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RESUMEN

En este trabajo se llevo a cabo la cuantificacion de bacterias diazotrofas presentes en muestras de
suelo rizosférico y material foliar tomadas de cultivos de arroz mediante la técnica de NMP, siendo
esta ultima la de mayor cantidad de bacterias cuantificadas segtn los resultados obtenidos. Seguido, se
realizo la identificacion molecular de cepas aisladas a partir de las paniculas del arroz las cuales fueron
previamente caracterizadas tanto morfologica como microscopicamente del patégeno Burkholderia
glumae (causal de la enfermedad del anublo bacterial) a través de la técnica de PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) teniendo en cuenta el porcentaje de incidencia de la enfermedad en cada una de las
fincas seleccionadas; a partir de esto, se procedio a la confirmacion del patdgeno a través de la técnica
de secuenciacion obteniendo 11 cepas con un 99% de homologia y 1 cepa con un 94% segun la NCBI.
Finalmente, se ejecutd un analisis estadistico en donde se obtuvo que no existe una diferencia
significativa entre la cantidad de bacterias diazotrofas y el patogeno Burkholderia glumae.

PALABRAS CLAVE: agroecologia, PCR, rizosfera, secuenciacion y vaneamiento.
CARACTERISTICAS:

PAGINAS: 214 PLANOS; ILUSTRACIONES: CDROOM__1
Elaboré Revisé Aprobo
Equipo Operativo del Comité de Calidad Comité de Calidad
Proceso
Fecha | 24/10/2014 Fecha 05/12/2014 Fecha 05/12/2014

COPIA NO CONTROLADA



DIVERSIDAD MICROBIOLOGICA DE BACTERIAS DIAZOTROFAS PRESENTES
EN SUELO RIZOSFERICO Y MATERIAL FOLIAR, Y SU RELACION CON LA
PRESENCIA DE LA ENFERMEDAD DEL ANUBLO BACTERIAL (Burkholderia glumae)
EN CULTIVOS DE ARROZ, DISTRITO DE RIEGO EL ZULIA, NORTE DE

SANTANDER.

JONATHAN HERIBERTO JAIMES OMANA

DAYANA BIRGIT PARRA RODRIGUEZ

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

2018



DIVERSIDAD MICROBIOLOGICA DE BACTERIAS DIAZOTROFAS PRESENTES
EN SUELO RIZOSFERICO Y MATERIAL FOLIAR, Y SU RELACION CON LA
PRESENCIA DE LA ENFERMEDAD DEL ANUBLO BACTERIAL (Burkholderia glumae)
EN CULTIVOS DE ARROZ, DISTRITO DE RIEGO EL ZULIA, NORTE DE

SANTANDER.

JONATHAN HERIBERTO JAIMES OMANA

DAYANA BIRGIT PARRA RODRIGUEZ

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de:

Ingeniero Biotecnologico

Director:

PhD. LAURA YOLIMA MORENO ROZO

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

2018






Dedicatoria

A Dios, a mis padres Pedro Parra y Claudia Rodriguez por ser apoyo constante, guiarme e
instruirme por el mejor camino.

A la profe Laura Moreno por ser nuestra guia, complice y por su gran apoyo incondicional
desde el inicio de la carrera hasta el final.

A mi companero Jonathan Jaimes por su dedicacion, empefio y compaiiia durate todo este
camino profesional, de principio a fin.

Al equipo de laboratorio por su entrega y disposicion durante este periodo de investigacion.

Dayana B. Parra Rodriguez.

A mis padres Luz Elena Omana y Heriberto Jaimes quienes nunca dejaron de creer en mi,
gracias a ellos soy quien soy en estos momentos, por su apoyo y ser mi motor de vida.

A la profe Laura Moreno quien fue un gran apoyo tanto como docente, como persona, gracias
por creer en nosotros y por acogernos en su laboratorio. jjMuchas Gracias!!

A mi compaiiera de férmula Dayana Parra quien aprendi y comparti durante estos ultimos 5
aflos, gracias por estar hay en el transcurso de toda la carrera y mas atn en esta etapa de
investigacion. Gracias.

Al equipo de trabajo por su gran colaboracién y apoyo durante todo el proceso de

investigacion, (ingenieras: Sandra, Sheby y Paola).

Jonathan H. Jaimes Omaria



Agradecimientos

Los autores expresan los agradecimientos a: la vida por permitir ser quienes somos y sobre
todo por permitirnos llegar a una meta propuesta, a cada uno de nuestros familiares por el aporte
dado en este proceso de formacidn y sobre todo por permitirnos crecer como personas.

A nuestra directora de proyecto, la profesora PhD Laura Y. Moreno Rozo, por permitirnos
realizar el proyecto bajo su direccion, por la inmensa paciencia y comprension, pero sobro todo
por guiarnos en el camino de la profesion correcta.

A las Ingenieras: Sandra Lopez, Sheby Hurtado y Paola Molinares por su acompafiamiento en
el desarrollo de esta investigacion.

A las becas que pertenecieron al laboratorio por su colaboracion en la realizacion y cada uno
de los implicados en la investigacion por permitirnos desarrollar a cabo el proyecto de la mejor

manera.

Muchas gracias a todos



Contenido

Pag.

Contenido 7
Introduccién 18
1. Problema 20
1.1. Titulo 20
1.2. Planteamiento del problema 20
1.3. Formulacién del problema 24
14. Justificacion 24
1.5.  Objetivos 25
1.5.1. Objetivo general 25
1.5.2. Objetivos especificos 26

1.6. Alcances y limitaciones 26
1.6.1. Alcances 26
1.6.2. Limitaciones 26

1.7. Delimitaciones 27
1.7.1. Delimitacion espacial 27
1.7.2. Delimitacion temporal 27
1.7.3. Delimitacién conceptual 27

2. Marco referencial 28
2.1. Antecedentes de la investigacion 28
2.2. Marco tedrico 33

2.2.1. Generalidades del cultivo de arroz 33



2.2.2. Clasificacion taxonémica
2.2.3. Botanica del cultivo
2.2.3.1. Raices
2.2.3.2. Tallo
2.2.3.3. Hoja
2.2.3.4. Inflorescencia
2.2.3.5. Espiguillas
2.2.3.6. Fruto
2.2.4. Requerimientos edaficos
2.2.4.1. Temperaturay clima
2.24.2. Suelo
2.243. pH
2.2.5. Requerimientos nutricionales
2.25.1. Nitrégeno
2.25.2. Fosforo
2.25.3. Potasio
2.2.6. Riego
2.2.7. Variedades de arroz cultivadas
2.2.8. Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN)
2.2.9. Diazoétrofas
2.2.9.1. Organismos (FBN)
2.2.10.  Género Burkholderia

2.2.10.1.  Generalidades de Burkholderia glumae

33

35

35

36

36

37

38

38

38

38

39

39

40

40

41

41

41

42

42

45

47

48

48



2.2.11. Anublo Bacterial de la Panicula de Arroz
2.3. Marco conceptual
2.4. Marco contextual

2.5. Marco legal

3. Disefio metodologico
3.1. Tipo de investigacion
3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion
3.2.2. Muestra
3.3. Hipotesis
3.4.  Variables
3.4.1. Variable dependiente
3.4.2. Variables independientes
3.4.3. Variables intervinientes
3.5. Fases de la investigacion
3.5.1. Caracterizacion de zonas de muestreo
3.5.2. Toma de muestras
3.5.3. Etapal. Toma de muestras de suelo rizosférico
3.5.4. Etapa II. Toma de muestra de material foliar y paniculas
3.6. Cuantificacion mediante la técnica de Nimero Mas Probable (NMP)
3.6.1. Etapa I. Cuantificacion de diazotroficas en suelo rizosférico
3.6.2. Etapa II. Cuantificacion de diazétrofas en material foliar

3.7.  Determinacion y caracterizacion de Burkholderia glumae

50

52

54

54

58

58

58

58

59

59

59

59

59

60

60

60

60

60

62

62

63

65

66



3.8. Aislamiento de Burkholderia glumae 67

3.8.1. Aislamiento del ADN de Burkholderia glumae 69
3.8.1.1.  Preparacion del gel de agarosa 70
3.8.1.2.  Visualizacion del ADN y PCR 72
3.9. Identificacion de Burkholderia glumae 73
3.9.1. Secuenciacion para la identificacion de Burkholderia glumae 73
3.10.  Andlisis estadistico 74
3.11.  Instrumentos 4
4.  Resultados y andlisis 75
4.1. Caracterizacion de las zonas de muestreo 75
4.2.  Toma de muestras 80
4.2.1. Etapal. Toma de muestras de suelo rizosférico 80
4.2.2. Etapa II. Toma de muestras de material foliar y paniculas 81
4.3. Cuantificacion mediante la técnica de Numero Mas Probable (NMP) 81
4.3.1. Cuantificacion de bacterias diazotrofas en suelo rizosférico 82
4.3.2. Cuantificacion de bacterias diazotrofas en material foliar 89
4.4.  Determinacion y aislamiento de Burkholderia glumae 93
4.4.1. Caracterizacion fenotipica y microscopica de Burkholderia glumae 94

4.4.2. Caracterizacion de las colonias en medio King B, prueba de fluorescencia 95

45.  Extraccion y cuantificacion del ADN de las cepas aisladas de Burkholderia
glumae 100
4.5.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Cuantificacion del ADN de los

aislados de Burkholderia glumae 102



4.6. Secuenciacion para Burkholderia glumae
4.6.1. Analisis de homologia para Burkholderia glumae
4.7. Analisis estadistico
Conclusiones
Recomendaciones
Bibliografia

ANEXOS

103

107

112

128

129

130

147



