencia 

de 41.43 𝜇g/ml. Se observó que la colonia 12 para Bacillus cereus, fue la que presentó la menor diferencia 

en su capacidad de fijar nitrógeno a comparación de la colonia control, ya que solamente obtuvo una 

diferencia de 29.53 𝜇g/ml. En la Figura 7.12, la colonia 3 para Bacillus cereus, obtuvo una diferencia 

similar (41.91 𝜇g/ml) con el valor obtenido para la colonia 5 de Bacillus subtilis (41.43 𝜇g/ml). 
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Figura 7.8: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada por Pseudomonas baetica previo y luego de 

la irradiación con UV. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.9: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada por Bacillus paramycoides previo y luego 

de la irradiación con UV. 
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Figura 7.10: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada por Bacillus subtilis previo y luego de la 

irradiación con UV. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.11: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada por Bacillus cereus previo y luego de la 

irradiación con UV. 
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Figura 7.12: Visualización de la concentración de nitrógeno fijada por Bacillus cereus previo y luego de la 

irradiación con UV. 
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Discusión 

 

 
 

 
El presente estudio tenía como propósito determinar si los mutantes producidos por mutagénesis aleatoria 

podían poseer una mejor capacidad fijadora de nitrógeno comparada con las cepas originales. Para esto, 

se realizó una curva estándar empleando un método espectrofotométrico, permitiendo estimar la cantidad 

de nitrógeno fijada por estas bacterias de suelo directamente en el medio de cultivo. Las mediciones de la 

concentración fijada de nitrógeno en el medio de cultivo NFb se realizaron previo a la irradiación con UV y 

posteriormente a la irradiación, de esta manera se evaluó el efecto de las mutaciones inducidas por parte de 

la radiación UV en el proceso de fijación del nitrógeno. 

El nitrógeno fijado por la distintas cepas bacterianas se analizó mediante la prueba estadística de Tukey, 

donde las cepas Bacillus paramycoides, Bacillus subtilis, y Bacillus cereus cuentan con diferencias significati- 

vas entre sus medias de la concentración de nitrógeno fijada en comparación con otras cepas. Se puede concluir 

que las cepas del género Bacillus demostraron una capacidad fijadora de nitrógeno mayor en comparación 

con las otras cepas bacterianas, como se aprecia en la Figura 7.2. La variabilidad observada en la fijación de 

nitrógeno entre las distintas cepas bacterianas subraya la relevancia del género Bacillus, donde se ha reportado 

actividad de fijación de nitrógeno en cepas de este género aisladas de la rizósfera, incluyendo especies como 

B. megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. circulans, B. licheniformis, B. subtilis y B. firmus [32]. 

Esta mayor capacidad de fijar nitrógeno para Bacillus subtilis y Bacillus cereus es consistente con in- 

vestigaciones previas, ya que se ha identificado la presencia del gen nifH en estas especies, lo cual sugiere 

que pueden catalizar la reducción de nitrógeno al codificar la dinitrogenasa reductasa [70] [71].La acti- 

vidad de la enzima nitrogenasa en diferentes especies del género Bacillus ha sido evaluada mediante el 

método de reducción de acetileno, que permite medir la producción de etileno como un indicador de la 

capacidad fijadora de nitrógeno [104]. Con esta metodología, se ha identificado que especies del géne- 

ro Bacillus, como B. megaterium y B. flexus, pueden alcanzar valores para la actividad de la nitrogenasa 

de hasta 210.05 ± 7.0 nmol C2H4/mg proteína/día , siendo valores superiores en comparación con otras 

especies bacterianas. En particular, Bacillus cereus también ha registrado una actividad nitrogenasa desta- 

cada, con valores de 94.52 ± 4.99 nmol C2H4/mg proteína/día [109]. En el estudio de Kaushal y Kaushal 

[48], Bacillus pumilus y Bacillus subtilis mostraron una actividad máxima de nitrogenasa de 437.26 y 

418.45 nmol C2H4/mg proteína/día. Debido a esta máxima actividad, Bacillus pumilus fue incorporado co- 

mo biofertilizante en el estudio. Los resultados demostraron que el uso de esta cepa en combinación con un 

75 % de la dosis recomendada de fertilizantes nitrogenados y fosfatados, aumentó el rendimiento del cultivo 
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de coliflor en un 27.29 %, en comparación con la aplicación completa de fertilizantes químicos. Por lo que 

la incorporación de diversas especies del género Bacillus como biofertilizantes puede promover un manejo 

agrícola más sostenible, ya que se estaría reduciendo la dependencia del uso de fertilizantes químicos al 

aprovechar la capacidad fijadora de nitrógeno de estas bacterias. 

La capacidad fijadora de nitrógeno para la cepa Bacillus paramycoides se relaciona con lo investigado 

por Apaza y colaboradores [8], quienes identificaron genes en su genoma implicados en la asimilación de 

amoníaco (glnR, glnA y gltB) y genes relacionados con la denitrificación aeróbica, tales como narG, narH, 

narJ, y narI. La presencia de estos genes indica una mayor flexibilidad y capacidad para utilizar diversas fuentes 

de nitrógeno. Nafisah y colaboradores [70] en su estudio comparativo con distintos aislados de bacterias no 

simbióticas fijadoras de nitrógeno encontraron que B. paramycoides destacó como la cepa con la mayor 

actividad fijadora, al producir 14.46 mg/L de amonio, superando significativamente a otras cepas evaluadas. 

Este resultado destaca la capacidad de B. paramycoides de transformar el nitrógeno en forma de amonio. 

La combinación de su alta producción de amonio y su habilidad para adaptarse a diferentes condiciones 

ambientales mediante el aprovechamiento de diversas fuentes de nitrógeno, sugieren que esta cepa cuenta con 

habilidades prometedoras para su aplicación en la agricultura sostenible. 

En el caso de Pseudomonas spp., se ha identificado una isla genética de fijación de nitrógeno en la 

especie Pseudomonas stutzeri. La cual contiene 52 genes nif establecidos en 11 operones dependientes de 

NifA-𝜎54 [106]. Las capacidades fijadoras de nitrógeno se encuentran influenciadas por los mecanismos 

regulatorios, específicamente para la especie Pseudomonas stutzeri, se ha estudiado que bajo condiciones de 

fijación de nitrógeno, existe una regulación positiva de 166 genes relacionados con este proceso. Además, los 

11 operones dependientes de NifA- 𝜎 54 mostraron una expresión hasta 10 veces mayor en comparación de las 

condiciones normales[84].Aunque Bacillus cuente con una menor cantidad de genes nif a comparación de 

Pseudomonas stutzeri, las cepas B. paramycoides, B. subtilis, y B. cereus presentaron una mejor capacidad de 

fijar nitrógeno. Lo cual puede estar relacionado con la capacidad de Bacillus para utilizar diversas formas de 

nitrógeno disponible en el entorno, como el amoníaco y en los nitratos, lo cual permiten una mayor flexibilidad 

en cuanto al uso de fuentes de nitrógeno [7]. En cuanto a la capacidad fijadora de nitrógeno para la cepa 

Burkholderia cepacia, esta habilidad se relaciona con lo investigado por Zheng y colaboradores [53], quienes 

identificaron genes relacionados con la fijación de nitrógeno, incluyendo nifQ, nifU, nfeD, fixA, fixB, fixJ y 

fixX. La presencia de estos genes en B. cepacia concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, ya que 

respaldan su capacidad para fijar nitrógeno de manera eficiente. 

En las figuras 7.3 y 7.4, se observan las curvas de crecimiento bacteriano en caldo LB y en el medio libre 

de nitrógeno (NFb). Estas curvas se realizaron para estudiar el comportamiento de crecimiento de la población 

microbiana en distintos medios de cultivo e identificar el inicio de la fase de crecimiento exponencial. En 

el caldo LB, el inicio de esta fase fue aproximadamente a los 80 minutos, mientras que en el medio NFb el 

inicio de esta fase se observó luego de 300 minutos. Esta diferencia se debe a que el caldo LB es un medio 

rico en nutrientes, el cual es ampliamente utilizado ya que permite un crecimiento rápido y con rendimientos 

aceptables en distintas especies bacterianas [61]. En cambio, el medio NFb al estar elaborado con ausencia 

de una fuente de nitrógeno accesible, provocó un alargamiento en el tiempo de espera para llegar al inicio de 

la fase exponencial. Este retraso en el crecimiento puede explicarse debido a que la fijación de nitrógeno es 

un proceso altamente demandante en términos de energía [62]. La enzima nitrogenasa, la cual es responsable 

de convertir nitrógeno atmosférico en amoníaco, consume al menos 16 moles de ATP. Por lo que en ausencia 

de nitrógeno accesible en el medio, las bacterias invierten este alto costo energético en la activación de la 

enzima [63]. A pesar que el caldo LB proporciona condiciones óptimas para un rápido crecimiento, el uso del 

medio NFb permite aislar bacterias fijadoras de nitrógeno. Este proceso de selección es posible debido a la 

ausencia de una fuente de nitrógeno, lo que induce la movilización de las bacterias por aerotaxis hacia áreas 

donde la tasa de difusión de oxígeno y la respiración bacteriana favorecen la actividad la enzima nitrogenasa, 

permitiendo la fijación de nitrógeno atmosférico [30]. 

El objetivo de identificar la fase exponencial en la curva de crecimiento es debido a que en esta fase las 

células bacterianas muestran una mayor sensibilidad a la radiación UV, a comparación de la fase estacionaria 

[66]. Por esta razón, los mutantes generados fueron irradiados en su fase exponencial de crecimiento. En 

cuanto a la cuantificación de nitrógeno fijado por las colonias mutantes, todas las mutantes generadas para 



33  

Pseudomonas baetica (1AB27), Bacillus subtilis (2MO12) y Bacillus cereus (4AP9) presentaron un aumento 

significativo en sus capacidades de fijar nitrógeno, evidenciada por diferencias estadísticamente significativas 

en las medias de concentración de nitrógeno fijado antes y después de la exposición a radiación UV. Para las 

demás cepas, en este caso B. paramycoides (1BP10) y B. cereus (2AP10) se identificaron colonias individuales 

con mejoras notables en su capacidad de fijar nitrógeno, como se aprecia en la Figura 7.5-7.7. De las colonias 

individuales, la colonia 22 de P. baetica, mostró la mayor diferencia entre las capacidades de fijación de 

nitrógeno de la colonia mutada y la colonia control, con una diferencia de 63.34 µg/ml. La colonia 12 para B. 
cereus, fue la que presentó la menor diferencia en su capacidad de fijar nitrógeno a comparación de la colonia 

control, con una diferencia de 29.53 µg/ml (ver Figura 7.11). 

La variabilidad en la diferencia de la capacidad de fijar nitrógeno entre las distintas cepas mutadas 

puede establecerse en la capacidad de cada cepa bacteriana de reparar las mutaciones inducidas. Masepohl 

y colaboradores [63], han identificado en Pseudomonas aeruginosa que 10 factores sexuales FP evaluados 

brindan protección contra la radiación UV. De estos, los factores FP50 y FP58, junto con el factor R931, 

también se encuentran asociados con la protección UV. Los mecanismos de reparación para Bacillus subtilis, 

específicamente en sus esporas, incluyen una capa protectora de la espora y sus pigmentos, proteínas pequeñas 

ácidas solubles tipo ∝, que estabilizan el ADN. Además, cuentan con rutas de reparación especializadas como 

la escisión de nucleótidos (NER), escisión de bases (BER), reparación de productos específicos de esporas 

(SP) mediante SP liasa [35]. Además, la respuesta SOS, la cual comprende una serie de reacciones fisiológicas 

inducidas por el daño en el ADN, tiene un rol fundamental reparación celular en B. subtilis, de manera similar 

a E. coli [105]. Esta respuesta se encuentra regulada por las proteínas LexA (DinR) y RecA [108]. A diferencia 

de E. coli, donde se han identificado más de 30 genes SOS, en B. subtilis solo cinco genes cumplen con los 

criterios de respuesta SOS: recA, lexA, uvrB, dinB y dinC [80] [58], [10]. Se plantea que Bacillus cuenta con 

una mayor habilidad de reparación celular ante las mutaciones inducidas por la radiación UV, a comparación 

de Pseudomonas, debido a que la colonia 22 de P. baetica, mostró la mayor diferencia entre las capacidades 

de fijación de nitrógeno de la colonia mutada y la colonia control. 

Debido a que las colonias mutadas presentaron una capacidad fijadora de nitrógeno significativamente 

diferente a la colonia no mutada para cada cepa, se puede establecer que las mutaciones no fueron reparadas 

al momento de cuantificar el nitrógeno fijado. Un factor a considerar que contribuyó en la inhibición de las 

rutas de reparación de ADN fue que las muestras fueron protegidas ante la exposición de luz directa luego de 

la radiación con UV. Esta protección interfiere con la activación de la enzima fotoliasa, la cual es la encargada 

de reparar los daños en el ADN provocados por la irradiación, específicamente los dímeros de pirimidinas 

ciclobutánicas (CPD) y los fotoproductos pirimidina-pirimidona [49]. Para comprender a detalle el efecto de 

la radiación UV en el mejoramiento de la capacidad de fijar nitrógeno de cada cepa es necesario realizar una 

secuenciación de los genes nif. Donde el gen nifH es considerado un marcador ideal para la identificación de 

microorganismos fijadores de nitrógeno [54]. 

No fue posible generar mutantes de la cepa Burkholderia cepacia, lo que sugiere que la ausencia de 

colonias sobrevivientes podría haber sido resultado de una dosis de radiación superior a la óptima para esta 

cepa. El factor de la dosimetría es una limitante en este estudio, ya que se desconoce el nivel de radiación 

generado por la cámara UVGi P001 marca Serproma. Cairns y colaboradores [18], establecieron que ninguna 

cepa sobrevive exposiciones superiores a 8 segundos bajo una fuente de 7.2 W de UVGI, donde lograron una 

reducción de 1 log en el número de bacterias utilizando un rango de radiación de 28.3 a 57.5 J/m2 ± 2. Por 

lo tanto, se podría utilizar una dosis dentro de este rango (28.3 a 57.5 J/m2 ± 2) para lograr generar colonias 

mutantes de Burkholderia cepacia. Para lograr esto, se podría intentar utilizar la luz ultravioleta disponible en 

las cabinas de flujo laminar. Lo que destaca la importancia de conocer la dosimetría generada por la cámara 

para poder ajustar la intensidad y el tiempo de exposición de manera óptima, permitiendo el crecimiento de 

esta cepa. Debido a que no fue posible evaluar el cambio en la capacidad fijadora de nitrógeno para B. cepacia, 

solamente se logró evaluar el cambio a una bacteria Gram negativa. Se recomienda evaluar el efecto de la 

radiación UV en otras bacterias Gram negativas, con el objetivo de estudiar el efecto de la irradiación en la 

capacidad de fijar nitrógeno tomando en consideración diferencias estructurales entre Gram positivas y Gram 

negativas. Las bacterias Gram positivas generalmente son más resistentes a la radiación UV en comparación 

con las bacterias Gram negativas, lo cual fue demostrado en el estudio de Beauchamp y colaboradores [13] 

que determinaron que Listeria monocytogenes produjo menos CPD y fotoproductos pirimidina-pirimidona 
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(6-4) a comparación de Escherichia coli. 

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda la utilización de las colonias mutadas 

con la mayor capacidad de fijación de nitrógeno para aplicaciones biotecnológicas y agrícolas. En particular, 

la colonia 22 de Pseudomonas baetica (1AB27), mostró la mayor diferencia en la capacidad de fijación de 

nitrógeno entre la colonia mutada y su colonia control, alcanzando una diferencia de 63.34 µg/ml. Asimismo, 
se podría implementar el uso de la colonia 3 de Bacillus cereus, y la colonia 5 de Bacillus subtilis, al 
obtener diferencias en la media de fijación entre la colonia mutada y su colonia control de 41.91 µg/ml y 

41.43 µg/ml. Estos resultados sugieren que estas colonias mutadas podrían ser candidatos para su desarrollo 
como biofertilizantes para caña de azúcar, dado su potencial para aumentar la disponibilidad de nitrógeno 
en el suelo. En muchos cultivos como la caña de azúcar, donde la demanda de nitrógeno es elevada, el 

uso de biofertilizantes puede resultar en una reducción significativa en la necesidad de fertilizantes químicos, 

promoviendo prácticas agrícolas más sostenibles y económicas [73]. En investigaciones futuras, sería necesario 

desarrollar formulaciones combinando las colonias mutadas de las distintas cepas con material adecuado para 

garantizar estabilidad y viabilidad durante distintos procesos, como almacenamiento y aplicación en campo 

[39]. Antes de llevar las formulaciones al campo, es fundamental realizar pruebas en condiciones controladas 

dentro del laboratorio utilizando plantas para evaluar su efectividad en términos de fijación de nitrógeno, 

crecimiento de las plantas y resistencia a condiciones ambientales [101]. 
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CAPÍTULO 9 
 
 
 

 

Conclusiones 
 

 

 
1. Fue posible realizar una mutagénesis aleatoria con radiación UV a 425nm de cepas con capacidad de 

fijar nitrógeno. 

2. Se cuantificó el nitrógeno fijado por bacterias diazotróficas, empleando un método espectrofotométrico. 

3. Se identificó que cepas Bacillus paramycoides (1BP10), Bacillus subtilis (2MO12), y Bacillus cereus 

(4AP9) mostraron una diferencias significativas entre sus medias de la concentración de nitrógeno fijada 

en comparación con otras las otras cepas. 

4. Se elaboraron las distintas curvas de crecimiento bacteriano previo al proceso de mutagénesis aleatoria. 

5. Se determinó que la fase exponencial utilizando caldo LB inicio aproximadamente a los 80 minutos, 

mientras que en el medio NFb inició luego de 300 minutos. 

6. Se identificó que todas las colonias mutantes generadas para Pseudomonas baetica, Bacillus subtilis, y 

Bacillus cereus presentaron una mejorar en sus capacidades de fijar nitrógeno. 

7. La colonia 22 de Pseudomonas baetica, mostró la mayor diferencia entre las capacidades de fijación de 

nitrógeno entre la colonia mutada y la colonia control. 

8. Se elaboró un cepario de las bacterias diazotróficas que presentaron una mejorar en la capacidad fijadora 

de nitrógeno, luego del proceso de mutagénesis aleatoria. 
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CAPÍTULO 10 
 
 
 

 

Recomendaciones 
 

 

 
1. Secuenciar los genes nif de las colonias mutadas que presentaron una mejora en la capacidad fijadora de 

nitrógeno, para establecer el efecto de las mutaciones inducidas por la radiación UV. De igual manera, 

se recomienda la secuenciación de genoma completo para la identificación de mutaciones que puedan 

haber afectado promotores o represores. 

2. Incluir otras especies Gram negativo en el proceso de mutagénesis aleatoria, específicamente bacterias 

del género Klebsiella, con el objetivo de estudiar el efecto de la irradiación tomando en consideración 

diferencias estructurales entre Gram positivas y Gram negativo. 

3. Evaluar el efecto de la enzima fotoliasa al exponer las colonias mutantes ante luz directa luego del 

proceso de irradiación. 

4. Establecer la dosis exacta de radiación generada por la cámara UVGi P001 de la marca Serproma, para 

optimizar la intensidad y tiempo de exposición para la cepa Burkholderia cepacia. 

5. Se recomienda la utilización de las colonias mutadas con la mayor capacidad de fijación de nitrógeno 

para su futura aplicación como biofertilizantes. En particular, la colonia 22 de Pseudomonas baetica 

(1AB27), colonia 3 de Bacillus cereus, y la colonia 5 de Bacillus subtilis. 
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Procedimiento Normado de Operación 
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Método espectrofotométrico para la estimación de la 

fijación de nitrógeno de bacterias diazótroficas 

Autores: Isabella García Caffaro, Josué 

Castañon 

 

1. Propósito 

Realizar una curva de estandarización por medio de espectrofotometría UV/Vis a través del cambio del color de 

azul de bromotimol, con el fin de estimar la cantidad de nitrógeno fijado durante el crecimiento de bacterias 

diazotróficas. 

 

 

2. Aplicación 

El nitrógeno es un elemento limitante en la productividad vegetal y su exceso puede conllevar a la aparición de 

patógenos en los cultivos. Sin embargo, los inoculantes en base a bacterias diazótroficas, constituyen una 

alternativa eficaz al uso de fertilizantes nitrogenados, debido a su capacidad de reducir el nitrógeno atmosférico 

y lo hace disponible para los cultivos (Rodríguez, et al., 2014). Además de eso se ha encontrado que el utilizar 

bacterias diazótroficas mejora la eficiencia de absorción de nutrientes del suelo, produce y libera fitohormonas 

al huésped y le confiere resistencia contra patógenos, por medio de asociaciones simbióticas o mutualistas 

(Pankievicz, et al., 2021). 

 

Las bacterias diazótroficas se han logrado cultivar principalmente en el medio de cultivo semisólido Nfb, el cual 

es un medio libre de nitrógeno. Dicho medio permite el crecimiento de las bacterias diazótroficas ya que el 

medio permite que las bacterias se puedan movilizar por aerotaxis a un lugar donde la tasa de difusión de 

oxígeno y la respiración bacteriana permita que la enzima nitrogenasa fije N2 (Di Salvo & García, 2019; Di 

Salvo, et al., 2014). De igual forma a medida que el crecimiento de la bacteria vaya en aumento se va a observar 

la alcalinización del medio de cultivo mediante un cambio de color, siendo este de verde a azul, debido al 

colorante redox azul de bromotimol, permitiendo así realizar una estimación del número probable de bacteria 

beneficiosas para la planta en inoculantes comerciales o el recuento de diazótrofos a partir de muestras 

ambientales (Di Salvo & García, 2019). 

 

3. Referencias 

3.1. Cordova-Rodriguez, A., Rentería-Martínez, M. E., López-Miranda, C. A., Guzmán-Ortíz, J. M., & 

Moreno-Salazar, S. F. (2022). Simple and 4s6ensitive spectrophotometric method for estimating the 
nitrogen-fixing capacity of bacterial cultures. MethodsX, 9, 101917. 

https://doi.org/10.1016/j.mex.2022.101917 

 

4. Terminología 

4.1. Bacterias diazótroficas: Grupo de bacterias que son capaces de fijar el nitrógeno atmosférico, produciendo 
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del arroz (Oryza sativa L.). Revista de Protección Vegetal, 29(1), 1-10. Recuperado en 13 de agosto de 

2023, de 
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1010-27522014000100001&lng=es&tlng=es. 

5.5. Pankievicz, V., do Amaral, F., Ané, J.-M., &amp; Stacey, G. (2021). Diazotrophic bacteria and their 

mechanisms to interact and benefit cereals. Molecular Plant-Microbe Interactions®, 34(5), 491–498. 

doi:10.1094/mpmi-11-20-0316-fi 

5.6. Wagner, S. (2011) Biological Nitrogen Fixation. Nature education Knowledge, 3(10): 15. 

https://www.nature.com/scitable/knowledge/library/biological-nitrogen-fixation-23570419/ 

 

6. Seguridad 

6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de: 

6.1.1. Formación de aerosoles. 

6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones elevadas se 

necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagación de aerosoles. 

6.1.3. Exceso de material o personal. 

6.2. Aplicar prácticas estandarizadas en laboratorio 

6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del 

laboratorio. 

6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja. 

6.2.3. Límitar el acceso al laboratorio. 

6.2.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio. 

6.2.5. Colocar especial atención en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles . 

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame. 

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento. 

6.2.8. Utilizar pipetas mecánicas (no usar la pipeta por medio de succión oral). 

6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes. 

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores. 

6.2.11.Uso de equipo de protección personal (bata de laboratorio, guantes de látex y protección para los 

ojos o máscaras para el rostro). 

 

7. Equipo, materiales y reactivos 

7.1. Equipo 

7.1.1. Autoclave 

7.1.2. potenciómetro 

7.1.3. Balanza analítica 

7.1.4. Espectrofotómetro 

7.2. Materiales/ Cristalería 

7.2.1. Tubos de ensayo 

7.2.2. Balones aforados 

7.2.3. Probetas 

7.2.4. Micropipetas de 1000 y 100µL 

7.2.5. Puntas P1000 y P100 

7.2.6. Cubetas para espectrofotómetro 

http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1010-27522014000100001&lng=es&tlng=es
http://www.nature.com/scitable/knowledge/library/biological-nitrogen-fixation-23570419/


48  

Anexo 12.3: SOP 20 - Página 3 

 

 

 

 

 
7.2.7. Kimewipes 

7.2.8. Erlenmeyer de 500mL 

7.3. Reactivos 
7.3.1. K2HPO4 

7.3.2. MgSO4 

7.3.3. NaCl 

7.3.4. CaCl2 * 2H2O 

7.3.5. CuSO4*5 H2O 

7.3.6. ZnSO4*7H2O 

7.3.7. H3BO3 

7.3.8. Na2MoO4 * 2H2O 

7.3.9. MnSO4* H2O 

7.3.10. Azul de bromotimol 

7.3.11. KOH 

7.3.12. Fe-EDTA 

7.3.13. Biotina 

7.3.14. piridoxal-HCl 

7.3.15. NH4OH 

7.3.16. HCl 

7.4. Medicamentos 

7.4.1. No aplica 

7.5. Material biológico 

7.5.1. No aplica 

8. Procedimiento 

8.1. Composición del medio de cultivo 

8.1.1. La composición del medio líquido NFb para 500mL es la siguiente: 5 𝑔  de ácido málico; 0.5 𝑔 
 

𝐿 𝐿 

K HPO ; 0.2 𝑔 MgSO ; 0.1 𝑔 NaCl; 0.02 𝑔 CaCl 2H O; 2 𝑚𝐿 solución de micronutrientes (0.04 𝑔 

2 4 𝐿 4 𝐿 𝐿 2 *  2 𝐿 𝐿 

CuSO 5 H O; 0.12 𝑔 ZnSO 7H O; 1.4 𝑔 H BO ; 1.0 𝑔 Na MoO  2H O y 1.175 𝑔 MnSO H O); 2 
4* 2 𝐿 4*  2 𝐿  3  3 𝐿 2 4 *  2 𝐿 4*  2 

𝑚𝐿 de azul de bromotimol (5 𝑔 de azul de bromotimol en KOH 0.2N); 4 𝑚𝐿 de solución de ácido 
𝐿 𝐿 𝐿 

Fe-etilendiaminotetraacético (EDTA) (16.4 𝑔 Fe-EDTA); 1 𝑚𝐿 de solución de vitaminas (10mg de 
𝐿 𝐿 

biotina y 20mg de piridoxal-HCl en 100mL de agua destilada); y 4.5 𝑔 KOH. Los componentes se 
𝐿 

agregan en el mismo orden debido a los altos valores del pH, de esa forma se evita la precipitación de 

hierro y otras sales. El pH se ajustó a 6.5 y el medio se esterilizó a 121°C durante 15 min 

(Cordova-Rodriguez, et al., 2022). 

8.2. Construcción de curva estándar 

8.2.1. Se preparan 23 tubos de ensayo donde cada uno contiene 2mL de medio líquido estéril NFb, a cada 

tubo se le agrega 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 11 o 12 µL 

de solución NH4OH 0.93N (dicha solución se estandariza utilizando una solución de HCl 1.42N 

como estándar secundario). El volumen total de cada uno de los tubos se debe ajustar a 3mL 

utilizando más medio de cultivo. La concentración de nitrógeno de cada tubo se calcula en base al 

volumen total y el volumen de la solución de NH4OH agregada. Se mide la absorbancia a 610nm y el 

pH se debe medir. El procedimiento se realiza en cuadruplicado y se obtiene una curva estándar de la 

absorbancia contra concentración de nitrógeno (Cordova-Rodriguez, et al., 2022). 

8.3. Uso y validación de la curva estándar 

8.3.1. La cantidad de nitrógeno fijado por Acinetobacter pitti, A. baumannii, Klebsiella pneumoniae, 

Enterobacter cloacae y Kosakonia oryzae se determina usando la ecuación de la recta del modelo 

planteado y ajustado. Para cada especie bacteria se usa 100µL de inóculo que contenga 105 UCF/mL 

esto se añade a 4.9mL del medio líquido NFb estéril y se incuban a 25°C durante 48h con agitación 

constante. Tras esto los tubos se centrifugan a 5000rpm y la absorbancia del medio se mide a 610nm 

con ayuda del espectrofotómetro (Cordova-Rodriguez, et al., 2022). 

 

9. Esterilización de material 
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No aplica 

 

10. Cálculos 

No aplica 

 

11. Control de calidad 

11.1. Verificar con un check list que se llevó al lugar los implementos necesarios 

11.2. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80ºC. 

 

12. Conflict solution policy 

12.1. Al momento de realizar el medio NFb es necesario agregar los reactivos en el mismo orden indicado, esto 

debido a las altas variaciones del pH, de esa forma se evita la precipitación del hierro y otras sales 

(Cordova-Rodriguez, et al., 2022). 



50  

Anexo 12.5: SOP 21 - Página 1 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Procedimiento Normado de Operación 

SOP 

Proyecto Suelos Ingenio Magdalena 

Páginas Totales: 4 

Método de radiación ultravioleta para inducción de 

mutaciones aleatorias en bacterias diazotróficas 

Autores: Isabella García Caffaro, Diana 

Aguilar 

1. Propósito 

Realizar el proceso de mutagénesis aleatoria mediante el uso de radiación UV, con el fin de mejorar la capacidad 

fijadora de nitrógeno de diferentes bacterias diazotróficas. 

 

 

2. Aplicación 

La irradiación con radiación UV es un proceso que genera lesiones en la secuencia de ADN, en específico en 

dímeros de pirimidina, donde estas lesiones no reparadas aumentan la tasa de errores de replicación (Jebril et al, 

2021). Donde la longitud de onda ultravioleta efectiva es considerada aproximadamente en 255nm, la cual es la 

misma que la del espectro de absorción del ADN de las bacterias (Dong et al, 2011). La radiación UV es 

considerado un mutágeno estándar, donde su importancia recae en su fácil manipulación, presencia en la 

naturaleza, rentabilidad y amplia aplicación en áreas como desinfección con UV en la microbiología clínica y en 

ingeniería de evolución biotecnología (Shibai et al, 2017). 

 

 

3. Referencias 

3.1. del Cid Villatoro, J. D. (2022). Desarrollo y validación de un protocolo basado en radiación ultravioleta para 
la inducción de mutaciones aleatorias en bacterias Gram negativas y Gram positivas para una mejora en su 
capacidad fijadora de nitrógeno. 

3.2. García Caffaro, I., Castañon, J. (s.f) Método espectrofotométrico para la estimación de la fijación de 
nitrógeno de bacterias diazótroficas. Proyecto Suelos Ingenio Magdalena. 

 

4. Terminología 

4.1. Mutagénesis: Es el proceso en el cual el ADN de un organismo cambia, por lo que se genera una mutación 

genética. Esto puede ocurrir debido a errores de replicación del ADN, daños en el ADN y mediante técnicas 

de laboratorio (Durland y Ahmadian-Moghadam, 2022). 

4.2. Bacterias diazotróficas: bacterias que cuentan con la habilidad de mejorar la absorción de nutrientes del 

suelo, en este caso pueden fijar el nitrógeno atmosférico, mediante la producción de amoníaco que es 

utilizable por la planta (Pankievicz et al, 2021) 

 

 

5. Documentos asociados 

5.1. Dong, Y., Lin, H., Wang, H., Mo, X., Fu, K., & Wen, H. (2011). Effects of ultraviolet irradiation on bacteria 

mutation and bioleaching of low-grade copper tailings. Minerals engineering, 24(8), 870-875. 
5.2. Jebril, N., Boden, R., & Braungardt, C. (2021). Use of ultraviolet-light mutagenesis to generate a mutant 

with elevated cadmium resistance, B. agri C15 CdR. In Journal of Physics: Conference Series (Vol. 1879, 
No. 2, p. 022043). IOP Publishing. 

5.3. Shibai, A., Takahashi, Y., Ishizawa, Y. et al. Mutation accumulation under UV radiation in Escherichia 

coli . Sci Rep 7, 14531 (2017). https://doi.org/10.1038/s41598-017-15008-1 

5.4. Pankievicz, V., do Amaral, F., Ané, J.-M., &amp; Stacey, G. (2021). Diazotrophic bacteria and their 
mechanisms to interact and benefit cereals. Molecular Plant-Microbe Interactions®, 34(5), 491–498. 
doi:10.1094/mpmi-11-20-0316-fi 

5.5. Durland J, Ahmadian-Moghadam H. Genetics, Mutagenesis. (2022). In: StatPearls [Internet]. Treasure 
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Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan-. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560519/ 

 

6. Seguridad 

6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de: 

6.1.1. Formación de aerosoles. 

6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones elevadas se 

necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagación de aerosoles. 

6.1.3. Exceso de material o personal. 

6.2. Aplicar prácticas estandarizadas en laboratorio 

6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del 

laboratorio. 

6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja. 
6.2.3. Límitar el acceso al laboratorio. 
6.2.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio. 

6.2.5. Colocar especial atención en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles . 

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame. 
6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento. 
6.2.8. Utilizar pipetas mecánicas (no usar la pipeta por medio de succión oral). 
6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes. 

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores. 

6.2.11.  Uso de equipo de protección personal (bata de laboratorio, guantes de látex y protección para los 

ojos o máscaras para el rostro). 

7. Equipo, materiales y reactivos 

7.1. Equipo 

7.1.1. Prototipo de cámara UVGi P001 Serproma 

7.1.2. Incubadora 

7.1.3. Autoclave 
7.1.4. Potenciómetro 

7.1.5. Balanza analítica 
7.1.6. Espectrofotómetro 

7.2. Materiales/ Cristalería 

7.2.1. Tubos de ensayo 

7.2.2. Micropipetas de 20, 100, y 1000 𝜇L 
7.2.3. Probetas 

7.2.4. Cubetas para espectrofotómetro 

7.2.5. Kimewipes 
7.2.6. Puntas P1000, P100 y P20 

7.2.7. Erlenmeyer de 500ml 
7.3. Reactivos 

7.3.1. Estándar McFarland 0.5 
7.3.2. Agar nutritivo 
7.3.3. K2HPO4 

7.3.4. MgSO4 

7.3.5. NaCl 
7.3.6. CaCl2 * 2H2O 

7.3.7. CuSO4*5 H2O 

7.3.8. ZnSO4*7H2O 
7.3.9. H3BO3 
7.3.10. Na2MoO4 * 2H2O 

7.3.11. MnSO4* H2O 

7.3.12. Azul de bromotimol 

7.3.13. KOH 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560519/
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7.3.14. Fe-EDTA 
7.3.15. Biotina 
7.3.16. piridoxal-HCl 
7.3.17. NH4OH 

7.3.18. HCl 

7.4. Medicamentos 

7.4.1. No Aplica 
7.5. Material biológico 

7.5.1. No aplica 

 

8. Procedimiento 

8.1. Aislamiento de las cepas de trabajo 

8.1.1. Seleccionar cepas para su posterior mutación 
8.1.2. Crecer las cepas seleccionadas en medio nutritivo o en agua peptonada overnight (ON) 
8.1.3. Sembrarlas en placa 

8.1.4. Dejar incubar a 37℃ 

8.2. Curvas de crecimiento 
8.2.1. Realizar curvas de crecimiento bacteriano empleando el medio seleccionado. En este caso, realizar curvas 

de crecimiento bacteriano en medio libre de nitrógeno para identificar la fase exponencial. 
8.2.2. Identificación de la fase exponencial. 

8.3. Aplicación de irradiación UV 
8.3.1. Luego de identificar la fase exponencial mediante las curvas de crecimiento bacteriano, se debe de 

utilizar las bacterias en esa fase para irradiarlas con UV. 

8.3.2. Preparación de un estándar McFarland 0.5 a partir delcultivo en su fase exponencial de las cepas 

seleccionadas. Realizar diluciones seriadas hasta llegar a soluciones de 106, 104 , y 103 UFC/ml. 

8.3.3. Servir 100 uL de la dilución 103 UFC/ml en una placa Petri con agar Nfb. 
8.3.4. Realizar en triplicado de acuerdo a los tiempos de exposición, en este caso cada 0, 3, y 4 

segundos de radiación UV. 
8.3.5. Cargas las placas Petri en cabina de descontaminación UV individualmente y realizar el proceso de 

radiación UV de acuerdo al tiempo establecido. 

8.3.6. Proteger muestras de luz directa luego de este proceso. 

8.3.7. Incubar por 24 horas. En caso no se observe crecimiento luego de las 24 horas dejar incubando hasta 
observar crecimiento. 

8.3.8. Realizar conteo de colonias formadas para cada cepa utilizada. 

8.3.9. Almacenar muestras a 4℃ (del Cid, 2022). 

8.4. Estimación de la fijación de nitrógeno de bacterias diazótroficas 
8.4.1. Composición del medio de cultivo: La composición del medio líquido NFb para 500mL es la siguiente: 

5𝑔 de ácido málico; 0.5𝑔 K HPO ; 0.2𝑔 MgSO ; 0.1𝑔  NaCl; 0.02𝑔 CaCl 2H O; 2𝑚𝐿 solución de 
𝐿 𝐿 2 4 𝐿 4 𝐿 𝐿 2 * 2 𝐿 

micronutrientes (0.04𝑔 CuSO 5 H O; 0.12𝑔 ZnSO 7H O; 1.4𝑔H BO ; 1.0𝑔 Na MoO 2H O y 
𝐿 𝑔 𝑚𝐿 a

4
z

*
ul de

2 𝐿 𝑔4
d* e a2z 𝐿 om3 i3m 𝐿 KO2H  24N*) 𝑚21𝐿.175 MnSO H 

O;)2 de bromotimol (5 ul de br ot  ol en 0. ; 4 de 
𝐿 

4*  2 
𝐿 𝐿 𝐿 

solución de ácido Fe-etilendiaminotetraacético (EDTA) (16.4𝑔 

𝐿 

Fe-EDTA); 1𝑚𝐿 de solución de 
𝐿 

vitaminas (10mg de biotina y 20mg de piridoxal-HCl en 100mL de agua destilada); y 4.5𝑔KOH. Los 
𝐿 

componentes se agregan en el mismo orden debido a los altos valores del pH, de esa forma se evita la 
precipitación de hierro y otras sales. El pH se ajustó a 6.5 y el medio se esterilizó a 121°C durante 15 

min (Cordova-Rodriguez, et al., 2022). 
8.4.2. Construcción de curva estándar: Se preparan 23 tubos de ensayo donde cada uno contiene 2mL de 

medio líquido estéril NFb, a cada tubo se le agrega 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 

7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 11 o 12 µL de solución NH4OH 0.93N (dicha solución se estandariza utilizando 

una solución de HCl 1.42N como estándar secundario). El volumen total de cada uno de los tubos se 

debe ajustar a 3mL utilizando más medio de cultivo. La concentración de nitrógeno de cada tubo se 

calcula en base al volumen total y el volumen de la solución de NH4OH agregada. Se mide la 

absorbancia a 610nm y el pH se debe medir. El procedimiento se realiza en cuadruplicado y se obtiene 

una curva estándar de la absorbancia contra concentración de nitrógeno (Cordova-Rodriguez, et al., 
2022). 

8.4.3. Uso y validación de la curva estándar: La cantidad de nitrógeno fijado se determina usando la 

ecuación de la recta del modelo planteado y ajustado. Para cada especie bacteria se usa 100µL de 

inóculo que contenga 105 UCF/mL esto se añade a 4.9mL del medio líquido NFb estéril y s e incuban 

a 25°C durante 48h con agitación constante. Tras esto los tubos se centrifugan a 5000rpm y la 

absorbancia del medio se mid5e2a 610nm con ayuda del espectrofotómetro (Cordova-Rodriguez, et al., 
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2022). 

 

9. Esterilización de material 

No aplica 

 

10. Cálculos 

No aplica 

11. Control de calidad 

11.1. Verificar con un check list que se llevó al lugar los implementos necesarios 

11.2. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80ºC. 

 

12. Conflict solution policy 

12.1. 
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Procedimiento Normado de Operación 

SOP 

Proyecto Suelos Ingenio Magdalena 

Páginas Totales: 3 

 

Realización de Curvas de Crecimiento Autores: Isabella García Caffaro, Diana 

Aguilar 

1. Propósito 

Realizar una curva de crecimiento bacteriano por medio de espectrofotometría UV/Vis, con el fin de estudiar el 
efecto del medio de cultivo en el crecimiento de la población microbiana. 

 

2. Aplicación 

Las curvas de crecimiento bacteriano son empleadas para poder estudiar los efectos diferenciales de los medios 

de cultivo, la genética y el estrés en el crecimiento de la población microbiana (Tonner et al., 2017). Una curva 

de crecimiento bacteriano se encuentra dividida en cuatro fases: fase lag, crecimiento exponencial, fase 

estacionaria y fase de muerte. En la fase lag las bacterias se adaptan el nuevo entorno; en la fase logarítmica 

comienzan a dividirse mediante el proceso de fisión binaria y se alcanza la tasa máxima de crecimiento; en la fase 

estacionaria el número de células en proceso de división es igual al número de células muertas; en la fase de 

muerte ya no cuentan con la capacidad de dividirse (Wang, et al., 2015). Un método utilizado para la 

cuantificacióndel crecimiento bacteriano es mediante un método directo, conocido como espectrofotometría UV- 

Visible (López, 2016). 

 

3. Referencias 

3.1. Thermo Fisher Scientific. (s.f.). OD600 measurements using GENESYS spectrophotometers: Lesson plan for 
high school biology educators. https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CAD/Flyers/genesys-od600- 
measurements-lesson-plan-FL64716.pdf 

4. Terminología 

4.1. Fase lag: tiempo necesario para adaptare al nuevo entorno e iniciar el metabolismo celular. 
4.2. Fase exponencial: período donde hay suficientes nutrientes por lo que la división celular se produce a un 

ritmo constante. 
4.3. Fase estacionaria: las condiciones se vuelven desfavorables para el crecimiento y las bacterias dejan de 

replicarse. 

4.4. Fase de muerte: Cuando las células pierden viabilidad 

5. Documentos asociados 

5.1. Rolfe, M. D., Rice, C. J., Lucchini, S., Pin, C., Thompson, A., Cameron, A. D., Alston, M., Stringer, M. F., 
Betts, R. P., Baranyi, J., Peck, M. W., & Hinton, J. C. (2012). Lag phase is a distinct growth phase that 

prepares bacteria for exponential growth and involves transient metal accumulation. Journal of 
bacteriology, 194(3), 686–701. https://doi.org/10.1128/JB.06112-11 

5.2. López, L. (2016). Curva de crecimiento bacteriano en la producción de proteínas recombinantes. 

5.3. Tonner, P. D., Darnell, C. L., Engelhardt, B. E., & Schmid, A. K. (2017). Detecting differential growth of 
microbial populations with Gaussian process regression. Genome research, 27(2), 320–333. 

https://doi.org/10.1101/gr.210286.116 
5.4. Wang, L., Fan, D., Chen, W. et al. Bacterial growth, detachment and cell size control on polyethylene 

terephthalate surfaces. Sci Rep 5, 15159 (2015). https://doi.org/10.1038/srep15159 

 

6. Seguridad 

6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de: 

6.1.1. Formación de aerosoles. 
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6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones elevadas se 

necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagación de aerosoles. 

6.1.3. Exceso de material o personal. 

6.2. Aplicar prácticas estandarizadas en laboratorio 

6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del 
laboratorio. 

6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja. 
6.2.3. Límitar el acceso al laboratorio. 

6.2.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio. 

6.2.5. Colocar especial atención en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles . 

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame. 

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento. 
6.2.8. Utilizar pipetas mecánicas (no usar la pipeta por medio de succión oral). 
6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes. 

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos yroedores. 
6.2.11.  Uso de equipo de protección personal (bata de laboratorio, guantes de látex y protección para los 

ojos o máscaras para el rostro). 

7. Equipo, materiales y reactivos 

7.1. Equipo 

7.1.1. Espectrofotómetro 
7.1.2. Incubadora 

7.2. Materiales/ Cristalería 

7.2.1. Tubos de ensayo 
7.2.2. Asa de inoculación 

7.2.3. Micropipetas de 1000 y 100µL 
7.2.4. Puntas P1000 y P100 
7.2.5. Cubetas para espectrofotómetro 

7.2.6. Kimewipes 
7.3. Reactivos 

7.3.1. Medio de cultivo 
7.4. Medicamentos 

7.4.1. No aplica 
7.5. Material biológico 

7.5.1. No aplica 

8. Procedimiento 

8.1. Cultivo overnight (ON) 
8.1.1. Contando con aislamientos de la bacteria deseada, seleccionar una sola colonia bacteriana utilizando 

un asa de inoculación estéril. 

8.1.2. Sumergir el asa de inoculación con la colonia seleccionada en 500 µL de medio de cultivo en un tubo 

Eppendorf de 1.5ml. 

8.1.3. Colocar tubo en incubadora y dejar incubando por 24 horas a 37°C. 
8.1.4. Luego de las 24 horas, transferir con micropipeta los 500 µL del cultivo bacteriano a 4.5 ml de medio 

de cultivo. 

8.1.5. Encender UV-Vis espectrofotómetro y medir el blanco en la longitud de onda de 600nm. Transferir el 

medio utilizado a la celda y colocar la celda en el soporte del espectrofotómetro. Seleccionar botón de 

blanco. 

8.1.6. Luego de medir el blanco, transferir el medio de cultivo bacteriano a la celda y medir su densidad 
óptica a 600 nm. Colocar el valor de absorbancia como tiempo 0. 

8.1.7. Regresar tubo con el medio de cultivo bacteriano a la incubadora. 
8.1.8. Cada 20 minutos repetir los pasos anteriores para medir su densidad óptica. 

8.2. Construcción de la curva de crecimiento 
8.2.1. Graficar los datos de absorbancia medidos en los diferentes tiempos. Valores de absorbancia en el eje- 

y, y los rangos de tiempo en el eje-x. 

9. Esterilización de material 
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Anexo 12.11: SOP 22 - Página 3 

 

 

 

 

 

 
Esterilizar tubos Eppendorf. 

10. Cálculos 

No aplica 

 

11. Control de calidad 

11.1. Verificar con un check list que se llevó al lugar los implementos necesarios 

11.2. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80ºC. 

12. Conflict solution policy 

12.1. No aplica 
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12.2. Cuadros 

 
Concentración (µg/ml) Abs 

0 0.000 

2.171 0.001 

4.344 0.001 

6.516 0.002 

8.690 0.002 

10.864 0.003 

13.039 0.003 

15.215 0.005 

17.391 0.006 

19.569 0.008 

21.747 0.010 

23.925 0.010 

26.105 0.013 

28.285 0.015 

30.466 0.016 

32.647 0.019 

34.829 0.021 

37.013 0.023 

39.196 0.024 

41.381 0.028 

43.566 0.029 

47.939 0.032 

52.314 0.035 

Cuadro 12.1: Concentración de nitrógeno obtenida para la curva estándar, y sus datos de absorbancia 

 

 

Cepa Absorbancia 
Promedio de Absorbancia 

y Desviación Estándar 

2MO12 0.038 0.032 0.032 0.034 +/- 0.00346 

2AP10 0.033 0.036 0.028 0.0323 +/- 0.00404 

4AP9 0.045 0.041 0.043 0.043 +/- 0.002 

1BP10 0.048 0.044 0.043 0.045 +/- 0.00265 

1AB27 0.026 0.020 0.024 0.0233 +/- 0.00306 

2MO14 0.039 0.038 0.032 0.0363 +/- 0.00379 

Cuadro 12.2: Datos de absorbancia y resultados por cepa para la cuantificación de nitrógeno fijado 

 

 

Cepa Concentración fijada de nitrógeno (µg/ml) 

2MO12 54.29 ± 4.95 

2AP10 51.90 ± 5.77 

4AP9 67.14 ± 2.86 

1BP10 70.00 ± 3.78 

1AB27 39.05 ± 4.36 

2MO14 57.62 ± 5.41 

Cuadro 12.3: Concentraciones de nitrógeno fijadas por las bacterias diazotróficas 
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Colonia 

Media de la concentración 
de nitrógeno 

(µg/ml) 
Desviación Estándar Prueba t Valor p Significancia 

1 83.8 0.825 <htest> 0.000223 * 

2 76.2 0.825 <htest> 0.000384 * 

3 93.8 0.825 <htest> 0.000129 * 

4 69.0 1.65 <htest> 0.00307 * 

5 89.0 0.825 <htest> 0.000164 * 

6 89.5 0.825 <htest> 0.000160 * 

7 70.0 1.43 <htest> 0.00207 * 

8 86.2 0.825 <htest> 0.000193 * 

9 86.7 0.825 <htest> 0.000188 * 

10 71.0 0.825 <htest> 0.000624 * 

Cuadro 12.4: Resultados de las pruebas t para cada colonia comparada con la media de la condición Antes, 

para la cepa 2AP10. 

 

 

Colonia 

Media de la concentración 
de nitrógeno 

(µg/ml) 
Desviación Estándar Prueba t Valor p Significancia 

1 86.7 0.823 <htest> 0.000812 * 

10 97.6 0.826 <htest> 0.000298 * 

11 76.2 0.826 <htest> 0.00588 * 

12 90.5 0.826 <htest> 0.000541 * 

13 86.2 0.826 <htest> 0.000866 * 

14 100 0.826 <htest> 0.000244 * 

15 76.7 0.826 <htest> 0.00507 * 

16 91.4 4.95 <htest> 0.0173 * 

17 91.0 0.826 <htest> 0.000517 * 

18 94.3 1.43 <htest> 0.00115 * 

19 73.8 2.18 <htest> 0.0939  

2 91.0 0.826 <htest> 0.000517 * 

20 92.4 0.826 <htest> 0.000453 * 

21 92.4 0.826 <htest> 0.000453 * 

22 95.2 0.820 <htest> 0.000352 * 

23 77.6 0.826 <htest> 0.00389 * 

24 79.0 0.826 <htest> 0.00276 * 

3 77.6 0.826 <htest> 0.00389 * 

4 70.5 2.18 <htest> 0.740  

5 90.5 0.826 <htest> 0.000541 * 

6 78.1 0.826 <htest> 0.00345 * 

7 89.5 0.826 <htest> 0.000595 * 

8 93.3 0.826 <htest> 0.000417 * 

9 91.9 0.826 <htest> 0.000473 * 

Cuadro 12.5: Resultados de las pruebas t para cada colonia comparada con la media de la condición Antes, 

para la cepa 1BP10 
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Colonia 

Media de la concentración 
de nitrógeno 

(µg/ml) 
Desviación Estándar Prueba t Valor p Significancia 

1 90.0 1.43 <htest> 0.000534 * 

2 91.9 0.826 <htest> 0.000160 * 

3 77.1 1.43 <htest> 0.00130 * 

4 70.0 1.43 <htest> 0.00275 * 

5 95.7 1.43 <htest> 0.000394 * 

6 72.9 1.43 <htest> 0.00197 * 

7 69.0 0.826 <htest> 0.00104 * 

8 87.1 1.43 <htest> 0.000631 * 

9 89.0 0.826 <htest> 0.000188 * 

10 92.9 2.47 <htest> 0.00136 * 

11 84.3 1.43 <htest> 0.000751 * 

12 80.5 2.98 <htest> 0.00428 * 

13 94.8 2.97 <htest> 0.00179 * 

14 77.1 1.44 <htest> 0.00131 * 

15 72.4 2.18 <htest> 0.00480 * 

Cuadro 12.6: Resultados de las pruebas t para cada colonia comparada con la media de la condición Antes, 

para la cepa 2MO12 

 

 

Colonia 

Media de la concentración 
de nitrógeno 

(µg/ml) 
Desviación Estándar Prueba t Valor p Significancia 

1 77.1 1.43 <htest> 0.00673 * 
2 70.5 2.97 <htest> 0.191  

3 87.1 1.43 <htest> 0.00170 * 

4 87.1 3.78 <htest> 0.0117 * 

5 77.6 2.97 <htest> 0.0258 * 

6 91.0 2.18 <htest> 0.00279 * 

7 87.1 1.43 <htest> 0.00170 * 

8 74.3 1.43 <htest> 0.0131 * 

9 67.6 0.825 <htest> 0.420  

10 75.2 2.18 <htest> 0.0234 * 

11 71.4 3.78 <htest> 0.188  

12 96.7 2.18 <htest> 0.00182 * 

13 60.0 2.86 <htest> 0.0495 * 

14 62.4 2.18 <htest> 0.0635  

15 62.9 1.43 <htest> 0.0351 * 

16 69.0 0.825 <htest> 0.0570  

17 72.9 1.43 <htest> 0.0202 * 

18 59.0 3.60 <htest> 0.0599  

19 72.4 0.825 <htest> 0.00815 * 

20 61.9 2.97 <htest> 0.0928  

21 66.7 0.825 <htest> 0.425  

22 71.4 1.43 <htest> 0.0351 * 

23 61.9 0.825 <htest> 0.00817 * 

24 63.3 0.825 <htest> 0.0153 * 

Cuadro 12.7: Resultados de las pruebas t para cada colonia comparada con la media de la condición Antes, 

para la cepa 4AP9 
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Colonia 

Media de la concentración 
de nitrógeno 

(µg/ml) 
Desviación Estándar Prueba t Valor p Significancia 

1 74.8 2.97 <htest> 0.00230 * 

2 79.0 1.65 <htest> 0.000567 * 

3 75.2 2.18 <htest> 0.00121 * 

4 81.9 1.65 <htest> 0.000494 * 

5 82.4 2.18 <htest> 0.000845 * 

6 81.0 0.826 <htest> 0.000129 * 

7 79.5 0.825 <htest> 0.000138 * 

8 86.2 1.65 <htest> 0.000407 * 

9 84.8 1.65 <htest> 0.000432 * 

10 77.6 1.65 <htest> 0.000608 * 

11 86.7 0.823 <htest> 0.0000996 * 

12 87.6 1.65 <htest> 0.000384 * 

13 79.0 2.18 <htest> 0.000991 * 

14 91.0 0.826 <htest> 0.0000843 * 

15 93.8 0.827 <htest> 0.0000760 * 

16 76.7 0.823 <htest> 0.000160 * 

17 98.1 1.65 <htest> 0.000260 * 

18 91.9 0.824 <htest> 0.0000810 * 

19 91.9 0.826 <htest> 0.0000813 * 

20 78.6 2.47 <htest> 0.00130 * 

21 91.0 0.826 <htest> 0.0000843 * 

22 102.0 0.831 <htest> 0.0000574 * 

23 87.6 1.65 <htest> 0.000384 * 

24 99.5 0.825 <htest> 0.0000620 * 

25 88.1 0.825 <htest> 0.0000942 * 

26 89.5 0.825 <htest> 0.0000890 * 

 

Cuadro 12.8: Resultados de las pruebas t para cada colonia comparada con la media de la condición Antes, 

para la cepa 1AB27 

 

 

12.3. Código 

 
# Cargar la librería ggplot2 

library(ggplot2) 

 

# Leer los datos, archivo CSV 

data <- read.csv("concentracion_nitrogeno.csv") 

 

# Modelo ANOVA 

modelo_anova <- aov(concentracion_nitrogeno ~ Cepa, data = data) 

 

# Resumen del análisis de varianza 

summary(modelo_anova) 

# Si el valor p es menor que 0.05, significa que hay diferencias significativas. 

# Histograma de los residuos 

hist(residuals(modelo_anova), main="Histograma de los residuos", xlab="Residuos") 
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# Prueba de normalidad 

shapiro.test(residuals(modelo_anova)) 

 

# Instalar car 

if (!require(car)) { 

install.packages("car") 

} 

library(car) 

 

# Prueba de homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) 

leveneTest(concentracion_nitrogeno ~ Cepa, data = data) 

 

# Comparaciones post-hoc de Tukey 

tukey_resultado <- TukeyHSD(modelo_anova) 

 

# Resultados de Tukey 

print(tukey_resultado) 

View(tukey_resultado) 

 

# Boxplot de las concentraciones de nitrógeno por cepa 

boxplot(concentracion_nitrogeno ~ Cepa, data = data, 

main = "Concentración de Nitrógeno Fijado por Cepa", 

xlab = "Cepa", ylab = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") 

boxplot(concentracion_nitrogeno ~ Cepa, data = data, 
main = "Concentración de Nitrógeno Fijado por Cepa", 

xlab = "Cepa", ylab = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)", 

cex.lab = 1.5, 

cex.axis = 1.5) 

 

# Cargar dplyr 

library(dplyr) 

 

 

#1BP10 

datos <- read.csv("1BP10 analisis.csv") 

library(dplyr) 

library(ggplot2) 

 

# Calcular la media y desviación estándar para la condición "Antes" 

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

 

# Calcular la concentración máxima en "Despues" y obtener el número de la colonia correspondient 

colonia_maxima_despues <- datos %>% 

filter(Condicion == "Despues") %>% 

group_by(Colonia) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE), 

.groups = "drop" 

) %>% 

slice_max(media_colonia, n = 1) %>% 

pull(Colonia) 
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concentracion_maxima_despues <-  datos  %>% 

filter(Condicion == "Despues", Colonia == colonia_maxima_despues) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE) 

) 

 

# Crear un dataframe con los resultados de las medias y desviación estándar 

resultados_grafico <- data.frame( 

Condicion = c("Antes", "Max. Después"), 

Concentracion = c(concentracion_antes, concentracion_maxima_despues$media_colonia), 

Desviacion_Estandar  =  c(sd_antes,  concentracion_maxima_despues$sd_colonia), 

Colonia = c("Antes", colonia_maxima_despues) # Añadimos el nombre de la colonia 

) 

# Calcular la diferencia porcentual 

diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia  - concentracion_antes) / 

 

# Crear el gráfico de barras con el porcentaje de diferencia en el título 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) + # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs( 

title = paste( 

"Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 

"µg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)" 

), # Añadir diferencia y porcentaje en el título 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)" 

) + 
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5) 

) 

 

 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 
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), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) +  # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs(title = paste("Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", 

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2), 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") + 

scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

#2AP10 

datos <- read.csv("2AP10 analisis.csv") 

 

 

 

library(dplyr) 

library(ggplot2) 

 

# Calcular la media y desviación estándar para la condición "Antes" 

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

 

# Calcular la concentración máxima en "Despues" y obtener el número de la colonia correspondient 

colonia_maxima_despues <- datos %>% 

filter(Condicion == "Despues") %>% 

group_by(Colonia) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE), 

.groups = "drop" 

) %>% 

slice_max(media_colonia, n = 1) %>% 

pull(Colonia) 

 

concentracion_maxima_despues <-  datos  %>% 

filter(Condicion == "Despues", Colonia == colonia_maxima_despues) %>% 

summarise( 

media_colonia  =  mean(Concentracion,  na.rm  =  TRUE), 
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sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE) 

) 

 

# Crear un dataframe con los resultados de las medias y desviación estándar 

resultados_grafico <- data.frame( 

Condicion = c("Antes", "Max. Después"), 

Concentracion = c(concentracion_antes, concentracion_maxima_despues$media_colonia), 

Desviacion_Estandar  =  c(sd_antes,  concentracion_maxima_despues$sd_colonia), 

Colonia = c("Antes", colonia_maxima_despues) # Añadimos el nombre de la colonia 

) 

 

# Calcular la diferencia porcentual 

diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia  - concentracion_antes) / 

 

# Crear el gráfico de barras con el porcentaje de diferencia en el título 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) + # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs( 

title = paste( 

"Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 

"µg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)" 

), # Añadir diferencia y porcentaje en el título 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)" 

) + 
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5) 

) 

 

 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 
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label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) +  # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs(title = paste("Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", 

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2), 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") + 

scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)) 

 

 

 

 

 

#2MO12 

# Leer los datos 

datos <- read.csv("2MO12 analisis.csv") 

 

library(dplyr) 

library(ggplot2) 

 

# Calcular la media y desviación estándar para la condición "Antes" 

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

 

# Calcular la concentración máxima en "Despues" y obtener el número de la colonia correspondient 

colonia_maxima_despues <- datos %>% 

filter(Condicion == "Despues") %>% 

group_by(Colonia) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE), 

.groups = "drop" 

) %>% 

slice_max(media_colonia, n = 1) %>% 

pull(Colonia) 

 

concentracion_maxima_despues <-  datos  %>% 

filter(Condicion == "Despues", Colonia == colonia_maxima_despues) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE) 

) 

 

# Crear un dataframe con los resultados de las medias y desviación estándar 

resultados_grafico <- data.frame( 

Condicion = c("Antes", "Max. Después"), 

Concentracion  =  c(concentracion_antes,  concentracion_maxima_despues$media_colonia), 
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Desviacion_Estandar  =  c(sd_antes,  concentracion_maxima_despues$sd_colonia), 

Colonia = c("Antes", colonia_maxima_despues) # Añadimos el nombre de la colonia 

) 

 

 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) +  # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs(title = paste("Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", 

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2), 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") + 

scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)) 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) +  # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs(title = paste("Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", 

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2), 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") + 

scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)) 
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#4AP9 

# Leer los datos 

datos <- read.csv("4AP9 analisis.csv") 

 

 

# Calcular la media y desviación estándar para la condición "Antes" 

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

 

# Calcular la concentración máxima en "Despues" y obtener el número de la colonia correspondient 

colonia_maxima_despues <- datos %>% 

filter(Condicion == "Despues") %>% 

group_by(Colonia) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE), 

.groups = "drop" 

) %>% 

slice_max(media_colonia, n = 1) %>% 

pull(Colonia) 

 

concentracion_maxima_despues <-  datos  %>% 

filter(Condicion == "Despues", Colonia == colonia_maxima_despues) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE) 

) 

 

# Crear un dataframe con los resultados de las medias y desviación estándar 

resultados_grafico <- data.frame( 

Condicion = c("Antes", "Max. Después"), 

Concentracion = c(concentracion_antes, concentracion_maxima_despues$media_colonia), 

Desviacion_Estandar  =  c(sd_antes,  concentracion_maxima_despues$sd_colonia), 

Colonia = c("Antes", colonia_maxima_despues) # Añadimos el nombre de la colonia 

) 

# Calcular la diferencia porcentual 

diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia  - concentracion_antes) / 

 

# Crear el gráfico de barras con el porcentaje de diferencia en el título 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) + # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs( 
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title = paste( 

"Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 

"µg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)" 

), # Añadir diferencia y porcentaje en el título 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)" 

) + 
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5) 

) 

 

 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.9, size = 6) +  # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs(title = paste("Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", 

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2), 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") + 

scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)) 

 

 

 

 

#1AB27 

# Leer los datos 

datos <- read.csv("1AB27 analisis.csv") 

# Calcular la media y desviación estándar para la condición "Antes" 

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 
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# Calcular la concentración máxima en "Despues" y obtener el número de la colonia correspondient 

colonia_maxima_despues <- datos %>% 

filter(Condicion == "Despues") %>% 

group_by(Colonia) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE), 

.groups = "drop" 

) %>% 

slice_max(media_colonia, n = 1) %>% 

pull(Colonia) 

 

concentracion_maxima_despues <-  datos  %>% 

filter(Condicion == "Despues", Colonia == colonia_maxima_despues) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE) 

) 

 

# Crear un dataframe con los resultados de las medias y desviación estándar 

resultados_grafico <- data.frame( 

Condicion = c("Antes", "Max. Después"), 

Concentracion = c(concentracion_antes, concentracion_maxima_despues$media_colonia), 

Desviacion_Estandar  =  c(sd_antes,  concentracion_maxima_despues$sd_colonia), 

Colonia = c("Antes", colonia_maxima_despues) # Añadimos el nombre de la colonia 

) 

# Calcular la diferencia porcentual 

diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia  - concentracion_antes) / 

 

# Crear el gráfico de barras con el porcentaje de diferencia en el título 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) + # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs( 

title = paste( 

"Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 

"µg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)" 

), # Añadir diferencia y porcentaje en el título 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)" 

) + 
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 
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axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5) 

) 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.9, size = 6) +  # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs(title = paste("Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", 

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2), 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)") + 

scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)) 

 

 

 

 

 

#4AP9 

# Leer los datos 

datos <- read.csv("4AP9 analisis.csv") 

 

 

# Calcular la media y desviación estándar para la condición "Antes" 

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE) 

 

# Calcular la concentración máxima en "Despues" y obtener el número de la colonia correspondient 

colonia_maxima_despues <- datos %>% 

filter(Condicion == "Despues") %>% 

group_by(Colonia) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE), 

.groups = "drop" 

) %>% 

slice_max(media_colonia, n = 1) %>% 

pull(Colonia) 
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concentracion_maxima_despues <-  datos  %>% 

filter(Condicion == "Despues", Colonia == colonia_maxima_despues) %>% 

summarise( 

media_colonia = mean(Concentracion, na.rm = TRUE), 

sd_colonia = sd(Concentracion, na.rm = TRUE) 

) 

 

# Crear un dataframe con los resultados de las medias y desviación estándar 

resultados_grafico <- data.frame( 

Condicion = c("Antes", "Max. Después"), 

Concentracion = c(concentracion_antes, concentracion_maxima_despues$media_colonia), 

Desviacion_Estandar  =  c(sd_antes,  concentracion_maxima_despues$sd_colonia), 

Colonia = c("Antes", colonia_maxima_despues) # Añadimos el nombre de la colonia 

) 

# Calcular la diferencia porcentual 

diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia  - concentracion_antes) / 

 

# Crear el gráfico de barras con el porcentaje de diferencia en el título 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 

width = 0.2, color = "black") + # Añadir barras de error para desviación estándar 

geom_text(aes( 

label  =  ifelse(Condicion  ==  "Max.  Después",  paste("Colonia:  ",  Colonia),  "") 

), vjust = -0.5, size = 6) + # Mostrar la colonia solo en "Max. Después" 

labs( 

title = paste( 

"Concentración de Nitrógeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis", 

"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 

"µg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)" 

), # Añadir diferencia y porcentaje en el título 

x = "Condición", 

y = "Concentración de Nitrógeno (µg/ml)" 

) + 
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#B0BEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores 

theme_minimal() + 

theme( 

axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamaño de los 

axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamaño de los textos en el eje Y 

axis.title.x = element_text(size = 16),  # Aumentar el tamaño del título del eje X 

axis.title.y = element_text(size = 16), 

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5) 

) 

 

# Crear el gráfico de barras con los valores exactos encima y las barras de error 

ggplot(resultados_grafico, aes(x = Condicion, y = Concentracion, fill = Condicion)) + 

geom_bar(stat = "identity", show.legend = FALSE) + # Crear las barras 

geom_errorbar(aes( 

ymin = Concentracion - Desviacion_Estandar, 

ymax = Concentracion + Desviacion_Estandar 

), 


