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Resumen

La cafia de azlcar (Saccharum spp.) es un cultivo relevante para Guatemala, debido a su aporte en la
economia e industria agricola. Para obtener un buen crecimiento y rendimiento en los cultivos, es necesario
la aplicacion de fertilizantes nitrogenados. A pesar que, el fertilizante quimico es importante para mantener
el rendimiento y calidad de los cultivos, el uso excesivo de este tiene un efecto dafiino en el medio ambiente
y salud humana. Como una solucién al uso excesivo de fertilizantes nitrogenados se ha planteado el uso de
bacterias diazétroficas; las cuales pueden transformar el nitrégeno atmosférico a una forma mas disponible y
soluble para las plantas. El presente estudio tenia como propésito determinar si el uso de radiacion UV, con el
objetivo de generar una mutagénesis aleatoria, mejoraria la capacidad fijadora de nitrégeno en diferentes cepas
bacterianas de suelo. Ademas, se buscé cuantificar el nitrégeno fijado por bacterias diazotréficas, empleando
un método espectrofotométrico. Se utiliz6 un medio libre de nitrdgeno para seleccionar las bacterias con una
capacidad de fijar nitrgeno. Tras realizar la mutagénesis aleatoria se establecié una mejora en la capacidad
fijadora de nitrégeno todas las mutantes generadas para Pseudomonas baetica, Bacillus subtilis, y Bacillus
cereus. De las colonias individuales, la colonia 22 de Pseudomonas baetica, mostré la mayor diferencia entre
las capacidades de fijacion de nitrégeno de la colonia mutada y la colonia control. Para futuros analisis,
se recomienda realizar una secuenciacion de los genes nif de las colonias mutadas con una mejora en su
capacidad de fijar nitrégeno, para establecer los efectos de las mutaciones inducidas por la radiacion UV.



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.



capituLo 1

Introduccion

La cafia de azUcar es un cultivo clave como fuente de bioenergia y de alimentos, el cual es considera-
do un componente esencial en la economia de multiples paises en las regiones tropicales y subtropicales
[78].Especificamente su produccion comercial se basa en la extraccion de sacarosa, representando mas del
75 % del azlcar producido a nivel mundial [36]. Para obtener un buen rendimiento, calidad y crecimiento
del cultivo, se utilizan fertilizantes nitrogenados, los cuales mejoran parametros agronémicos, la calidad del
jugo y el rendimiento de azlcar [110].Sin embargo, una aplicacidn excesiva con nitrégeno 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 nitrdgeno en los campos agricolas [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 nitrégeno que no es absorbido ni inmovilizado en las reservas de materia
orgénica del suelo, se encuentra expuesto a pérdidas mediante la emision de éxido nitroso, la volatilizacién
de amoniaco y la lixiviacién [107, 102, 19].

El sistema de una aplicacion excesiva de fertilizantes nitrogenados no es sostenible, debido a la reduccién
en su eficiencia y las altas pérdidas al ambiente, por lo que es necesario desarrollar estrategias alternativas
que permitan incrementar la productividad agricola de manera sostenible. En este contexto, es fundamental
que los cultivos adquieran mayor resistencia frente a condiciones de estrés, como sequias o salinidad, asi
como una mayor tolerancia a patdgenos . Una estrategia para lograr estas caracteristicas deseables es el uso de
microorganismos del suelo, especificamente 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 contaminacién ambiental [6]. Una de las
funciones méas importantes de las PGPR es la fijacion bioldgica del nitrdgeno atmosférico, proceso en el que
algunas bacterias, como las del género Azotobacter, Rhizobium y Bacillus, convierten el nitrogeno 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 reduccidn del nitrégeno a compuestos organicos que las plantas pueden asimilar,
contribuyendo a la nutricion de las plantas [16]. En los diazdtrofos, 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 incorporacion de las PGPR como biofertilizantes fomenta el crecimiento de las plantas de
manera directa o indirecta, a través de la solubilizacion de nutrientes del suelo, la produccién de hormonas
estimulantes del crecimiento vegetal y produccion de siderdéforos [9]. La implementacion de estas bacterias
como biofertilizantes mejoraria la eficiencia en el uso de nutrientes y una reduccion del impacto ambiental
asociado con la aplicacion excesiva de fertilizantes quimicos en los suelos.



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 ingenieria genética para
optimizar y fortalecer sus capacidades. Por ejemplo, se han introducido genes que codifican proteinas capaces
de potenciar las funciones beneficiosas de las PGPB y se ha aplicado la técnica de mutagénesis aleatoria para
mejorar procesos especificos y para la produccién de biomoléculas [59, 47]. Dado a que existen multiples
complejos de nitrogenasa, la mutagénesis aleatoria representa una estrategia Util para generar mutantes mas
eficientes en la fijacion de nitrogeno, 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 identificacion y
modificacion de genes que tengan la capacidad de incrementar el rendimiento y crecimiento en plantas, sin
afectar el medio ambiente.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Realizar una mutagénesis aleatoria con radiacion UV a 425nm de cepas con capacidad de fijar nitrégeno.

2.2. Objetivos especificos

» Cuantificar el nitrégeno fijado por bacterias diazotroficas, empleando un método espectrofotométrico.
= Elaborar curvas de crecimiento bacteriano previo al proceso de mutagénesis aleatoria.

» Generar mutantes de las bacterias diazotréficas por medio de la exposicion a radiacion UV a 425nm.
= Evaluar la mejora de la capacidad fijadora de nitrégeno en las bacterias diazotréficas

= Elaborar un cepario con los mutantes de bacterias diazotréficas generados, que logren mejorar la
capacidad fijadora de nitrégeno, luego del proceso de mutagénesis aleatoria.



CAPITULO 3

Justificacion

Guatemala es el pais de la region de Centroamérica con mayor rendimiento de produccion de azUcar por
hectérea de cafia cultivada (82.7 toneladas al afio)[87]. En el 2021 la exportacién de azUcar represent6 el 5 %
de las exportaciones totales del pais, siendo considerado el segundo producto agroindustrial con mayor tasa
de exportacion. De esta manera, el azlcar, el maiz y el banano generan una contribucion superior al 15 %
del PIB agricola del pais [97]. Este alto rendimiento de produccion de azUcar se encuentra vinculado con el
uso de agroquimicos, los cuales son necesarios para el crecimiento y una buena calidad de los cultivos. El
mercado de produccioén y distribucion de agroquimicos en Guatemala, se encuentra alrededor de 250 millones
de délares 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 quimicos ha aumentado debido a una serie de crisis recientes,
como el conflicto entre Rusia y Ucrania y la falta de transporte y logistica para la importacion de insumos
por la pandemia de COVID-19. En América Latina y el Caribe se observo una tendencia de incremento de
las importaciones de fertilizantes quimicos durante los primeros seis meses de 2022, que caus6 en promedio
un incremento del 136.6 % a comparacién del afio anterior [23]. Asimismo, en Guatemala el precio promedio
nacional del quintal de urea incrementé un 82.10 % en 2 afios [26] [97]. La variabilidad de los precios de
fertilizantes quimicos afecta la produccion agricola y la seguridad alimentaria, ya que el alza de precios obliga
a los productores a disminuir la aplicacion de fertilizantes quimicos disminuyendo asi el rendimiento y la
calidad de los alimentos [3]. A pesar que, el fertilizante quimico es importante para mantener el rendimiento
y calidad de los cultivos, el uso excesivo de este tiene un efecto dafiino en el medio ambiente y salud humana.
En los humanos puede causar metahemoglobinemia, diabetes, cancer colorrectal, enfermedad de la tiroides y
defectos del tubo neural [46].

Como una solucién al uso excesivo de fertilizantes nitrogenados se ha planteado el uso de bacterias
diazétroficas. Estas bacterias pueden transformar el nitrdgeno atmosférico a una forma mas accesible y soluble
para las plantas [94]. La aplicacion de estas bacterias como suplemento puede generar un beneficio para el
medio ambiente, salud humana y un beneficio econémico 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 radiacién UV como agente mutagénico para generar una diversidad de mutaciones
y variantes Utiles de manera mas rapida [93]. Recientemente se ha demostrado que el uso de esta tecnologia
ha llegado a mejorar diversos procesos, por ejemplo Macdonald y colaboradores [60] emplearon radiacion
UV como mutageno para incrementar el contenido de fucoxantina en Phaeodactylum tricornutum. Ademas,



Kanakdande y colaboradores [47] utilizaron radiacion UV a 254nmy a 365nm para incrementar el contenido
de lipidos celulares en Bacillus amyloliquefaciens. El presente estudio tiene como propdsito determinar si el
uso de radiacion UV, con el objetivo de generar una mutagénesis aleatoria, mejoraria la capacidad fijadora de
nitrégeno 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 investigacién conformado por el Centro de Estudios en Biotecnologia (CEB)
de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG) y el Ingenio Magdalena.



capituLo4

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 raices de las
plantas y, de esta manera, generar beneficios a sus hospederos. Estos beneficios se obtienen a través de meca-
nismos directos, como la produccion de fitohormonas y aumento en disponibilidad de nutrientes, y mediante
mecanismos indirectos, como la resistencia contra patdgenos. Algunos de los microorganismos utilizados
para aumentar la productividad agricola incluyen: Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Fla-
vobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Frankia, Klebsiella, Clostridium, Trichoderma, Beauveria, Serratia
y Streptomyces [57]. Un ejemplo de la aplicacion de las PGPR para el mejoramiento del rendimiento de
los cultivos es la investigacion realizada por Rosa y colaboradores [83], quienes evaluaron el efecto de la
inoculacion de tres especies de PGPR junto con diferentes dosis de fosforo en el cultivo de cafia de azucar.
En donde se observé un mejoramiento en la acumulacion de nutrientes, la materia seca y el rendimiento
del cultivo. Ademas, Muthukumarasamy y colaboradores [69] establecieron que la asociacion entre bacterias
diazotrdficas solubilizadoras de fosforo y potasio causo el aumento de la clorofila foliar, el contenido de
nitrégeno y la biomasa total.

Uno de los mecanismos por los cuales las PGPR benefician a las plantas es mediante la fijacion bioldgica
de nitrégeno, un proceso donde convierten el nitrégeno gaseoso en formas utilizables para las plantas. En
el estudio realizado por Huang y colaboradores [44], se evaluo el efecto de tres cepas de PGPR sobre el
crecimiento de plantulas de Pyrus betulifolia bajo condiciones limitadas de nitrégeno y el cambio en la
composicidn de las comunidades bacterianas del suelo. Se observé un mejoramiento en el crecimiento de las
plantulas, un aumento en la abundancia de bacterias asociadas con la fijacion del nitrégeno y un incremento
en la abundancia relativa de nitrogenasa en los tratamientos evaluados. Ke y colaboradores [50] reportaron
los efectos de una inoculacion con Pseudomonas stutzeri A1501 en la adquisicion de nitrégeno y sobre
la comunidad bacteriana en la rizésfera del maiz. Los resultados destacaron un incremento significativo
en la poblacion de bacterias fijadoras de nitrdgeno y oxidantes de amonio, en la transcripcion de genes
funcionales relacionados con el proceso de fijacidn de nitrdgeno, y un mejoramiento en el crecimiento del
maiz en condiciones de invernadero. Esta evidencia resalta el potencial de P. stutzeri para disminuir el uso de
fertilizantes sintéticos utilizados en los cultivos de maiz.

Se ha estudiado el impacto de cuatro cepas de PGPR, especificamente Klebsiella sp. Brl, Klebsiella
pneumoniae Frl, Bacillus pumilus S1rl y Acinetobacter sp. S3r2, en la fijacion bioldgica de nitrogeno y
remobilizacion de nitrdgeno en maiz. Este estudio fue realizado con una reduccion del fertilizante nitrogenado
(a un tercio de la dosis recomendada), y se demostré que con la inoculacién con B. pumilus se realizé el



proceso de la fijacién biolégica de nitrédgeno, se retrasd la remobilizacién de nitrégeno en maiz, y aumento
el rendimiento de mazorcas hasta un 30.9 % con una menor aplicacion de fertilizantes nitrogenados [51]. Lin
y colaboradores [55] han estudiado el efecto de inoculantes con PGPR en la biomasa y en la cantidad de
nitrégeno en maiz utilizando cinco niveles de fertilizante nitrogenado (0-100 % de la dosis recomendada). Se
observd que al utilizar los tratamientos con PGPR mejord significativamente el crecimiento del maiz en la etapa
de crecimiento vegetativo V6. Ademas, al utilizarlo en conjunto con una dosis reducida al 50 % de fertilizante
nitrogenado se produjo biomasa y concentraciones de nitrogeno iguales o superiores a las alcanzadas con la
aplicacion del 100 % del fertilizante sin inoculantes. Estos resultados sugieren que al utilizar las PGPR se
podria reducir la fertilizacién inorganica sin afectar el crecimiento de este cultivo.

En otro estudio se evalué cémo las cepas diazotréficas Pseudomonas koreensis CY4 y P. entomophila
CN11 ayudaron en el defensa vegetal, en el proceso de fijacién de nitrégeno y en el crecimiento del cultivo
de cafia de azlcar. Se determiné la capacidad de estas cepas de realizar el proceso de fijacion de nitrégeno
y los resultados indicaron que entre 21 % y el 35 % del nitrégeno de la planta es fijado biol6gicamente por
estas bacterias. Las inoculaciones con ambas cepas aumentaron significativamente la actividad enzimatica, la
produccion de fitohormonas, la expresion de genes relacionados con el estrés y proteccion vegetal [92]. Estos
hallazgos destacan la importancia de las PGPR en la mejora de la eficiencia del uso del nitrogeno y sugieren
su potencial para reducir la dependencia de fertilizantes quimicos 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 irradiacién
UV como mutageno. Shahid y colaboradores [90] y Watanabe y colaboradores [103] han realizado mutagé-
nesis con radiacion UV en cepas de Bacillus sp y Pichia stipitis, las cuales presentaron un mejoramiento en
sus capacidades de solubilizar nutrientes y produccién de etanol. Otra manera de maximizar sus capacidades
es mediante la transferencia de rasgos promotores del crecimiento vegetal hacia aislados de rizobacterias
0 comunidades bacterianas en la rizosfera, generando PGPR mejoradas para su aplicacion en la industria
agricola. La transferencia de estos rasgos se ha enfocado en el proceso de fijacion de nitrdgeno, y uno de
los avances mas significativos fue realizado en 1972 al transferir el clister nif de Klebsiella oxytoca M5al a
Escherichia coli [34].Uno de los principales retos de generar cepas que fijen nitrdgeno es resolver la regulacion
natural de la fijacién de nitrogeno dependiente de amonio. Un estudio demostr6 que, aunque Pseudomonas
stutzeri A1505 no fije nitrogeno en presencia de amonio, la transferencia de los genes nif a P. protegens Pf-5
permitioé que esta cepa adquiriera la capacidad de fijar nitrégeno sin ser inhibida por el amonio. Al modificar
genéticamente la cepa P. protegens Pf-5, esta logro liberar nitrdgeno al entorno y promover el crecimiento de
Arabidopsis, alfalfa, festuca, trigo y maiz en condiciones con baja disponibilidad de nitrégeno [89].



CAPITULO D

Marco teorico

5.1. Canfa de azucar (Saccharum spp.)

La cafia de azUcar se encuentra clasificada en la familia de las gramineas, y al género Saccharum. Existen
al menos seis especies de este género, en donde la cafia de azdcar es un hibrido multiespecie denomidada
Saccharum spp [98]. Las temperaturas 6ptimas para su desarrollo son: 32-38°C para el proceso de germinacion,
32°C para el proceso de macollamiento (proceso fisioldgico donde se obtiene de una misma planta varios tallos)
y 27°C para el crecimiento [37]. La etapa fisiolégica que proporciona un rendimiento econémico es el proceso
de maduracion, la cual es una etapa caracterizada entre el crecimiento rapido y la muerte final de la planta.
Es posible estimar la etapa ideal de maduracién para generar el mayor rendimiento industrial, tomando en
consideracion parametros como la medicion del contenido de polarizacién (porcentaje de sacarosa) en la cafia
de azucar, brix (contenido de sélidos solubles), la pureza y los azlcares reductores [38]. Para su desarrollo,
requiere de diversos nutrientes, los cuales son carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrdgeno, fésforo, 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]. Ademas del producto de sacarosa, se generan derivados como el etanol y subproductos como
melaza (materia prima para la produccién de alcohol) y el bagazo [11]. A nivel mundial, esta planta tropical
contribuye al 70 % de la produccidn de azlcar, y en el 2018 superd las 1,907,024,730 toneladas de produccion.
Los mayores productores de cafia de aztcar con Brasil y la India [31].

La cafia de azlcar (Saccharum spp.) es un cultivo bastante relevante para Guatemala, debido a su aporte
en la economia e industria agricola. 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]. Ademas, representa el 3.0 % del PIB y ha generado
en promedio el 1.11 % del PIB nacional en los ultimos 9 afios, en el periodo de 2007-2016[95]. La cafa de
azUcar también representa un 19.4 % del valor de la produccién agricola y un 23 % del total de las divisas de
productos tradicionales [31]. Guatemala se encuentra como el quinto pais exportador de este producto a nivel
mundial, en segundo lugar para la region de Latinoamérica y en tercer lugar en pardmetro de productividad a
nivel mundial [15].



No. | Productos Monto (en miles de US$) | % participacion [ GRAFICO EN %
Total exportaciones 6,770,650.6 % 39.7
1 | Articulos de vestuario 772,902.1 11.49% | | SS—
2 | Ccafé 618,164.8 919 | 'S
3 | Grasasy aceites comestibles 454,654.5 6.7 | ——
4 | Azlcar 443,575.5 6.6 | —
5 | Banano 400,217.8 590, | M——
0% 5% 10%

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

5.2. Fertilizantes nitrogenados

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

La urea es el fertilizante nitrogenado mas utilizado, ya que contienen el mayor contenido de nitrdgeno
entre todos los fertilizantes nitrogenados sélidos (46 %)[14]. Sin embargo, solamente el 30-50 % de este
fertilizante es absorbido y utilizado por el cultivo de la cafia de azlcar. Se ha observado un uso excesivo de
este fertilizante, lo cual puede provocar una reduccion en la eficiencia del uso del nitrogeno, y el exceso puede
Ilegar a desembocar en rios u otras fuentes de agua potable, generando contaminacién en el medio ambiente
y generando la acidificacién 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 aplicacion insuficiente provoca un crecimiento deficiente en la cafia de azlcar, 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 caracteristica de contener microorganismos vivos o latentes, los cuales pro- mueven de forma directa o
indirecta el crecimiento en plantas mediante la obtencién de nutrientes [17]. Los biofertilizantes son amigables
con el medio ambiente, ya que el riesgo de contaminacion ambiental es relativamente bajo en comparacion
con los fertilizantes nitrégenados. Ademas, tienen la habilidad de ayudar a controlar enfermedades de las
plantas, mediante mecanismos como la competencia por nutrientes, limitando la proliferacién de patégenos y
por medio de la activacién 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 podria aumentar
la produccidn agricola y proteger la calidad microbiologica del suelo [30]. Un grupo especifico 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 raices de
las plantas, favoreciendo su crecimiento mediante diversos mecanismos fisiologicos[72]. Estudios recientes
han demostrado que los biofertilizantes compuestos por desechos organicos, nitrégeno mineral o con el uso
de PGPR, mejoraron la eficiencia del nitrégeno y tiene efectos positivos cuantificables en las comunidades
microbianas del suelo del cultivo [56].



5.4. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las PGPRs son de vida libre, colonizan la rizésfera 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 enddéfitos de muchos cultivos. Dentro de las especies mas encontradas en las raices de
la cafia de azlcar son : Enterobacter, Bacillus, Klebsiella, Herbaspirillum, Burkholderia, Azospirillum, y
Gluconacetobacter [64]. Especificamente en el tejido vegetal de distintas variedades de cafia de azlcar, 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 accién de las PGPR que ayudan al crecimiento en las plantas se pueden dividir en
dos, un mecanismo directo o indirecto. EI mecanismo directo es caracterizado por facilitar la obtencion de
nutrientes o regular los niveles de hormonas vegetales. Dentro de este mecanismo se incluye la produccion de
auxinas, ACC desaminasa, citoquinina, giberelina, fijacién de nitrégeno, y solubilizacion de fosforo [39]. El
mecanismo indirecto se encuentra caracterizado por la habilidad de las bacterias para inhibir el funcionamiento
de uno o mas organismos patégenos. Mediante este mecanismo se observa la produccién de ACC desaminasa,
antibioticos, enzimas enfocadas en la degradacién de la pared celular, competencia, cianuro de hidrégeno,
resistencia sistémica inducida, interferencia con el sistema quorum sensing y produccion de sider6foros
[29]. Como se observa en la figura 3.2, las PGPR pueden actuar como agentes de biocontrol empleando los
siderdforos que producen, ya que limitan la proliferacién de fitopatdgenos al impedir que adquieran suficiente
hierro [30]. [74].

no-leguminosas

Tolerancia a
estrés ambiental

Biocontrol Resistencia sistémica
(antibiéticos, micoparasitismo)

Figura5.1: Mecanismo de accién de las PGPR, 1. Mecanismo directo, 2. Mecanismos indirectos [75]

La productividad y eficiencia de los cultivos aplicando las PGPR puede mejorarse ain mas con la optimi-
zacion y aclimatacion de acuerdo con las condiciones predominantes del suelo. [1]. Tomando en consideracion
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 observé un incremento en la
longitud de los botes, el peso, en el coeficiente de germinacion, entre otros factores. Ademas, se ha utilizado
Pseudomonas sp. en el cultivo de trigo y soya, y se observo un incremento en las actividades enzimaticas
del suelo, en la productividad y absorcion de nutrientes [38]. Para su aplicacion en el cultivo de cafia de
azUcar, un estudio empled tres especies de PGPR en conjunto con diferentes dosis de fésforo. Se analizé
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que la combinacion de Azospirillum brasilense y Bacillus subtilis mejord la materia seca, el porcentaje de
acumulacién de fésforo y generd un incremento de 38 % en el nimero de tallos de este cultivo[83]. En otro
estudio aplicado en cafia de azUcar, se report6 que el uso de B. subtilis puede Ilegar a mejorar la fertilidad del
suelo e incrementar el crecimiento de brotes y raices[85].

5.4.1. Fijacion bioldgica de nitrégeno

El proceso de la fijacion biol6gica de nitrégeno es considerado como una alternativa para el uso de
fertilizantes nitrogenados. Esta consiste en transformar el nitrégeno atmosférico (N2) en una forma mas
simple, soluble (disponible) y no téxica (NH4+) [40].

El ciclo bioldgico del nitrégeno es mediado por cuatros etapas: fijacion, asimilacion, nitrificacion y
desnitrificacion de nitrégeno. Durante la fijacion, el nitrégeno atmosférico se convierte a amonio (NH4+) con
la ayuda de bacterias simbioticas. En el proceso de nitrificacion, 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 nitrégeno molecular por las bacterias desnitrificantes. De esta manera, completando
el ciclo del nitrégeno [43].

La fijacion bioldgica de nitrégeno puede ser realizada por bacterias y arqueas. Esta clasificacion incluye
fijadores de nitrdgeno de vida libre y fijadores asociativos y simbi6ticos.

= De vida libre: Microorganismos que colonizan la rizésfera pero no tiene la habilidad de colonizar el
tejido vegetal[94] .

» Fijadores de nitrégeno asociativos: En la fijacion asociativa existe una asociacion causal entre plantas
y diazotrofos[75].

= * Fijadores simbidticos: Los microorganismo simbioticos tiene la ha- bilidad de formas nddulos en la
raiz, por lo que fijan el nitrégeno dentro de los nédulos [82].

La fijacion bioldgica de nitrogeno es catalizada por la enzima nitrogenasa, la cual se encuentra compuesta
por dos componentes metélicos: la dinitrogenasa MoFe y la dinitrogenasa reductasa. Estos componentes son
codificados por los genes nif ; especificamente 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 oxigeno, por lo que en respuesta al oxigeno o sefiales redox, existen cuatro proteinas que regulan la
fijacion de nitrégeno: la histidina quinasa FixL, la histidina quinasa RegB, el antiactivador NifL y el activador
dependiente de 054 NifA [33].

5.5. Mejoramiento de bacterias promotoras de crecimiento vegetal

A pesar de los multiples beneficios en el rendimiento y crecimiento de los cultivos al emplear las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal, se han aplicado herramientas de ingenieria genética para mejorar y
potenciar las capacidades de estas bacterias. Algunos ejemplos en los cuales se ha utilizado la ingenieria
genética para lograr un mejoramiento es mediante la introduccidn de genes que codifican proteinas que
mejoran la funcién beneficiosa de PGPB [45]. Asimismo, se ha utilizado la técnica de mutagénesis aleatoria
para la mejora de procesos y produccién de biomoléculas.

En el estudio realizado por Ramos y colaboradores ([79]), una cepa de Pseudomonas fue sometida a
mutagénesis quimica empleando metil metanosulfonato, con el objetivo de mejorar su contribucion a la
nutricion de nitrégeno en maiz. De 13 cepas mutadas, 4 mostraron un aumento en la produccién de amonio y
de auxinas. Ademas, se realizaron ensayos de inoculacién que demostraron un aumento de la biomosa de las
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plantas de maiz, en condiciones limitantes de nitrégeno. Por lo que se establecié que la técnica de mutagénesis
aleatoria gener6 cepas de PGPB con mayor potencial de suministrar nitrdgeno. Ademas, en otro estudio con
mutantes espontaneas resistentes a etilendiamina de A. brasilense, se observé que dos mutantes presentaron
una actividad nitrogenasa en medio libre de nitrégeno de dos a tres veces mayor a comparacion de las no
mutadas. Incluso al ser expuestas a una atmdésfera enriquecida con nitrégeno, ambos mutantes incorporaron
cantidades significativas de nitrogeno en el material de raiz y brotes mucho mayores (835 y 695 ng de N) a
comparacion de la cepa tipo salvaje (474 ng de N) [21].

5.5.1. Mutaciones

Las mutaciones son cambios en la secuencia de nucleétidos de un organismo. Proceso que puede ocurrir
debido a errores en la replicacidn del ADN o por la exposicion a mutagenos como quimicos o por irradiacion
[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 segun 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 seleccion 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 presién 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 colonizacién en el hospedero; mediante la resistencia a antibiéticos, evasién del
hospedero y mejoras en la habilidad de adaptacion a nuevos ambientes. En cuanto a los procesos celulares
que pueden llegar a promover la mutagénesis aleatoria se pueden incluir:

= Replicacién de ADN: proceso semiconservativo en donde cada hebra parental posee la funcion de
plantilla para la sintesis de una hebra complementaria. Una de las enzimas mas importantes para este
proceso es la ADN polimerasa [24].

= Transcripcion: proceso en el cual un segmento en especifico de ADN es empleado como una plantilla
para la sintesis de una molécula de ARN, lo cual se genera mediante la ayuda de la ARN polimerasa
[67].

= Recombinacidn: 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 metabdlicos que generen especies reactivas de oxigeno [88].

Los mecanismos de las modificaciones generadas por mutagénesis aleatoria son las transiciones, proceso
en el cual existe una substitucién de un nucledtido de purina por otro de purina; transversiones, substitucion
de un nucleotido de purina por una pirimidina o al revés; deleciones, eliminacién de uno o méas nucleotidos
de un gen; inserciones, incorporacién de uno 0 mas nucleétidos en un gen; e inversiones, rotacién de 180° de
un segmento de ADN de doble hebra [52].

5.5.3. Aplicaciones de la mutagénesis aleatoria

Debido a que la implementacion de la mutagénesis aleatoria es facil de realizar y econémicamente
razonable, se ha implementado para mejorar diversos procesos bioldgicos.
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= *Industria de las micro algas: se ha empleado como una metodologia para generar cepas mas productivas
(considerando factores como biomasa y los compuestos deseados), y para crear cepas mas resistentes a
factores ambientales [99].

» Mejora de proceso y produccion de biomoléculas: Existe un estudio donde realizaron el proceso de
mutagénesis aleatoria mediante radiacion UV y metanosulfonato de etilo (EMS) para mutar Chlorella
vulgaris. Se encontrd que las cepas mutantes aisladas presentaron un 67 % de incremento en el contenido
de lipidos y un incremento de 37 % en el contenido de biomasa [86]. Ademas, en otro estudio se empleo
radiacién UV en cepas de Chlamydomonas reinhardtii, y encontraron un 50 % de sobreproduccion 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 aplicacion. Para realizar la mutagénesis aleatoria, se pueden emplear
agentes mutagénicos quimicos como fisicos [91]. En el grupo de los quimicos se incluyen compuestos como
acriflavina, metanosulfonato de etilo (EMS), sulfato de dietilo, y metilnitrosoguanidina (MNNG)[15]. En
el caso de los fisicos se realiza mediante la aplicacion de dosis de radiacién a células con radiacion UV,
laser, rayos X, irradiacion de iones pesados y gamma. La irradiacion UV se encuentra clasificada en tres
grupos: UV-C (190-290nm), UV-B (290-320nm) y UV-A(320-400nm). Especificamente el ADN absorbe a
260nm[20].

5.5.5. Radiacion Ultra Violeta -UV-

El mecanismo de accién de la radiacion Ultra Violeta (UV) consiste en la absorcién de parte de las
moléculas de ADN, generando un enlace covalente de pirimidinas; por lo que se forma dimeros que impiden
el emparejamiento normal de bases y cambian la estructura de doble hélice del ADN. Donde se genera dos
fotoproductos principales: dimeros 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 reparacidon por escision de
nuclettidos bacterianos (NER) es la ruta principal de reparacién de lesiones de ADN provocadas por radiacion
UV. La cual es una ruta que fue observada por primera vez en un estudio con Escherichia coli, donde se
analizé que la radiacién UV causaba una reparacion de tramos cortos de ADN, indicando que el método de
reparacion consistia en eliminar nucleétidos completos dafiados [41].

Se ha investigado que existe una diferencia en la sensibilidad a la radiacion con UV en distintas fases de
crecimiento bacteriano, especificamente una mayor sensibilidad durante la fase exponencial de crecimiento
a comparacion de la fase estacionaria. En la fase exponencial, las células se encuentran en un estado de
proliferacion activa, por lo que mas ADN se encuentra expuesto a posibles dafios por radiacién [66]. En el
caso de Escherichia coli, se ha estudiado una mayor resistencia a la radiacion UV en la fase estacionaria,
a comparacion de la fase exponencial. Sugiriendo un posible aumento en los mecanismos de reparacion de
ADN durante la fase estacionaria 0 una menor tasa de replicacion que permite mayor tiempo de reparacion
del ADN [1]

Se ha estudiado que el proceso de mutagénesis aleatoria empleando radiacién UV ha generado mejora-
mientos de caracteristicas en bacterias, hongos, microalgas y plantas. En un estudio reciente se analiz6 el
efecto de utilizar radiacién UV para generar una mutagénesis aleatoria en cepas de Bacillus subtilis, para la
seleccion de productores de proteasas. Como parte del estudio se determiné que dos cepas mutantes obtuvie-
ron un incremento de produccion de proteasas de 45.63 % y 41.39 %, a comparacion 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 observé una reduccion en el contenido
de glucosinolato [12]. Ademas en otro estudio, se ha empleado UV-C en la microalga Scenedesmus obliquus,
y se ha analizado la productividad de acidos grasos trans y se establecié que el mutante sim1 a comparacion
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Figura 1. Formacién de dimeros de timina inducido por la radiacién UV. A: Dimero cis-syn

ciclobutano (CPD). B: Fotoproducto pirimidin(6-4) pirimidona (6-4PP).
Figura 5.2: Mecanismo de accion de la radiacién Ultra Violeta. A: Fotoproducto : dimeros de ciclobutano-
pirimidina (CPDs). B: Fotoproducto de 6-4 pirimidina pirimidona (6-4 PPs) [40].

del tipo salvaje increment6 el contenido de triacilglicerol por un 57 % [17]. Shahid y colaboradores [90],
utilizaron irradiacion UV con el objetivo de aumentar las caracteristicas de una cepa PGPR Bacillus sp.
tolerante a metales. Dos de los mutantes, mostraron un aumento in vitro en la solubilizacién de fosfato y la
produccion de amoniaco a comparacion de la cepa original. Estos mutantes fueron inoculados en plantas de
trigo, los cuales mantuvieron la densidad poblacional 6ptima, y aumentaron la biomasa y longitud de la raiz y
tallo. Watanabe y colaboradores [103] generaron un mutante de Pichia stipitis mediante el uso de irradiacién
UV, con el proposito de aumentar la productividad de etanol de la levadura. El mutante produjo 4.3 % de
etanol a partir de xilosa, en comparacion del 3.1 % de la cepa original. El objetivo de generar esta cepa mutada
era para aplicarla en el proceso de fermentacion de biomasa lignocelulésica, donde la conversion de pentosas
a etanol es un paso importante.

5.6. Meétodo espectrofotométrico

La espectrofotometria es una técnica que consiste en medir la interaccion de la luz con un material. Donde
a medida que la luz interact(ia con el material, esta puede ser reflejada, transmitida, dispersada o absorbida. Por
lo que la cantidad de radiacion especifica (fotdn) 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,
quimicos, bioquimicos y de biologia molecular para la identificacién y cuantificacion de diferentes muestras,
[27].

Especificamente la técnica de espectrofotometria de radiacion ultravioleta y luz visible, se basa en el
principio de la atenuacion de la medicion de la radiacion 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 concentracion del analito de interés y a la distancia de la luz cuando atraviesa el analito en el proceso
de irradiacion. En cuanto al equipo utilizado, este se conoce como espectrofotémetro, y sus componentes
esenciales son una fuente de luz/radiacidn, un colimador, un monocromador y un detector [76].

Esta técnica puede ser aplicada para estudiar el proceso de fijacion de nitrogeno en bacterias. En el estudio
de Coérdova y colaboradores [25], se presenta el uso de este método espectrofotométrico para estimar la
capacidad de fijacion bioldgica de nitrogeno de las bacterias cultivadas en un medio liquido libre de nitrégeno
. Basandose en la variacion de la absorbancia generada por el cambio de tonalidad del azul de bromotimol en
el medio de cultivo.
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CAPITULO ©

Metodologia

6.1. Sitio de estudio

La presente investigacion se llevo a cabo en el Departamento de Bioquimica y Microbiologia y en el
Centro de Estudios de Biotecnologia (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala.

6.2. Disefo, enfoque y tipo de investigacion

Es una investigacién experimental con un enfoque de investigacion cuantitativa.

6.3. Tipoy tamafo de muestra

La poblacion de estudio son las bacterias diazotroficas aisladas del suelo de cafia de azdcar, 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 nitrégeno.

6.4. Hipotesis

6.4.1. Hipotesis de investigacion

La aplicacion de mutagénesis aleatoria con radiacion UV en bacterias diazotrdficas presentara un mejo-
ramiento en las capacidades fijadoras de nitrdgeno, a comparacion de las cepas no mutadas
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6.4.2. Hipotesis nula

La aplicaciéon de mutagénesis aleatoria con radiacién UV en bacterias diazotr6ficas no presentard un
mejoramiento en las capacidades fijadoras de nitr6geno, a comparacion de las cepas no mutadas

6.5. Variables

Tabla 6.1: Definicion de variable

Variable Definicion Naturaleza Unidades de medi-
cién

Habilidad de Tas ce-
pas bacterianas de
transformar el ni-
Concentracion de nitrogeno | trégeno atmosféricos | Cuantitativa ug/ml
(N2) en una forma
mas simple, soluble y
no toxica (NH4+)

Tiempo de exposi-
Tiempo cién a la radiacion Cuantitativa Segundos
uv

6.6. Metodologia

6.6.1. Reaislamientoy purificacidn de las cepas seleccionadas

La seleccion de las cepas bacterianas de interés fueron determinadas en base a sus caracteristicas bioqui-
micas, especificamente su capacidad de fijar nitr6geno, las cuales fueron analizadas por Valeria Ochoa [17].
Ademas, en el estudio realizado por Say [2] la cepa 2MO12 fue identificada con genes asociados a la fijacion
de nitrégeno. Para reaislar las cepas bacterianas de interés, se tomé 10ul de la bacteria del cepario en 990u d
caldo LB para realizar el cultivo toda la noche. Luego de una incubacion 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 colocd 1ml del cultivo dejado toda la noche en 4ml de caldo LB. Se inoculd en agar
nutritivo y se dejé incubar por 24 horas.

6.6.2. Meétodo espectrofotométrico para la estimacion de la fijacion de nitrégeno de
bacterias diazotroficas

Para la estandarizacion de la curva estandar para la cuantificacion de nitrogeno, se realiz6 una curva con
23 soluciones a diferentes concentraciones, a las cuales se le midieron su valor de absorbancia a 610nm en el
espectrofotdmetro de la marca UNICO. Con la ecuacién de regresion lineal obtenida, se determind la cantidad
de nitrégeno fijada por las cepas seleccionadas. En el POE 20 se encuentra a detalle la metodologia utilizada
para estimar la cuantificacion de nitrogeno.
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6.6.3. Mutagénesis aleatoria mediante el uso de radiacion Ultra Violeta

Antes de realizar el proceso de mutagenésis aleatoria, se estandariz6 el método para cada especie bacte-
riana. Lo cual se realiz6 mediante un conteo de las colonias supervivientes ante la exposicion de irradiacion
UV. Mediante el conteo de las colonias supervivientes para cada especie se estableci6 el rango adecuado
de exposicidn a la irradiacion UV. Ademas, se elaboraron curvas de crecimiento en caldo LB y caldo libre
de nitrégeno, con el objetivo de establecer el tiempo especifico en la cual las bacterias empiezan su fase
logaritmica de crecimiento.En el POE 22 se encuentra a detalle la metodologia utilizada para la realizacion
de las curvas de crecimiento.

Con bhase a la metodologia descrita por del Cid [22], se realizé una solucién estandar 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 radiacion UV por intervalos de 0-4 segundos. Se incubaron por 24 horas, y se
realiz6 el conteo de colonias. Al ser recolectadas, se cuantificd la cantidad de nitrdgeno fijado siguiendo la
misma metodologia del POE 20. En el POE 21 se encuentra a detalle la metodologia utilizada para estimar la
cuantificacion de nitrogeno.

6.6.4. Analisis estadistico

Se analizaron los datos obtenidos mediante el software RStudio-2023.12.0-369. En donde para establecer
si los datos seguian una distribucion normal, se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. En el caso
que seguian una distribucién normal se realiz6 la prueba t de Estudiante, y un ANOVA. En el caso que no
seguian una distribucion normal, se realiz6 la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney para comparar las medianas
de los grupos independientes.

6.6.5. Elaboracion de un cepario de las bacterias diazotréficas mutadas con una alta
capacidad de fijar nitrégeno

Mediante el analisis estadistico, se determin6 que cepas tuvieron un cambio en sus capacidades de fijar
nitrogeno para implementarlas en un cepario nuevo. Por lo que se inocul6 una colonia en 1ml de medio
nutritivo, la cual se dej6 incubado durante la noche. Luego se tomé 500 ul del cultivo y coloc6 en un nuevo
tubo. Se agreg6 500 uL de glicerol al 40 %. Inmediatamente se colocan en el congelador a -800C.
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Figura 6.1: Diagrama de flujo de la metodologia resumida.




CAPITULO [

Resultados

7.1. Uso y validacion de la curva estandar

Curva estandar de la concentracion de nitrogeno

0.04

y = 0.0007x - 0.004
R*=0.9678
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Figura 7.1: Curva estandar de la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo NFb versus absorbancia.La
linea de regresion es representada por la ecuacidn y=0.0007x-0.004, donde y corresponde a la absorbancia y
x corresponde a la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo.

Se empled el método espectrofotométrico para la realizacion de la curva estandar, donde la concentracion
de nitrégeno fue estimada a partir de los iones de amonio en el medio de cultivo. En la figura 6.1 se observa
una correlacion positiva entre las concentraciones de nitrégeno y los valores de absorbancia medidos a 610nm,
obteniendo un valor de R? de 0.9678. El valor obtenido para el R2 indica que el modelo se ajusta bien a los
datos.

Tras el analisis de varianza (ANOVA) para las medias de la concentracion de nitrégeno fijado por las
distintas cepas bacterianas, se establece que existe una diferencia significativa entre las concentraciones de
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nitrégeno 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 distribucién 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 nitrégeno
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 variacion | Df | Sumadecuadrados | Mediacuadrética | valor F Pr(>F)
Cepa 6 4923 820.6 38.27 | 3.85e-07 ***
Residuals 12 257 214

Cuadro 7.1: Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) para los datos de fijacion de nitrégeno 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 analisis de ANOVA, se realiz6 una prueba post-hoc
de Tukey (ver Cuadro 7.4). Al analizar el cuadro, se observa que las cepas Bacillus paramycoides (1BP10),
Bacillus subtilis (2M012), y Bacillus cereus (4AP9) cuentan con diferencias significativas entre sus medias
de la concentracién de nitrogeno fijada en comparacion 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 estadisticamente significativas
entre estas cepas en cuanto a su capacidad de fijar nitrégeno.

1Signif. codes: 0 “***°0.001 “***0.01 “**0.05°0.1¢ 1
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Comparacion diff wr 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
2MO014-1AB27 | 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 | 5.952279%-03
2MO12-1BP10 | -15.716667 | -28.9489364 | -2.4843969 | 1.675883e-02
2MO014-1BP10 | -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
2M0O14-2AP10 5.713333 -7.5189364 | 18.9456031 | 7.343319-01
4AP9-2AP10 15.240000 2.0077302 | 28.4722698 | 2.066991e-02
Blanco-2AP10 -51.900000 | -70.6132554 | -33.1867446 | 7.720627e-06
2MO014-2M012 | 3.333333 -0.8989364 | 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), Iwr (limite inferior del intervalo de confianza), upr (limite 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 (LAB27), indica una diferencia estadisticamente significativa. VValor p (0.0207)
obtenido para la cepa Bacillus subtilis (2M012) y Pseudomonas baetica (1AB27), indica diferencia estadisticamente significativa. Valor
p (0.9942) obtenido para la cepa 2M0O12 y Bacillus cereus (2AP10) indica que no existe una diferencia significativa entre sus medias.
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Figura 7.2: Visualizacién de la concentracion de nitrégeno fijada mediante el método espectrofotométrico,
previo a la irradiacion con UV. Codigo de las cepas: Pseudomonas baetica (1AB27), Bacillus paramycoides
(1BP10), Bacillus cereus (2AP10), Bacillus subtilis (2M0O12), Burkholderia cepacia (2M0O14), y Bacillus
cereus (4AP9).

En la Figura 7.2 se observa los resultados de la cantidad de nitrégeno fijado por las bacterias de suelo, lo
cual fue estimado por la ecuacion de la linea ajustada del método espectrofotométrico. El analisis estadistico
ANOVA, complementado con la prueba post-hoc de Tukey, respalda los resultados observados en el grafico
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 mas altas y distribuciones que indican una
mayor capacidad para fijar nitrdgeno en comparacion con otras cepas, como Pseudomonas baetica (LAB27),
cuya concentracién es significativamente menor. Segun la prueba de Tukey, la cepa Bacillus paramycoides
(1BP10) destaca por tener una diferencia significativa mas 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 nitrégeno (Figura 7.4), se observo el inicio
de la fase exponencial luego de 300 minutos. Ademas, se observa como en este medio libre de nitrdgeno se
presenta un crecimiento mas limitado y variable a comparacion con el medio enriquecido.
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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, , patron de crecimiento constante, ligeramente mas lento a compa-
racién de la curva a (b). Curva de crecimiento para Bacillus cereus (c). Curva de crecimiento para Bacillus
subtilis, se observa una tasa de crecimiento méas lenta, alcanzado un valor OD600 menor a 0.2(d). Patrén de
crecimiento similar(c y f). Curva de crecimiento para Burkholderia cepacia, inicio de fase de crecimiento
exponencial mas rapida a comparacion de las demas curvas de crecimiento (e). Curva de crecimiento para
Bacillus cereus (f).

23



0.05 0.05
0 o
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (min) Tiempo (min)
© (d)
025 025
02 02
o 015 o 015
(=1 (=1
‘=] ‘=]
o o
O pa O 01
0.05 0.05
0 0
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (min) Tiempo (min)
©) (®
025
0.25
02
02
o 0.15
3 Q 01s
(a] o
S o1 o
o o1
005 0.05
0 0
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 7.4: Curvas de crecimiento bacteriano en caldo NFb. Curva de crecimiento para Pseudomonas baetica,
patrén de crecimiento gradual (a). Curva de crecimiento para Bacillus paramycoides (b), curva de crecimiento
constante, menos pronunciada a comparacion con Pseudomonas baetica . Curva de crecimiento para Bacillus
cereus (c). Cuentan con un patron de crecimiento gradual alcanzando un OD600 cercano a 0.2 (c y ). Curva
de crecimiento para Bacillus subtilis (d). Curva de crecimiento para Burkholderia cepacia, se observa un
patron de crecimiento mas lineal (e). Curva de crecimiento para Bacillus cereus (f).
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Figura 7.5: Visualizacion de la concentracion de nitrégeno fijada previo y luego de la irradiacién con UV.
*: corresponde a un valor p < 0.05, por lo que existe diferencia significativa entre la concentracion fijada
previo y post a la irradiacién. Concentracién de nitrdgeno fijada por Pseudomonas baetica (a). Concentracion
de nitrogeno fijada por Bacillus paramycoides (b). Mediciones realizadas en triplicado y con una dosis de
radiacion de 3 segundos.
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Figura 7.6: Visualizacion de la concentracion de nitrégeno fijada previo y luego de la irradiacion con UV. *;
corresponde a un valor p < 0.05, por lo que existe diferencia significativa entre la concentracion fijada previo
y post a lairradiaciéon. Concentracién de nitrégeno fijada por Bacillus subtilis (a). Concentracion de nitrégeno
fijada por Bacillus cereus (b). Mediciones realizadas en triplicado y con una dosis de radiacion de 3 segundos.
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Figura 7.7: Visualizacion de la concentracién de nitrégeno fijada por Bacillus cereus previo y luego de la
irradiacion con UV. *: corresponde a un valor p < 0.05, por lo que existe diferencia significativa entre la
concentracion fijada previo y post a la irradiacion. Mediciones realizadas en triplicado.

Para evaluar si existian diferencias estadisticas en la concentracion de nitrégeno fijado antes y después de
la radiacion con UV, se realizaron pruebas t para comparar las medias de la concentracion 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 estadisticamente diferentes con respecto a la media de la concentracion de nitrégeno de la cepa
control, debido a que sus valores p son menores a 0.05. En la gréfica (b), correspondiente a la cepa Bacillus
paramycoides, Unicamente las colonias 19 y 4 no cuentan con diferencias significativas en sus medias de
concentracion de nitrogeno con respecto al valor de concentracion 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 estadisticamente
diferentes con respecto a la media de la concentracion de nitrégeno de la cepa control, debido a que sus
valores p son menores a 0.05. En la grafica (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 concentracién en comparacion con la colonia control. Las 10 colonias analizadas para Bacillus
cereus presentaron una capacidad significativamente mayor de fijacion de nitrégeno luego de la irradiacion, en
comparacion con la colonia no expuesta a la irradiacion (ver Figura 7.7). Para el caso de la cepa Burkholderia
cepacia, no fue posible obtener colonias mutadas, por lo que Unicamente se evalué su capacidad de fijar
nitrégeno previo a la irradiacion.

Tras el analisis estadistico con las pruebas t, se identificaron las colonias de cada cepa bacteriana con la
mayor capacidad de fijar nitrégeno. En la Figura 7.8, se destaca que la colonia 22 presentd una diferencia
en la concentracién de nitrégeno de 63.34 ug/ml, a comparacion de la colonia control, siendo esta la mayor
diferencia observada entre las capacidades de fijacion de nitrogeno de la colonia mutada y la control. Para
la cepa Bacillus paramycoides, la colonia 14 present6 una diferencia de 30.48 ug/ml en la concentracion de
ditrégeno a comparacion de la colonia control. Para la cepa Bacillus subtilis, la colonia 5 obtuvo una diferencia
de 41.43 ug/ml. Se observé que la colonia 12 para Bacillus cereus, fue la que present6 la menor diferencia
en su capacidad de fijar nitrdgeno a comparacion de la colonia control, ya que solamente obtuvo una
diferencia de 29.53 ug/ml. En la Figura 7.12, la colonia 3 para Bacillus cereus, obtuvo una diferencia
similar (41.91 ug/ml) con el valor obtenido para la colonia 5 de Bacillus subtilis (41.43 ug/ml).
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Figura 7.8: Visualizacion de la concentracion de nitrégeno fijada por Pseudomonas baetica previo y luego de
la irradiacion con UV.
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Figura 7.9: Visualizacion de la concentracion de nitrégeno fijada por Bacillus paramycoides previo y luego
de la irradiacién con UV.
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Figura 7.10: Visualizacidn de la concentracion de nitrégeno fijada por Bacillus subtilis previo y luego de la
irradiacion con UV.

Concentracién de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis
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Figura 7.11: Visualizacidon de la concentracion de nitrégeno fijada por Bacillus cereus previo y luego de la
irradiacion con UV.
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Figura 7.12: Visualizacidn de la concentracion de nitrdgeno fijada por Bacillus cereus previo y luego de la
irradiacion con UV.
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CAPITULO 8

Discusion

El presente estudio tenia como propdsito determinar si los mutantes producidos por mutagénesis aleatoria
podian poseer una mejor capacidad fijadora de nitrégeno comparada con las cepas originales. Para esto,
se realiz6 una curva estandar empleando un método espectrofotomeétrico, permitiendo estimar la cantidad
de nitrégeno fijada por estas bacterias de suelo directamente en el medio de cultivo. Las mediciones de la
concentracion fijada de nitrégeno en el medio de cultivo NFb se realizaron previo a la irradiacion con UV y
posteriormente a la irradiacion, de esta manera se evalud el efecto de las mutaciones inducidas por parte de
la radiacién UV en el proceso de fijacion del nitrogeno.

El nitrégeno fijado por la distintas cepas bacterianas se analizé mediante la prueba estadistica de Tukey,
donde las cepas Bacillus paramycoides, Bacillus subtilis, y Bacillus cereus cuentan con diferencias significati-
vas entre sus medias de la concentracion de nitrégeno fijada en comparacién con otras cepas. Se puede concluir
que las cepas del género Bacillus demostraron una capacidad fijadora de nitrogeno mayor en comparacion
con las otras cepas bacterianas, como se aprecia en la Figura 7.2. La variabilidad observada en la fijacion de
nitrégeno entre las distintas cepas bacterianas subraya la relevancia del género Bacillus, donde se ha reportado
actividad de fijacion de nitrogeno en cepas de este género aisladas de la riz6sfera, incluyendo especies como
B. megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. circulans, B. licheniformis, B. subtilis y B. firmus [32].

Esta mayor capacidad de fijar nitrégeno 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 reduccion de nitrégeno 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 reduccion de acetileno, que permite medir la produccion de etileno como un indicador de la
capacidad fijadora de nitr6geno [104]. Con esta metodologia, 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 C;H./mg proteina/dia , siendo valores superiores en comparacion con otras
especies bacterianas. En particular, Bacillus cereus también ha registrado una actividad nitrogenasa desta-
cada, con valores de 94.52 + 4.99 nmol C;H4/mg proteina/dia [109]. En el estudio de Kaushal y Kaushal
[48], Bacillus pumilus y Bacillus subtilis mostraron una actividad maxima de nitrogenasa de 437.26 y
418.45 nmol C;Ha/mg proteina/dia. Debido a esta maxima actividad, Bacillus pumilus fue incorporado co-
mo biofertilizante en el estudio. Los resultados demostraron que el uso de esta cepa en combinacién con un
75 % de la dosis recomendada de fertilizantes nitrogenados y fosfatados, aumentd el rendimiento del cultivo
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de coliflor en un 27.29 %, en comparacién con la aplicacién completa de fertilizantes quimicos. Por lo que
la incorporacién de diversas especies del género Bacillus como biofertilizantes puede promover un manejo
agricola mas sostenible, ya que se estaria reduciendo la dependencia del uso de fertilizantes quimicos al
aprovechar la capacidad fijadora de nitrdgeno de estas bacterias.

La capacidad fijadora de nitrdgeno para la cepa Bacillus paramycoides se relaciona con lo investigado
por Apaza y colaboradores [8], quienes identificaron genes en su genoma implicados en la asimilacién de
amoniaco (gInR, gInA y gltB) y genes relacionados con la denitrificacion aerébica, tales como narG, narH,
narJ, y narl. La presencia de estos genes indica una mayor flexibilidad y capacidad para utilizar diversas fuentes
de nitrégeno. Nafisah y colaboradores [70] en su estudio comparativo con distintos aislados de bacterias no
simbioticas fijadoras de nitrégeno encontraron que B. paramycoides destacd 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 nitrégeno en forma de amonio.
La combinacién de su alta produccion de amonio y su habilidad para adaptarse a diferentes condiciones
ambientales mediante el aprovechamiento de diversas fuentes de nitrdgeno, sugieren que esta cepa cuenta con
habilidades prometedoras para su aplicacion en la agricultura sostenible.

En el caso de Pseudomonas spp., se ha identificado una isla genética de fijacion de nitrégeno en la
especie Pseudomonas stutzeri. La cual contiene 52 genes nif establecidos en 11 operones dependientes de
NifA-c° [106]. Las capacidades fijadoras de nitrégeno se encuentran influenciadas por los mecanismos
regulatorios, especificamente para la especie Pseudomonas stutzeri, se ha estudiado que bajo condiciones de
fijacion de nitrogeno, existe una regulacion positiva de 166 genes relacionados con este proceso. Ademas, los
11 operones dependientes de NifA- ¢ 5 mostraron una expresion hasta 10 veces mayor en comparacion de las
condiciones normales[84].Aunque Bacillus cuente con una menor cantidad de genes nif a comparacion de
Pseudomonas stutzeri, las cepas B. paramycoides, B. subtilis, y B. cereus presentaron una mejor capacidad de
fijar nitrdgeno. Lo cual puede estar relacionado con la capacidad de Bacillus para utilizar diversas formas de
nitrégeno disponible en el entorno, como el amoniaco y en los nitratos, lo cual permiten una mayor flexibilidad
en cuanto al uso de fuentes de nitrégeno [7]. En cuanto a la capacidad fijadora de nitrégeno para la cepa
Burkholderia cepacia, esta habilidad se relaciona con lo investigado por Zheng y colaboradores [53], quienes
identificaron genes relacionados con la fijacion de nitrogeno, 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 nitrdgeno 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 nitrogeno (NFb). Estas curvas se realizaron para estudiar el comportamiento de crecimiento de la poblacion
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 observd 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 rapido y con rendimientos
aceptables en distintas especies bacterianas [61]. En cambio, el medio NFb al estar elaborado con ausencia
de una fuente de nitrégeno accesible, provoco 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 fijacion de nitrégeno es
un proceso altamente demandante en términos de energia [62]. La enzima nitrogenasa, la cual es responsable
de convertir nitrogeno atmosférico en amoniaco, consume al menos 16 moles de ATP. Por lo que en ausencia
de nitrégeno accesible en el medio, las bacterias invierten este alto costo energético en la activacion de la
enzima [63]. A pesar que el caldo LB proporciona condiciones dptimas para un rapido crecimiento, el uso del
medio NFb permite aislar bacterias fijadoras de nitrogeno. Este proceso de seleccion es posible debido a la
ausencia de una fuente de nitrdgeno, lo que induce la movilizacion de las bacterias por aerotaxis hacia areas
donde la tasa de difusién de oxigeno y la respiracion bacteriana favorecen la actividad la enzima nitrogenasa,
permitiendo la fijacion de nitrogeno 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 radiacion UV, a comparacion de la fase estacionaria
[66]. Por esta razon, los mutantes generados fueron irradiados en su fase exponencial de crecimiento. En
cuanto a la cuantificacion de nitrogeno fijado por las colonias mutantes, todas las mutantes generadas para
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Pseudomonas baetica (LAB27), Bacillus subtilis (2M012) y Bacillus cereus (4AP9) presentaron un aumento
significativo en sus capacidades de fijar nitr6geno, evidenciada por diferencias estadisticamente significativas
en las medias de concentracion de nitrégeno fijado antes y después de la exposicion a radiacion UV. Para las
demas cepas, en este caso B. paramycoides (1BP10) y B. cereus (2AP10) se identificaron colonias individuales
con mejoras notables en su capacidad de fijar nitrdgeno, como se aprecia en la Figura 7.5-7.7. De las colonias
individuales, la colonia 22 de P. baetica, mostrd la mayor diferencia entre las capacidades de fijacion de
nitrégeno de la colonia mutada y la colonia control, con una diferencia de 63.34 pg/ml. La colonia 12 para B.
cereus, fue la que presentd la menor diferencia en su capacidad de fijar nitrégeno a comparacion de la colonia
control, con una diferencia de 29.53 ug/ml (ver Figura 7.11).

La variabilidad en la diferencia de la capacidad de fijar nitrogeno 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 proteccién contra la radiacion UV. De estos, los factores FP50 y FP58, junto con el factor R931,
también se encuentran asociados con la proteccion UV. Los mecanismos de reparacion para Bacillus subtilis,
especificamente en sus esporas, incluyen una capa protectora de la espora y sus pigmentos, proteinas pequefias
acidas solubles tipo o, que estabilizan el ADN. Ademas, cuentan con rutas de reparacion especializadas como
la escisién de nucleétidos (NER), escision de bases (BER), reparacién de productos especificos de esporas
(SP) mediante SP liasa [35]. Ademas, la respuesta SOS, la cual comprende una serie de reacciones fisiologicas
inducidas por el dafio en el ADN, tiene un rol fundamental reparacion celular en B. subtilis, de manera similar
a E. coli [105]. Esta respuesta se encuentra regulada por las proteinas LexA (DinR) y RecA [108]. A diferencia
de E. coli, donde se han identificado méas 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 reparacion celular ante las mutaciones inducidas por la radiacién UV, a comparacion
de Pseudomonas, debido a que la colonia 22 de P. baetica, mostré la mayor diferencia entre las capacidades
de fijacién de nitrogeno de la colonia mutada y la colonia control.

Debido a que las colonias mutadas presentaron una capacidad fijadora de nitrégeno significativamente
diferente a la colonia no mutada para cada cepa, se puede establecer que las mutaciones no fueron reparadas
al momento de cuantificar el nitrdgeno fijado. Un factor a considerar que contribuyd en la inhibicién de las
rutas de reparacion de ADN fue que las muestras fueron protegidas ante la exposicion de luz directa luego de
laradiacion con UV. Esta proteccion interfiere con la activacion de la enzima fotoliasa, la cual es la encargada
de reparar los dafios en el ADN provocados por la irradiacién, especificamente los dimeros de pirimidinas
ciclobuténicas (CPD) y los fotoproductos pirimidina-pirimidona [49]. Para comprender a detalle el efecto de
la radiacién UV en el mejoramiento de la capacidad de fijar nitrégeno de cada cepa es necesario realizar una
secuenciacion de los genes nif. Donde el gen nifH es considerado un marcador ideal para la identificacion de
microorganismos fijadores de nitrégeno [54].

No fue posible generar mutantes de la cepa Burkholderia cepacia, lo que sugiere que la ausencia de
colonias sobrevivientes podria haber sido resultado de una dosis de radiacién superior a la 6ptima para esta
cepa. El factor de la dosimetria es una limitante en este estudio, ya que se desconoce el nivel de radiacion
generado por la camara 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
reduccion de 1 log en el nimero de bacterias utilizando un rango de radiacion de 28.3 a 57.5 J/m? + 2. Por
lo tanto, se podria utilizar una dosis dentro de este rango (28.3 a 57.5 J/m? + 2) para lograr generar colonias
mutantes de Burkholderia cepacia. Para lograr esto, se podria intentar utilizar la luz ultravioleta disponible en
las cabinas de flujo laminar. Lo que destaca la importancia de conocer la dosimetria generada por la camara
para poder ajustar la intensidad y el tiempo de exposicion de manera 6ptima, permitiendo el crecimiento de
esta cepa. Debido a que no fue posible evaluar el cambio en la capacidad fijadora de nitrogeno para B. cepacia,
solamente se logro evaluar el cambio a una bacteria Gram negativa. Se recomienda evaluar el efecto de la
radiacién UV en otras bacterias Gram negativas, con el objetivo de estudiar el efecto de la irradiacion en la
capacidad de fijar nitrégeno tomando en consideracion diferencias estructurales entre Gram positivas y Gram
negativas. Las bacterias Gram positivas generalmente son mas resistentes a la radiacién UV en comparacion
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 comparacion de Escherichia coli.

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda la utilizacion de las colonias mutadas
con la mayor capacidad de fijacion de nitrdgeno para aplicaciones biotecnoldgicas y agricolas. En particular,
la colonia 22 de Pseudomonas baetica (LAB27), mostré la mayor diferencia en la capacidad de fijacion de
nitrégeno entre la colonia mutada y su colonia control, alcanzando una diferencia de 63.34 ug/ml. Asimismo,
se podria implementar el uso de la colonia 3 de Bacillus cereus, y la colonia 5 de Bacillus subtilis, al
obtener diferencias en la media de fijacion entre la colonia mutada y su colonia control de 41.91 pg/ml y
41.43 ug/ml. Estos resultados sugieren que estas colonias mutadas podrian ser candidatos para su desarrollo
como biofertilizantes para cafia de azlcar, dado su potencial para aumentar la disponibilidad de nitrdgeno
en el suelo. En muchos cultivos como la cafia de azlcar, donde la demanda de nitrégeno es elevada, el
uso de biofertilizantes puede resultar en una reduccion significativa en la necesidad de fertilizantes quimicos,
promoviendo précticas agricolas mas sostenibles y econémicas [73]. En investigaciones futuras, seria 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 aplicacion 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 fijacion de nitrdgeno,
crecimiento de las plantas y resistencia a condiciones ambientales [101].
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capituLo 9

Conclusiones

. Fue posible realizar una mutagénesis aleatoria con radiacion UV a 425nm de cepas con capacidad de
fijar nitrégeno.

. Se cuantificé el nitrégeno fijado por bacterias diazotréficas, empleando un método espectrofotométrico.

. Se identificé que cepas Bacillus paramycoides (1BP10), Bacillus subtilis (2M012), y Bacillus cereus
(4AP9) mostraron una diferencias significativas entre sus medias de la concentracion de nitrégeno fijada
en comparacion con otras las otras cepas.

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

. Se determiné que la fase exponencial utilizando caldo LB inicio aproximadamente a los 80 minutos,
mientras que en el medio NFb inicié luego de 300 minutos.

. Se identifico que todas las colonias mutantes generadas para Pseudomonas baetica, Bacillus subtilis, y
Bacillus cereus presentaron una mejorar en sus capacidades de fijar nitrégeno.

. Lacolonia 22 de Pseudomonas baetica, mostré la mayor diferencia entre las capacidades de fijacion de
nitrégeno entre la colonia mutada y la colonia control.

. Se elabord un cepario de las bacterias diazotréficas que presentaron una mejorar en la capacidad fijadora
de nitrégeno, luego del proceso de mutagénesis aleatoria.
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capituLo 10

Recomendaciones

. Secuenciar los genes nif de las colonias mutadas que presentaron una mejora en la capacidad fijadora de
nitrogeno, para establecer el efecto de las mutaciones inducidas por la radiacion UV. De igual manera,
se recomienda la secuenciacion de genoma completo para la identificacion de mutaciones que puedan
haber afectado promotores o represores.

. Incluir otras especies Gram negativo en el proceso de mutagénesis aleatoria, especificamente bacterias
del género Klebsiella, con el objetivo de estudiar el efecto de la irradiacién tomando en consideracion
diferencias estructurales entre Gram positivas y Gram negativo.

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

. Establecer la dosis exacta de radiacién generada por la camara UVGi P0O01 de la marca Serproma, para
optimizar la intensidad y tiempo de exposicién para la cepa Burkholderia cepacia.

. Se recomienda la utilizacion de las colonias mutadas con la mayor capacidad de fijacion de nitrogeno
para su futura aplicacion 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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capiTuLo 12

Anexos

12.1.

Protocolos

Anexo 12.1: SOP 20 - P4gina 1

SOP
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacion
Péginas Totales: 3

Método espectrofotométrico para la estimacién de la | Autores: Isabella Garcia Caffaro, Josue

fijacién de nitrégeno de bacterias diazotroficas Castafion

Propésito

Realizar una curva de estandarizacion por medio de espectrofotometria UV/Vis a través del cambio del color de
azul de bromotimol, con el fin de estimar la cantidad de nitrogeno fijado durante el crecimiento de bacterias
diazotréficas.

Aplicacion

El nitrégeno es un elemento limitante en la productividad vegetal y su exceso puede conllevar a la aparicién de
patégenos en los cultivos. Sin embargo, los inoculantes en base a bacterias diazétroficas, constituyen una
alternativa eficaz al uso de fertilizantes nitrogenados, debido a su capacidad de reducir el nitrégeno atmosférico
y lo hace disponible para los cultivos (Rodriguez, et al., 2014). Ademéas de eso se ha encontrado que el utilizar
bacterias diazétroficas mejora la eficiencia de absorcion de nutrientes del suelo, produce y libera fitohormonas
al huésped y le confiere resistencia contra patégenos, por medio de asociaciones simbiéticas o mutualistas
(Pankievicz, et al., 2021).

Las bacterias diazotroficas se han logrado cultivar principalmente en el medio de cultivo semis6lido Nfb, el cual
es un medio libre de nitrégeno. Dicho medio permite el crecimiento de las bacterias diazétroficas ya que el
medio permite que las bacterias se puedan movilizar por aerotaxis a un lugar donde la tasa de difusién de
oxigeno y la respiracién bacteriana permita que la enzima nitrogenasa fije N2 (Di Salvo & Garcia, 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 alcalinizacion del medio de cultivo mediante un cambio de color, siendo este de verde a azul, debido al
colorante redox azul de bromotimol, permitiendo asi realizar una estimacién del numero probable de bacteria
beneficiosas para la planta en inoculantes comerciales o el recuento de diazétrofos a partir de muestras
ambientales (Di Salvo & Garcia, 2019).

Referencias

3.1. Cordova-Rodriguez, A., Renteria-Martinez, M. E., Lépez-Miranda, C. A., Guzman-Ortiz, J. M., &
Moreno-Salazar, S. F. (2022). Simple and 4s@ensitive spectrophotometric method for estimating the
nitrogen-fixing capacity of bacterial cultures. MethodsX, 9, 101917.
https://doi.org/10.1016/j.mex.2022.101917

Terminologia
4.1. Bacterias diazétroficas: Grupo de bacterias que son capaces de fijar el nitrégeno atmosférico, produciendo



6.2.
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5. Documentos asociados

5.1. Di Salvo, Luciana P, & Garcia de Salamone, Inés E. (2019). Veil-like pellicle development by Azospirillum
brasilense in semisolid NFb medium. Revista argentina de microbiologia, 51(2),
184-185. https://dx.doi.org/10.1016/j.ram.2018.04.002

5.2. Di Salvo, L. P, Silva, E., Teixeira, K. R. S., Cote, R. E., Pereyra, M. A., & Garcia de Salamone, I. E.
(2014). Physiological and biochemical characterization ofAzospirillum brasilensestrains commonly used
as plant growth-promoting rhizobacteria. Journal of Basic Microbiology, 54(12), 1310-1321.
doi:10.1002/jobm.201400135

5.3. Germer, T., Zwinkels, J., & Tsai, B. (2014). Introduction. Experimental Methods In The Physical Sciences,
1-9. doi: 10.1016/b978-0-12-386022-4.00001-7

5.4. Hernandez-Rodriguez, Annia, Rives-Rodriguez, Narovis, Acebo-Guerrero, Yanelis, Diaz-de la Osa, Acela,
Heydrich-Pérez, Mayra, & Divan Baldani, Vera Lucia. (2014). Potencialidades de las bacterias diazotréficas
asociativas en la promocion del crecimiento vegetal y el control de Pyricularia oryzae (Sacc.) en el cultivo
del arroz (Oryza sativa L.). Revista de Proteccion 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&Ing=es&ting=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. Formacion 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 propagacion de aerosoles.

6.1.3. Exceso de material o personal.

Aplicar précticas 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. Limitar el acceso al laboratorio.

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

6.2.5. Colocar especial atencion 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 mecanicas (no usar la pipeta por medio de succién 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 proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion para los
0jos 0 mascaras para el rostro).

7. Equipo, materiales y reactivos

7.1

7.2.

Equipo

7.1.1. Autoclave

7.1.2. potenciémetro

7.1.3. Balanza analitica

7.1.4. Espectrofotémetro
Materiales/ Cristaleria

7.2.1. Tubos de ensayo

7.2.2. Balones aforados

7.2.3. Probetas

7.2.4. Micropipetas de 1000 y 100pL
7.2.5. Puntas P1000 y P100

7.2.6. Cubetas para espectrofotometro
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7.2.7. Kimewipes
7.2.8. Erlenmeyer de 500mL

7.3.

Reactivos

7.3.1
7.3.2.
7.33.
7.34.
7.35.
7.3.6.
7.3.7.
7.3.8.
7.3.9.

7.3.10.
7311
7.3.12.
7.3.13.
7.3.14.
7.3.15.
7.3.16.

K2HPO4

MgSOa

NaCl

CaClz+2H,0

CuS04+5 H:0

ZnSO47H.0

HsBOs

Na2Mo0O4 » 2H,0

MnSOs+ H0
Azul de bromotimol
KOH
Fe-EDTA
Biotina
piridoxal-HCI
NH4OH
HCI

7.4. Medicamentos

74.1

No aplica

7.5. Material biolégico

751

No aplica

Procedimiento
Composicion del medio de cultivo

8.1

8.11

La composicion del medio liquido NFb para 500mL es la siguiente: 5« de 4cido malico; 0. SH_L
K HPO 0. 2 9 MgSO 0. 1 9 _NacCl; 0.02 q CaCI 2H O 2mL solucién de micronutrientes (0.04 v

CUSO 5HO 0129 ZnSO 7HO 1447H BO 109 NaMOO 2HOyll759MnSO HO) 2
L L

mL de azul de bromotlmol (5 9 de azul de bromotlmol en KOH O 2N) 4mL de solucmn de aado
Fe etilendiaminotetraacético (EDTA) (16.49 9 Fe-EDTA); lmL de solucion de vitaminas (10mg de

biotina y 20mg de piridoxal-HCI en 100mL de agua destllada), y4.5 Q(LOH. Los componentes se

agregan en el mismo orden debido a los altos valores del pH, de esa forma se evita la precipitacion de
hierro y otras sales. EI pH se ajustd a 6.5 y el medio se esteriliz6 a 121°C durante 15 min
(Cordova-Rodriguez, et al., 2022).

8.2. Construccion de curva estandar

8.2.1.

Se preparan 23 tubos de ensayo donde cada uno contiene 2mL de medio liquido estéril NFb, a cada
tubo se le agrega 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,35, 4,45,5,55,6,6.5, 7,75, 8,85,9, 95,10, 11 0 12 pL
de solucién NH4sOH 0.93N (dicha solucion se estandariza utilizando una solucién de HCI 1.42N
como estandar secundario). El volumen total de cada uno de los tubos se debe ajustar a 3mL
utilizando méas medio de cultivo. La concentracién de nitrégeno de cada tubo se calcula en base al
volumen total y el volumen de la solucién 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 estandar de la
absorbancia contra concentracion de nitrégeno (Cordova-Rodriguez, et al., 2022).

8.3. Usoy validacion de la curva estandar

8.3.1.

La cantidad de nitrogeno fijado por Acinetobacter pitti, A. baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae y Kosakonia oryzae se determina usando la ecuacién de la recta del modelo
planteado y ajustado. Para cada especie bacteria se usa 100pL de indculo que contenga 10° UCF/mL
esto se afiade a 4.9mL del medio liquido NFb estéril y se incuban a 25°C durante 48h con agitacién
constante. Tras esto los tubos se centrifugan a 5000rpm y la absorbancia del medio se mide a 610nm
con ayuda del espectrofotémetro (Cordova-Rodriguez, et al., 2022).

Esterilizacion de material
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No aplica

10. Célculos
No aplica

11. Control de calidad
11.1. Verificar con un check list que se llevé al lugar los implementos necesarios
11.2. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80°C.

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 precipitacion del hierro y otras sales
(Cordova-Rodriguez, et al., 2022).
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SOP
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 4

Meétodo de radiacion ultravioleta para induccion de Autores: Isabella Garcia Caffaro, Diana
mutaciones aleatorias en bacterias diazotroficas Aguilar

Proposito
Realizar el proceso de mutagénesis aleatoria mediante el uso de radiacién UV, con el fin de mejorar la capacidad
fijadora de nitrogeno de diferentes bacterias diazotroficas.

Aplicacion

La irradiacion con radiacion UV es un proceso que genera lesiones en la secuencia de ADN, en especifico en
dimeros de pirimidina, donde estas lesiones no reparadas aumentan la tasa de errores de replicacion (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 absorcién del ADN de las bacterias (Dong et al, 2011). La radiacion UV es
considerado un mutigeno estandar, donde su importancia recae en su facil manipulacién, presencia en la
naturaleza, rentabilidad y amplia aplicacién en areas como desinfeccidn con UV en la microbiologia clinica y en
ingenieria de evolucién biotecnologia (Shibai et al, 2017).

Referencias

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

3.2. Garcia Caffaro, I., Castafion, J. (s.f) Método espectrofotométrico para la estimacion de la fijacion de
nitrégeno de bacterias diazotroficas. Proyecto Suelos Ingenio Magdalena.

Terminologia

4.1. Mutagénesis: Es el proceso en el cual el ADN de un organismo cambia, por lo que se genera una mutacion
genética. Esto puede ocurrir debido a errores de replicacion del ADN, dafios en el ADN y mediante técnicas
de laboratorio (Durland y Ahmadian-Moghadam, 2022).

4.2. Bacterias diazotroficas: bacterias que cuentan con la habilidad de mejorar la absorcién de nutrientes del
suelo, en este caso pueden fijar el nitrégeno atmosférico, mediante la produccién de amoniaco que es
utilizable por la planta (Pankievicz et al, 2021)

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). 10P 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

54. 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

55. Durland J, Ahmadian-Moghadam H. Genetics, Mutagenesis. (2022). In: StatPearls [Internet]. Treasure

50



Anexo 12.6: SOP 21 - Pagina 2

Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan-. Available from:
https://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560519/

6. Seguridad

6.1.

6.2.

Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.1.1. Formacion 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 propagacion de aerosoles.

6.1.3. Exceso de material o personal.

Aplicar practicas 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. Limitar el acceso al laboratorio.

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

6.2.5. Colocar especial atencion 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 0 mandarlos a planta de tratamiento.

6.2.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion 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 proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion para los
0jos 0 mascaras para el rostro).

7. Equipo, materialesy reactivos

7.1

7.2

73.

Equipo

7.1.1. Prototipo de cdmara UVGi PO01 Serproma
7.1.2. Incubadora

7.1.3. Autoclave

7.1.4. Potenciémetro

7.15. Balanza analitica

7.1.6. Espectrofotometro
Materiales/ Cristaleria

7.2.1. Tubos de ensayo

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

7.2.4. Cubetas para espectrofotdmetro
7.25. Kimewipes

7.2.6. Puntas P1000, P100y P20

7.2.7. Erlenmeyer de 500ml
Reactivos

7.3.1. Estandar McFarland 0.5

7.3.2. Agar nutritivo

7.3.3. K;HPO,

7.3.4. MgSO,

7.35. NaCl

7.3.6. CaCl,+2H,0

7.3.7. CuSO45 H,0

7.3.8. ZnSO47TH0

7.3.9. HsBOs

7.3.10. Na;MoO,+2H,0

7.3.11. MnSO4H0

7.3.12.  Azul de bromotimol

7.3.13. KOH
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7314. Fe-EDTA
7.3.15. Biotina
7.3.16. piridoxal-HCI
7.3.17. NH;OH
7.3.18. HCI

7.4. Medicamentos
7.4.1. No Aplica

7.5. Material bioldgico
75.1. No aplica

Procedimiento
8.1. Aislamiento de las cepas de trabajo
8.1.1. Seleccionar cepas para su posterior mutacion
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 incubara 37°C
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 nitrégeno para identificar la fase exponencial.
8.2.2. Identificacion de la fase exponencial.
8.3. Aplicacion de irradiacion 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. Preparacion de un estandar McFarland 0.5 a partir delcultivo en su fase exponencial de las cepas
seleccionadas. Realizar diluciones seriadas hasta llegar a soluciones de 10%, 10, y 103 UFC/m.
8.3.3. Servir 100 uL de la dilucién 10° UFC/mI en una placa Petri con agar Nfb.
8.3.4. Realizar en triplicado de acuerdo a los tiempos de exposicion, en este caso cada 0, 3, y 4
segundos de radiacion UV.
8.3.5. Cargas las placas Petri en cabina de descontaminacion UV individualmente y realizar el proceso de
radiacion 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°C (del Cid, 2022).
8.4. Estimacion de la fijacion de nitrgeno de bacterias diazétroficas

8.4.1. Composicion del medio de cultivo: La composicion del medio liquido NFb para 500mL es la siguiente:
59 de acido malico; 0. 59-K HPO 0. 29_ gSoO; 0 19— NaCl; 0.02¢9 CaCl  2H O 2ml_splucion de
2%

mlcronutrlentes (0.049 CuSO 5 H O; 0 12¢ ZnSO 7H O; 149H BO 1.09- Na MoO 2HO y

g m g7ul de® L fdedz Lol fm t KOH 2'N) #1175 MnSO H

O)2 o de bromotimol (5 uldebr ot olen 0. ;4 de

solumon de 4cido Fe- etlIendlamlnotetraacetlco (EDTA) (16. 49_ Fe-EDTA); 1'"L de solumon de
vitaminas (10mg de biotinay 20mg de piridoxal-HCI en 100mL de agua destilada); y4 59KOH Los

componentes se agregan en el mismo orden debido a los altos valores del pH, de esa forma se evita la
precipitacion de hierro y otras sales. El pH se ajustd a 6.5 y el medio se esterilizé a 121°C durante 15
min (Cordova-Rodriguez, et al., 2022).

8.4.2. Construccién de curva estandar: Se preparan 23 tubos de ensayo donde cada uno contiene 2mL de
medio liquido estéril NFb, a cada tubo se le agrega 0,0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,3.5,4,45,5,5.5,6,6.5, 7,
7.5,8,85,9,95, 10, 11 0 12 pL de solucion NH,OH 0.93N (dicha solucién se estandariza utilizando
una solucion de HCI 1.42N como estandar secundario). EI volumen total de cada uno de los tubos se
debe ajustar a 3mL utilizando mas medio de cultivo. La concentracion de nitrégeno de cada tubo se
calcula en base al volumen total y el volumen de la solucién de NH,OH agregada. Se mide la
absorbancia a 610nmy el pH se debe medir. El procedimiento se realiza en cuadruplicado y se obtiene
una curva estandar de la absorbancia contra concentracion de nitrégeno (Cordova-Rodriguez, et al.,
2022).

8.4.3. Uso y validacion de la curva estandar: La cantidad de nitrogeno fijado se determina usando la
ecuacion de la recta del modelo planteado y ajustado. Para cada especie bacteria se usa 100uL de
indculo que contenga 10° UCF/mL esto se afiade a 4.9mL del medio liquido NFb estéril y s e incuban
a 25°C durante 48h con agitacion constante. Tras esto los tubos se centrifugan a 5000rpm y la
absorbancia del medio se mid5e2a 610nm con ayuda del espectrofotometro (Cordova-Rodriguez, et al.,
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2022).
9. Esterilizacién de material
No aplica
10. Célculos
No aplica

11. Control de calidad
11.1. Verificar con un check list que se llevo al lugar los implementos necesarios
11.2. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos sea el adecuado 4°C, -20°C o -80°C.

12. Conflict solution policy
12.1.
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SOP
Proyecto Suelos Ingenio Magdalena

Procedimiento Normado de Operacién
Paginas Totales: 3

Realizacién de Curvas de Crecimiento Autores: Isabella Garcia Caffaro, Diana
Aguilar

Propésito
Realizar una curva de crecimiento bacteriano por medio de espectrofotometria UV/Vis, con el fin de estudiar el
efecto del medio de cultivo en el crecimiento de la poblaciéon microbiana.

Aplicacion

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 poblacion 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 logaritmica
comienzan a dividirse mediante el proceso de fisidn binaria y se alcanza la tasa maxima de crecimiento; en la fase
estacionaria el nimero de células en proceso de division es igual al nimero 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
cuantificaciondel crecimiento bacteriano es mediante un método directo, conocido como espectrofotometria UV-
Visible (Ldpez, 2016).

Referencias

31, 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

Terminologia

41. Fase lag: tiempo necesario paraadaptare al nuevo entorno e iniciar el metabolismo celular.

42. Fase exponencial: periodo donde hay suficientes nutrientes por lo que la division celular se produce a un
ritmo constante.

43. Fase estacionaria: las condiciones se vuelven desfavorables para el crecimiento y las bacterias dejan de
replicarse.

44. Fase de muerte: Cuando las células pierden viabilidad

Documentos asociados

51. 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

52. Lopez, L. (2016). Curva de crecimiento bacteriano en laproduccion de proteinas recombinantes.

53. 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

54. 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

Seguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.11. Formacion de aerosoles.
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9.

6.2

Anexo 12.10: SOP 22 - Pagina 2

6.12. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones elevadas se
necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de aerosoles.

6.1.3. Exceso de material o personal.

Aplicar précticas estandarizadas en laboratorio

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

6.22. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.23. Limitar el acceso al laboratorio.

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

6.25. Colocar especial atencién en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles .

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

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o0 mandarlos a planta de tratamiento.

6.28. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.29. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6210. Mantenimiento de un programa de control de insectos yroedores.

6211.  Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion para los
0jos 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos

71

72.

73

Equipo
711 Espectrofotometro
7.12. Incubadora
Materiales/ Cristaleria
721 Tubos de ensayo
7.22. Asade inoculacion
7.23. Micropipetas de 1000 y 100uL
724. Puntas P1000yP100
7.25. Cubetas para espectrofotometro
726. Kimewipes
Reactivos
731 Medio de cultivo

74. Medicamentos

75.

741 No aplica
Material biolégico
751 No aplica

Procedimiento

81

82.

Cultivo overnight (ON)

811 Contando con aislamientos de la bacteria deseada, seleccionar una sola colonia bacteriana utilizando
un asa de inoculacion estéril.

812 Sumergir el asa de inoculacion con la colonia seleccionada en 500 pL de medio de cultivo en un tubo
Eppendorf de 1.5ml.

81.3. Colocar tubo en incubadora y dejar incubando por 24 horas a 37°C.

814. Luego de las 24 horas, transferir con micropipeta los 500 uL del cultivo bacteriano a 4.5 ml de medio
de cultivo.

8.15. Encender UV-Vis espectrofotometro 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 espectrofotémetro. Seleccionar bot6n de
blanco.

816. Luego de medir el blanco, transferir el medio de cultivo bacteriano a la celda y medir su densidad
Optica 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.

8.18. Cada 20 minutos repetir los pasos anteriores para medir su densidad dptica.

Construccionde la curva de crecimiento

821 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.

Esterilizacion de material
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Esterilizar tubos Eppendorf.

10. Caélculos
No aplica

11. Control de calidad
11.1. Verificar conun check list que se llevo al lugar los implementos necesarios

112. Verificar que el almacenamiento de muestras y reactivos seael adecuado 4°C, -20°C o -80°C.

12. Conflict solution policy
121. No aplica
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12.2. Cuadros

Concentracion (ug/ml) | Abs

0 0.000
2171 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: Concentracion de nitrégeno obtenida para la curva estandar, y sus datos de absorbancia

Promedio de Absorbancia
y Desviacion Estandar
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

Cepa Absorbancia

Cuadro 12.2: Datos de absorbancia y resultados por cepa para la cuantificacién de nitrégeno fijado

Cepa | Concentracion fijada de nitrogeno (pg/ml)
2MO0O12 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 nitrdgeno fijadas por las bacterias diazotrdficas
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Media de la concentracion
Colonia | denitrégeno Desviacion Estandar | Pruebat | Valorp | Significancia
(Hg/ml)
1 . 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 condicion Antes,
para la cepa 2AP10.

Media de la concentracion
Colonia | de nitrégeno Desviacién Estandar | Pruebat | Valorp | Significancia
(Hg/ml)

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 condicion Antes,
para la cepa 1BP10
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Media de la concentracion
Colonia | denitrégeno Desviacion Estandar | Pruebat | Valorp | Significancia

(Hg/ml)
1 ; 143 <htest> | 0.000534 *
2 91.9 0.826 <htest> | 0.000160 *
3 77.1 143 <htest> | 0.00130 *
4 70.0 1.43 <htest> | 0.00275 *
5 95.7 143 <htest> | 0.000394 *
6 729 1.43 <htest> | 0.00197 *
7 69.0 0.826 <htest> | 0.00104 *
8 87.1 143 <htest> | 0.000631 *
9 89.0 0.826 <htest> | 0.000188 *
10 92.9 247 <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 77.1 144 <htest> 0.00131 *
15 724 2.18 <htest> | 0.00480 *

Cuadro 12.6: Resultados de las pruebas t para cada colonia comparada con la media de la condicion Antes,

para la cepa 2M0O12

Media de la concentracion
Colonia | de nitrégeno Desviacion Estandar | Pruebat | Valor p | Significancia
(Hg/ml)

1 77.1 1.43 <htest> 0.00673 *
2 70.5 2.97 <htest> 0.191

3 87.1 143 <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 87.1 143 <htest> | 0.00170 *
8 74.3 143 <htest> 0.0131 *
9 67.6 0.825 <htest> 0.420

10 75.2 2.18 <htest> 0.0234 *
11 714 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

19 724 0.825 <htest> | 0.00815 *
20 61.9 2.97 <htest> 0.0928
21 66.7 0.825 <htest> 0.425
22 714 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 condicion Antes,

para la cepa 4AP9
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Media de la concentracion
Colonia | denitrégeno Desviacion Estandar | Pruebat | Valorp | Significancia
(Hg/ml)
1 . 297 <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 *
5 824 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 78.6 247 <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 condicion Antes,

para la cepa 1AB27

12.3. Cddigo

# Cargar la libreria 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 analisis 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 (Irequire(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 nitr6geno por cepa
boxplot(concentracion_nitrogeno ~ Cepa, data = data,
main = "Concentracion de Nitrogeno Fijado por Cepa“,
xlab = "Cepa", ylab = "Concentracion de Nitrogeno (pg/mi)")
boxplot(concentracion_nitrogeno ~ Cepa, data = data,
main = "Concentracion de Nitrogeno Fijado por Cepa“,
xlab = "Cepa", ylab = "Concentracion de Nitrogeno (pg/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 desviacion estandar para la condicion "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 concentracion maxima en "Despues" y obtener el nimero 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 desviacién estandar
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) # Anadimos el nombre de la colonia
)
# Calcular la diferencia porcentual
diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes) /

# Crear el grafico de barras con el porcentaje de diferencia en el titulo
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

)1
width = 0.2, color = "black™) + # Anfadir barras de error para desviacion estandar
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(
"Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes,
"pwg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)"
), # Afadir diferencia y porcentaje en el titulo

X = "Condicion",
y = "Concentracion de Nitrogeno (wg/ml)"
) +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo del eje X

axis.title.y = element_text(size = 16),
plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)

# Crear el grafico 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™) + # Anfadir barras de error para desviacion estandar
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("Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ",

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2),
x = "Condicion",

y = "Concentracién de Nitrogeno (wg/ml)") +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue™)) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo 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 desviacion estandar para la condicion "Antes"
concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE)
sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], narm = TRUE)

# Calcular la concentracién méxima en "Despues" y obtener el nimero 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 desviacidon estandar
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) # Anadimos el nombre de la colonia

)

# Calcular la diferencia porcentual
diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes) /

# Crear el grafico de barras con el porcentaje de diferencia en el titulo
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™) + # Anfadir barras de error para desviacion estandar
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(
"Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",

"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes,
"pg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)"
), # Afadir diferencia y porcentaje en el titulo

X = "Condiciéon",
y = "Concentraciéon de Nitrogeno (wg/ml)"
+
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue™)) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo del eje X

axis.title.y = element_text(size = 16),
plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)

# Crear el gréfico 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™) + # Afadir barras de error para desviacion estandar
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(Concentracion de Nitrogeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ",
round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2),
x = "Condicion",

y = "Concentracion de Nitrégeno (pg/ml)™") +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafo de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo 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 desviacion estandar para la condiciéon "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 concentracién méxima en "Despues" y obtener el nimero 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 desviacién estandar
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) # Anadimos el nombre de la colonia

)

# Crear el grafico 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™) + # Afadir barras de error para desviacion estandar
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("Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ",

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2),
X = "Condicion",

y = "Concentracion de Nitrégeno (pg/ml)™") +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y

axis.title.x = element_text(size = 16),
axis.title.y = element_text(size = 16),
plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5))
# Crear el grafico 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

# Aumentar el tamafo del titulo del eje X

),
width = 0.2, color = "black™) + # Anfadir barras de error para desviacién estandar
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("Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ",

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2),
x = "Condicién",

y = "Concentracion de Nitrégeno (pg/ml)") +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafo de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo 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 desviacion estandar para la condicion "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 concentracion maxima en "Despues" y obtener el nimero 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 desviacién estandar
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) # Afadimos el nombre de la colonia
)
# Calcular la diferencia porcentual
diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes) /

# Crear el grafico de barras con el porcentaje de diferencia en el titulo
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™) + # Anfadir barras de error para desviacién estandar
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(
"Concentracion de Nitrogeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes,
"ug/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)"

), # Afadir diferencia y porcentaje en el titulo
X = "Condicioén",
y = "Concentracién de Nitrogeno (wg/ml)"
+
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue™)) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo del eje X

axis.title.y = element_text(size = 16),
plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)

# Crear el gréfico 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™) + # Anfadir barras de error para desviacion estandar
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("Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ",

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2),
x = "Condicion",

y = "Concentracion de Nitrégeno (pg/ml)") +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafo del titulo 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 desviacion estandar para la condicion "Antes"

concentracion_antes <- mean(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], na.rm = TRUE)
sd_antes <- sd(datos$Concentracion[datos$Condicion == "Antes"], narm = TRUE)
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# Calcular la concentracién méaxima en "Despues" y obtener el nimero 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 desviacién estandar
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) # Anadimos el nombre de la colonia
)
# Calcular la diferencia porcentual
diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes) /

# Crear el grafico de barras con el porcentaje de diferencia en el titulo
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™) + # Anadir barras de error para desviacion estandar
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(
"Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis”,
"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes,
"pg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)"
), # Afadir diferencia y porcentaje en el titulo
X = "Condicion",
y = "Concentracion de Nitrogeno (ug/ml)"
) +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafo de los textos en el eje Y
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axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo del eje X
axis.title.y = element_text(size = 16),

plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)

)
# Crear el grafico 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™) + # Afadir barras de error para desviaciéon estandar
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("Concentracion de Nitrégeno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ",

round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes, 2),

x = "Condiciéon",
y = "Concentracion de Nitrogeno (pg/ml)") +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue™)) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafo del titulo 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 desviacion estandar para la condicion "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 concentracion maxima en "Despues" y obtener el nimero 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 desviacién estandar
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) # Anadimos el nombre de la colonia
)
# Calcular la diferencia porcentual
diferencia_porcentual <- ((concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes) /

# Crear el grafico de barras con el porcentaje de diferencia en el titulo
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

)1
width = 0.2, color = "black™) + # Anfadir barras de error para desviacion estandar
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(
"Concentracion de Nitr6geno Fijada Antes y Después de la Mutagénesis",
"\nDiferencia: ", round(concentracion_maxima_despues$media_colonia - concentracion_antes,
"pwg/ml (", round(diferencia_porcentual, 2), "%)"
), # Afadir diferencia y porcentaje en el titulo

X = "Condicion",
y = "Concentracién de Nitrogeno (wg/ml)"
) +
scale_fill_manual(values = c("Antes" = "#BOBEC5", "Max. Después" = "lightblue")) + # Colores
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 0, hjust = 0.5, size = 14), # Aumentar el tamafio de los
axis.text.y = element_text(size = 14), # Aumentar el tamafio de los textos en el eje Y
axis.title.x = element_text(size = 16), # Aumentar el tamafio del titulo del eje X

axis.title.y = element_text(size = 16),
plot.title = element_text(size = 17, hjust = 0.5)
)

# Crear el grafico 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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