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Resumen

El crecimiento demografico amenaza con la sobreexplotacién de los campos
agricolas para cubrir con la demanda de alimentos, en la actualidad los
microorganismos promotores de crecimiento vegetal estan siendo materia de
estudio para emplearlos en la mejora de las condiciones del suelo, con el fin de
solucionar problemas ambientales. Por ello, el objetivo de la investigacion fue
caracterizar a las bacterias promotoras de crecimiento vegetal desde un punto
de vista molecular. Se aislaron 05 muestras de la rizosfera del Gossypium
barbadense de los cuales la muestra 03 y 05 se identificaron bacterias
pertenecientes al género bacillus, siendo la muestra 05 la especie bacillus
Subtilis, con dicha bacteria se trabajé la amplificacion de ADN, obteniendo un
resultado positivo de 1300 pb comprobando que pertenecia con el 99% de
similitud al B.subtilis; asimismo se ensay0 un experimento de germinacion de
semillas para contrastar el nivel de promocion de crecimiento vegetal con 05
colores diferentes, determinandose que la semilla de color pardo oscuro germiné
alos 10 dias a comparacion de las demas. Se logré identificar de manera precisa
el género bacteriano presente en la rizosfera de Goossypium barbadense y se

confirmd la capacidad de B. Subtilis como promotor de crecimiento vegetal.

Palabras clave: Caracterizacion molecular, Bacillus Subtilis, promotora de

crecimiento vegetal.

Vii



Abstract

Population growth threatens the overexploitation of overexploitation of
agricultural fields to meet the demand for food, plant growth promoting
microorganisms are now being studied for growth-promoting microorganisms are
currently being studied for use in soil to be used to improve soil conditions in
order to solve environmental problems to solve environmental problems.
Therefore, the objective of the research was to characterize plant growth-
promoting bacteria from a molecular point of view from a molecular point of view.
A total of 05 samples were isolated from the rhizosphere of Gossypium
rhizosphere of Gossypium barbadense of which sample 03 and 05 of which
samples 03 and 05 identified bacteria belonging to the genus bacillus, being the
genus bacillus, being sample 05 the species bacillus Subtilis the species bacillus
Subtilis, with which the amplification DNA amplification was carried out with this
bacterium, obtaining a positive result of 1300 bp, proving the positive result of
1300 bp, proving that it belonged with 99% similarity to B. subtilis germination
experiment was also tested to contrast the level of plant growth promotion with 5
different growth promotion level with 05 different colors, determining that the dark
brown seed germinated at a The dark brown seed germinated after 10 days
compared to the others. It was possible to the precise identification of the
bacterial genus present in the rhizosphere of Goossypium barbadense and

confirmed the B. subtilis as a plant growth promoter was confirmed.

Keywords: Molecular characterization, Bacillus Subtilis, plant growth promoter.
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INTRODUCCION

El suelo es definido como el manto de la superficie de la tierra, es uno de
los recursos que contribuye al desarrollo de los seres vivos, ademas presenta la
capacidad de aportar los elementos necesarios como nutrientes, aire y agua para
el crecimiento vegetal, esto se debe a la autoorganizacién que posee (Instituto
Nacional de Innovacion Agraria, 2015, p.6). Sin embargo, durante afios el suelo
ha sido amenazado por distintos factores directos e indirectos, entre ellos esta la
sobreexplotaciéon de los campos agricolas, la actividad industrial, el uso de
agroquimicos y la deforestacion, ocasionado la degradacion de este recurso en
los diversos paises del mundo (Pachés, 2020, p.5).

Recientemente, la Union Europea (2020, parr.7) ha manifestado que mas del
50% de sus suelos son degradados, como consecuencia directa de la ineficiente
gestién de practicas sostenibles. Asimismo, la Organizacién de las Naciones
Unidas (ONU), estima para el 2050 existir4 9,4 a 10 mil millones de personas, lo
que afectara negativamente al suelo, ya que se puede inferir que mientras mas
habitantes existan, menor niamero de campos agricolas y mayores zonas

urbanizadas (2015, parr.4).

En el estudio realizado por el Ministerio del Ambiente (2018, parr.6), dio como
resultado que 22 248 100 ha de suelo se encuentra degradado, lo que equivale
al 17.5% de la superficie del Perd; sin embargo, los datos de la Encuesta
Nacional Agraria (2019, p.12) publicados por el Instituto Nacional de Estadistica
e Informética (INEI), se determiné que el 12,6% del territorio se emplea para la

actividad agropecuaria.

Para tratar de cubrir con la demanda de alimentos para la poblacién mundial, la
actividad agricola opto por el uso de agroquimicos, no obstante, la aplicacién
excesiva y desequilibrada de dichas sustancias, esta provocando dafios al
microbiota de los suelos (Asit et.al, 2020, p.9), debido a que solo el 0,1% de
pesticidas e insecticidas llegan al organismo, mientras que el resto se filtra en el
suelo, afectando el 98% de los microrganismos presentes (Swaroop et al. 2020,

p.5)



Gracias al avance de la ciencia se ha logrado proponer diversas alternativas de
solucién encaminados a la disminucion de la degradacion de los suelos, algunas
de ellas son: el abono verde, aplicacion de materia organica, que permite mejorar
las propiedades fisicoquimicas del suelo y alternativas biologicas (Bioadsorcion
por Covarrubias, Biolixiviacién y Biovolatizacién) (Fosado et al. 2017, p.11) y los
microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PCV), ya que estos
estimulan positivamente el desarrollo de las plantas, también aceleran la
obtencion de antibidticos, lo que evita enfermedades a la planta por

microorganismos patogenos (Leal et al. 2018, p.2).

El estudio de Gonzalez y Fuentes (2017, p.3), identifica a las Pseudomonas sp.
M, Azospirillum y Rhizobium sp como los géneros mas conocidos en el PCV; por
otro lado, logro clasificarlos en dos grupos: los microorganismos promotores de
crecimiento en plantas y bacterias promotoras en plantas con capacidad de

control biolégico.

Mediante diversos estudios se ha aplicado la bilogia molecular como una nueva
estrategia para utilizar de manera dirigida los microorganismos encontrados en
el suelo y otros recursos, con el fin de solucionar problemas ambientales, dentro
de esta ciencia se encuentra la caracterizacion molecular, que permite la
identificacion, estandarizacion y realizacion de diversas técnicas como: la
extraccion de la polimerasa (ADN y ARN) y el método de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), el cual permite la amplificacion de genes, ya sean de
microorganismos y plantas; lo que facilita el mejoramiento genético por
marcadores moleculares para resistencia a factores bidticos y abiéticos de las

especies mejoradas (Ancizar 2016, p.1).

Luego de contextualizar la temética abordada en la investigacion se platean la
interrogante: ¢En qué medida la caracterizacion molecular facilita la
identificacion de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal de Gossypium

barbadense en el arboreto de la Universidad César Vallejo?

La investigacion caracterizé a las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
desde un punto de vista molecular, ya que nos ofrece la posibilidad de identificar

de manera réapida y precisa el género bacteriano presente en las muestras



seleccionadas; asimismo brind6 informaciéon relevante a la investigacion al
determinar que bacteria es responsable de estimular el crecimiento de la planta
estudiada (Gossypium barbadense), lo que contribuyé a los argumentos
descritos y comprobados por investigadores sobre el potencial de los PCV como
bioestimulantes y biofertilizantes, permitiendo que se reduzca el uso de
agroquimicos, conllevando a mejorar las condiciones del recurso suelo y la

actividad agricola.

Para el desarrollo de la investigacion se formuld como objetivo general
caracterizar molecular mente las bacterias promotoras de crecimiento vegetal de
Gossypium barbadense y como objetivos especificos se planted: aislar las
bacterias presentes en la rizosfera de Gossypium barbadense en el arboreto de
la Universidad César Vallejo, identificar las bacterias por medio técnicas
microbioldgicas, realizar la amplificar del ADN y por ultimo contrastar el nivel de
promocion de crecimiento en la etapa de germinacién de la semilla del

Gossypium barbadense.

La hipétesis para la investigacion es: la caracterizacion molecular facilita la
identificacion de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal de Gossypium
barbadense en el arboreto de la Universidad César Vallejo.



Il. MARCO TEORICO

Méndez, Flores y Paramo (2017), Flores y Roque (2017), evaluaron a la especie
B. subtilis como antagonista de los hongos fitopatdgenos, mientras Nacato y
Valencia (2016), Astorga et.al (2013), determinaron la capacidad del B.subtilis
como controlador bioldgico frente a agentes patdgenos como Penicillium sp y
Alternaria spp respectivamente. En las investigaciones mencionadas aislaron el
B.subtilis de muestras de bioinsumos comerciales y de suelo (rizosfera),
asimismo desarrollaron el método de diluciones para luego incubarlas en placas
Petri en medios de cultivo Plate count agar y agar nutritivo; la temperatura y
tiempo éptimo para el crecimiento de dichas especies fue de 24 a 48h a 35 —
37°C.

Los investigadores concuerdan que el B. subtilis posee un gran potencial como
controlador biolégico y antagonismo debido a la capacidad de inhibir el

crecimiento de dichos agentes patdégenos para los cultivos estudiados.

Alaylar (2022), Kalam, Basu y Podile (2020) y Rahman et al. (2018),
determinaron la eficiencia de la bacteria bacillus como promotora de crecimiento
vegetal en tres especies diferentes de plantas, en los tres estudios se realizaron
ensayos de produccion de acido indolacético (IAA), ya que dicha auxina cumple
un rol indispensable para el crecimiento de la planta. La finalidad de las
investigaciones fue determinar si las cepas de bacillus eran beneficiosas para el

crecimiento vegetal.

Asimismo, caracterizaron molecularmente el ADN de las especies bacterianas
estudiadas, para ello los investigadores utilizaron los primers (27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3')), mediante la electroforesis en gel de agarosa se observaron los pares de
bases del material genético amplificado; asimismo emplearon el programa
BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) con el fin de

comparar sus secuencias de ADN amplificadas con la base de datos del NCBI.

Llegaron a la conclusion que dicha bacteria presenta un gran potencial como

promotora natural y bioestimulantes, que permite el crecimiento de las plantas,



brinda proteccién ante organismos patdgenos e incrementa la productividad de

los cultivos.

Gonzalez et al. (2017), Urgiles et al. (2021), Menendez et al. (2017) y Aras et al.
(2018), estudiaron a las rizobacterias (PGPR) presentes en el suelo como
promotoras de crecimiento vegetal, en dichas investigaciones identifican los
géneros bacterianos como Rhizobium, Serratia, Bacillus, Azotobacter, dichos
microorganismos poseen la capacidad de ser biofertilizantes, para solubilizar
fosfatos, fijar el nitrégeno y ayudan maximizar las herramientas bioldgicas en el
suelo y asi minimizar la dependencia de fertilizantes. La idea en comun que
comparten los autores con respecto a las PGPR, es que seria la solucién para
una agricultura sostenible, donde se pueda abastecer de alimentos al mundo y

al mismo tiempo se conserve los ecosistemas.

Nehra, Singh y Choudhary (2016), investigaron la capacidad del Brevibacillus
brevis, como un género de rizobacteria (PGPR) promotora del crecimiento
extraido del cultivo Gossypium hirsutum, para ello se realizaron distintos
procesos que permitan comprobar si dicha bacteria pertenecia a PGPR; se
evaluo la produccion de IAA, ya que es indispensable para para identificar si la
cepa ayuda en el crecimiento de la planta, también se realizé la secuenciacién
de la cepa, se |utilizd primers Cebador directo 27F (5y-
AGAGTTTTGATCCTGGCT CAG-3y) y cebador inverso 1492R (5y-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"); para la cuantificacion ADN desarrollaron la
técnica de electroforesis en gel agarosa donde se visualizé los pares de bases

de las secuencias genéticas amplificadas.

Llegando a la conclusién que el Brevibacillus brevis tiene la capacidad acelerar
el crecimiento y desarrollo de la planta y ademas posee una caracteristica
particular, debido a que se adapta a temperaturas altas y al medio que le rodea.

Szilagyi et al. (2014) Hernandez et, al (2018), ambas investigaciones trabajaron
con los géneros de bacterias endoéfitas en dos distintos cultivos, donde se realizé
el aislamiento y la caracterizacion molecular de dichas bacterias, dando como
resultados que dentro del género de las bacterias endodfitas se encuentra:
Bacillus, Enterobacter; para conocer si dichas bacterias son promotoras de

crecimiento vegetal, se realizé pruebas de la concentracién de IAA para cada



cepa aislada. Se concluyé que ambos microorganismos son favorables como
bioestimulantes para el desarrollo de las raices y reducen el tiempo de

germinacion de los cultivos estudiados.

Campafia et al. (2018), Alcarraz, Heredia y Julian (2019), Coila, Bernabé y
Ruelas (2021), identificaron y caracterizaron las bacterias aisladas de los cultivos
de Opuntia ficusindica, Coffea spp. y Elodea potamogeton respectivamente,
mediante el método de PCR, la discrepancia entre los autores fue el uso de los
primers, Alcarraz, Heredia y Julian y Coila, Bernabé y Ruelas, emplearon los
cebadores 27f (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), 1492r (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’), mientras que Campania et al, utilizé los primers
NS5+GLOMS.8R e ITS4+GLOM1310.

Sin embargo, usaron la misma técnica amplificacion: PCR y para la visualizacion
de las bandas emplearon el proceso de electroforesis el cual permite la
observacion de las moléculas de ADN segun el tamafio de sus pares de bases;
los resultados de las secuencias de ADN fueron alineados segun el programa
BLAST del NCBI. Los tres estudios coincidieron en la identificacion de

pseudomonas como bacteria promotora de crecimiento vegetal.

Clavijo et al. (2012), Condori et al. (2019), Liceta (2015), Garcia, Solis y Llacsa
(2016), analizaron la presencia de microorganismo en la rizosfera del suelo,
Liceta y Garcia, Solis y Llacsa, obtuvieron en el aislamiento y caracterizacion de
diversos géneros bacterianos, teniendo en comun la bacteria Pseudomonas, por
el contrario, Clavijo, et al y Condori, et al, identificaron géneros bacterianos
distintos a los mencionados anteriormente. Sin embargo, todos concuerdan que
las bacterias identificadas en la rizosfera del suelo, son agentes que contribuyen

como bioestimulantes para el crecimiento de las plantas.

Garcia (2020), Chumpitaz (2015) y Corrales, et al (2020), determinaron el
potencial de las bacterias con la capacidad de promover el crecimiento y fijar el
nitrogeno en las plantas; para ello seleccionaron las bacterias con mayor
eficiencia para la fijacion de nitrdgeno, Garcia, Garcia y Mogollon y Chumpitaz,
reconocieron diversos géneros, de los cuales Pantoea y Erwinia se utilizaron en
ambas investigaciones, mientras tanto, Corrales, et al, trabajo con géneros

distintos a los mencionados anteriormente. No obstante, la conclusién a la que



llegaron todos es que dichas bacterias presentan capacidades de captacion de
nitrégenos y solubilidad en fosfato.

Las bacterias se definen como seres unicelulares y procariotas (carecen de
membrana celular), su tamafio oscila entre 0,2um y 50um, a comparacién a los
virus, estas solo contienden un solo &cido nucleico; dicho organismo cumplen un
rol indispensable en el ambiente y en la vida de los seres vivos (Fernandez et al.
2011, p.7).

Por otro lado, dentro del mundo bacteriano, existen especies que poseen
capacidades para aportar y captar nutrientes indispensables en el desarrollo de
las plantas, las cuales han sido denominadas promotoras de crecimiento vegetal;
Kloepper, 1980 utilizé por primera vez el termino de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPB), refiriéndose a las bacterias que se colonizan en la

rizosfera del suelo y tiene un efecto positivo dentro del crecimiento de las plantas.

Existen métodos para determinar si la bacteria pertenecen al grupo de PGPB,
entre ellos tenemos: la produccion de acido acético, la solubilizarian de fosfato y
la fijacidn de nitrégeno, que facilitan desarrollo de las plantas, esto se ve reflejado
en la vigorosidad de la planta, en el volumen de las hojas, el enraizamiento de
la planta y en la mitigacién de organismos patdégenos que dificultan el crecimiento
vegetal (Benjumeda 2017, p.8).

Tabla 1. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

PGPB Medio de procedencia
Azospirillum sp. Rhizosphere
Azoarcus sp. Endophyte
Azotobacter sp.
Bacillus plymyxa Rhizosphere
Bacillus subtilis
Burkholderia sp.
Gluconacetobacter sp. Endophyte

Herbaspirillum sp.

Fuente: Benjumeda, 2017, p.9

Dentro de las PGPB destaca el género Bacillus, el cual pertenece a la familia

Bacilliaceae y la divisibn filo Firmicutes; ademas esta formado por


https://en.wikipedia.org/wiki/Endophyte

microorganismo Gram positivos, anaerobios o0 aerobio facultativos y con catalasa
positiva. Sus células pueden ser bastones o filamentos esféricos, rectos o
curvos, con o sin esporas con un tamafo aproximado de 0,5 a 2,5 um x 1,2-10
um; el habitat donde se encuentra ampliamente es en el suelo (Akos, 2019 y
Cuervo, 2010).

La bacteria utilizada para la investigacion es la especie Bacillus Subtilis, dicha
bacteria es aerdbica, Gram positiva y con células en forma de bastoncitos que
pueden llegar a medir 2 a 6 um de largo y 1 um de diametro; la temperatura
Optima para el crecimiento varia de 30 a 35°C, sin embargo, puede habitar a una

temperatura de 55° a 70° C (Errington y T van der, 2020).

Dicha especie es una candidata muy eficiente para el crecimiento vegetal debido
a que mejora la disponibilidad de nutrientes, ya que permite fijar el nitrdgeno
atmosférico, solubiliza el fosforo y acidifica la rizosfera para aumenta las
concentraciones de hierro. Asimismo, otra de caracteristicas particulares que
posiciona al B. subtilis como una PGPB es la alteracién de la homeostasis de la
hormona de crecimiento, promoviendo la division celular y el crecimiento de las

plantas (Blake, Nordgaard y Kov, 2021).

La planta utilizada para el estudio es la especie de algoddén nativo Gossypium
barbadense, la cual crece de forma subespontanea, de tipo arbustivo, se pueden
encontrar en los bordes, cercos de campos de cultivos y huertos; esta especie
puede ser cultivada como plantas ornamentales y como comerciarles. Asimismo,
el MINAM, mediante el estudio se recopilaron datos que permitieron demostrar
que el Gossypium barbadense es la especie mas distribuida e en la costa
peruana (71%), mientras que la especie Gossypium Raimondi se concentra 4.3%
(Ministerio del Ambiente, 2020, p.54)

Tabla 2. Tiempo de floracién de especies de algodon peruano.

Especie Minimo Maximo
Gossypium barbadense 38 dias 55 dias
Gossypium hirsutum 27 dias 33 dias
Gossypium raimondii 43 dias 47 dias

Fuente: MINAM, 2020, p.58



Tabla 3. Tiempo de desarrollo por especie.

Dias a maximo desarrollo

Especie Color tipico de la fibra de la flor (dias)

G. hirsutum Blanco 29
G. Raimondi Sin fibra 34
Blanco 45

G. barbadense Crema 45
Pardo 45

Marrén 45

lila 45

Fuente: MINAM, 2020, p.62

La caracterizacibn molecular, utiliza marcadores moleculares (ADN, ARN y
proteinas) para identificar y estandarizar las caracteristicas genéticas de células,
microorganismos y plantas; asimismo se ha convertido en una herramienta
innovadora, que favorece a la busqueda de soluciones ante problemas

ambientales y bioldgico (Ancizar 2016, p.1)

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR), es la técnica de la biologia
molecular que permite la caracterizacién molecular, la cual fue propuesta por
Kary B. Mulis y colaboradores en 1985, dicha técnica se define como la
amplificacion de pequefios segmentos que contiene diminutas cantidades de
ADN, dicho método emplea secuencias cortas de ADN denominados primers,
los cuales permiten la replicacion en billones de copias de la secuencia en
estudio (National Human Genome Research Institute, 2020, parr.1).

Tabla 4. Clasificaciéon de la técnica PCR.

Tipos Descripcion Aplicacion

Mediante el empleo del gel de agarosa se Deteccién de un segmento
puede detectar la amplificacién visualizando de ADN de manera

las regiones pequefias en nimero de pares cualitativa

Estandar

de bases

En este proceso el producto de la primera Deteccidn cualitativa de un
Anidada amplificacion es utilizado como molde de segmento de ADN.

para realizar otra amplificacion.




Altamente

especifico.

sensible

y

La visualizacién de la amplificacién de las
nsi muestras bioldgicas (secreciones y tejidos)
n situ

permite la deteccion de pequefias

cantidades de material genético.

Fuente: Angarita, Torres y Diaz (2017, p.6)
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3.1.

METODOLOGIA
Tipo y disefio de investigacion

Tipo de investigacion: Aplicada

Alvarez (2020, p.6) sefiala que la investigacion aplicada esta relacionada
con la obtencion de nuevos conocimientos que contribuyan a la solucién
de los problemas de la vida cotidiana. Esta investigacion es tipo aplicada
ya que se demostrd que la mediante la caracterizacion molecular facilita
la identificacion de microorganismos (bacterias) presentes en la rizosfera

de Gossypium barbadense.
Disefio de investigacion:
No Experimental

El diseio no experimental se caracteriza por no manipular de las
variables, ya que solo se enfoca en la observacion de los hechos,
fendmenos o situaciones que ya existen en contexto natural (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 2014, p.55)

Por tanto, esta investigacion es de disefio no experimental, ya que se
enfocd en la descripcion y obtencion de datos e informacién sobre la

caracterizacion de dichas bacterias.
Transversal descriptivo

El aporte de Hernandez, Fernandez y Baptista (2014, p.57), sefialan que
los estudios de naturaleza descriptiva buscan recopilar y medir la
informacion de una variable, basandose en el analisis de conceptos y

estudios acerca del fendmeno estudiado.

Por ello la presente investigacion es descriptiva, pues se caracterizo
molecularmente las bacterias promotoras de crecimiento vegetal

presentes en la rizosfera de Gossypium barbadense.
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3.2.

3.3.

3.4.

Variables y Operacionalizacion

La variable del proyecto de investigacion:
X1: Caracterizacién molecular de las bacterias promotoras de crecimiento.

Poblacién (incluir criterios de seleccidon), muestra, muestreo,

unidad de andalisis

La poblacion estudiada en la investigacion son las bacterias promotoras

de crecimiento vegetal.
Muestra

Est4 determinada por la especie B. subtilis presente en el Gossypium

barbadense.

Muestreo

Se realizé un muestreo probabilistico estratificado.
Unidad de anélisis

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (B. subtilis) presentes en el

Gossypium barbadense.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y

confiabilidad.

En la primera etapa del desarrollo de la investigacion se utilizo el analisis
documental, donde se realiz6 la revision de trabajos previos relacionados
con investigaciones o estudios acerca de la caracterizacion molecular de

bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Dulzaides y Molina (2004, p.4) sefiala que el analisis documental es una
técnica que busca describir y analizar la bibliografia consultada para
unificarla sistematicamente permitiendo su traduccidn, extraccion, la
anotacion, generando nuevos conocimientos y posturas acerca de un

tema ya estudiado.
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3.5.

En la siguiente etapa mediante la observacién experimental permitio
registrar datos obtenidos en la etapa de experimentacion para

contrastarlos con la realidad estudiada.

Jiménez (2020, p.12) afirma que la observacion no solo se basa en
visualizar cualquier situacion que suceda en funcion a los objetivos o
problematica establecida, sino que se constituye en una técnica eficaz
como registro de documentacion, la cual permite al investigador recopilar

y suministrar datos de interés a la realidad estudiada.
Instrumento de recoleccion de datos

La investigacion empled la ficha de analisis como instrumento para la
recoleccion de datos, permitiendo organizar la informacion reunida sobre
el tema de investigacion. Asimismo, se empled la ficha de registros de
datos o bitdcora, donde se plasmaron los procesos y resultados obtenidos

en la fase experimental de la investigacion.

Hernandez, Fernandez y Baptista (2014, p.64), manifiesta que la finalidad
de las fichas de andlisis es registrar, acopiar y constatar la informacion y
datos recopilados en las bases de datos de revistas y libros.

Procedimiento

Después de haber planteado nuestra problemética, se aplico la técnica de
analisis documental, para recopilacion de la informacion se consultd
diversas bases de datos, repositorios y paginas web sobre la tematica

abordada.
La fase de experimentacion se detalla a continuacion:

Aislamiento de las especies bacterianas de la rizosfera

Se recolectaron 5 muestras (100 gramos c/u) de cinco diferentes colores
de la planta Gossypium barbadense, seguido de ello se tamiz6 y peso 1
g para realizar dos ensayos del método de diluciones seriadas para aislar
los microrganismos presentes en la rizosfera del Gossypium barbadense

a) Diluciones seriadas con agua estéril.
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En este método se realizé cinco repeticiones de cada una de las muestras,
pero no se obtuvo crecimiento de microorganismo durante 48 horas

b) Diluciones seriadas con caldo nutritivo.

Siguiendo la misma metodologia si inocul6 las muestras y luego de 48
horas se obtuvo crecimiento de bacterias.

Se inocularon las veinte y cinco repeticiones en placas Petri con agar
nutritivo, a una temperatura de 35°C durante 48h, después del tiempo
transcurrido se observo crecimiento de colonias bacterianas.
Identificacion de las especies bacterianas

2.1. Tincién Gram

Es una técnica desarrollada por Hans Christian Gram en 1880, cuyo
fundamento se basa en la tincion que se realiza sobre las bacterias,
clasificandolas en Gram positivas (color violeta) y Gram negativas (color
rojo). Dicha tincion consta de 4 pasos primordiales: tincion (cristal violeta),

fijacion (lugol), decoloracion (alcohol acetona) y contratincidon (Safranina).
2.2. Observacion en el microscopio.

Se observo en el lente numero 100 las colonias aisladas de la especia
bacteriana.

2.3. Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas determinan las caracteristicas metabolicas de
las bacterias, para ello se realizaron pruebas de catalasa, reduccion de
nitratos, citrato de Simmons, produccion de gas, fermentacién de glucosa,

produccion de acido sulfhidrico, pH, posicion de la espora y urea.
2.4. Produccion de indol (acido indolacético -AlA)

Mediante el método de produccion de indol, se determind si la bacteria
estudiada forma parte del conjunto de microorganismos promotores de
crecimiento vegetal, por ello se comparara con las cepas identificadas su

capacidad de produccion de la auxina AlA.
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3.6.

Incubacion.

En este paso se sembro la bacteria identificada en viales para evitar la
contaminacion de las colonias en las placas y con el fin de obtener la cepa
pura de la especie bacteriana estudiada.

Extraccién de ADN

Para la extraccion de ADN se emple0 el kit Promega, en cual se detalla el
protocolo y los reactivos utilizados en dicha etapa (Anexo 03)
Amplificacién de ADN por PCR

En esta fase, se realizdé una busqueda de literatura, con la finalidad de
determinar los ciclos y la temperatura Optima para el trabajo del
termociclador equipo utilizado para PCR; asimismo se recopilara
informacion para identificar los primers o cebadores que se utilizaran en
la amplificacién de ADN.

Visualizacion de las bandas, mediante el proceso de electroforesis.
Luego de la amplificacion, se utilizara el proceso de electroforesis en gel
de agarosa, el cual se corren los fragmentos de ADN depositados en
pozos y por accion de la corriente que se aplica al gel, estas moléculas
migran y se desplaza por el gel del polo negativo hacia el positivo,
permitiendo su visualizacion segun se peso de sus bandas.

Contrastar el nivel de promocién de crecimiento vegetal en la etapa de
germinacion de la semilla de Gossypium barbadense.

Con la aplicacién de dos experimentos en el cual a una de las semillas
estaran inoculadas con agua normal y la otra esta inoculada por la
bacteria B. subtilis, se evaluaran la promocién de crecimiento vegetal y la
eficacia de dichos microorganismos.

Asimismo, se desarrollé un flujograma (Anexo 2), con un enfoque general

de las etapas y proceso para la caracterizacion molecular de las bacterias.

Método de analisis de datos.
El desarrollo de la investigacion se empled trabajos previos, ya sean
articulos y libros; lo que permitio construir el estado de arte de la

investigacion para luego establecer los marcos conceptuales y

explicativos en el marco tedérico de la investigacion.
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3.7.

Asimismo, la revision de articulos sobre el tema abordado, proporcioné
datos acerca de los métodos, reactivos y materiales que se ha utilizado
en otros estudios similares a la tematica abordada. También se utilizé el
programa Gen Bank, donde se encuentran registrados los codigos

genéticos de cada organismo vivo.

Aspectos éticos

En el proyecto de investigacion se ha teniendo en cuenta los principios de
ética estipulados en el cddigo de ética de la Universidad César Vallejo;
cumpliendo con los principios de autonomia, respeto a la propiedad
intelectual, competencia profesional y cientifica. Asimismo, cumplimos

con la politica de antiplagio y derechos del autor.

Cabe sefialar que el proceso préactico de la investigacion se ejecutd por
los investigadores, permitiendo registrar los datos obtenidos en los

procedimientos determinados por los objetivos preestablecidos.

Por ello, mediante estos principios se demostro la veracidad de nuestra
investigacion, el respeto y reconocimiento de los autores citados en el

desarrollo de la teméatica abordada.
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V. RESULTADOS

Bacterias promotoras de crecimiento aisladas e identificadas de la rizosfera del

Gossypium barbadense del arboreto de la UCV.
Aislamiento

Se recolectaron 5 muestras (100 gramos c/u) de cinco diferentes colores de la
planta Gossypium barbadense, seguido de ello se tamiz6 y pesé 1 g para realizar
dos ensayos del método de diluciones seriadas para aislar los microrganismos
presentes en la rizosfera del G.B (Anexo 03).

a) Diluciones seriadas con agua estéril.

En este método se realiz6 cinco repeticiones de cada una de las muestras, pero

no se obtuvo crecimiento de microorganismo durante 48 horas.
b) Diluciones seriadas con caldo nutritivo.

Siguiendo la misma metodologia si inoculo las muestras y luego de 48 horas se
obtuvo crecimiento de bacterias, de las cuales se compararon con la muestra
patron y segun sus caracteristicas fisicas macroscopica se descartaron las
siguientes muestras: M2 y M4 (Anexo 04).

Figura 01: Muestra2y 4

Fuente: Elaboracion propia

De las muestras seleccionadas se inocularon 11 placas Petri con agar nutritivo y
agar TSA, a una temperatura de 35°C durante 48h, después del tiempo

transcurrido se observé crecimiento de colonias bacterianas.
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Identificacion de la especie bacteriana.

Tabla 5. Identificacion de microorganismos de la rizosfera de Algoddn nativo

(G.B).
Cadigo de Cultivo de . ) . ]
] Medio de Cultivo Microorganismo
muestra procedencia
Gossypium Agar nutritivo/ Agar )
M1_S5-P12 ] ) Bacillus sp
barbadense Triptona -Soja
Gossypium Agar nutritivo / Agar o )
M2 _S3-P6 ) ) Costriduim tetani
barbadense Triptona -Soja
Gossypium Agar nutritivo / Agar Bacillus (Gram
M3_S1-P4 ) ) )
barbadense Triptona -Soja negativos)
Gossypium Agar nutritivo / Agar )
M4_S7-P11 ] ) Enterobacteria
barbadense Triptona -Soja
Gossypium Agar nutritivo / Agar ] B
M5_S8-P18 . . Bacillus Subtilis
barbadense Triptona -Soja

Fuente: Elaboracién propia

Para determinar que género y especie bacteriana esta presente en las muestras
aisladas se ejecutaron diferentes pruebas y procedimientos que permiten dicho

objetivo.
Tincién Gram

Este método permite identificar a las especies bacterianas segun su estructura 'y
el color que se torne nos muestra si son positivas 0 negativas, segun las
muestras que se les ha realizado este método se logré identificar especies de
Bacillus gram positivas y gram negativa, dicha especie pertenece al género
Bacillus, el cual pertenece a la familia Bacilliaceae y la division filo Firmicute,

dicha especie en gram positiva y aerobica (Anexo 05).

Luego se efectuaron cinco pruebas bioquimicas permitiendo determinar las
caracteristicas metabdlicas de las bacterias estudiadas, un principal indicador es
el viraje de color que permite determinar si los resultados son positivo 0 negativo

segun la prueba que es sometido los microorganismos.
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Tabla 6. Pruebas bioquimicas Urea/Catalasa/Citrato de Simmons

Resultados/Muestra Catalasa UREA Citrato de Simmons
Muestra Patrén + + +
Muestra 5 + + +
Muestra 3 + + -
Muestra 1 + + -

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 06, todas las muestras dieron positivo a la prueba de catalasa, ya que
las especies bacterias hidroliza el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, en
la prueba de Urea las muestras fueron controladas en tiempos de 24 y 48 horas,
donde se obtuvo como resultado que las 3 muestras e incluida la muestra patron
son positivos, debido viraje de color; pero los microorganismos de la muestra
patrén y la M5 a diferencia de la M3 y M1, la degradacion de UREA es mas lenta.
(Anexo 06)

En el citrato de Simmons la muestra patron y la M5 la produccion azul es mas
lenta que las otras dos muestras; esto nos permite determinar que presentan
Bacillus gran positivas, mientras que en las M3 y M1 contienen Bacillus gran

negativas (Anexo 06)

Tabla 7. Prueba Bioquimica - Triple Sugar Iron Agar (TSI)

] Produccion de gas Produccioén de
Resultados/Muestra Pico/Fondo o .
acido sulfhidrico
Muestra Patrén Pico alcalino - -
Muestra 5 Pico alcalino - -
Muestra 3 Pico alcalino + +
Muestra 1 Pico alcalino + +

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 8 se puede observar que los picos de las muestras son alcalinos con
el fondo sin inocular, lo cual se podria decir que estos microrganismos no son
fermentadores de azucar, a la vez se puede identificar que la M3 y M1 son

productores de gas y acido sulfhidrico (Anexo 06).
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Tabla 8. Prueba Bioquimica SIM motilidad/Indol

Resultados/Muestra Motilidad Indol
Muestra Patrén Positivo Positivo
Muestra 5 Positivo Positivo
Muestra 3 Positivo Positivo
Muestra 1 Positivo Negativo

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 08 se muestran los datos que resultaron de las dos pruebas en donde

se utilizd el agar SIM y el reactivo Kovasc, esto permiti6 determinar si las

bacterias presentaban movimiento, las 4 muestras sometidas a esta prueban son

moéviles debido a que producen turbidez en el medio y se extiendo mas all4 de la

linea de siembra. En el caso de la prueba indol obtuvimos cepas de indol

positivas en la muestra patrén, M5 y M3, esto se debe al color rojo que se torna

luego de agregar le reactivo kovac’s (Anexo 07)
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Extraccion de ADN de la bacteria Bacillus subtilis

Aislamiento de ADN gendmico de bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Anexo 08)

Materiales a ser suministrados por el usuario

Tubos de microcentrifuga de 1,5ml.

Bafio maria 80°C y 37°C.

Isopropanol, temperatura ambiente.

Etanol al 70%, temperatura ambiente.

Bafio de agua, 65°C (opcional para una rehidratacién de ADN).

EDTA 50ml (pH 8) (para bacterias Gram positivas).

10mg/ml de lisozima (para bacterias Gram positivas) (Se desarrollé un

choque térmico con la finalidad de reemplazar la accion de la lisozima)

Procedimiento

1.

Agregue 1 ml de un cultivo de toda la noche a un tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml.
Centrifugar a 13 000 — 16 000 x g durante 2 minutos para sedimentar las

células. Retire el sobrenadante.

3. Resuspender completamente las células en 480ul de EDTA 50 Nm.

Agregue las enzimas liticas adecuadas al sedimento celular resuspendido
en un volumen total de 120 pl y pipetee suavemente para mezclar. El
propésito de este procedimiento es debilitar la pared celular para que
pueda tener una lisis celular eficiente.

Incube la muestra a 37 °C durante 30 a 60 minutos. Centrifugar durante 2
minutos a 13 000 — 16 000 x g y retirar el flotante.

Agregue 600 pl de solucion de lisis de nucleos. Pipetear suavemente
hasta que las células se vuelvan a suspender.

Incubar a 80°C durante 5 minutos para lisar las células; luego enfriar a
temperatura ambiente.

Agregue 3 ul de solucion de ARNasa al lisado celular. Invierta el tubo de
2 a 5 veces para mezclar.

Incube a 37°C durante 15 a 60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura

ambiente.
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10.Agregue 200 pl de solucion de precipitacion de proteinas al lisado celular
tratado con RNasa. Vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20
segundo para mezclar la solucién e precipitacion de proteinas con el
lisado celular.

11.Incube la muestra en hielo durante 5 minutos.

12. Centrifugar a 13 000 — 16 000 x g durante 3 minutos.

13.Transfiera el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo limpio de 1,5
ml que contenga 600 pl de isopropanol de temperatura ambiente.

14.Mezcle suavemente por inversion hasta que las hebras de ADN parecidas
a hilos formen una masa visible.

15. Centrifugar a 13 000 — 16 000 x g durante 2 minutos.

16.Retire con cuidado el sobrenadante y escurra el tubo sobre papel
absorbente limpio. Agregue 600 pl de etanol al 70% a temperatura
ambiente e invierta suavemente el tubo varias veces para lavar el
sedimento de ADN.

17.Centrifugar a 13 000 — 16 000 x g durante 2 minutos. Aspirar con cuidado
el etanol.

18.Drene el tubo sobre papel absorbente limpio y deje que el sedimento se
seque al aire durante 10 a 15 minutos.

19.Guarde el ADN a2 -8 °C.
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Amplificacion del ADN bacteriano con la técnica de PCR

Dentro de la revision de literatura, se recopilo informacion de los cebadores o

primers que han empleado otros investigadores para amplificar el ADN de Bacillus

Subtilis; mediante el uso de herramientas digitales e informaticas como In silico

PCR amplification y herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST)

del NCBI, permitio discrepar sobre los cebadores empleados para la amplificacion

de la muestra de ADN de la especie bacteriana estudiada (Anexo 09).

Tabla 9. Secuencia de primers para Bacillus Subtilis.

N°  Titulo de la investigacion

Secuencia de los primes

URL/DOI

Bacillus subtilis aislado 27F (5y-
cepa AGAGTTTGATCCTGGCTCA DOI:10.1038/s41598-017-

1 330-2 y sus genes G-3y) como inverso 1492R 01940-9
antagénicos (5y-
identificados por PCR de GGTTACCTTGTTACGACTT-
eliminacién 3y
Aislamiento
caracterizacion de bacilos 27F (5'-
promotores del AGAGTTTGATCMTGGCTCA http://journals.tubitak.gov.tr/

2 crecimiento de plantas G-3) y 1492R (5'- ' agriCl.JIture/. '
endofitas cultivables CGGTTACCTTGTTACGACT
especies de Mentha T-3)
longifolia L

https://www.cell.com/heliyon
Caracterizacion funcional 27F (5- [tulitext/S2405-
y molecular de GTTTGATCCTGGCTCAG-3) 8440(20)31577-

3 promotores de y 1494R 2?_returnQRL:https%3A%
crecimiento vegetal (5°- 2F%2FImkmghub.eIsgwer.c
Aislados de bacillo de la ACGGCTACCTTGTTACGAC om%2Fretrieve%2Fpii%2FS
. TT-3) 2405844020315772%3Fsho
rizosfera de tomate

wall%3Dtrue
Bacterias enddfitas de
nédulos radiculares de D1-
Ormosia macrocalyx con 5"AGAGTTTGATCCTGGCTC i ,

4 potencial como AG 3 and rD1- http.//dcg}g/r’%]/llé(')\l.%;; 8/jebl3
promotores del 5" AAGGAGGTGATCCAGCC i
crecimiento  vegetal y 3

actividad antifingica

Actividad antifungica e

Bsub5F (5-AAG TCG AGC

identificacion ~ molecular GGA CAG ATG https://www.scielo.org.mx/p
5 de . , df/agro/v50n2/1405-3195-
cepas nativas de bacillus G-3) y BSub3R (5-CCA GTT agro-50-02-00133.pdf
subtilis CCA ATG ACC CTC CCC3)) :
Evaluacion de .
SO . 27F (5y-
B e o AGAGTTITGATCCTGGCT
6 del crecimien?o vegetal CAG-3y) y cebador inverso DOI 10.1186/s40064-016-
o] 9 1492R (5§- 2584-8
P . ] GGTTACCTTGTTACGACTT-
para cultivo de algodén 3)

(Gossypium hirsutum)
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http://journals.tubitak.gov.tr/agriculture/
http://journals.tubitak.gov.tr/agriculture/
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/heliyon/fulltext/S2405-8440(20)31577-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2405844020315772%3Fshowall%3Dtrue
http://doi.org/10.22438/jeb/39/6/MRN-693
http://doi.org/10.22438/jeb/39/6/MRN-693
https://www.scielo.org.mx/pdf/agro/v50n2/1405-3195-agro-50-02-00133.pdf
https://www.scielo.org.mx/pdf/agro/v50n2/1405-3195-agro-50-02-00133.pdf
https://www.scielo.org.mx/pdf/agro/v50n2/1405-3195-agro-50-02-00133.pdf
https://www.scielo.org.mx/pdf/agro/v50n2/1405-3195-agro-50-02-00133.pdf

Caracterizacion molecular

de la microbiota
fizosferica  natva - de https://erp.untumbes.edu.pe
Opuntia ficus-indica y NS5+GLOMS5.8R e ps:/ierp. -edu.p

[revistas/index.php/manglar/

evaluacion de los efectos ITS4+GLOM1310 ) )
; ) article/view/65.

de cepas microbianas

aisladas sobre el

desarrollo del cactus

(():Iiegboiduocrleef’)tidos e EN1F  (103-124  pb) 5

especificos para la Egé_GJAGCCAAGAATGGCC https://www.ncbi.nlm.nih.go

gﬁﬁi(l:icslon endde0 Iu%gﬁlggz ENIR (1413-1393 pb) 5- )//pmc/artlcles/PMC4162904
9 GGAATAATCGCCGCTTGTG

positivo por PCR

C-31)

Fuente. Elaboracién de la revision de literatura.

En la tabla 09, se ha organizado los datos extraidos de los articulos revisados con
la finalidad de poder blasear los cebadores, para determinar que secuencia
genética de primers es la adecuada para ser usada en la amplificacion del ADN de
B.subtilis.
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Producto de la amplificacion de ADN de B. subtilis.

En la investigacion se empleé la técnica de electroforesis en gel de agarosa para la
visualizar las muestras de ADN de B. subtilis amplificadas, para ello se preparo el
gel de agarosa, luego fue vertido en pocillo de electroforesis en donde se colocaron
las muestras amplificadas para ser corridas, el resultado de dicha técnica se

muestra a continuacion

Figura 02: Gel en agarosa corridos en la electroforesis.

Fuente: Elaboracion propia
En las figuras se observan las bandas amplificadas del marcador molecular (MM) y
de las muestras estudiadas; la escala que presenta MM es 100 en 100 pares bases
(pb), esto permite comparar las bandas amplificadas de las muestras y conocer el
peso molecular de estas. Para la lectura de las bandas se utiliz6 la aplicacion Gel
Analaizer, obtuviendo como resultado que el carril 3 (MP 10-?), el carril 4 (M5 105)
y el carril 2 (M5 107) fueron las muestras que se visualizaron bandas y que al
momento de proyectar se pudo reconconer que cuentan con un peso molecular de
1300 pb (MP 102/ M5 10 /M5 101), también se puede observar en la parte inferior
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una banda de 350 pb la cual pertenece a un producto inespecifico que logro ser

amplificado en el proceso de PCR (Anexo 10).

Contrastacion del nivel de promocion de crecimiento vegetal.

Como parte del estudio del B. Subtilis en el Gossypium barbadense se realizd un
analisis fisicoquimico del suelo del arboreto, para conocer los niveles en los que
estan los parametros como pH, sélidos totales disueltos, conductividad entre otros;
asimismo se determind en un experimento la capacidad de dicho bacillus para

germinar la semilla del Gossypium barbadense (Anexo 11).

Tabla 10. Caracterizacion fisicoquimica del suelo del arboreto de algodén nativo.

Parametros Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
pH 7.76 8.11 8.33 7.96 7.94
Conductividad
525.5 304 251 705 357
(uS/cm)
Demanda de
15.8 13.18 13.67 125 13.40
Oxigeno (ppm)
Temperatura (°C) 17.31 18 18.24 20.31 20.16
Salinidad (PSU) 0.255 0.145 0.12 0.35 0.175

Sélidos Totales
263 151.5 125.5 352 179

Disuelto (ppm)

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N° 10, se muestra los de los parametros medidos en el analisis
fisicoquimico, todas las muestras presentan un pH neutro y ligeramente alcalino, ya
gue los valores oscilan entre 7.6 y 8.3; asimismo la conductividad eléctrica de las
muestras esta por debajo el nivel recomendado (1ds/m™) por lo que se demuestra

gue presentan una conductividad baja en el suelo analizado.
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Tabla 11. Promocién de crecimiento vegetal hasta la etapa de germinacion.

Control de Germinacion

Color de i
a semilla Dias 3d. 6d. 9d. 12d. 15d.
Semilla Ruptura Abrié la Empezé Presencia Brote de
inoculada de la semilla a brotar de raiz
agua. semilla pequefas
hojas
Semilla Abriola Empez6a Presencia Crecimiento Brote de
Pardo inoculada la semilla brotar de de hojas raiz
Oscuro  bacteria pequefas
patrén. hojas
Semilla Abriola Empezdéa Presencia Crecimiento Brote de
inoculada semilla brotar de de hojas raiz
con la cepa pequefas
identificada. hojas
Semilla Nada Rupturade  Empezo Presencia Brote de
inoculada la semilla a brotar de raiz
agua. pequefas
hojas
Semilla Abriola Empezdéa Presencia Crecimiento Brote de
Pardo inoculada la semilla brotar de de hojas raiz
Claro bacteria pequeias
patrén. hojas
Semilla Abrié la Crecimiento Empezé Presencia Brote de
inoculada semilla de abertura  a brotar de raiz
con la cepa pequefas
identificada. hojas
Semilla Nada Rupturade  Empezo Presencia Brote de
inoculada la semilla a brotar de raiz
agua. pequenas
Chocolate hojas
Semilla Nada Abrid la Empezo Presencia Brote de
inoculada la semilla a brotar de raiz
bacteria pequefas
patron. hojas
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Semilla Nada Abrié la Empez6 Presencia Brote de

inoculada semilla a brotar de raiz

con la cepa pequefas

identificada. hojas

Semilla Nada Nada Abrio la Empez6a Presencia

inoculada semilla brotar de

agua. pequefas

hojas

Semilla Nada Rupturade  Empez6 Presencia Brote de
MarTén inoculada la la semilla a brotar de raiz

bacteria pequefas

patron. hojas

Semilla Nada Rupturade  Empez6 Presencia Brote de

inoculada la semilla a brotar de raiz

con la cepa pequefas

identificada. hojas

Semilla Ruptura Rupturade  Empezd Presencia Brote de

inoculada de la la semilla a brotar de raiz

agua. semilla pequefas

hojas

Semilla Nada Abrié la Empezé Presencia Brote de
Blanco inoculada la semilla a brotar de raiz
Arena bacteria pequefas

patron. hojas

Semilla Nada Abrid la Empezo Presencia Brote de

inoculada semilla a brotar de raiz

con la cepa pequefas

identificada. hojas

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N° 11 se detalla el control de la germinacion de las semillas con un
periodo de 15 dias de las cuales se les realiz6 un monitoreo cada 3 dias, dando
como resultado que la gran mayoria de las semillas inoculadas con la bacteria

germinaron en menor tiempo a comparacion de las semillas inoculadas con agua.
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V.  DISCUSION

En la investigacion de Nacato y Valencia (2016) y Astorga et.al (2013) aislaron el
B. subtilis de la rizosfera del suelo en campos de cultivo de brécoli, desarrollaron el
método de diluciones seriadas y utilizaron un medio de cultivo de PCA enriquecido
con bromocresol en el caso de Astroga usé agar nutritivo y la temperatura de
incubacion fue de 28°C, mientras que Nacato y Valencia incubaron a 37°C en un
lapso de tiempo de 48 horas. Por el contrario Méndez (2017) y Flores y Roque
(2017) asilaron la bacteria B. Subtilis de bioinsumos comerciales, desarrollando el
mismo método de diluciones seriadas y empleando los medios de cultivo

mencionados en las investigaciones anteriores.

En nuestra investigacidon se emplearon los pasos y procedimientos de ambos
estudios, pues desarrollamos el método de diluciones seriadas con agua esteéril
como las investigaciones mencionados, no obstante, utilizamos caldo nutritivo,
pues no obtuvimos resultados positivos con la dilucién con agua estéril, ademas el
caldo nos permitié tener una mayor certeza en el crecimiento de microorganismos
antes de ser inoculados a las placas con los medios de cultivo seleccionados;
asimismo los medios de cultivo que se utilizo para el aislamiento fueron Agar Plate
Count (PCA) y Agar Nutritivo sin ser enriquecido por ninguna solucién, el tiempo y

temperatura de incubacién fue de 37°C por 48h.

Después del tiempo de incubacidon se pudo observar el crecimiento de B. subtilis,
Enterobacteria y cocos, teniendo en cuenta las caracteristicas macro y fonolégicas
de dichas bacterias; sin embargo, se monitorio a las 24 h de a ver sido sembradas
y se realizdé un control de calidad de los medios de cultivo antes de inocular la
muestra para eliminar agentes contaminantes presentes en las placas que

dificultaria la identificacion de la bacteria estudiada.

En la etapa de identificacion de la bacteria aislada se siguieron las técnicas basicas
de microbiologia una de ellas fue la tincibn Gram, ya que mediante el uso de
reactivos como cristal de violeta, lugol, decolorante y safranina permiten la
visualizacion de los micoorganismos aislados, entre ellos identificamos que la
muestra 1 presentaba colonias de Enterobacteria, muestras 2 y 4 se evidencio el
crecimiento de Clostridium tetani. Las muestras 3 y 5 presencia de bacillus sp y

bacillus subtilis respectivamente, todas las muestras se observaron en el lento

29



N°100X y con ayuda de aceite de inmersién. Luego de ello, se compar6 con la
literatura citada, donde se manifiesta que el B. Subtilis es una bacteria Gram
positiva, esporulada y de forma de bastones, caracteristicas que pudieron ser

observadas en el microscopio.

Por otro lado, existen pruebas a las que se someten a los microrganismos para
conocer su metabolismo y las sustancias o0 compuestos quimicos que son capaces
de degradar y las enzimas que pueden producir, en nuestra investigacion se
realizaron cinco pruebas bioquimicas (Urea, citrato de Simmons, SIM maotilidad,
TSI, Catalasa), las cuales fueron comparadas con los resultados que obtuvo de la
muestra patrén, siendo la muestra 5 la que mayor similitud presentd con respecto

al indicador de color que mostraron dichas pruebas.

Alaylar (2022), Kalam, Basu y Podile (2020) y Rahman et al. (2018), realizaron la
prueba de produccion de acido indolacético, ya que dicha auxina cumple un rol
indispensable para el crecimiento de la planta, de igualmanera Nehra, Singh y
Choudhary (2016), Szilagyi et al. (2014) y Hernandez et, al (2018) utilizaron dicha
prueba para determinar si el bacillus pertenecian al grupo de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal; de la misma forma para determinar si la bacteria de estudio

es promotora del crecimiento vegetal se realizé la prueba de indol.

Para la caracterizaciéon molecular de la bacteria estudiada se consult6é y recopilé
informacion util de articulos cientificos, para poder seleccionar el kit adecuado para
la extraccion de ADN de B. Subtilis; asimismo permitié determinar los cebadores o
primers, las temperaturas y ciclos adecuados para lograr una 6ptima amplificacion
en PCR de las muestras de ADN de B. subtilis. Cabe sefialar que en la mayoria de
articulos consultados no mencionan el kit de extraccion que han empleado para la

extraccion.

Para la deteccion de los primers se emplearon herramientas tecnolégicas como
PCR in sillico, BLAST de NCBI, donde se consultaron en su base de datos si los
cebadores a utilizar en la investigacion eran 6ptimos para la amplificacion de ADN
de B. subtilis; para ello se realizé un ensayo de las secuencias genéticas de los
primers en dichos programas para comprobar si eran capaces de amplificar la

secuencia de ADN de interés.

30



Los primers utilizados en los estudios de Ahmad et.al (2017), Alaylar (2022), Kalam,
Basu y Podile (2020), Rahman et al. (2018), Nehra, Singh y Choudhary (2016)
fueron el 27F (5y-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3y) y el 1492R (5y-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3y, dichos cebadores son considerados universales,
pues son utilizados para amplificar cualquier muestra de ADN de bacteria. Por el
contrario Campanfa et al, empled los primers NS5+GLOM5.8R e ITS4+GLOM1310

los cuales permitieron la amplificacion de muestras de ADN de pseudonoma.

Sin embargo, en nuestra investigacion no se optaron por dichos primers, ya que no
son especificos para el B.subtilis, provocando que aumente el margen de error al
amplificar; por ende, se utilizaron los cebadores EN1F (103-124 pb) 5'-
CCAGTAGCCAAGAATGGCCAGC-3', EN1R (1413-1393 pb) 5'-
GGAATAATCGCCGCTTGTGC-3') de la investigacion de Ashe et al. (2014), ya que
las secuencias genéticas de los cebadores son especificas para la deteccion de

Bacillus Subtilis.

Cabe sefalar que las investigaciones anteriormente mencionadas realizaron el
método de PCR convencional para amplificar sus muestras de ADN, en nuestro
caso desarrollamos una variante en la PCR, la cual se denomina touch down, este
tipo de PCR permite una mayor especificidad en la amplificacion, ademas asegura

gue los cebadores no amplifiquen secuencias genéticas no especificas.

Luego de la amplificacion de ADN se realiza el proceso de electroforesis en gel de
agarosa, el cual nos permite visualizar las bandas en un corrido de ADN sobre este
gel, en las investigaciones de Ahmad et.al (2017), Alaylar (2022), Kalam, Basu y
Podile (2020), Rahman et al. (2018), Nehra, Singh y Choudhary (2016), Coila,
Bernabé y Ruelas (2021) sefialan que la concentracion de gel de agarosa debe
oscilar entre 1.5 a 2%, en nuestro caso preparamos el gel a la concentracion de 2%

y 3% lo que facilité la visualizacion de las bandas.

En la investigacion se emplearon dos tipos de marcadores molecular el del kit
promega (100bp DNA ladder) y el Bench top ladder, cuya funcion es estimar el peso
molecular de las proteinas en la separacion electroforética; el marcador 100bp DNA
tubo una menor visualizacion en el gel de agarosa a comparaciéon del Bench top el

cual se mostr6 de manera mas nitida las escalas de proteinas facilitando un mejor
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reconocimiento y valoracién de los pares de bases de las muestras previamente

amplificada.

El resultado de la amplificacion de las muestras estudiadas visualizadas en el gel
de agarosa al 3%, facilito la lectura de los pesos moleculares de las bandas,
obteniendo que MP 102, M5 10°y M5 10! presentan un peso molecular 1300 pb,
a comparacion Ashe (2014) que en su investigacion utilizaron los mismo cebadores
consiguieron un producto de amplificacién con un peso molecular de 1311 pb, cabe
sefalar que los 11 pb de diferencia se debe a los distintos marcadores molecular

gue se han utilizado al momento de correr el ADN en gel de agaroza.

En la comparacion de la germinacién de las semillas inoculadas con agua y con la
solucion de bacterias se puedo diferenciar que no todos los colores han logrado
germinar al ser inoculadas con la bacteria; las semillas de color marrén demoraron
en abrir aun estando inoculadas con el B. Subtilis, a diferencia del pardo oscuro
donde a los 3 dias se pudo observar una ruptura en la semilla dando paso al primer

brote de la planta.

No obstante, el color blanco arena existi6 una particularidad donde la semilla
inoculada con agua rompio a los 03 dias, mientras que las semillas con la bacteria
B. Subtilis demoraron en romper, pero luego de 05 dias las semillas con B. Subtilis
empezo el proceso de germinacion. Por ultimo, de los cinco diferentes colores de
semillas el que mejor se comport6é fue el pardo oscuro, pues mostrd6 una mejor

respuesta con el inoculo de la bacteria.

32



VI.

CONCLUSIONES

La bacteria estudiada B. subtilis se aislé de la rizosfera del Gossypium
barbadense del arboreto de la UCV, para ello se desarroll6 el método de
diluciones seriadas como se sefiala en la investigacion, con la finalidad de
observar si existe presencia de bacterias en las muestras extraidas antes de
ser inoculadas en placas con los medios de cultivo segun las necesidades
de la bacteria a encontrar.

Se logré identificar mediante métodos microbioldgicos una de las especies
bacterias correspondia al Bacillus Subtilis de acuerdo a sus caracteristicas
tanto fenotipicas y biolégicas; mientras que en las demas muestras de suelo
se determind la presencia de clotridium tetani, enterobacteria y bacillus sp.
Asimismo, el ensayo de produccion de &cido indolacetico, determiné si la
bacteria estudiada era promotora de crecimiento vegetal, cuyos resultados
fueron positivo al bacillus subtilis, debido al viraje de color rojo en la parte
superior de la muestra.

La extraccion de ADN del B. subtilis se empleo el KIT de extraccion promega,
mediante el blaseado se logré definir los cebadores (ERN1R-F) adecuados
para la amplificacion de dicho material genético; asimismo el proceso de
electroforesis facilité la visualizacion de bandas de las muestras de ADN de
B. subtilis amplificadas, dando como resultado 1300 pb en la lectura del peso
molecular.

Finalmente se pudo contrastar el nivel de promocion de crecimiento en la
etapa de germinacion de la semilla del Gossypium barbadense, en un
experimento donde se monitorio durante 15 dias la germinacion de cinco
semillas de algoddn de diferentes colores, obteniendo que la semilla de color
pardo oscuro que fue inoculada con la solucién de la bacteria B. subtilis
germind en el menor tiempo a comparacion de la semilla inoculada con agua

del grifo.
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VII.

RECOMENDACIONES

Realizar control de calidad a los medios de cultivos previamente antes de
ser inoculados con la muestra de bacterias.

Para determinar si el cebador a utilizar lograra amplificar la muestra de ADN
es necesario realizar un blaseado, con la finalidad de identificar si la
secuencia genética sera util o no, para ellos se puede utilizar PCR in silico o
BLAST del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI).
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ANEXOS

Anexo 01.Operacionalizacion de las variables
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Anexo 02. Flujograma
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Anexo 03. Toma de muestra de suelo de la rizosfera del Gossypium barbadense.

Toma de muestra en el arboreto de la Universidad César Vallejo.

Anexo 04. Aislamiento de la bacteria de interés.

Diluciones seriadas de las muestras recolectadas.



Anexo 05. Identificacién de la especie bacteriana aislada.

Muestra Tincién Gram




Fuente: Elaboracion propia



Anexo 06. Pruebas Bioquimicas

Comparacion de los resultados de las pruebas bioquimicas entre la muestra
patrén y la muestra 05

Resultados de las pruebas bioquimicas (Urea/Citrato de Simmons/TSI)



Anexo 07.Prueba de SIM movilidad/Indol

Extraccion de ADN de Bacillus subtilis.



Anexo 09. Amplificacion de ADN por PCR.
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Anexo 10.Visualizacién de las bandas de ADN amplificadas.
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Anexo 11.Experimento de germinacién del Gossypium barbadense con
inoculacion del B. Subtilis.
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Semillas inoculadas con agua y con la bacteria de interés.
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