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1. INTRODUCCION

Este informe contiene actividades que se realizaron en el primer periodo de
2019, durante 12 semanas de pasantia, en el laboratorio de investigacion de
la Universidad Antonio Narifio, sede Circunvalar, en la ciudad de Bogota,
tiempo en el cual se realizaron actividades de apoyo al proyecto titulado:
Efecto de la co-inoculacion de cepas productoras de AHLs y cepas mutantes
sobre factores de patogenicidad de Pseudomonas con actividad
entomopatdgena.

Durante el tiempo de pasantia se plantearon actividades relacionadas con el
proyecto las cuales se cumplieron de acuerdo al cronograma de actividades
que incluian la deteccion de produccion de Acil homoserina Lactonas (AHLS)
de rizobacterias asociadas al cultivo de papay la determinacion de su actividad
biocontroladora, extraccion de las AHLs y la extraccion de ADN para la
caracterizacion molecular. La importancia del desarrollo de las actividades es
el uso de las rizobacterias en el campo agroambiental, como promotoras de
crecimiento, agentes de biocontrol por inhibiciéon de fitopatégenos y su uso en
la biofertilizacién de suelos que segin muchas investigaciones llevadas a cabo
en rizobacterias aumenta las biodisponibilidad de nutrientes para las plantas
mejorando su crecimiento y por ello los productos de los cultivos en el area
agricola.

Todas las actividades se desarrollaron en el laboratorio de investigacion de la
Universidad Antonio Narifio en la ciudad de Bogota.



2. JUSTIFICACION

Las actividades realizadas dentro del Proyecto “Efecto de la co-inoculacion de
cepas productoras de AHLs y cepas mutantes sobre factores de patogenicidad
de Pseudomonas con actividad entomopatdégena” permiten establecer las
caracteristicas de 82 aislamientos de rizobacterias de cultivos de papas
mediante deteccion de enzimas, la determinacion de produccion de AHLs y la
produccién de metabolitos secundarios, que facilitan el uso de un
microorganismo para ensayos de biocontrol de fitopatdbgenos como Tecia
solanivora y aumento de la disponibilidad de nutrientes que mejoren la
actividad y crecimiento de las plantas.



1. OBJETIVOS

1.1

1.2.

Objetivo General

Desarrollar actividades asignadas en el proyecto “Efecto de la co-
inoculacién de cepas productoras de AHLs y cepas mutantes sobre
factores de patogenicidad de Pseudomonas con actividad
entomopatégena’.

Objetivos especificos

Detectar la produccién de AHLs de rizobacterias asociadas a cultivos
de papa mediante el uso del biosensor Chromobacterium vioalaceum
CVv026

Caracterizar los aislamientos de rizobacterias asociadas a cultivo de
papa mediante pruebas enzimaticas y produccion de metabolitos
secundarios.

Determinar el potencial biocontrolador de rizobacterias productoras de
AHLs



4. PARTICIPANTES

ESTUDIANTE:

INGRID KATERINE ARIAS LOPEZ

Caodigo estudiantil: 101749111

Estudiante: Décimo semestre

Programa de Bacteriologia y Laboratorio clinico

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

ASESOR ENTIDAD EXTERNA
JAVIER VANEGAS

Docente Investigador

Facultad de ciencias Bésicas

Universidad Antonio Narifio



5. ENTIDAD EXTERNA DONDE SE REALIZA LA PASANTIA

La pasantia se realizo en el Laboratorio de Investigacion de la Universidad
Antonio Narifio Sede Circunvalar

RESENA HISTORICA UNIVERSIDAD ANTONIO NARINO
NATURALEZA JURIDICA

La Universidad Antonio Narifio es una entidad privada de educacion superior,
de utilidad comun, sin animo de lucro, organizada como Corporacion, con
personeria juridica reconocida por el Ministerio de Educacion Nacional
mediante Resolucion 4571 del 24 de mayo de 1977, y reconocida como
Universidad mediante Resolucion 3277 del 25 de junio de 1993, expedida por
el mismo Ministerio. A su vez, mediante la Resolucién 05846 del 19 de julio de
1994, el Ministerio ratifica la Reforma Estatutarial y la nueva denominaciéon de
la entidad como Universidad Antonio Narifio. La Corporacion tiene domicilio en
la ciudad de Bogot4, y puede, de acuerdo con las normas legales sustantivas
y reglamentarias de la educacion superior y la reforma estatutaria, establecer
dependencias, seccionales y centros regionales en otras ciudades del pais.

Origen

La Universidad Antonio Narifio (UAN), nace el 07 de marzo de 1976 en las
antiguas instalaciones de la Escuela de Medicina de la Universidad Javeriana,
ubicadas en la Calle 20 Sur No. 13 —61 de la ciudad de Bogota.

La decisién de iniciar actividades en la zona Sur de Bogotda, responde en
primer lugar, a la falta de un centro universitario en dicho sector y en segundo
término, a que la politica de cobertura educativa de entonces, no preveia la
ampliaciéon o creacion de universidades estatales y programas de pregrado.
Por ende, fueron muchos los jovenes que no podian ser admitidos, y en su
mayoria eran habitantes del sur de la capital.

Fue asi como la UAN, tomo la decision de liderar el impacto educativo y
cultural en dicha area, y estructuro su oferta académica inicialmente con cuatro
programas: Administracion de Empresas, Contaduria Publica, Licenciaturas
en Matematicas y Fisica, y Licenciatura en Quimica y Biologia.

Esto significd que para finales de 1977, con la asistencia de representantes
del gobierno y el ICFES, la sede Sur de la Universidad Antonio Nariiio, se
inaugurara oficialmente, tras haber sido aprobados los programas con su
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correspondiente infraestructura fisica y académica. De tal modo, las clases
iniciaron el 2 de febrero de 1978.

Los afios 80: presencia nacional

Alo largo de la década de los afios 80, la UAN consolida y amplia su portafolio
educativo a nivel de pregrado y postgrado.

Creacion de programas de pregrado

Nombre programa

Licenciatura en Ciencias Sociales 1982
Licenciatura en Danzas y Teatro
Ingenieria Industrial

Ingenieria Mecanica 1984
Ingenieria de Sistemas

Ingenieria Electronica, programa pionero en proyectos de 1

simulacion, arquitectura de micros y tecnologia biomédica con
amplio reconocimiento nacional e internacional.

Creacion de programas de postgrado
Nombre programa

Postgrado en Actuaria

Postgrado en Computacién para la docencia, ha capacitado a1984
mas de 5 mil docentes en todo el pais.

Postgrado en Auditoria de Sistemas

Postgrado en Finanzas

Postgrados en Administracion

Postgrados en Ciencias Fiscales

Especializacion en Educacién Sexual

Especializacion en Educacién para la cultura

Especializacion en Educacién para la salud

Especializacion en Prevencion del alcoholismo vy la
drogadiccion.

Especializacion en Educacion para la democracia
Especializacion en Lecto escritura

Especializacién en Educacion Bilingue

Especializacion en Juegos Coreogréficos

Especializacién en Teatro

1983

985

1985

Ademas, comienza una nueva fase de su historia, al ofrecer programas a
distancia, lo que le permite establecer centros de estudio en cada una de las

regiones del pais. Lo hace primero en Armenia, luego en Neiva e Ibagué, y
10



posteriormente en Pereira, Buga, Tunja, Roldanillo, Cartago y Rionegro
(Antioquia).

Los afios 90: nuevas ofertas de formacién

Esta década inicia con los ciclos profesionales de Ingenieria Mecanica (1991)
y Tecnologia en Sistematizacion de Datos (1992) bajo la modalidad abierta y
a distancia. Para los afos siguientes, la UAN se concentra en adoptar su
desarrollo a las exigencias del pais con programas como:

e Ingenieria Biomédica

o Optometria

« Terapias Psicosociales

« Psicologia

« Odontologia

o Medicina

o Medicina Veterinaria

o Comercio Internacional

o [Economia

e Derecho

e Arquitectura

o Hoteleria'y Turismo Ecolbgico
e Ingenieria del Desarrollo Ambiental

Asi mismo, en 1998 presenta su primer programa de Maestria en Educacion
Matematica, actualmente en desarrollo.

Siglo XXI: el nuevo reto

El proceso de crecimiento académico de la Universidad Antonio Narifio, no
s6lo se ha complementado con la construccion de instalaciones propias,
disefiadas y proyectadas como campus universitario, y la asignacion de
recursos fisicos y financieros necesarios, como son laboratorios,
audiovisuales, biblioteca y centros de computo.

También ha contribuido la apreciacion constante, constructiva y critica de los
propios procesos desde dentro (autoevaluacion, autorregulacién), y desde
fuera (vigilancia por parte del Estado), en la tarea de mejoramiento continuo
tanto en aquellos aspectos que constituyen las mayores fortalezas de la
Universidad como en aquellos que requieren redirigirse.
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A continuacion se presenta el marco estratégico emanado del Proyecto
Educativo Institucional (PEI) de la UAN:

Mision
La Universidad Antonio Narifio, como institucién de educacion superior en
claro compromiso con el pais, se ha propuesto como mision:

 Formar ciudadanos iddéneos y competitivos, éticos y humanistas, con
pensamiento autbnomo Yy critico, personas altamente calificadas vy
comprometidas con los procesos de transformacion positiva del pais,
fundamentados en la incorporacion, difusion, generacion e innovacion del
cono- cimiento universal.

* Ejercer liderazgo educativo e investigativo, en ciencias, artes y tecnologia,
acorde con los procesos de globalizacion y adelantos cientificos, que responda
a los desafios provenientes de los cambios locales, regionales, nacionales e
internacionales.

* Contribuir a la calidad y excelencia del talento humano mediante la formacion
académica e investigativa rigurosa que posibilite la creacion y consolidaciéon
de grupos de investigadores que orienten el desarrollo cientifico, tecnolégico
y artistico.

+ Contribuir a la democratizacion del conocimiento y promover la igualdad de
oportunidades, no sélo en el acceso sino en la posibilidad de concluir los ciclos
de formacion mediante la descentralizacion, la ampliacion de la oferta
educativa, la diversificacion de programas, la generacion de mecanismos de
financiacion y el establecimiento de sistemas de informacion.

» Establecer los canales de comunicacion con las comunidades y con sus
lideres y gobernantes para realizar trabajos conjuntos que permitan la
resolucion de problemas, el mejoramiento de la calidad de vida y la generacion
de proyectos que procuren la satisfaccion de las necesidades y anhelos de
cambio.

* Identificar nuevos escenarios, metas y perspectivas que permitan vislumbrar
un proyecto futuro de localidad, region y pais y trabajar para su realizacién.
Vision

Posicionarse como una de las mejores universidades del pais, con
pensamiento critico, autdbnomo y global, acreditada nacional e

internacionalmente, que al estar a la vanguardia del conocimiento, contribuya
a la competitividad nacional en ciencias, artes y tecnologia, es el reto de la
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Universidad Antonio Narifio. La Universidad ha desarrollado su quehacer
institucional con rasgos singulares que deben ser repotenciados de tal manera
gue se establezca una nueva propuesta caracterizada por:

* El ofrecimiento de programas académicos reconocidos y acreditados
nacional y/o internacionalmente, cuya calidad garantice la idoneidad y
competitividad de los egresados de todos los programas, asi como el aporte
de estos en la identificacion, analisis, prevencion y/o solucién de los problemas
sociales o técnicos, vigentes o potenciales, programas que propicien ademas
el logro de una formacion integral que potencie el pensamiento autbnomo y
critico, asi como la creatividad en la construccion de la sociedad del futuro.

» Un alto nivel de desarrollo cientifico, tecnoldgico y artistico que permita la
participacion activa en las comunidades académicas nacionales e
internacionales.

* Una cultura investigativa consolidada que posibilite la formacién de grupos
de investigacion en diferentes campos del saber con reconocimiento nacional
e internacional y que aporten al desarrollo cientifico del pais.

« La contribucidn a organizaciones, nacionales e internacionales, que agrupan
a comunidades y programas académicos, facultades, escuelas e instituciones
de educacion superior, y la participacién activa en proyectos de cooperacion
interinstitucional.

* El impacto institucional proactivo en todo el pais a través de una red robusta
de programas académicos en distintas modalidades de formacién en pregrado
y posgrado, que aprovechen todas las posibilidades tecnoldgicas,
innovadores, diversos y acordes con las demandas y tendencias de desarrollo
local, regional, nacional e internacional.

» El fortalecimiento de planes, programas y proyectos de educacion
continuada y formacion permanente que responda a la dinamica de evolucion
y crecimiento del conocimiento perteneciente a las disciplinas, profesiones,
practicas y oficios.

* El establecimiento de una cultura de colaboracién y asesoria a empresas,
instituciones gubernamentales, organizaciones no gubernamentales vy
sociales, junto al desarrollo de convenios y/o la prestacion de servicios que
contribuyan al bienestar de las comunidades y de los ciudadanos que las
componen.

* Ser una institucion acreditada nacional e internacional- mente, acorde con
las tendencias y estandares de calidad en la educacion superior.
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» Ser una institucion educativa autorregulada gracias al desarrollo de una
cultura de auto evaluacion y a la autonomia conferida por la ley, que permitan
el permanente mejora- miento y consolidacion de los procesos.

Objetivos institucionales

En consonancia con el articulo 6 de la Ley 30 de 1992, la Universidad Antonio
Narifio establece sus objetivos institucionales, incorporando los propuestos
por la ley y adicionando los siguientes:

1. Acreditar los programas de pregrado y postgrado de acuerdo a las
disposiciones gubernamentales nacionales e internacionales en un minimo
plazo.

2. En concordancia con el articulo 67 de la Constitucion Nacional, ampliar las
oportunidades de acceso a quienes en ejercicio de la igualdad de
oportunidades, demuestren poseer las capacidades requeridas y cumplan las
condiciones académicas exigidas. lgualdad de oportunidades que se vea
reflejada no solo en el acceso sino en la posibilidad de concluir los ciclos de
formacion en educacion superior.

3. Propiciar condiciones, académicas y de bienestar, para que cada miembro
de la comunidad educativa complete y cualifigue su proyecto de vida de
manera que posibilite su plena realizacion personal.

4. Fomentar medios y procesos de formacién integral de ciudadanos con
pensamiento autdbnomo Yy critico, que permitan el desarrollo de la creatividad y
procuren establecer compromisos al servicio de la construccion de futuro de la
sociedad.

14



6. PLAN DE TRABAJO

Las actividades de pasantia se realizaron desde el dia en que fue aceptada la
carta de la solicitud de la misma.

FECHA DE INICIO: 26 de Marzo de 2019.
FECHA DE FINALIZACION: 9 de Junio de 2019.
HORARIO DE TRABAJO: 8:00 AM A 5:00 PM
LUNES A VIERNES.
DURACION: 12 SEMANAS, 58 DIAS, 9 HORAS DIARIAS (522 HORAS)

METODOLOGIA: PRESENCIAL

El desarrollo de la pasantia se realiz6 de forma presencial, integrando al
pasante con el grupo de trabajo de investigacion: estudiantes practicantes de
IX Y X semestre de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
profesionales Bacteriélogas, Docentes y todo el personal que esta vinculado
en el laboratorio, utilizando herramientas y equipos de trabajo disponibles en
un ambiente agradable de trabajo con un acompafamiento constante del
docente investigador a cargo de la pasantia.
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7. LOGROS ALCANZADOS:

ACADEMICOS:

En la pasantia realizada se coloco en practica muchos de los conocimientos
aprendidos durante los 5 afios de la carrera profesional.

e Desarrollo de actividades con responsabilidad.

e Aplicacion de normas de bioseguridad.

e Aplicacion de conocimientos en el area ambiental y veterinaria

e Desarrollo, descripcion y analisis de pruebas de laboratorio.

¢ Identificacion de la importancia de los microorganismos en el area
agroambiental.

e Elaboracion de protocolos e informes de laboratorio.

e Preparacion de medios de cultivo.

¢ Manipulacién de equipos de laboratorio.

e Sentido de pertenencia por la Institucion.

e Interés por los Proyectos de investigacion.

SOCIALES:

e Capacidad de integracion a un equipo de trabajo.

e Colaboracion y responsabilidad en las actividades de trabajo.

¢ Reconocimiento de las diferencias, fomentar la tolerancia y el respeto
con los demaés.

e Conocimiento de las habilidades y fortalecer las debilidades.

e Establecimiento de un compromiso ético y profesional con la
sociedad.

e Sentido de pertenencia por la institucion que formo al profesional

PROYECCION:

Esta pasantia permite la adquisicién de experiencias que fortalecen la vida
laboral a nivel personal y profesional, donde se requiere un compromiso de
responsabilidad y respeto con la sociedad. La pasantia amplia la vision del
campo de accion de la Bacteriologia en el area investigativa incentivando a la
adquisicién y practica de nuevos conocimientos no solo relacionados en salud,
también en areas donde se busque solucion a problematicas sociales.

Por medio de esta practica se logré reconocer la importancia de los énfasis en
la carrera, la experiencia personal de adquirir conocimientos en clinica, el
énfasis veterinario y la experiencia en el area agroambiental proyectan un
futuro promisorio en el ambito profesional, resaltando la importancia de los
énfasis, los semilleros de investigacion y la formacion de profesionales
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integrales dentro de la formacion académica de los futuros Bacteri6logos y
Laboratoristas clinicos.

8. DESARROLLO DEL PLAN DE TRABAJO

8.1. Deteccion de produccion de AHLs de rizobacterias asociadas a
cultivos de papa mediante el uso de biosensores.

Por medio del Biosensor Chromobacterium violaceum (CV026) se realiz6 la
deteccion de AHLs. El biosensor produce un pigmento llamado violaceina para
la deteccion de las moléculas sefial AHLs de cadenas cortas de C4 a C8
producidas por las cepas bacterianas asociadas a cultivos de papa como
mecanismos de sefalizacion que le otorga a la bacteria la capacidad de
colonizacion e infeccion. El ensayo se realiz6 en 82 cepas bacterianas
clasificadas en la siguiente tabla:

Muestras de trabajo Numero de aislamientos \

Cepas degradadoras mas insecticida 26
Cepas entomopatdgenas 10
Cepas promotoras 15
Cepas lechuga 16
Cepas degradadoras mas insecticida 15
Total muestras 82

La metodologia empleada para la deteccion de la produccién de AHLs de
rizobacterias, consisti6 en la activacion del biosensor CV026 y la siembra
masiva de este, en medio LB. Las rizobacterias se inoculan en sensidiscos:
0.5 ul de cada cepa bacteriana, se dejan incubar a 30°C y se lee a las 24y 48
horas, el resultado positivo es la produccion de pigmento violaceina por parte
del CV026 alrededor del crecimiento de las cepas bacterianas y el resultado
negativo es la observacion de solo el crecimiento sin pigmento.

La metodologia de cada una de las pruebas se encuentra detalladamente en
los informes anexos.

8.2. Preparacion de medios de Cultivo

Se prepararon tanto medios de cultivo solidos como liquidos, medios de
enriquecimiento, selectivos y diferenciales siguiendo los protocolos
disponibles en el laboratorio y utilizando las normas de bioseguridad que
aseguran la calidad de los medios.
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Los medios de cultivo se realizaron para la deteccion de enzimas y
compuestos secundarios producidos por las 82 cepas, para determinar el
potencial biocontrolador de Rizobacterias productoras de AHLs utilizadas en
los diferentes proyectos del laboratorio de Investigacion de la Universidad
Antonio Narifio Sede Circunvalar. Los medios utilizados fueron los siguientes

MEDIOS DE CULTIVO

Medio Luria Bertani

Medio Potato Dextrose Agar PDA
Caldo Nutritivo

Medio Nitrogen free Broth (NFB)
Medio Sundara Rao y Sinha (SRS)
Medio para Sideroforos

Medio Skim Milk (proteasas)
Medio Quitinasas

Medio para acido indolacetico (AIA)
Medio para deteccion de (HCN)

8.3. Co-Inoculacion de Rizobacterias productoras de AHLs

Este ensayo se realiz6 para determinar el efecto de dos cepas bacterianas
C47 Y TN152 con Rhizoctonia solani y evaluar su actividad biocontroladora.
Se realiza el in6culo de C47 Y TN152 a 0.2 Absorbancia a 500 nm y un co-
in6culo de C47 Y TN152 a 0.05 ml a 0.2 Absorbancia cada uno. Después se
realiza el enfrentamiento con el Hongo y se observa si los indculos de las
cepas y el co-inoculo de C47 y TN152 inhiben el crecimiento del Hongo.
Determinando si las dos cepas productoras de AHLs tienen la capacidad
biocontroladora frente al Hongo.

8.4. Deteccion de compuestos Volatiles VOCs.

En este ensayo se buscaba determinar si las cepas bacterianas C47 y TN152
(cepas entomopatdgenas) tienen la capacidad de emitir compuestos volatiles,
como mecanismo de proteccion y su posible uso como agentes de control
bioldgico de plagas ( Tecia solanivora ) para su uso en cultivos de papa, el cual
se ve afectado notablemente por pérdidas y dafio del producto. Se realizaron
tres ensayos de enfrentamiento con Tecia solanivora en estado adulto: el
primer ensayo con un inéculo de la cepa C47, el segundo ensayo con un
in6culo de la cepa TN152 y el tercero con un co- indculo de las dos cepas C47
Y TN152 con cuatro réplicas cada uno.
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8.5. Inoculacion de Rizobacterias productoras de AHLs para determinar
Su accion biocontroladora con Tecia solanivora.

Las rizobacterias productoras de AHLs se administraron en larvas de primer
estadio de T. solanivora a 1X10'? UFC/m, se realiz6 el ensayo en este estadio
porque es el mas susceptible a infeccion, en el que las cepas bacterianas
indujeron a un alto porcentaje de muerte La seleccidn de rizobacterias
productoras de AHLs como patdégenas de T. solanivora fue exitosa ya que
todas las cepas mataron la larva del insecto. Las larvas infectadas se
caracterizaron por presentar signos de reduccién de movilidad, melanizacion
en la region abdominal y finalmente la muerte. La melanizacién generalmente
se presenta por produccion de sustancias toxicas, o que causa necrosis en el
intestino y dafio tisular. Las larvas sanas por lo tanto conservan una morfologia
intacta con el color blanco caracteristico.

8.6. Extraccion de ADN Bacteriano

El método de extraccion utilizado fue el de extraccidon organica, se utilizaron
muestras de cepas promotoras, las cuales fueron lisadas, para luego
desnaturalizar las proteinas mediante una enzima y precipitar con fenol
cloroformo. El ADN purificado se recupera con etanol e isopropanol
precipitando los acidos nucleico.

8.7. Extraccién de AHLs: Sélido-Liquido

El ensayo se realizd6 con dos cepas positivas para el biosensor
Chromobacterium violaceum, cepas C47 y TN152 de las cuales se hace un
pre indculo para extraccion soélido- liquido en caldo Nutritivo suplementado con
glicerol al 0.15% e incubado a 30°C a 130 rpm. Para la extraccion de las AHLs
se utilizaron cartuchos Bond Elut Plexa, los cuales se preacondicionaron; un
cartucho con el compuesto quimico acetonitrilo ACN vy el otro con isopropanol
IPA. Después se procede a hacer 3 lavados de los cartuchos con Agua Milli-Q
para eliminar el resto de los compuestos. Posteriormente se agrega la
muestra, se baja presion de equipo y se deja secar 10 minutos. Para finalizar
se eluyen con tres lavados de 6 ml de ACN e IPA respectivamente. El extracto
se guarda en recipientes &mbar y se almacenan a 20°C.

8.9. Manejo de equipos de laboratorio

Para la realizacion de los diferentes ensayos en el laboratorio se recibié una
induccion para el correcto manejo de los siguientes equipos: cabina de
extraccion, autoclave, balanza analitica, neveras, espectrofotometro, pH
metro.
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8.10 Exposicion de Articulos

La exposicidn de articulos se hizo con el fin de conocer los patégenos de los
cultivos de papa (Tecia solanivora, Rhizotocnia solani), la flora bacteriana
presente en intestinos de insectos y ampliar los conocimientos sobre la
metodologia utilizada en los ensayos.

Actividades adicionales

Durante la pasantia se realizé actividades extra en las que se colabor6 con
otros ensayos realizados por comparfieros del laboratorio, preparacion de
medios de cultivo, actividades en invernadero (desmonte de cultivo de papa,
conteo de estolones y brotes).

8.11 Metodologias empleadas

En cuanto a las metodologias de cada una de las actividades realizadas se
describe de forma detallada en los informes adjuntos en produccion los cuales
se elaboraron segun los protocolos disponibles en el laboratorio de
Investigacion de la universidad Antonio Narifio aplicandolos a las muestras
obtenidas en el proyecto.

8.12. Experiencias adquiridas

La pasantia realizada en el laboratorio de Investigacion de la Universidad
Antonio Narifio, promueve la capacidad investigativa de los estudiantes. El
desarrollo de esta practica amplia la vision del campo laboral de la carrera
profesional con un enfoque agroambiental de los proyectos desarrollados en
este laboratorio, que en un futuro pueden solucionar las problematicas
ambientales presentes en la actualidad. El uso de fertilizantes e insecticidas
no solo representa un riesgo para la salud humana al consumir alimentos que
han sido tratados con estos quimicos, también afecta notablemente la calidad
del suelo, por ello cada uno de los ensayos que se realizaron permite usar
microorganismos como agentes de biocontrol y como bacterias promotoras de
crecimiento vegetal PGRP siendo una opcién para implementar practicas que
beneficien tanto a las plantas, el suelo y a las personas que trabajan en la
agricultura.

En cuanto al area personal esta experiencia brinda la oportunidad de trabajar
en equipo y conocer nuevas personas que aportan tanto a nivel profesional
como a nivel personal, compartir con comparieros integrales, demuestran la
calidad de profesionales que forman los docentes de nuestra institucion.
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9. PRODUCCION

9.1 Informe produccion de AHLS por biosensor Chromobacterium
violaceum CV026

UNIVERSIDAD ANTONIO NARINO
Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:

v Reactivacion de Cv026.
v' Caracterizacion de microorganismos que producen AHLs al ser
expuestas al Biosensor CV026.

Actividades

e Preparacion de medio LB (Luria Bertani).

e Reactivacion de CV026 en caldo nutritivo mas Kanamicina.

e Realizacién de enfrentamiento de CV026 con las 87 cepas (cepas
promotoras, cepas degradadoras, cepas degradadoras mas insecticida,
cepas de lechuga y cepas entomopatégenas).

¢ Incubacion de las bacterias en placas con medio de cultivo a 30°C

e Observacién del crecimiento de los microorganismos a las 24 horas, a
las 48 horas.

Materiales

v Asas bacterioldgicas.

Cajas de Petri.

Cepas bacterianas y CV026.
Tubos Falcon 50.

Medio LB.

v Caldo nutritivo.

ASANENEN

Marco Teérico
Chromobacterium violaceum CV026

Es una proteobacteria Gram negativa encontrada en suelo y agua con
caracteristicas macroscoépicas en las que se observa colonias lisas de color
violeta, color producido por el pigmento bioactivo violaceina codificada por un
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vioperon que se expresa cuando las bacterias tienen la capacidad de hacer
Quorum Sensing (QS) y relacionado con la regulacién y produccion de
triptéfano por tal razon CV026 es utilizado en laboratorios de investigacion. La
temperatura Optima para su crecimiento es de 30°C a 35°C (1).

Caldo nutritivo

Compuesto g/l 500 ml
Peptona 0.1 6.0
Cloruro de sodio NaCl 0.5 4.8
Extracto de levadura 0.5 0.6
Agar Agar 15

Aislamientos Bacterianos

Se utilizaron 82 cepas bacterianas (cepas degradadoras mas insecticida,
cepas entomopatdgenas, cepas promotoras, cepas de lechuga, cepas
degradadoras) aisladas de la rizosfera del cultivo de papa. Cada una de las
cepas se describe en las tablas adjuntas:

Cepas degradadoras mas insecticida

1. 11 A3 14. 23 A
2. 11C3 15. 23 B
3. 12A2 16. 24 A
4. 13C 17. 26 A
5. 21 A2-1 18. 31C2
6. 21A2-2 19. 31C3
7. 21 A3 20. 32 A2
8. 21B2 21. 33A
9. 21B3 22. 32 B2
10. 21C2 23. 41 B2
11. 22 A 24, 41 B3
12. 22B 25. 44 A
13. 22 B2 26. 42B
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Cepas Cepas promotoras
entomopatdgenas

1. C31 1. 2 11. 20
2. C47 2. 03 12. 29
3. TN33 3. 4 13. 30
4.  TN106 4. 4 A 14. 38
5. TN107 5. 5 15. 63
6. TN151 6. SA

7. TN152 7. 6

8. TNS503 8. 7

9. TN1034 9. 7A

10. TN1035 10. 10

Cepas Lechuga Cepas Degradadoras

1. 30 11. 77A 1. 2 A2 11. 2B
2. 59 A 12. 77B 2. 6 A 12. 2A
3. 59B 13. 77C 3. 4A 13. 3B
4. 59C 14. 77D 4. 1B2 14. 1 B3
5. 59D 15. 202 A 5. 1A3 15. 3A
6. 70 16. 202B 6. 1C2

7. 76 A 7. 2B2

8. 76 B 8. 3C

9. 76 C 9. 1A2

10 76 D 10. 1C3

Metodologia
Para la preparacion del medio LB se realiza de acuerdo al protocolo.

v' Se prepararon 300 ml de Agar LB para 15 cajas de Petri.
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Compuesto g/L 300 ml

Peptona 0.1 0.03
Cloruro de sodio NaCl 0.5 0.15
Extracto de levadura 0.5 0.15
Agar Agar 15 4.5
v" El medio se autoclava durante 20 minutos a 15 Ib de presién. Se sirve

v

en placas de Petri.

Los aislamientos se colocan cada uno en eppendorf con 100 ml de
caldo nutritivo y 50 uL de las muestras respectivas para un total de 82
cepas (cepas promotoras, cepas degradadoras, cepas degradadoras
mAas insecticida, cepas de lechuga y cepas entomopatégenas). Se dejan
en shaker a 30 °C durante 24 horas.

Reactivacion del CV026:

v Se toma un tubo Falcon de 15 ml al cual se adiciona 5 ml de caldo

nutritivo mas 5 ul de Kanamicina para luego adicionar 200 ul de Cv026
(cepa conservada a -70°C) La reactivacion no se dio a las 24 horas por
lo que se procedio a reactivar dos muestras mas de CV026 en menos
-70° C obteniendo resultados de crecimiento a las 48 horas a 29°c a
200 rpm.

El stock de antibiético (Kanamicina) a adicionar se calculdé de la siguiente

forma:

V1.C1=V2.C2 V1. 50 ug = (5ml)*(50ug/ml)=0.005 ml = 5ul

Después de que el CV026 creci6 en caldo nutritivo mas kanamicina, se realizé
el montaje del ensayo:

v

v

v

En placas de Petri con caldo LB se siembra masivamente el CV026 con
escobillon estéril sobre toda la caja.

Se distribuyen 6 sensidiscos a los cuales se les agrega 5 uL de los
aislamientos. Como se muestra en la fotografia y se in6cula como
control positivo PAO ( Pseudomonas aeruginosa).

Se deja en incubadora a 30°c y se realiza la lectura a las 24 y 48 horas
para observar la produccion de Violaceina por parte del biosensor
Chromobacterium violaceum CV026.
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Resultados

v" De todos los aislamientos a continuacion se muestra una tabla de
resultados con las cepas que no presentaron pigmento de Violaceina
por parte del CV026 ni a las 24 horas como tampoco a las 48 horas.

Grupos de cepas Cepas

Cepas degradadoras - 11C3,21 A2-2,21B2,23B
insecticida

Cepas entomopatodgenas -

Cepas promotoras 2,03,4,5,6,7,7 A,10,20,29,30,38,63
Cepas lechuga 59B,59 C,77C

Cepas degradadoras 2A2,1B2,1A3,1C2,2B2,1C3,
1B3

<

Todos los demas aislamientos que no se muestran en la tabla son por
lo tanto productores de AHLs debido a que el CV026 presenta pigmento
de violaceina al ser expuesto a los aislamientos :

v’ 22 aislamientos correspondientes a muestras de cepas degradadoras
mMAs insecticidas presentaron respuesta frente a CV026 lo que significa
gue son cepas productoras de AHLs (n- Acil homoserina Lactonas). Los
aislamientos 21 C2, 32 A2, 44 A, 42 B presentaron una baja produccion
de AHLs al ser enfrentadas con el biosensor CV026 ya que se observa
una ligera pigmentacion de Violaceina y es importante resaltar que las
cepas 31 C2 Y las cepas 32 A2 el resultado positivo fue a las 48 horas
después de estar expuestas al biosensor CV026.

v' Todas las cepas entomopatégenas presentaron produccion de AHLs

solo el aislamiento TN151 tiene una baja produccién de AHLs ( ligera

pigmentacion de Violaceina)

En las cepas promotoras solo 2 cepas son productoras de AHLs y la

cepa 4 tiene una baja produccion de AHLs. ( Ligera pigmentacion de

Violaceina)

v' En las cepas de lechuga 13 cepas presentan produccion de AHLs y los
aislamientos 59A, 77A, 77D una baja produccion de ellas. ( Ligera
pigmentacién de Violaceina )

v" Finalmente de las cepas degradadoras 8 cepas: 6A, 4A, 3C, 1A2, 2B,
2A, 3B, 3A, tiene baja produccion de AHLs por la ligera pigmentacion
de Violaceina, sin embargo quienes tienen esta caracteristica mas
pronunciada son las cepas 3C y 2B, las cuales al estar expuestas 48
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horas al Biosensor CV026 no presentaron cambio alguno y continuaron
estables con la misma caracteristica que fue observada a las 24 horas.

Imagen 1: Control positivo en centro de caja de Petri
PAO ( Pseudomonas aeruginosa). Aislamiento 5 A con
ligera pigmentacion. Aislamientos 6, 7,7 A, 10 Y 20 no
presentan pigmentacion

v' El control positivo PAO (Pseudomonas aeruginosa) permite que la

prueba sea leida con éxito ya que en el ensayo, su reaccion frente al
Biosensor CV026 fue altamente eficaz con una produccion de
violaceina muy marcada.

Conclusiones

La observacion del crecimiento de los microorganismos en el medio LB
con el Biosensor CV026 es muy eficaz pero se puede observar que las
cepas promotoras son en su mayoria los microorganismos que no
producen AHLs (13 aislamientos con resultado negativo) seguidas por
las cepas degradadoras (7 aislamientos negativos).

Las cepas con mayor produccién de AHLSs son las cepas degradadoras
mas insecticida, cepas entomopatdgenas y las cepas de lechuga
presentan una buena produccion de AHLs al ser expuestas al biosensor
CV026.

Bibliografia

1. Kothari V. et al (2017) Recent research advances on Chromobacterium violaceum. Asian
Pacific Journal of Tropical Medicine Volume 10, Numero 8, August 2017, Pages 744-752.
Disponible en
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16F16B3C579
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9.2 .Informe de Caracterizacién de microorganismos por produccion de
proteasas

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:

v' Determinar bajo condiciones in vitro la producciébn de enzimas
proteasas por parte de los 82 aislamientos.

Materiales

v' Erlenmeyer

v Palillos estériles
v' Cajas de Petri
v" Medio Skim Milk

Actividades

¢ Reactivacion de 82 cepas en medio LB (cepas promotoras, cepas
degradadoras, cepas degradadoras mas insecticida, cepas de lechuga
y cepas entomopatdgenas )

e Preparacion de medio Skim Milk.

e Siembra de cada muestra en el medio Skim Milk.

e Incubacion de las bacterias en placas de Petri con medio Skim Milk a
30°C durante 3 dias

e Lectura de prueba.

Marco Tebrico
Proteasas

Las proteasas son enzimas de origen microbiano con una amplia aplicacién
industrial y comercial se usan en detergentes, en produccion de alimentos, en
la industria del cuero, farmaceéuticos, lacteos y diagndstico, por lo que tiene un
alto potencial biotecnologico. Estas enzimas estan relacionadas con funciones
celulares: degradacion de sustratos, esporulacion, germinacion, modificacion
enzimatica entre otras (1) y se clasifican en metaloproteasas, estearasas y
serin proteasas (2) Con el hallazgo de enzimas microbianas producidas por
bacterias su uso a través de los afios ha aumentado por sus propiedades y su
estabilidad en temperatura y pH que influyen en la funcién y han hecho de ellas
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las mas atractivas en el mercado. (2) Entre las bacterias que presentan
produccion de proteasas extracelulares se pueden mencionar: Bacillus subtilis,
Aeromonas sp., Serratia sp., Enterobacter sp. y Pseudomonas sp (1)

Medio Skim Milk

Es un medio selectivo compuesto por leche que tiene plasmina como principal
proteasa formado por el precursor plasminégeno y por la misma plasmina los
cuales se unen a la caseina. Este medio determina la actividad enzimatica
proteolitica de los microorganismos por medio de un halo que indica la
hidrolisis de caseina. Util en la diferenciacion de Clostridium (2). Las bacterias
marinas son productoras de proteasas ejemplo Pseudomonas (4)

Preparacion Medio Skim Milk

Compuesto 100 M

Skim Milk 1 gren 10 ml de H20
destilada Caliente

Agar — agar 1.35 gr en 90 ml de H20
destilada

Cepas bacterianas
Se utilizaron 82 cepas bacterianas relacionadas con el cultivo de papa:
Metodologia

1. Se realiza la siembra de reactivaciéon de 82 aislamientos Bacterianos en
medio Luria Bertani LB

2. Se prepara el medio Skim Milk segun protocolo basado en Suarez y Herrera
2012. Se realiza la conversion de acuerdo a la cantidad a preparar (400 ml)

Composicion de medio Skim Milk.

Compuesto 100 ml 400 ml

SKIN MILK 1gren10 mide H20 4 gr en 40 ml de H20
destilada Caliente destilada Caliente

Agar — Agar 1.35gren 90 ml de 5.4 gr en 360 ml de
H20 destilada H20 destilada

Céalculos para 400 MI de Skim Milk
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Skim Milk

100 g------------------ 1000 mL x= 4 gr de medio Skin Milk en 40 Ml de Agua
destilada caliente
X mmmmmmmmm e 40 mL
Agar- Agar
15 gr------------=--m--- 1000 mL x= 5.4 gr de agar-agar en 360 Ml de agua
destilada
X mmmmmmmmm oo 360 mL
\

N
N

g

Imagen 1: Medio Skim Milk

3. Se disuelven los 4 gr de medio Skim Milk EN 40 MI de Agua destilada
caliente en un Erlenmeyer. Se disuelven los 5.4 gr de medio Agar — Agar
en 360 ml de Agua destilada en un Erlenmeyer.

4. Se esterilizo cada una de las suspensiones anteriores

5. Se deja enfriar los medios hasta alcanzar una temperatura de 60° C Y
se mezcla el medio Skim Milk y el Agar- Agar y dejar en agitacion hasta
observar que la suspension es homogénea.

6. Se sirve el medio y se siembra con palillo estéril los 82 asilamientos y
el control positivo: Pseudomonas aeruginosa PAO.

7. Seincuba a 30 ° C durante tres dias.
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Resultados

Se observa halo transparente producto de la hidrolizacion de caseina por
accion de las proteasas alrededor del crecimiento de las colonias (hidrolisis de
caseina) en el medio Skim Milk el cual fue sembrado en placas y evaluado a
los tres dias obteniendo los siguientes resultados:

A continuacion se colocan las cepas que no produjeron proteasas

Grupos de cepas Numero de cepas
Cepas degradadoras e 11C3, 21 A2-2,21 B2,23A,41 B2

insecticida

Cepas entomopatogenas C31, TN33, TN151, TN152.

Cepas promotoras 4A,5A.

Cepas lechuga 59C, 76C,76D, 77B,77C,77D, 202A
Cepas degradadoras 1B2,1A3,1C2,1B3,1C3,1B3

v' De las cepas degradadoras, 21 cepas producen proteasas Yy se
describen en la tabla .El 80% de las cepas si producen la enzima
evidenciandose el halo alrededor de la colonia

v' 6 cepas entomopatdgenas, 2 cepas promotoras, 9 cepas de lechuga y
11 cepas degradadoras si producen halo caracteristica de la actividad
enziméatica

Imagenes de los Resultados.

Imagen 2: Formacion de halo hidrolisis de Imagen 3: Formacion de halo en tres tamafios
caseina por accion de proteasas cepas 70, 76 Cepa AB2, cepa 3C Y cepa 1 A2
AY76B
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Imagen 4: Aislamientos con resultado Imagen 5: Control positivo: Pseudomonas
negativo no se evidencia produccién de  aeruginosa PAO observacion de Halo.
halo

v' El ensayo se realizé dos veces observando los mismos resultados en
cada ensayo.

v El control positivo: Pseudomonas aeruginosa PAO muestra formacion
de halo por lo que es posible leer la prueba.

Conclusiones

e La actividad proteolitica de las bacterias se determiné por el halo
alrededor de las UFC. Las cepas promotoras son las cepas con menor
actividad enzimatica y las cepas con mayor actividad son las cepas
degradadoras mas insecticida.
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9.3. Informe de caracterizacién de microorganismos fijadores de
nitrégeno.

Laboratorio de Investigacion

DOCENTE: Javier Vanegas

Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez

Caracterizacion de Microorganismos fijadores de Nitrogeno

Objetivos:

v
v

Realizacion de medio NFB
Caracterizacién de microorganismos con capacidad de fijar nitrdgeno

Materiales

v

ASRNENEN

\

Cajas de Petri estériles
Erlenmeyer

Asa curva

Agar LB

Medio NFB

Cepas bacterianas

Actividades

Reactivacion de 82 cepas en medio LB (cepas promotoras, cepas
degradadoras, cepas degradadoras mas insecticida, cepas de lechuga
y cepas entomopatdgenas )

Preparacién de medio NFB ( Nitrogen free Broth )

Siembra de cada muestra en el medio NFB.

Incubacién de las bacterias en placas con medio de cultivo NFB a 30°C
observacién del crecimiento de los microorganismos a las 24 horas, a
las 48 horas (5 a 7 dias).

MARCO TEORICO

Nitrégeno

El nitrdgeno es un compuesto que se encuentra en el ambiente en un 70% y
hace parte importante de proteinas, aminoacidos, enzimas que participan en
muchas rutas metabdlicas (1). El nitrégeno en el campo ambiental y agricola
juega un papel importante, al ser un elemento limitante en el crecimiento de la
planta debido a que las plantas no tienen facilidad para asimilarlo por si solas
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y necesitan la ayuda de bacterias llamadas diazotrofos cuya funcién es la
fijacion de nitrégeno realizando a concentraciones bajas del compuesto (
amonio, nitrato y nitrdgeno organico), esta actividad aumenta y mejora la
biodisponibilidad de los nutrientes en las plantas y el establecimiento de
micorrizas. (2)

Medio Nitrogen Free Broth (NFB)

El medio NFB es un medio selectivo que carece de nitrogeno y permite el
crecimiento de microorganismos que toman el nitrdgeno atmosférico y por
accion de la enzima Nitrogenasa reducen este compuesto y posteriormente lo
integran a su metabolismo. La Nitrogenasa es inactivada por el oxigeno por lo
que las bacterias para proteger la enzima e impedir la interrupcion de su
funcion utilizan mecanismos como la respiracion activa, la protecciéon
conformacional, los exopolisacéaridos, los heterocistos, entre otros. (3)

El medio se caracteriza por su color verde esmeralda y vira a color azul por
alcalinizacién del medio debido a 2 reacciones: la fijacion de nitrdgeno que
genera amoniaco Yy la conversion de acido malico a malato (fuente de Carbono)
(4) No obstante, el medio también puede cambiar a amarillo por formacion de
acidos durante el crecimiento de la bacteria (5)

El pH de este medio generalmente es neutro para que los microorganismos
puedan fijar el nitrdgeno pero también hay algunos que pueden realizar la
fijacion a pH acido (6).

Acido Malico 5
KOH 4
K2HPO4 0.5
MgSO4. 7 H20 0.01
CaCl2 0.01
NacCl 0.02
Fe2S04.7H20 0.05
NaMoO4. H20 0.002
MnSO4.7H20 0.01
Azul de Bromotimol 0.1
Agar 15.0

Se ajusta pH (7.0 y 7.2) con NaOH (1 N) y HCL (1 N) segun el caso.
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Metodologia

1. Se realizo la siembra de reactivacion de 82 aislamientos bacterianos en
medio Luria Bertani LB el cual contiene peptona, extracto de levaduray Cloruro
de Sodio. La peptona y el extracto de levadura contiene aminoacidos y
péptidos y se utiliza como fuente de Nitrogeno, el Cloruro de Sodio mantiene
la presion osmoética (7).

Imagen 1: cepa bacteriana 21B3 en medio LB.

2. Se realiza la preparaciéon del medio NFB segun protocolo y se hace la
conversion de acuerdo a la cantidad necesaria a preparar (1200 ml).

Composicion de medio de cultivo NFB

COMPUESTO g/L 1200 ml
Acido Malico o Glucosa 5 6

KOH 4 4.8
K2HPO4 0.5 0.6
MgSO4. 7 H20 0.01 0.012
CaCl2 0.01 0.012
NacCl 0.02 0.024
Fe2S04.7H20 0.05 0.06
NaMoO4. H20 0.002 0.0024
MnS04.7H20 0.01 0.012
Azul de Bromotimol 0.1 0.12
Agar 15.0 18
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Se ajusta pH a 7.2 con NaOH a 1 N posteriormente se adiciona los 18 gramos
de Agar- Agar y se autoclava durante 20 minutos. Se sirve en placas de Petri.

Imagen 2: medio NFB.

3. Después de 24 horas de incubacion a 30°C se toma UFC de cada una de
las 82 muestras reactivadas en el medio LB para la siembra por estria

4. se dej6 incubar a 30°C y se observo el crecimiento a las 24 horas, 48 horas
hasta los 5 dias.

RESULTADOS

v" Todos los microorganismos cultivados en el medio NFB presentaron un
crecimiento ligeramente homogéneo, con un cambio de color del medio
el cual paso de verde esmeralda a azul lo que se podria asimilar como
una reaccién positiva de las bacterias frente al medio sin embargo
ninguna de las muestras presenta las caracteristicas de gota de rocio.
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Imagen 3: Crecimiento de microorganismos en Imagen4: Crecimiento de microorganismos en

medio NFB al 5 dia. Medio viro a color azul indica medio NFB a las 24 horas. Medio viro de color
fijacion de N2 atmosférico verde a amarillo.

Imagen 5: Crecimiento de microorganismos en Imagen6: Control positivo: Pseudomonas
medio NFB modificado con glucosa al 5 dia. Medio  aeruginosa PAO

viro a color amarillo indica produccién de acidos Crecimiento de PAO Y produccion de acidos.
durante el crecimiento

v El procedimiento se realiz6 tres veces la primera vez se hizo segun
indicaciones de protocolo y se repitio con modificacion del medio en el
cual se sustituyd el acido malico por glucosa. En este caso el medio
presento un mayor crecimiento que en el primer ensayo, pero al término
de los 5 dias el medio cambio de color verde esmeralda a amarillo lo
gue indica que los microorganismos producen acidos durante el
crecimiento.
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v El control positivo se realiz6 con PAO (Pseudomonas aeruginosa) y se
evidencio el crecimiento en los ensayos.

CONCLUSIONES

e En el medio NFB se pudo Evidenciar el crecimiento de los
microorganismos por lo que todas las cepas bacterianas tienen la
capacidad de fijar Nitrégeno atmosférico.

e Se recomienda seguir el orden del protocolo para la adicion de los
compuestos y dejar disolver muy bien cada uno de ellos.

e Por lo tanto estas bacterias fijadoras de nitrégeno, pueden estimular el
crecimiento de las plantas de forma directa, por lo que se podrian utilizar
en ensayos de promocion de crecimiento de planta y fertilizacion de
suelos evitando el uso de quimicos que degradan la calidad del suelo
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9.4. Informe de caracterizacion de microorganismos solubilizadores de
fosfato.

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:

v Realizacion de medio SRS
v Caracterizacion de microorganismos con capacidad de Solubilizar
Fosfatos

Actividades:

¢ Realizacién de medio SRS

e Reactivacion de 82 cepas bacterianas

e Siembra de las cepas bacterianas en medio SRS
e Lectura de resultados

Materiales

v' Cajas de Petri

v Asas bacteriologicas
v' Medio SRS

v' Cepas bacterianas

Marco Tedrico
Medio Sundara Rao y Sinha (SRS)

Es un medio empleado para el crecimiento de microorganismos
solubilizadores de fosfato (SRS) (Sundara Rao y Sinha). Este medio se
caracteriza por que los microorganismos que crecen en él, poseen una
maguinaria enzimatica que solubiliza el fosforo presente en el fosfato tricalcico
precipitado en el medio, esta reaccién se observa por la formacién de halos de
transparencia o halos de acidificacion alrededor de las colonias bacterianas
(1) (2) por lo tanto la reaccién produce cambios de color en el medio de purpura
a amarillo.
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Imagen 1: medio SRS

Composicion del medio SRS

Compuesto g/l
(NH4)2S04 0.5
KCI 0.2
MgSO4. 7 H20 0.3
MnSO4. H20 0.004
FeS04.7H20 0.002
NaCl 0.2
Extracto de levadura 0.5
Purpura de Bromocresol 0.1
Ca3(P04)2 5.0
Acido malico 10.0
Agar 18.0

1700 ml
0.85
0.34
0.51
0.0068
0.0034
0.34
0.85
0.17
8.5

17
30.6

El pH se ajusta si es necesario con una solucion de NaOH a 0.1 N o HCl al 0.5

N.

El control positivo: Pseudomonas aeruginosa PAO

Metodologia

1. Reactivacion de 82 cepas en medio LB (cepas promotoras, cepas
degradadoras, cepas degradadoras mas insecticida, cepas de lechuga y cepas

entomopatdgenas)

2. Preparacion de medio SRS, se realiza los célculos para preparar 1700 mly
los compuestos se agregan en el orden indicado. El sulfato de Manganeso



monohidratado (MnSO4. H20) y el sulfato de hierro heptahidratado
(FeSO4.7H20) se disuelven en 100 ml de agua destilada y se agregan
después del sulfato de Magnesio heptahidratado (MgSO4. 7 H20) conservado
el orden indicado

Compuesto g/L 1700 ml
(NH4)2S04 0.5 0.85
KCI 0.2 0.34
MgSO4. 7 H20 0.3 0.51
MnSO4. H20 0.004 0.0068
FeS04.7H20 0.002 0.0034
NaCl 0.2 0.34
Extracto de levadura 0.5 0.85
Purpura de Bromocresol 0.1 0.17
Ca3(P0O4)2 5.0 8.5
Glucosa 10.0 17
Agar 18.0 30.6

El medio se ajusta a 7.1 con NaOH 0.5 N

3. Sembrar por estria de agotamiento cada una de las muestras en el
medio SRS con puncion en el centro de la caja de Petri.

4. Incubar las placas previamente sembradas en medio de cultivo SRS a
30 °C y se dejan entre 3 a 5 dias.

Resultados

v" En el medio SRS los microorganismos asimilan tanto el acido malico
como la glucosa como fuente de carbono segun la observacion en los
tres ensayos. El primer ensayo con acido malico presenta un ligero
crecimiento de los microorganismos y en el segundo y tercer ensayo
donde se realiz6 el cambio de acido malico por glucosa el crecimiento
es mas homogeneo.

v' La mayoria de las cepas sembradas en el medio producen un cambio
de color morado a color amarillo indicando que mientras el
microorganismo crece acidifica el medio.

v'El control positivo: Pseudomonas aeruginosa PAO es capaz de
solubilizar fosfatos al quinto dia de incubacién.
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v' A continuacién se presenta tablas que indican el crecimiento y la
produccion o no de halo de las cepas expuestas en medio SRS.

De las cepas degradadoras mas insecticida 6 cepas presentan halo lo
que indica que son cepas con capacidad de solubilizar fosfatos y las
cepas bacterianas que crecen en el medio lo acidifican pues el medio
se torna de color morado a amarillo.

Cepas Crecimiento Produccion Produccion
Degradadoras en medio de &cidos de halo
mas SRS (color
insecticida amarillo)
1. 11A3 Sl SI NO
2. 11cC3 Sl SI NO
3. 12A2 Sl Sl NO
4. 13C Sl SI NO
5. 21A2-1 Sl SI NO
6. 21A2-2 Sl SI NO
7. 21A3 Sl SI Sl
8. 21B2 Sl SI SI
9. 21B3 Sl Sl Sl
10. 21 C2 SI SI NO
11. 22A Sl SI SI
12. 22B SI SI NO
13. 22B2 Sl Sl NO
14. 23 A Sl Sl NO
15. 23B Sl SI NO
16. 24 A SI SI NO
17. 26 A Sl SI NO
18. 31C2 Sl Sl NO
19. 31C3 Sl Sl NO
20. 32 A2 SI SI NO
21. 33A Sl SI SI
22. 32B2 SI SI NO
23. 41 B2 Sl Sl NO
24. 41 B3 Sl Sl Sl
25. 44 A Sl SI NO
26. 42 8B Sl SI NO
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En las cepas entomopatdégenas solo una cepa la TN33 produce un ligero
halo indicando solubilizacién de fosfatos, todas las demas cepas bacterianas
crecen y acidifican el medio.

Cepas Crecimiento Produccién Produccion
Entomopatégenas en medio de acidos de halo
SRS (color
amarillo)
1. C31 Sl Sl NO
2. C47 Sl SI NO
3. TN33 SI Si SI
(LIGERO)
4. TN106 SI Sl NO
5. TN107 Sl Sl NO
6. TN151 Sl SI NO
7. TN152 Sl Si NO
8. TN503 Sl SI NO
9. TN1034 Sl Sl NO
10. TN1035 Sl Sl NO

Ninguna de las cepas promotoras solubilizan fosfatos los microorganismos
crecen y acidifican el medio virando el medio a color amarillo.

Cepas Crecimiento Producciéon Produccién
Promotoras en medio de &cidos de halo

SRS (color
amarillo)

1. 2 SI SI NO
2. 03 SI SI NO
3. 4 SI SI NO
4. 4A SI SI NO
5 |5 SI SI NO
6. 5A SI SI NO
7. 6 SI SI NO
8. 7 Si SI NO
9. T7A SI SI NO
10. 10 SI SI NO
11. 20 SI SI NO
12. 29 SI Si NO
13. 30 SI Si NO
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14. 38 Si Si NO
15. 63 SI SI NO

Las cepas de lechuga: cepas 76 A solubiliza fosfatos y las cepas 59B, 59C,
77 D no presentan ninguna reaccion por que no crecieron en el medio

Cepas Crecimiento Produccién Produccion
Lechuga en medio de acidos de halo
SRS (color
amarillo)
1. 30 SI SI NO
2. B59A Sl Sl NO
3. 59B NO NO NO
4. 59C NO NO NO
5. 59D Sl SI NO
6. 70 Sl Sl NO
7. T6A Sl SI Sl
8. 768B Sl SI NO
9. 76C Sl SI NO
10. 76 D Sl Sl NO
11. 77 A SI Sl NO
12. 77B Sl Sl NO
13. 77C Sl Sl NO
14. 77D NO NO NO
15. 202 A SI SI NO
16. 202B Sl Sl NO

En cuanto a las cepas degradadoras la cepa 1 A2 presenta un ligero halo y la
cepa 1B3 no crece en el medio.
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Produccion Produccion

Cepas Crecimiento
Degradadoras en medio
SRS
1. 2A2 S
2. 6A Sl
3. 4A Sl
4. 1B2 NO
5. 1A3 Sl
6. 1C2 Sl
7. 2B2 Sl
8. 3C Sl
9. 1A2 Sl
10. 1C3 Sl
11. 2B Sl
12. 2A Sl
13. 3B Sl
14. 1B3 NO
15. 3A Sl
16. 2 A2 Sl

de acidos de halo
(color
amarillo)

Si NO

Sl NO

SI NO

NO NO

SI NO

Sl NO

SI NO

Sl NO

Sl SI

(LIGERO)

Sl NO

SI NO

Sl NO

Sl NO

NO NO

SI NO

Sl NO

NN

Imagen2: cepa Bacteriana 1B3 sin crecimiento en
agar SRS

Imagen 3: crecimiento de cepa Bacteriana 2
A2 y acidificacion en agar SRS
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Imagen 4: crecimiento y produccion de halo de Imagen 5. : crecimiento y halo de
solubilizacion de fosfato alrededor de las colonias solubilizacion de fosfato de cepa Bacteriana
de la cepa Bacteriana 41B3 y acidificacion en 21 A3
agar SRS

Imagen 6: crecimiento y produccion de halo de Imagen 7: crecimiento y produccion de halo
solubilizacion de fosfato alrededor de las colonias de acidificacion alrededor de las colonias de
del control positivo:PAO en agar SRS la cepal A2
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e Se observa que la mayoria de los microorganismos crecen en este
medio, producen &cidos durante su crecimiento virando el medio de
color parpura a amarillo.

e Algunas cepas a los tres dias de crecimiento presentan cambios
morfologicos originados por una posible produccion de metabolitos
secundarios.

e De las 82 cepas bacterianas solo 9 cepas solubilizan fosfatos
presentando halo alrededor de las colonias y solo 4 cepas no crecieron
en medio SRS.

e Elensayo se realiz0 tres veces en el primer ensayo se realizo la siembra
con punciones a lo largo de la estria pero impidié ver la formacion de
halo por lo tanto el segundo y el tercer ensayo se punciono en el centro
del medio
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9.5. Informe de deteccién de sideré6foros

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:
e Determinar la deteccion de sideréforos en 82 cepas bacterianas
Materiales:

v' Cajas de Petri estériles
Asa curva

Tubos eppendorf estriles
Agar LB

Reactivo de CAS

Agar — Agar

v' Erlenmeyer

CORRS

MARCO TEORICO
Sidero6foros

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular, solubles en
soluciones acuosas a pH neutro y su funcidon es quelar el hierro. Son
sintetizados por bacterias principalmente bacterias Gram negativas, hongos,
levaduras y plantas (1) se clasifican en tres tipos de sideréforos: Catecoles,
Hidroxamatos (2) e hidrocarboximatos. El hierro es vital para el crecimiento de
las bacterias, cuando ellas necesitan hierro liberan sideréforos al medio, que
se unen al hierro de las proteinas trasportadoras y forman el complejo ( Fe3+-
sideroforos), las bacterias internalizan el hierro por los receptores de
sideroforos que tienen en su superficie pero ademas de este mecanismo las
bacterias se unen al hierro por otras dos formas: la forma directa, por medio
de receptores de uniébn a proteinas transportadores de hierro y a la
hemoglobina y la otra forma es por la liberacion de toxinas en concentraciones
bajas de hierro que causan la muerte celular liberando el metal que luego es
tomado por las bacterias (2)

Metodologia

v' Se realiza la Reactivacion de las 82 cepas en agar LB se dejan incubar
a 30°C durante 24 horas
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v' Se prepara Agar LB y se sirve una capa delgada en cada caja de Petri

estéril, para luego inocular cada uno de los cepas realizando la siembra
en la mitad de la caja (solo se toca el medio y no se hace estria) y se
deja incubar durante 48 horas a 30° C.

Se deben también sembrar los controles

Controles
Control negativo : caja de Petri con solucién cas sola
Control positivo: Pseudomonas aeruginosa PA0O1

Después de las 48 horas de incubacion, se procede a realizar la
solucién CAS suplementada con Agar- Agar al 0.9%. Esta solucién se
debe preparar el mismo dia que se revela la prueba.

Se toma 10 mL de la solucién CAS y se adiciona suavemente sobre la
colonia que ha crecido en el agar LB, Se deja solidificar y se incuba
durante 3 horas a 30°C

Preparacion de la solucion CAS (1L de agar + CAS)

1.

o

Pesar 0.065 g de Cromo Azul-S ( CAS) y disolver en 50 ml de agua Milli-
Q

Pesar 0.0027 g de cloruro de Hierro FeCI3 y disolver en 10 ml de acido
Clorhidrico HCI al 37% disuelto en Agua destilada.

Pesar 0.073 g de Hexadecyltrimethylammonium Chloride HDTMA y
disolver en 40 ml de Agua Milli-Q

Mezclar las tres soluciones para obtener 100 ml de Solucién CAS (Color
purpura).

Autoclavar la solucién CAS (color azul oscuro).

Preparar agar — agar a una concentracion de 0.9% y autoclavar.
Mezclar la solucién CAS con el agar —agar y adicionar la solucion CAS
al agar- agar evitando la formacién de espuma.

Preparacion de acido Clorhidrico (HCL)

8.3 ul de HCl al 37 % y aforar a 10 ml con H20 destilada.

Preparaciéon de agar — agar

15 de Agar — Agar ------- 1.5% concentracion

G 0.9% concentracion
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X=9 g de Agar-Agar para un litro de agua destilada para una concentracion
de 0.9% de agar — agar

Para la realizacion de la lectura se toman las cepas que presentan viraje del
medio alrededor de la colonia bacteriana

Lectura de prueba

Para la realizacion de la lectura de la prueba, el resultado positivo sera las
cepas que presentan viraje del medio alrededor de la colonia bacteriana y sera
un resultado negativo cuando solo se presente crecimiento de la cepa sin
cambio de color

e Catecoles: rosado
e Hidroxamatos: amarillo
e Hidrocarboximatos: naranja

Resultados

Cepas degradadoras mas insecticida

De las 26 cepas degradadoras mas insecticida 4 cepas presentan crecimiento
sobre agar LB pero no presentan cambio de color en el medio alrededor de la
colonia después de agregar la reaccion de CAS, las 22 cepas restantes si
presentan reaccion positiva con produccion de Hidroxamatos (color amarillo
alrededor de la colonia)

Grupos de cepas Numero de cepas
Cepas degradadoras s 11C3,21 B3, 24 A, 32 A2
insecticida

Cepas entomopatdgenas C47,TN151

Cepas promotoras 2,5,5A.

Cepas lechuga 30,77C, 202A

Cepas degradadoras 2 A2, 6A
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Imagen 1: Resultado negativo: Cepa 77C Imagen 2: Resultado positivo: Cepa 22 A
crecimiento de la bacteria sobre el agar pero crecimiento de la bacteria sobre el agar con
sin reaccion con el reactivo de CAS produccion de Hidroxamatos ( color
amarillo

Imagen 3: Control positivo: Pseudomonas
aeruginosa PAO
Produccion de Hidroxamatos

Conclusiones

La mayoria de cepas en el ensayo presentaron crecimiento y produccién de
siderdéforos clasificados como Hidroxamatos debido a que medio vira a color
amarillo alrededor de la colonia.

Las cepas utilizadas en el ensayo producen sideréforos que pueden ser
utilizadas en los patdgenos de las plantas y en control de hongos, ademas de
promover el crecimiento de las plantas en suelos con menor disponibilidad de
hierro lo que mejoraria la calidad del suelo
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9.6. Informe de produccién de Acido Cianhidrico (HCN)

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivo:

Determinar la produccion de acido cianhidrico en 82 cepas bacterias aisladas
de cultivo de papa.

Materiales

<\

2 g de Carbonato de sodio (CO3Na2)

0,5 g de acido picrico (C6H3N307)

Agua destilada

Papel filtro u otro papel absorbente blanco Whatman N°1
Frasco de vidrio de boca angosta con tapon preferentemente de goma
Agar King B

Asas estériles

Gradilla

Cepas bacterianas

Escala Mc Farland 0,5

Filtrador

Bomba de vacio

Incubadora

NN N N N N N N VA SRR

Actividades

¢ Reactivacién de 66 cepas bacterianas ( cepas degradadoras mas
insecticida, cepas degradadoras, cepas entomopatdgenas, cepas
degradadoras) en medio LB

e Ajuste de in6culo de las cepas bacterianas

e Elaboracion de caldo LB enriquecido con glicina

e preparacion de carbonato de sodio (CosNaz) al 2%

e Preparacion de la solucién picrica al 0,5%

e Preparacion de papel picrosodico

¢ Montaje del ensayo y lectura de prueba
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Marco Teérico

El acido cianhidrico (HCN) es un compuesto volatil, producido por algunas
bacterias, hongos y algas (1). El HCN es un metabolito secundario y su
produccion esta relacionado con precursores de la via: aminoacidos, glicinas
(en exudados de raiz) (2) y metionina, y glucosidos ciandgenicos. Las
rizobacterias producen HCN el cual beneficia el crecimiento de la planta solo
si se encuentra en pequefias cantidad (3)debido a que también el mecanismo
de accion de HCN es la alteracion de la respiracion radical en plantas (4) y la
hipoxia celular o anoxia citotoxica, lleva a la muerte celular. En estudios in vitro
se ha demostrado su utilidad en la inhibicion de fitopatégenos por toxicidad tal
es el caso de Pseudomonas fluorescens con el hongo Rhizotocnia solani el
cual esta relacionado con la pudricion de la raiz de las plantas. (5) Los
sideréforos también esta relacionado con el secuestro de metales, la
interaccién con el hierro, el secuestro de fosforo, actividades que aumenta la
disponibilidad de fosfato y hierro y por lo tanto nutrientes tanto para las mismas
rizobacterias como para la planta (2)

Metodologia

1. Reactivacion de las 66 cepas de interés (cepas degradadoras mas
insecticida, cepas entomopatégenas, cepas promotoras y cepas
degradadoras) en medio LB, se incuba a 30° durante 24 horas

2. Se realiza la suspension bacteriana de cada una de las cepas en agua
destilada estéril (5 ml de agua destilada y biomasa)

3. Se ajusta inoculo a 0.02 de absorbancia a 500 nm

4. En un tubo de vidrio se coloca 800 ul de caldo LB enriquecido con glicina y
200 ul de suspensién bacteriana.

5. se utiliza un tapén para cerrar el tubo, en el tapdn se sujeta las tiras de papel
picrosodico de tal manera que el papel no toque las paredes del tubo ni la
suspensioén se incuba a 30° C por 96 horas ( 4 dias)

Preparaciéon de carbonato de sodio (CosNaz) al 2%

v' Pesar 2g de Carbonato de sodio
v" Diluir los 2g de Carbonato de sodio en 100ml de agua destilada

Carbonato de sodio al 2% = 0,2g de COsNaz en 100ml de agua destilada
Preparacion de la solucién picrica al 0,5%
v" Filtrar el acido picrico usando la bomba de vacio
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v' Pesar 0,5g de acido picrico
v" Diluir 0,5g de acido picrico en 100ml de Carbonato de sodio al 2%
v" Depositar en frasco ambar y almacenar bajo oscuridad

Solucioén picrica al 0,5%= 0,5g de acido en 100 ml de agua destilada
Preparacion del papel picrosodico

v" Recortar tiras de papel filtro absorbente blanco Whatman N° de 1 cm
de anchoYy el largo depende de la altura del frasco a emplear, impregnar
las tiras en la solucion de acido picrico al 0,5 %.

v Dejar secar en la oscuridad.

v' Guardar en caja de carton en lugar seco.

Preparaciéon de caldo nutritivo enriquecido con glicina

v' Pesar 0,449 de glicina
v" Diluir los 0,44 g de glicina en 100ml de Caldo nutritivo

6. Se realiza la observacion del ensayo cada 24 horas y se procede a realizar
la lectura a los 4 dias.

Lectura de prueba: Comparar las tiras con la escala colorimétrica de
Guignard después del tiempo de incubacién. Un color rojo- marrén se
considera positivo

Escala colorimétrica de Guignard

Carta de colores para determinacion cualitativa de HON Contenido aproximado de HON sein la escala de colores
[~ , m Escala de color ;“:\"’“hz‘" I

| <10
2 10-15
‘ 3 15-25
4 25-40
| R X, ) 40-60
s - - 6085

“ 7 %5115

! 3 W 8 113-130
. » L . ‘l . -‘ 2 . JE 3 = IS‘J

Imagen tomada de: manual de Procedimientos del laboratorio UAN
Controles de la prueba

Control positivo: CHAO Pseudomonas fluorescens
Control negativo: tubo sin inoculo.

Resultados
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De las cepas bacterianas degradadoras mas insecticida 4 cepas 11 A3, 11C3,
22 A, 22 B son cepas no productoras de HCN y dos cepas: la 12A2 y la cepa
22B2 producen menos de 10 (ppm) de HCN.

Cepas Contenido de
degradadoras mas  Escala de color HCN (ppm)
insecticida base humeda

1. 11 A3 Negativo Negativo

2. 11 C3 Negativo Negativo

3. 12 A2 1 <10

4, 13C 4 25-40

5. 21 A2-1 4 25-40

6. 21 A2-2 4 25-40

7. 21 A3 5 40-60

8. 21 B2 5 40-60

9. 21 B3 4 25-40

10. 21 C2 3 15-25

11. 22 A Negativo Negativo

12. 22B Negativo Negativo

13. 22 B2 1 <10

14. 23 A 2 10-15

15. 23 B 4 25-40

16. 24 A 4 25-40

17. 26 A 5 40-60

18. 31C2 5 40-60

19. 31C3 4 25-40

20. 32 A2 5 40-60

21. 33A 5 40-60

22. 32 B2 4 25-40

23. 41 B2 4 25-40

24. 41 B3 5 40-60

25. 44 A 4 25-40

26. 42 B 2 10-15

Las cepas entomopatégenas son cepas productoras de HCN EL 70 %
producen entre el 25-40 (ppm) de HCN Y el 30% producen de 40-60 40 (ppm)
de HCN
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Contenido de
Cepas Entomopatdégenas Escala de color HCN (ppm)

base humeda

1. C31 4 25-40
2. C47 4 25-40
3. TN33 4 25-40
4. TN106 5 40-60
5. TN107 4 25-40
6. TN151 5 40-60
7. TN152 5 40-60
8. TN503 4 25-40
9. TN1034 4 25-40
10. TN1035 4 25-40

En las cepas promotoras el 33% producen HCN de 20-60 ppm y el 66% de
las cepas producen entre 25-40 ppm de HCN

Contenido de

N° Cepas Promotoras Escala de color HCN (ppm)
base humeda
1. 2 4 25-40
2. 03 5 40-60
3. 4 4 25-40
4. 4 A 5 40-60
5. 5 4 25-40
6. 5A 4 25-40
7. 6 4 25-40
8. 7 5 40-60
9. 7A 5 40-60
10 10 4 25-40
11 20 4 25-40
12 29 4 25-40
13 30 4 25-40
14 38 5 40-60
15 63 4 25-40
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El 66% de las cepas degradadoras producen de 25-40 (ppm) de HCN Y el
26% producen de 40-60 (ppm) de HCN

Contenido de

g:graaza doras Escala de color HCN (p,pm)
base humeda
1. 2 A2 5 40-60
2. 6 A 4 25-40
3. 4 A 4 25-40
4, 1B2 4 25-40
5. 1A3 4 25-40
6. 1C2 4 25-40
7. 2 B2 5 40-60
8. 3C 4 25-40
9. 1A2 5 40-60
10. 1C3 5 40-60
11. 2B 4 25-40
12. 2A 5 40-60
13. 3B 4 25-40
14. 1B3 4 25-40
15. 3A 4 25-40
16. 2 A2 5 40-60
o
Imagenl: Confrol negativo: tubo s:.: 'inc')culo Imagen 2: Control positivo: tubo con in6culo de
Papel picrosadico color verde. Pseudomonas fluorescens CHAO

Papel picrosadico color naranja.
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- y » F 4

Imagenl: Resultado negativo: tubo indculo Imagen 4: Resultado positivo: tubo con inéculo
11C3 de cepa 21 A3
Papel picrosddico color verde. Papel picrosddico color naranja.

Conclusiones

La mayoria de las cepas bacterianas son productoras de HCN solo 4 cepas
bacterianas correspondientes a las cepas degradadoras mas insecticida son
no productoras de HCN. Estos resultados indicarian que las rizobacterias
pueden ser Utiles para contrarrestar enfermedades en plantas y atacar
insectos.

Como las cepas que producen HCN son capaces de producir sideréforos (6)
se correlacionaria con el ensayo de deteccion de sideréforos, por lo que al ser
usadas en ensayos ambientales de crecimiento de plantas aumentarian la
biodisponibilidad de nutrientes.
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9.7. Informe de produccién de Acido Indolacetico (AIA)

Laboratorio de Investigacién
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivo:

Determinar la produccion de acido Indolacetico de las 82 cepas bacterianas
utilizadas en el proyecto de Papa

Materiales

e Erlenmeyer

e Cajas de Petri

e Medio LB

e Triptéfano

e Acido sulfarico (H2S04)

e Cloruro de Hierro (FeClI3)

e Agua destilada estéril

e Balon aforado de 100 ml

e Frasco ambar 100 ml

e Pipeta de vidrio de 10 ml

e Membrana de nitrocelulosa
e Falcon 50 ml estéril

e Jeringa de 10 ml

e Mezclador de vidrio

e Recipiente de vidrio ( 100 ml,200mI 500 ml)
e Cepas bacterianas

e Magneto

e Papel filtro estéril

e Pinzas estériles

Actividades

v' Reactivar las 82 cepas bacterianas en medio LB
Preparar la solucién stock de Tript6fano
Preparar la solucién de Salkowsky

Preparar el medio LB enriquecido con triptéfano
Lectura de la prueba

ASRNENRN
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Marco tedrico
Acido indolacetico (AIA)

Es una hormona vegetal conocida como auxina de plantas y es considerada
una de las hormonas mas importantes por su accion en el control de procesos
fisiolégicos como la elongacion y division celular, diferenciacion de tejidos,
desarrollo de raiz lateral y dominancia apical, respondiendo a la luz y la
gravedad(1). El acido indolacetico no solo es producido por las plantas también
por hongos, bacterias y algas. Aproximadamente el 80% de las bacterias
producen AlA, por dos vias anabdlicas cuyo precursor es el triptéfano que se
encuentra en el exudado de la raiz de la planta: la via de Indol-3 piruvato IPA
utilizada por bacterias precursoras de crecimiento PGPB que como su nombre
lo indica promueven el crecimiento de la planta por produccién de fitohormona.
La segunda via es la de Indol- 3 acetamida IAM, utilizada por bacterias
Fitopatdgenas que causan dafos en la planta como tumores vegetales, corona
de agallas y causar la muerte de la planta. (1)

Metodologia

1. Reactivacion de las 82 cepas bacterianas (Cepas degradadoras mas
insecticida, cepas entomopatdégenas, cepas promotoras, cepas lechuga,
cepas degradadoras) en medio LB.

Imagen 1: cepa TN106 reactivada en medio LB

2. se prepara 450 ml de LB para posteriormente enriquecerlos con la
solucion de triptéfano (Se adiciona por cada 90 ml de medio LB 10 ml
de triptéfano)

Preparacion de solucion stock de triptofano:
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0.612 gr de triptéfano ------------ 1000 ml de agua destilada estéril
X mmmmmmmm e 200 ml de agua destilada estéril

X=0.612 g de triptéfano x200 ml de agua destilada estéril/100 ml de agua
destilada esteéril.

X=0.1224 de triptéfano en 200 ml de agua estéril.

Imagen 2: Preparacion de triptéfano
(membrana de nitrocelulosa)

3. Se realiza la siembra de las 82 cepas bacterianas en medio LB enriquecido
con triptéfano y se incuba a 30°C durante 48 horas.

4. A las 48 horas de incubacion se coloca sobre las colonias papel filtro estéril
y se lleva a incubar durante 24 horas

Imagen 3 : caja de Petri con siembra de | Imagen 4: caja de Petri con si siembra de
Cepas de lechuga con papel filtro estéril | Azospirillum sp con papel filtro estéril.
sobre las colonias
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5. se retira el papel filtro de cada una de las cepas y se agrega 1 gota de
reactivo de Salkowsky, se incuba a 30° C durante 24 horas.

Preparacion de solucion de Salkowsky
12 gr de FeCL3-------- 1000ml agua estéril destilada
Xemmmmmmm oo 50 ml de agua estéril destilada

X=12 gr de FeCI3 * 50 ml de agua destilada estéril /2100 ml de agua destilada
estéril

X=0.6 gr de FeCI3

Se toma 0.6 gr de FeClI3 y se adiciono 50 ml de agua destilada estéril. A esta
solucion se agrega 43 ml de H2S04

6. Después de 24 horas se agrega una gota de solucion de Salkowsky y se
deja incubar durante tres horas para luego realizar la lectura de la prueba

Lectura de la prueba

Es un método colorimétrico que detecta la presencia de grupos Indol que va
desde rosado a fucsia

Color Caracteristica

Fucsia ++++
Rosado oscuro +++
Rosado palido +++
Rosado +
Negativo -

El color expuesto en las tiras representa la cantidad de &cido indolacetico
producido por las cepas bacterianas: el color fucsia es indicativo de una alta
produccion de AIA e indica una reaccion oxidativa causada por el acido
sulfdrico y una transaminacion que lleva a la sustitucién del grupo amino por
el Cloro de FeClI3 y el tono rosado es la baja presencia del compuesto en el
reactivo de salkowsky entre mas poder oxidativo del 4cido mayor intensidad
de color. (2)
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Resultados

En las cepas degradadoras mas insecticida solo 6 cepas son productoras de
acido indol acético el resto son cepas no productoras del compuesto.

Cepas
degradadoras mas Produccién de

insecticida

1. 11 A3 +
2. 11 C3 +
3. 12 A2 -
4, 13C -
5. 21 A2-1 +++
6. 21 A2-2 ++
7. 21 A3 ++
8. 21 B2 -
9. 21 B3 -
10. 21 C2 -
11. 22 A -
12. 22 B +
13. 22 B2 -
14. 23 A -
15. 23 B -
16. 24 A -
17. 26 A -
18. 31C2 -
19. 31C3 -
20. 32 A2 -
21. 33A -
22. 32 B2 -
23. 41 B2 -
24. 41 B3 -
25. 44 A -
26. 42 B -

En las cepas entomopatdgenas 4 cepas son productoras de acido indol acético
6 cepas no producen el compuesto
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Cepas Produccion
Entomopatdgenas de AIA
C31 ++++
C47 ++
TN33 -
TN106 -
TN107 -
TN151 +++
TN152 +++
TN503 -
TN1034 -
TN1035 -

O] 0N O[O b~ 00) IV

'—\
©

Todas las cepas promotoras son productoras de acido indol acético

Produccion de

N° Cepas Promotoras AlA
1. 2 ++

2. 03 ++++
& 4 157

4. 4 A +

5. 5 +++
6. 5A +++
7. 6 +++
8. 7 +++
9. 7A +

10. 10 ++
11. 20 ++
12. 29 +++
13. 30 +++
14. 38 +++
15. 63 +++

Las cepas de lechuga son en su mayoria productoras de Acido indol acético
14 cepas de las 16 cepas y 2 cepas que no lo producen.
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Produccion de
N° Cepas Lechuga

AlA
1. 30 +
2. 50 A +++
3. 59 B ++
4. 59C ++
5. 59D +
6. 70 -
7. 76 A +
8. 76 B +
9. 76 C +
10. 76 D +++
11. 77 A -
12. 77 B +++
13. 77 C ++
14. 77D +++
15. 202 A +
16. 202 B +

Las cepas degradadoras son cepas no productoras de AlA solo la cepa 1C3
es productora de AIA

Cepas Produccion de

degradadoras
2 A2 -

6A -
4 A -
1B2 -
1A3 -
1C2 -
2B2 =
3C -
1A2 -
1C3 +
2B =
2A -
3B -
1B3 -
3A =

© 0N 01 )N

H
©

B
A

H
=

'—\
B

H
e

67



Imagen 1: Cepas 5A, 5, 3, 6 productoras de Imagen 2:Control positivo: Azospirillum
acido indol acético (color rosado a fucsia) (color rosado a fucsia)

41B3, 41B2, 32B2 T 33A no productoras
de acido indol acético (color del papel
filtro)

Conclusiones

e En el ensayo se puede observar que todas las cepas promotoras son
productoras de acido indol acético seguidas de las cepas de lechuga
gue con excepcién de una cepa, la cepa 70 no produce el compuesto.

e Las cepas degradadoras y las cepas degradadoras mas insecticida son
cepas bacterianas que en su mayoria no producen AlA.
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9.8 Resultados de las pruebas realizadas a las 82 cepas bacterianas

NUMERO  DEGRAD + INSECTIDA

O 00N O U A WN P

NNNNNNNRRRRRR B B B 2
O U WNEFE OUOVWOWWNODOMPAEWDNPRE,L O

11A3
11C3
12A2
13C
21A2-1
21A2-2
21A3
21B2
21B3
21C2
22A
22B
22B2
23A
23B
24A
26A
31C2
31C3
32A2
33A
32B2
41B2
41B3
44A
42B

CRECIMIENTO

+ 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

HALO ACIDOS

+ 4+ F F A+ o+ F o+ A+ A+ A+ o+ o+

RESULTADOS ENSAYOS DE CEPAS DEGRADAORAS MAS INSECTICIDA

SRS

+ 4+ o+

PRUEBA QUITINASAS: PENDIENTE LECTURA EN 10 DIAS

HALO SOLUBILIZACION
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PROTEASAS SIDEROFOROS AHLs
HIDROXAMATOS VIOLACEINA
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NUMERO CEPAS ENTOMOPATOGENAS

NUMERO CEPAS PROMOTORAS

O 00 N O U A WN -

PR R R R
tnd WN P O

1C31

2.ca7

3 TN33

4 TN106

5 TN107

6 TN151

7 TN152

8 TN503

9 TN1034
10 TN1035

2
3
4
4A

5A

7A
10
20
29
30
38
63

CRECIMIENTO

CRECIMIENTO

+ 4+ + 4+ + o+ o+ + o+ o+ 4+

+

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+

RESULTADOS ENSAYOS CEPAS ENTOMOPATOGENAS

PRUEBA QUITINASAS: PENDIENTE LECTURA EN 10 DIAS

HALO SOLUBILIZACION CRECIMIENTO

+ 4+ o+ + o+ o+ o+

NFB

RESULTADOS ENSAYOS CEPAS PROMOTORAS
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+
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+
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PRUEBA QUITINASAS: PENDIENTE LECTURA EN 10 DIAS

HALO SOLUBILIZACION
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CRECIMIENTO ACIDOS
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ACIDOS

+

+ 4+ 4+ o+ o+ o+ 4+

PROTEASAS  SIDEROFOROS
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PROTEASAS SIDEROFOROS AHLs
HIDROXAMATOS VIOLACEINA
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HIDROXAMATOS VIOLACEINA
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+
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AHLs
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AIA

HHH+
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NUMERO  CEPAS LECHUGA

W 00 N O U1 B W N =

L A <
o bh WN P O

30
59A
598
59C
59D
70
76A
76B
76C
76D
77A
778
77C
77D
202A
2028

CRECIMIENTO
+
+
+

+ + + + + + + o+

+

+ + + + + + 4+ o+

+ +

SRS
HALO ACIDOS

RESULTADOS ENSAYOS CEPAS DE LECHUGA

HALO SOLUBILIZACION CRECIMIENTO

+

+ + + + + + +F + + + + o+ 4+ o+

NFB

Acipos
+

+ + + + + + + + + + 4+ 4+ o+ o+ +

PRUEBA QUITINASAS: PENDIENTE LECTURA EN 10 DIAS
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NUMERO

W 0 N OO 1 B W N -

L~ el =
o, W N RO

CEPAS DEGRADADORAS

2A2
6A
4A
1B2
1A3
1C2
2B2
3C
1A2
1C3
2B2
2A2
3B
1B3
3A

CRECIMIENTO
+

+ + |+

SRS

HALO ACIDOS
+
+
+

+ + + o+ + A+ o+ o+ o+

RESULTADOS ENSAYOS CEPAS DEGRADADORAS

HALO SOLUBILIZACION

CRECIMIENTO  ACIDOS

+ + 4+ + + + + A+ + + + o+ +

NFB

+

+ + 4+ + + + + A+ o+ + + + + o+

PRUEBA QUITINASAS: PENDIENTE LECTURA EN 10 DIAS
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9.9. Informe ensayo co-inoculacion de bacterias productoras de AHLs
y su actividad biocontroladora por produccion de compuestos
volatiles (VOCs)

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:

e Determinar la produccion de compuestos volatiles de las cepas C47
y TN152 y el co-inoculo de las dos cepas bacterianas como
mecanismo de biocontrol de Tecia Solanivora.

Materiales:

e Tubos falcén de 15 ml

e Frascos ambar

e Erlenmeyer

e Gasa

e Algoddn

e Alambre

e Materiales ( miel, agua estéril)
e Caldo nutritivo

e Glicerol

Compuestos volétiles VOCs

Los compuestos quimicos volatiles organicos son producidos por
microorganismos y plantas durante el metabolismo, funcionan como
mecanismo de proteccién y comunicacion, tienen caracteristicas de bajo
peso molecular, alta presion de vapor y baja solubilidad en agua. Entre los
compuestos volatiles se encuentran alcoholes, aldehidos, cetonas, aminas,
terpenos, hidrocarburos aromaticos y clorados y compuestos azufrados de
bajo peso molecular (1) las cuales actian como sustancias de sefializacion
entre las bacterias ampliando su actividad a grandes distancias algunos
compuestos volatiles actian contra hongos y otros fitopatégenos por
ejemplo el Cianuro de Hidrogeno producido por Pseudomonas inhibe la
actividad del Hongo oomiceto Pythium ultimum. (2)

Las plantas también producen VOCs; el salicilato de metilo que se sintetiza
a partir del acido salicilico es uno de ellos y forma parte del tejido vascular
de la planta actia contra hongos e insectos y se libera en respuesta al
estrés. (3) (4)
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Procedimiento
1. Se realiza la preparacion de 100 ml caldo nutritivo y se esteriliza el medio

8.0 gr ------- 1000 m L X= 8.0 gr *100 ml /1000 mI=0.8 gr

2. Se prepara glicerol (50%) a partir de glicerol al 99.5% se ajusta al 50%
(100 ml)

V1*C1l= V2*C2= X*99.5%=100 m L*50% X=100 m L *50/99.5%
X=50.2 m L de glicerol y completar 100 m L de agua destilada
Esterilizar y llevar a refrigeracién a 4 °C

3. Se esteriliza igualmente los materiales (algodon, frascos ambar, gasa,
tubos de 15 ml).

4. Se coloca los tubos Falcon de 15 ml 6 ml de caldo nutritivo mas glicerol
y se deja en shaker durante 24 horas a 30°C.

5. Para la realizacion del ensayo se toman 15 frascos ambar en los cuales
se colocan 3 insectos adultos de Tecia Solanivora y los otros 15 frascos
ambar los cuales se mencionan a continuacién en la siguiente tabla:

Ensayos Muestra |

3 frascos control 6000 ul de caldo nutritvo mas
glicerol al 50%

4 frascos ambar Inoculo C47 en caldo nutritivo mas
glicerol al 50%

4 frascos ambar Inoculo TN152 en caldo nutritivo
mas glicerol al 50%

4 frascos ambar Con el co-inoculo C47 y TN152 en

caldo nutritivo més glicerol al 50%

75



Figura 1.Ensayos con inoculo de C47 Y TN152

6. Los 15 frascos se taparon con una fina capa de gasa y sobre esta gasa
se sostuvo un alambre con algodon impregnado con 45 ul de agua destilada
y 5 ul de miel como fuente de alimento del insecto. Los dos frascos se unen
con papel para film tanto el frasco que contiene los tres adultos de Tecia
solanivoray el frasco con el inoculo bacteriano y se incuban a 30 °C durante
una semana.

Resultados

Durante los tres primeros dias del ensayo no se observa mortalidad del
insecto, pero después de los 5 dias, los insectos presentaron mortalidad
observandose solo 1 de cada tres insectos expuestos en los ensayos.

Los controles se encontraban intactos, ningun insecto estaba muerto.

Ensayo Mortalidad
inoculo (N°de insectos)
C4a7
Frasco 1 0 0 1 0 1 2
Frasco 2 0 0 0 0 1 1
Frasco 3 0 0 1 0 1 2
Frasco 4 0 0 0 0 1 1

En el dia 1 y el dia 2 no se observa mortalidad. Los frascos 2 y 4 no
presentaron mortalidad en el dia 3 pero los frascos 1y 3 si presentan cada
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uno un insecto muerto de los tres expuestos. Y el dia 5 los frascos 1y 2
presentaban un insecto muerto cada uno mientras que en el frasco 4 solo
tenia un insecto muerto.

Ensayo Mortalidad

inoculo (N°de insectos)

TN152

Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia 5 Total

Frasco 1 0 0 1 0 1 2
Frasco 2 0 0 1 0 1 2
Frasco 3 0 0 1 1 1 3
Frasco 4 0 0 1 0 1 2

Con el siguiente ensayo inoculado con TN 152 durante los dos primeros
dias, en ningun frasco se observa la mortalidad de insectos, en el dia 3
todos los frascos tenian un insecto muerto, en el dia 4 solo el frasco 3 tenian
un insecto muerto y en el dia 5 todos los frascos tenian un insecto muerto
en cada uno de ellos.

Ensayo Mortalidad
inoculo (N° de insectos)

Dia 1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia 5 Total
Frasco 1 0 0 1 1 0 2
Frasco 2 0 0 1 1 0 2
Frasco 3 0 0 1 1 0 2
Frasco 4 0 0 1 1 1 3

Durante los dos primeros dias se observé igual que en los anteriores
ensayos con TN152 Y C47 ninguna muerte de insectos, el dia 3 cada uno
de los frascos tenia un insecto muerto, el dia 4 se observa la muerte de otro
insecto en cada frasco y el dia 5 en los tres frascos no se observo
mortalidad pero el frasco 4 si tenia un insecto muerto.

Conclusiones

En el dia 1y el dia 2 no se evidencio mortalidad en ninguno de los ensayos
(inoculacion con C47, Inoculacion con 152, co-inoculacion C47 Y 152). La
mortalidad se observé al tercer dia en cada uno de los ensayos sin embargo
la mortalidad de los tres insectos solo se present6 al 5 dia con el ensayo
del inoculo TN152 en un solo frasco y la co- inoculacién con C47 Y TN 152
en un solo frasco.
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Se podria concluir de acuerdo a los ensayos realizados que tanto el inéculo
de C47, TN152 y el co-indculo de las dos cepas bacterianas puede inducir
a muerte de insectos por VOCs, se sugiere tener en cuenta la variabilidad
en la tasa de mortalidad del ensayo e incluir ajustes de los ensayos y
realizar nuevamente el montaje del ensayo con adultos que hayan
eclosionado el mismo dia y tengan los mismos dias de vida debido a que
su ciclo de vida refiere la muerte a las 2 semanas.
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9.10. Informe inoculacién de rizobacterias productoras de AHLs para
determinar su accién biocontroladora en Tecia solanivora

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:

e Determinar la accion biocontroladora de rizobacterias TN 152 y C47
cepas productoras de AHLs en Tecia solanivora

Marco tedrico
Tecia Solanivora

Tecia solanivora conocida también como gusano guatemalteco pertenece
al orden lepidéptera y a la familia Gelechiidae. Tiene 4 estadios: huevo,
larva, pupay adulto y afecta cultivos de papa Solanum tuberosum atacando
ya sea tubérculos cosechados en campo o0 en almacenamiento. Su ciclo se
ve afectado por la temperatura y la humedad y su tiempo de desarrollo de
huevo a adulto puede variar de 42 dias y de 95 dias dependiendo de las
condiciones ambientales (1) En ensayos experimentales se han realizado
investigaciones sobre esta polilla y se ha infectado con suspensiones a
altas concentraciones de patdgenos para aumentar la probabilidad de
infeccion, y se ha utilizado el estadio larvario como el estadio mas
vulnerable para causar infeccione (2)

Metodologia

v' Tomar las rizobacterias TN152 Y C47 cepas productoras de AHLs y
se prepara un inoculo a una concentracion de 1x10* UFC/ml de
agua destilada estéril (0.500 Absorbancia a 600 nm)

v' Se tom6 50 ul de cada suspension para colocarlos sobre las rodajas
de papa pastusa (dieta natural contaminada) y se colocaron en cajas
de 60X15 mm, las cajas se esterilizaron durante 20 mina 15 lb y se
secan en horno a 40°C durante 12 horas.

v' Para este ensayo se colocaron 20 larvas de primer estadio de Tecia
solanivora recién eclosionadas del huevo, 10 larvas con inéculo de
C47y 10 larvas con inoculo de TN52 en la dieta. las cajas se sellaron
para evitar la salida de las larvas.

v El estadio utilizado es el mas susceptible a infeccién

v' Se observa las larvas a las 24 horas, a las 48 horas y a las 72 horas.
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v' A los tres dias después de ser infectada la comida de la larva se

observo caracteristicas en la morfologia de la larvas, melanizacién
en la regién abdominal y paralisis movil y finalmente la muerte

Resultados

Las caracteristicas de infeccion por parte de las cepas bacterianas
TN152 Y C47 por medio de la melanizacion en la region abdominal
y la pardlisis son la evidencia que las cepas productoras de AHLs y
VOCs pueden producir alteraciones en tejidos e inducir a muerte de
la larva de Tecia Solanivora.

Imagen 1: Larva de Tecia solanivora Imagen 2: Larva de Tecia solanivora

sana primer dia después de
eclosionar  del huevo en
estereoscopio

Imagen 3: Larva de Tecia solanivora
después de tres dias de realizado el

ensayo

con dieta contaminada

(melanizacion en region abdominal)
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Conclusiones

Se sugieren ensayos futuros para evaluar nuevamente mortalidad en vista
de que para este ensayo solo se tomd una pequefia cantidad de larvas
debido a que no habia suficientes huevos para la realizacion del ensayo y
se debia conservar la cria para futuros ensayos.
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9.11. Informe determinacion del potencial biocontrolador de bacterias
entomopatdégenas productoras de AHLs en Rhizotocnia solani.

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez

Objetivo: Determinar la actividad biocontroladora de las cepas bacterianas
entomopatdégenas C47 Y TN152 en Rhizotocnia solani

Materiales:

v Pinzas estériles
Papel filtro estéril
Pipetas
Erlenmeyer

Medio PDA

Medio LB

Cepas bacterianas

CORRS

\

Actividades a realizar

e Preparar agar LB para reactivacion de cepas bacterianas y elaborar
PDA para reactivacion del hongo Rhizotocnia solani.

e Autoclavar medios y sembrar las cepas y el hongo.

e Prepara inoculo de las cepas bacterianas para realizacion de
ensayos

Marco Tedrico
Rhizotocnia solani

Es un hongo patdgeno que afecta las plantas cuya enfermedad recibe el
nombre de Rhizotocniasis y costa negra en tubérculos de papa. Afecta el
crecimiento de la planta de dos formas el primera ocurre en la estacion de
crecimiento en la que infecta heridas a tallos, brotes y estolones
produciendo cancros y estrangulamientos (1). (2) La segunda fase forma
esclorocios en tubérculos, encontrandose también en el resto de materia
en descomposicion (1). Cuando la planta esta colonizada por el hongo se
observa necrosis cortical del tejido lefioso, pigmentacién purpurea de hojas
y formacioén de tubérculos aéreos entre otras caracteristicas que cambian
la morfologia de las plantas, reduce el vigor de las plantas y afecta la
calidad de sus frutos. El uso de bacterias como agentes de biocontrol del
hongo se ha investigado en el campo agricola con el fin de evitar pérdidas
econdmicas y de productos como lo es el de la papa por ejemplo el uso de
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa como agente de
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control de Rhizotocnia solani en ensayos in vitro (3) y el uso de
Pseudomonas fluorescens para reducir los sintomas de la enfermedad
producidos por el hongo en papa (S. phureja). (4)

Metodologia

1. Realizar la siembra del hongo Rhizotocnia solani en agar PDA e incubar
a 26°C Durante 72 horas.

2. Reactivar las cepas bacterianas C47 y TN152 en medio LB, incubar a
30°C durante 24 horas.

Para realizar los dos ensayos:

e Ensayo 1. Inoculacién de las cepas C47 y TN152 y co-inoculacion
de las mismas después de tres dias de crecimiento del Hongo
Rhizotocnia solani.

e Ensayo 2. Inoculacién de las cepas C47 y TN152 y co-inoculacion
de las cepas al mismo tiempo se realiza la siembra del hongo
Rhizotocnia solani.

; W

R , .
Imagen 1: Inoculacién de las cepas Imagen 2: Inoculacion de las cepas
C47 y TN152 y co-inoculacion de las C47 y TN152 y co-inoculacion de las
dos cepas a los tres dias de dos cepas al mismo tiempo con la
crecimiento del hongo Rhizotocnia siembra del hongo Rhizotocnia

solani. solani.

3. Se realiza dos réplicas de cada uno de los ensayos ajustando inoculo de
las cepas bacterianas a 0,5 ul y 0.2 de absorbancia cada cepa y el coi-
noculo se ajusta a 0.25 ul de cada cepa a la misma absorbancia 0.02., se
incuban a 26°C y se realiza su observacion a las 24 horas y durante 72
horas.
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Imagen 3: Hongo Rhizotocnia solani en Imagen 4: Hongo Rhizotocnia solani
Potato Dextrose agar (PDA) después de 14 en Potato Dextrose agar (PDA) 1dias
dias de crecimiento. de crecimiento.

ZSHSKOEY it

Imagen 5 :Hongo Rhizotocnia solani en Potato
Dextrose agar (PDA) después de 3 dias de
crecimiento

Resultados

A las 24 horas después de la siembra en el primer ensayo se observa el
crecimiento de las cepas bacterianas en los sensidiscos donde fueron
inoculadas. El crecimiento del hongo es de forma homogénea y no hay
inhibicién por parte de las cepas bacterianas.
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Imagen 6: inéculos bacterianos y el hongo a las 72
horas

En el segundo ensayo se observa crecimiento bacteriano pero el
crecimiento del hongo a un no se ha establecido.

Imagen 7: in6culos bacterianos y el hongo a las 24
horas

A las 72 horas el ensayo 1 se puede observar que las cepas bacterianas
no producen inhibicion en el crecimiento del Hongo

Imagen 7: inéculos bacterianos y el hongo a las 72
horas (Ensayo 1)
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EL Ensayo 2 a las 72 horas aun no ha alcanzado el crecimiento suficiente
para ver los resultados. A los 7 dias el hongo alcanza crecimiento y se
observa que no hay inhibicién por parte de las cepas C47 Y TN152 sobre
Rhizoctonia solani.

Imagen 8: indculos bacterianos y el hongo a las 72  Imagen 8: inéculos bacterianos y el hongo
horas (Ensayo 2) alos 7 dias (Ensayo 2)

Conclusiones

e Con respecto a este ensayo se podria decir que la metodologia en
el ensayo 2 no es la mas adecuado ya que si observamos el
crecimiento de los co-inéculo de las bacterias crecen lo suficiente y
en una hipotesis cuando el hongo crezca las bacterias ya no estan
en fase exponencial por lo que la actividad puede ser negativa frente
al hongo

e Se sugiere sembrar el hongo a los lados de la caja y en el centro
sembrar la bacteria de forma vertical para obtener resultados
diferentes.
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9.12. Informe extraccién de ADN

Laboratorio de Investigacion
DOCENTE: Javier Vanegas
Pasante: Ingrid Katerine Arias Lopez
Objetivos:

e Realizar la extraccion de ADN de las 15 cepas promotoras de
cultivos de papa.

Marco tedrico

La extraccion de ADN es una técnica muy importante para la aplicacion de
pruebas de biologia molecular consiste en aislar y purificar moléculas de
ADN. Este procedimiento consta de tres etapas: la lisis celular, inactivacion
de nucleasas celulares y la separacion de los acidos (1)se mezcla con
isopropopanol o etanol, fenol cloroformo y alcohol isoamilico. EI ADN esta
formado por dos cadenas de nucle6tidos que se unen para formar una
doble hélice, los nucledtidos estan constituidos por un azucar desoxirribosa,
un grupo fosfato y una base nitrogenada y se unen por el grupo fosfato y el
azucar por enlace fosfodiester y las bases se unen por puentes de
hidrégeno lo que hace que se mantenga la forma helicoidal (1).

Metodologia

Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN genomico MINIPREP OF
BACTERIAL GENOMIC DN (Current protocols in Molecular Biology)
disponible en el laboratorio.

v" Se reactivan las 15 cepas promotoras en medio LB durante 24 horas
a 30°C.

v se toma la biomasa suficiente y se coloca a crecer en medio liquido
LB durante 24 horas

v Centrifugar por 5 minutos. Descartar el sobrenadante.

v" Resuspender, para obtener un volumen aproximado de 500ul de
pellet, en una solucion stock de 567ul de Buffer TE, 3ul de SDS 10%
y 3ul de proteinasa K 20mg/ml. Mezclar hasta obtener una solucion
homogénea, liquida e incubar 1:30 a 37°C.

v Adicionar 200ul de NaCl 5M. Mezclar muy bien.

v' Adicionar 250ul de solucion de Bromuro de -cetiltrimetilamonio
CTAB/NaCl, (previamente calentar a 65°C aproximadamente).
Mezclar de forma constante hasta obtener una solucion liquida,
incubar 15 minutos a 65°C.
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v' Transferir la fase acuosa (arriba) en un tubo estéril, adicionar 0,5
volumenes de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Mezclar muy bien
y centrifugar hasta la separacion total de fases.

Imagen: las tres fases despues de
centrifugar.La fase acuosa es la
capa ubicada en la parte inferior

v' Transferir la fase acuosa (inferior) a un tubo estéril, adicionar 0,6
volimenes de isopropanol frio (200ul aprox), precipitar con etanol
100%, 0,3 volumenes del volumen (200ul aprox). Centrifugar por 15
minutos y descartar el sobrenadante y dejar secar el tubo
completamente.

v" Resuspender el pellet en 50ul de agua destilada estéril

PREPARACION DE REACTIVOS:
1. TE Buffer: 100ml

10mM Tris HCL pH 8.0 V1.C1=V2.C2
V1 (1M) = (100ml) (0,01M)

Vi=1ml Tris 1M.

1mM EDTA pH 8.0 V1. C1=V2 C2
V1 (0,5M) = (100ml) (0,001M)
V1=0, 2 ml EDTA pH 8 0,5M

En aproximadamente 50ml de H20 + 1ml Tris 1M + 0,2 ml EDTA pH 8 0,5M
y aforar a 100ml.

2. SDS 10% Solucién
SDS 100g — 100 ml H20 destilada.

Ajustar pH 7,2 con HCI concentrado. Calentar para disolver.
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