GESTION DE RECURSOS Y SERVICIOS
BIBLIOTECARIOS

Cédigo | FO-SB-12/v0

ol

ESQUEMA HOJA DE RESUMEN Pagina 1/134
RESUMEN TRABAJO DE GRADO
AUTOR(ES): NOMBRES Y APELLIDOS COMPLETOS
NOMBRE(S): PAULA MANUELA APELLIDOS: BENITEZ ESPITIA
NOMBRE(S): BELKIS GISELA APELLIDOS: VILLAMIZAR CALDERON
FACULTAD: CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
PLAN DE ESTUDIOS: INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
DIRECTOR: )
NOMBRE(S):  LILIANA YANETH APELLIDOS: SUAREZ CONTRERAS
NOMBRE(S): APELLIDOS:

TITULO DEL TRABAJO (TESIS): CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE ITS Y
CRIOCONSERVACION DE RIZOBACTERIAS DEL BANCO DE CEPAS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGRARIAS Y DEL AMBIENTE DE LA UFPS

En este trabajo se caracterizaron molecularmente 11 aislados bacterianos
correspondientes a rizobacterias, presuntivas de los géneros Azospirillum sp.,
Azotobacter sp., Gluconacetobacter sp., y Burkholderia sp. Mediante un
protocolo estipulado para realizar caracterizacion molecular utilizando ITS; se
obtuvo como resultado géneros diferentes a los que inicialmente tenian las
bacterias. Estos se identificaron molecularmente como Bacillus cereus.,
Rhizobium sp., Aagrobacterium sp., Enterobacter cloacae., y Bacillus subtilis; los
RESUMEN | aislados cuentan con actividades promotoras del crecimiento vegetal
sobresalientes. El nombre de los géneros es distinto al de su identificacion inicial
ya que al momento de aislar y caracterizar por: microscopia, macroscopia y hacer
bateria bioquimica, presentan similitudes fisiologicas y morfoldgicas; esto causé
errores al momento de su inicial clasificacion Para su conservacion se preparé una
suspension celular con glicerol, para proteger la estructura celular durante el
periodo de congelacion y se realizaron evaluaciones en diferentes tiempos para
determinar la efectividad de este método de conservacion en bacterias.

PALABRAS CLAVE: Caracterizacion Molecular, bacterias, Rizobacterias, Bacillus cereus, banco de cepas

CARACTERISTICAS:

PAGINAS: 134  PLANOS: __ ILUSTRACIONES: CDROOM:
Elaboré Revisb Aprobé
Equipo Operativo del Proceso Comité de Calidad Comité de Calidad
Fecha | 24/10/2014 Fecha | 05/12/2014 Fecha | 05/12/2014




CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE ITS Y CRIOCONSERVACION DE
RIZOBACTERIAS DEL BANCO DE CEPAS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS

AGRARIAS Y DEL AMBIENTE DE LA UFPS

PAULA MANUELA BENITEZ ESPITIA

BELKIS GISELA VILLAMIZAR CALDERON

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
PLAN DE ESTUDIOS INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
SAN JOSE DE CUCUTA

2019



CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE ITS Y CRIOCONSERVACION DE
RIZOBACTERIAS DEL BANCO DE CEPAS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS

AGRARIAS Y DEL AMBIENTE DE LA UFPS

PAULA MANUELA BENITEZ ESPITIA

BELKIS GISELA VILLAMIZAR CALDERON

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de

Ingeniero Biotecnoldgico

Director
LILIANA YANETH SUAREZ CONTRERAS

MSc. en Biologia énfasis Genética

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
PLAN DE ESTUDIOS INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
SAN JOSE DE CUCUTA

2019



& Universidad Francisco
[25ide Paula Santander

ACTA DE SUSTENTACION DE UN TRABAJO DE GRADO

FECHA: 14 DE FEBRERO DE 2019 HORA: 4:00 p.m.
LUGAR: CREAD SALA 4

PLAN DE ESTUDIOS: INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

TITULO: “CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE ITS Y CRIOCONSERVACION DE
RIZOBACTERIAS DEL BANCO DE CEPAS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL
MEDIO AMBIENTEDE LA UFPS.”

MODALIDAD: INVESTIGACION

JURADO: ANDRES FERNANDO BARAJAS SOLANO
LILIAN TRINIDAD RAMIREZ CAICEDO
JUAN CARLOS RAMIREZ BERMUDEZ

ENTIDAD: UFPS

DIRECTOR: LILIANA YANET SUAREZ CONTRERAS

NOMBRE DE LOS ESTUDIANTE CODIGO CALIFICACION
PAULA MANUELA BENITEZ ESPITIA 1610571 44

BELKIS GISELA VILLAMIZAR 1611040 44

OBSERVACIONES: APROBADO.
FIRMA DE LOS JURADOS

e —# o A
do Barajas Solano  Lilian Trinidad Ramirez Caicedo Juan Cari?/s Ramirez Bermy

: f - )]
Vo.Bo Coordinador Comité Curricular C%” 9 %)” e

YYaneth Am’paro Muiioz Pénaloza

Avenida Gran Colombia No. 12E-96 Barrio Colsag
Teléfono (057)(7) 5776655 - www.ufps.edu.co
oficinadeprensa@ufps.edu.co San José de Clcuta - Colombia




Dedicatoria

A mi abuelo Ciro Antonio Villamizar Fernandez por su esfuerzo, dedicacion, por apoyarme
en cada suefio y meta que me proponia, por permitir formarme como profesional y sobre todo
por los grandes consejos de la vida. Por acompafiarme en mi formacion como profesional hasta

el momento en que el alcanzo su ultimo respiro.

""Creciendo fuerte”

Belkis Gisela Villamizar Calderdn.



Dedicado a Dios, mi madre y Helena.

“Vuela alto y suefia en grande”

Paula Manuela Benitez Espitia.



Agradecimientos

Agradezco primero a Dios por guiar cada uno de mis pasos, por darme la sabiduria, el
entendimiento para tomar cada una de las decisiones que la vida me ha presentado, y por darme

la fuerza que he necesitado en los momentos mas dificiles que he pasado.

A mis abuelos y mi madre por ser quienes me apoyan en cada suefio 0 meta que quiero

emprender.

A mis tias por sus grandes consejos y carifio en los momentos en los que he necesitado una

voz de aliento.

A la profesora Liliana Suarez por la oportunidad de realizar este proyecto.

Belkis Gisela Villamizar Calderdn.



Quiero agradecer a Dios y a la virgen por permitirme llegar a esta meta, a mi madre pilar
fundamental en mi vida, a Helena por su apoyo incondicional; gracias a sus esfuerzos realizados

he llegado a este punto.

A la Universidad Francisco de paula Santander por aportar a mi vida tantos

conocimientos y experiencias inolvidables

A la profesora Liliana Suarez por la oportunidad de realizar este proyecto.

A la ingeniera Lady Johana Moreno Villamizar por sus consejos y ensefianzas.

Y, por ultimo, a los demaés familiares, amigos y comparieros de laboratorio que aportaron

a mi proceso personal e intelectual.

Paula Manuela Benitez Espitia.



Contenido

péag.

Introduccion 15
1. El problema 17
1.1 Planteamiento del Problema 17
1.2 Formulacién del Problema 18
1.3 Justificacion 18
1.4 Objetivos 19
1.4.1 Objetivo general 19

1.4.2 Objetivos especificos 19

1.5 Delimitaciones 20
1.5.1 Espacial 20

1.5.2 Temporal 20

1.5.3 Conceptual 20

2. Marco Referencial 21
2.1 Antecedentes de la Investigacion 21
2.2 Marco Tebrico 27
2.2.1 Caracterizacion macroscopica y microscopica de bacterias 27

2.2.2 Pruebas bioquimicas 27

2.2.3 Caracterizacion molecular 27

2.2.4 Caracteristicas de los posibles géneros de rizobacterias a analizar 30

2.3 Marco Contextual 34
2.4 Marco Legal 34

3. Metodologia 36



3.1 Tipo de Investigacion

3.2 Poblacion y Muestra
3.2.1 Poblacion
3.2.2 Muestra

3.3 Fases de la Investigacion
3.3.1 Reactivacion de cepas
3.3.2 Extraccién y Purificacion de ADN - Kit WIZARD
3.3.3 Anélisis de protocolos de extraccion
3.3.4 Amplificacion del ADNr 16S
3.3.5 Secuenciacion y comparacion de los fragmentos ITS
3.3.6 Conservacion.

4. Resultados y Discusiones

4.1 Activacion y Purificacion de los Aislados
4.1.1 Caracterizacion macroscopica y microscopica de aislados similares al género
Azotobacter sp.
4.1.2 Caracterizacion macroscopica y microscopica de aislados similares al género
Azospirillum sp.
4.1.3 Caracterizacion macroscopica y microscopica de aislados similares al género
Burkholderia sp.
4.1.4 Caracterizacion macroscopica y microscopica de aislados similares al género
Gluconacetobacter sp.

4.2 Caracterizacion Fisioldgica de los Aislados
4.2.1 Determinacién de las pruebas bioquimicas

4.3 Caracterizacion Molecular de los Aislados Promisorios

36

36

36

36

36

36

38

40

40

40

41

42

42

42

47

50

52

54

54

58



4.3.1 Extraccion, visualizacion y cuantificacion del ADN
4.3.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Visualizacion
4.3.3 Secuenciacion de los fragmentos ITS y comparacion de secuencias con bases
de datos
4.4 Evaluacién de Crioconservacion

5. Conclusiones

6. Recomendaciones

Referencias Bibliogréficas

ANexos

58

60

63

68

71

72

73

82



