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RESUMEN

El cultivo de papa, requiere fertilizacion continua y uso de agroquimicos, deteriorando el medio
ambiente y aumentando costos en la produccién. Una alternativa a esta problematica es el uso
de microorganismos nativos, capaces de proveer los nutrientes necesarios y disminuir el uso de
agroguimicos. El presente trabajo de investigacion se realiz6 en la Parroquia Belisario Quevedo,
del canton Latacunga. Tuvo como objetivo determinar la microbiota total y detectar la presencia
de grupos funcionales como actinomicetos, bacterias fijadoras de nitr6geno y hongos asociados
a la rizosfera del cultivo de papa, mediante la prospeccién en laboratorio en suelo, en macerado
de raiz y fragmentos de raiz en dos repeticiones, donde se determiné UFC*gr-1 y conidios*gr-
1, para lo cual se utilizamos medios de cultivo especificos para cada grupo, y las observaciones
se la realizo mediante disoluciones de 10-7 y 10-8. Y se compard la cantidad de
microorganismos presentes en las repeticiones y en los métodos de siembra.

De los datos obtenidos se determin6 que a pesar de que el suelo es pobre en M.O posee gran
cantidad de microbiota, esto incluye que existen elementos benéficos cuyo potencial puede
ayudar en el crecimiento del cultivo. Las bacterias se identificaron mediante la determinacion
de caracteristicas morfoldgicas v fisioldgicas. En el primer caso, se observaron caracteristicas
de borde, elevacion, consistencia y color de las bacterias individuales cultivadas en los medios.
Las caracteristicas morfologicas se comprobaron a través observacion en el microscopio optico.
En conclusion, los suelos del Barrio Illuchi poseen microorganismos con potencial capacidad
promotora de crecimiento vegetal, lo cual podrian ser aprovechados mediante un programa de

control bioldgico reduciendo el uso de los fungicidas.

Palabras claves: Diversidad bacteriana, rizosfera, medios de cultivos, suelo, grupos
funcionales, control biolégico, fungicida.



TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
FACULTY OF AGRICULTURAL SCIENCE AND NATURAL RESOURCES

THEME: "DETECTION OF FUNCTIONAL GROUPS (ACTINOMYCETES, NITROGEN-
FIXING BACTERIA AND FUNGI) ASSOCIATED WITH THE RHIZOSPHERE OF
POTATO CULTIVATION (SOLANUM TUBEROSUM) IN THE PARISH OF BELISARIO
QUEVEDO SECTOR ILLUCHI- COTOPAXI- LATACUNGA.2021."

Author: Arequipa Chuquilla Patricia Estefania

ABSTRACT

Potato cultivation requires continuous fertilization and use of agrochemicals, deteriorating the
environment and increasing production costs. An alternative to this problem is the use of native
microorganisms, capable of providing the necessary nutrients and decreasing the use of
agrochemicals. This research work was carried out in the Parish of Belisario Quevedo, of the
canton of Latacunga. It aimed to determine the total microbiota and detect the presence of
functional groups such as actinomycetes, nitrogen-fixing bacteria and fungi associated with the
rhizosphere of potato culture, by laboratory surveying in soil, in root maceration and root
fragments in two repetitions, where UFC*gr-1 and conidia*gr-1 were determined, for which
specific culture media are used for each group , and observations were made through
dissolutions of 10-7 and 10-8. And the number of microorganisms present in repetitions and

planting methods was compared.

From the data obtained it was determined that although the soil is poor in M.O. it has a large
amount of microbiota, this includes that there are beneficial elements whose potential can help
in the growth of the crop. Bacteria were identified by determining morphological and
physiological characteristics. In the first case, edge, elevation, consistency and color
characteristics of individual bacteria cultured in the media were observed. Morphological
characteristics were checked through observation under the optical microscope. In conclusion,
the soils of the Illuchi Neighborhood have microorganisms with potential plant growth
promoting capacity, which could be used through a biological control program reducing the use

of fungicides.

Key words: Bacterial diversity, rhizosphere, culture media, soil, functional groups, biological
control, fungicide.



INDICE DE CONTENIDO

DECLARACION DE AUTORIA ...ttt i
CONTRATO DE CESION NO EXCLUSIVA DE DERECHOS DE AUTOR.................. i
LA CEDENTE LA CESIONARIA ...ttt iv
AVAL DEL TUTOR DEL PROYECTO DE INVESTIGACION .......cccoovoieiveeeereeeen %
AVAL DE LOS LECTORES DEL PROYECTO DE TITULACION ......c.ccocevevvrerereren. Vi
AGRADECIMIENTO ...ttt sttt st se bt neaseseens vii
DEDICATORIA ...ttt bttt se et st et ne bt ne e viii
RESUMEN ..ottt bbbttt e st e et et e se et et eneebe e e e ene e iX
ABSTRACT oottt s ettt e s e bt s e Re st eRe et st e e bt e neerennn X
INDICE DE CONTENIDO ...ttt naa e e e Xi
INDICE DE CUADROS ... .ottt sttt e e e e nna e e e s e e aneeeanns Xiil
INDICE DE FIGURAS ...ttt sttt ettt e e e et e e e nna e e e nee e Xiil
L.INFORMACION GENERAL ..ottt ettt 1
2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO....c..cooiieieeieeteeeeseeessesiessseseses s senisses s 2
3.BENEFICIARIOS DEL PROYECTO. ..ottt 2
4.PROBLEMATICA DE LA INVESTIGACION. .....covivieeieeeieereeeee e esie s 3
4. 1Formulacion del ProbIema. ... 3
BLOBUIETIVOS ...ttt bbbttt et se et st e st be bt eneebe st 3
5.10DJELIVO GENETAL ... bbb bbb 3
5.20DjetiVOS ESPECITICOS .. .eviuieeiiee ettt 3
6.ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS. ...ttt se ettt e et et e s e e b e s be s eneete e et ene et s 4
7.FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA ....cooviiiiirineeeiseeesee s 5
O g To T g Lot gl v Vo o] I T | o USSR 5
7.1.2Importancia de los microorganismos del SUEIO. .........ccoeiviiiieii i, 5
7.1.3Microorganismos asociados a 1a FiZOSTEra...........cceeivviiieiie i 5
7.1.4Bacterias de 12 MZOSTEIA.......ccuiiieiiei e et 5
7.1.5Bacterias Fijadoras de NItrOgENO ..........coveiuiiiiiicieiic et 6
A L CY N ex ] o] 1 T[] (o O P TR OPTR 6
7.1.7THONQOS d€ 18 FIZOSTEIA ...ttt sb et 6
7.1.8GENEIO ASPEITIIUS SP. 1.vveireiieiieiie et te e te e e reesreenaenneeneeenee e 6
7.1.10GENEI0 TrIChOUEIMA SP. c.vveuiieiieieeie ettt esre e nreesneenee e 7
O ol g o (3 Fo N o= o - SRR OPTRP 8

Xl



8.1.1CIaSITICACION TAXONOMUCA ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e naennnes 8

8.1.2IMpPOrtancCia de 18 PAPA.........ccveeieiierie ettt e et e e nreenae e 8
8.1.3Principales enfermedades causadas por Omicetos Y NONQGOS.........ccevverieiieieeriesensieennn 9
8.1.4Enfermedades de 0rigen DaCLEriaN0.........ccueiveiiiiiiiiceee e 9
8.1.5MarChIteZ DACIEIIANG. ... eeiveeeieiiecieeie ettt re et nreeneeenee e 9
8.1.6MEdIOS dE CUITIVO ..ottt 10
8.1.7Tip0os de Medios de CUITIVO.........coiiiiiiieiec s 10
8.1.8Preparacion de medios de CUILIVO ..o s 10
8.1.9Evaluacion de grupos funcionales de microorganiSmos ..........cccveveeereerieriesiesieseseseanes 10
9.METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL .....cooviieeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneseeenns 11
9.1.Metod0olOgia Y TECNICAS. .....ceiueeeieierieieese ettt 11
9.1.1.MaterialeS de CAMPO .......cceeiieieiieee ettt e et e e sreeae st e reenaesneens 11
9.1.2.Materiales y EQUIP0S de 1aD0ratorio...........cccvueiieiiierieiie e 11
TR R T LT Tod 1Yo S P PR PRR 12
9.2.Ubicacion del area de eSTUAIO.........uiviieieieie e 12
9.3.Ubicacion de la toma de MUESEIAS .........euerieriirieiieiieieee et 13
0.4. TOMA B MUESEIAS ... eeveerieree ettt sttt ettt et e bt eebe e s e e s e et e besbesbenreeneanes 14
9.4.1.Aislamiento de actinomicetos de Suelo rizoSfEriCo. .........cccocvvvveiiiiiieiiceece e 15
9.4.2. AiSIamiento d& NONQOS. .......ccoiiiiiiiieee s 15
9.4.3.Aislamiento de Fijadoras de NItrOgENO. .........ceierieiiereiee e 15
9.4.4.Aislamiento de la Microbiota total. ...........ccooiiiriieiie e 15
9.5.DISENO METODOLOGICO ..ot 16
9.5.1.TIPO0 d€ INVESLIGACION .....c.viiiiciie ettt re et te e nas 16
9.6.METODOLOGIA METODOS .....ovvuiiriiriineieiieisssiessesesesss st sssessesesns 16
9.7.Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos............ccccvveveeiecic e, 16
9.8.Recuento de hongos, Fijadoras de nitrégeno, Actinomicetos y Microbiota Total en camara
08 NBUDBUE ...ttt ettt et e e s et e et e e st e s aeeste e st e sneeteeneenreeeeanee e 17
10.ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ......covviveeeeereiieiesessrssesiessesnsnisnenens 18
10.1Resultados de colonias de los grupos funcionales obtenidos por dos métodos de siembra

.................................................................................................................................................. 19
10.2Resultados de colonias de los grupos funcionales obtenidos por dos métodos de siembra

.................................................................................................................................................. 20
10.3Resultados de colonias de los grupos funcionales obtenidos por dos métodos de siembra

.................................................................................................................................................. 21
LL.CONGCLUSIONES ..ottt ettt sbesbestenneaneas 22
12.RECOMENDACIONES ...ttt ettt sbe e e nne e 23

Xl



L3 BIBLIOGRAFTA ..o e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e es e ee e e erarans 24

ANEXOS ..ot b et a et et e et et et r e bt et e 26
ANEXO 1: Aval de tradUCCION .......cocieieieiece e e 27
ANEXO 2: Ubicacién geografica de la Universidad Técnica de Cotopaxi extension

SAIACKE. ...t e nn 28
TITULO:Bachiller en Ciencias FisicoO MatemAtiCas ..........ccccevvreiereiisierieiesesese e 29
ANEXO 4: Aislamiento y seleccion de grupos funcionales de la rizosfera de la papa............ 31
ANEXO 5: Aislamiento y seleccion de grupos funcionales de la rizosfera de la papa............ 32
ANEXO 6: Cuadros de resultados de la siembra por diSoluCION ...........cccccoviieiiiieieieceen, 33
ANEXO 7: Preparacion de medios de CUtIVO..........ccooriiiiiiiiiiie e 35
ANEXO 8: TINCION 08 GraM ... .ccuiiuieieeiieieiesie ettt sa e sbesresaesreeneaneens 36
ANEXO 9: Analisis fisico y quimico de la muestra de SUEIO ..........ccccccvevviieiicie e, 37

INDICE DE CUADROS

Cuadros 1 Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados. ................. 4
Cuadros 2 Muestras de la rizosfera de 18 Papa..........ccooeverieiiieienseeseee s 14
Cuadros 3 Concentracion de colonias de microbiota total de los dos métodos de siembra.... 18

Cuadros 4 Concentracion de colonias de los grupos funcionales mediante dos métodos de

] =110 o] PRSPPI 19
Cuadros 5 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R1)........ccccccceevvevveviecnnenne. 20
Cuadros 6 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R2).........cccoceverencrnninne. 21

INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Ubicacién del laboratorio de la carrera de Agronomia. ........c.cccecveveeieveevesineseennns 12
Figura 2 Ubicacion del tEITEN0. .........c.ooviiiee et 13
Figura 3 Disolucién para hallar Figura 4 Disolucién para................. 15
Figura 5 CAmara de NEUDAUET . .........ccviieieee ettt re e e sneenee s 17
Figura 6 Concentracion de colonias (UFC*gr) por método de siembra...........cccccoeevvivnnnenn. 18

Figura 7 Concentracion de colonias de los grupos funcionales (UFC*gr) por método de

X1l



R (=] 111 o] - SR PP PRSP 19
Figura 8 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R1).......ccccoceverierervivnnannn. 20

Figura 9 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R2) .........cccccevveviveveiiieinennnns 21

XV



1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto:

“Deteccion de grupos funcionales (actinomicetos, bacterias fijadoras de nitrégeno y hongos)
asociados a la rizosfera del cultivo de papa (Solanum tuberosum) en la parroquia de Belisario
Quevedo sector Illuchi- Cotopaxi- Latacunga.2021.”

Lugar de ejecucion:

CEASA —Canton Latacunga — Provincia de Cotopaxi.

Zona: 3

Institucion: Universidad Técnica de Cotopaxi

Unidad Académica que auspicia

Facultad De Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales. (CAREN)

Carrera que auspicia: Ingenieria Agronémica.

Nombres de equipo de investigadores:

Tutor:

Ing. Wilman Paolo Chasi Vizuete Mg. Sc.

Coordinador del Proyecto

Arequipa Chuquilla Patricia Estefania

Teléfonos: 0962938580

Correo electrénico: patricia.arequipa9110@utc.edu.ec

Area de Conocimiento:

Agricultura - Agricultura, silvicultura y pesca - produccién agropecuaria

Linea de investigacion:

Analisis, conservacién y aprovechamiento de la biodiversidad local

Esta linea esta enfocada en la generacion de conocimiento para un mejor aprovechamiento de
la biodiversidad local, basado en la caracterizacion agronomica, morfoldgica, gendmica, fisica,
bioquimica y usos ancestrales de los recursos naturales locales. Esta informacion sera
fundamental para establecer planes de manejo, de produccion y de conservacién del patrimonio
natural.

Sub lineas de investigacion de la carrera:

Caracterizacion de la biodiversidad

Linea de Vinculacion

Gestion de recursos naturales, biodiversidad, biotecnologia y genética para el desarrollo

humano social.


mailto:patricia.arequipa9110@utc.edu.ec

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO.

La papa (Solanum tuberosum L) es el cuarto cultivo sembrado, en mé&s de cien paises siendo el
alimento basico de los paises desarrollados (Europa y Estados Unidos), quienes consumen 75
kg percapita anuales. La importancia de la papa radica en que sus tubérculos son parte de la
dieta de millones de personas a nivel mundial, contiene 80% de agua y la materia seca
constituida por carbohidratos, proteinas, celulosa, minerales, vitaminas A 'y C proporcionan una
dieta balanceada, ademas son utilizadas en la industria para la produccién de almidén, comidas

rapidas, papas a la francesa, chips, hojuelas y puré.

Cientifico: La presente investigacion permitié ademas de identificar las bacterias de la rizosfera
de la papa, generar protocolos validados para estudios de diversidad de bacterias en otras

especies de interés agropecuario.

Socioecondémico: En Cotopaxi, en los ultimos afios los productores agrarios utilizan
fertilizantes quimicos para incrementar las cosechas, los que elevan los costos de produccion
por lo que el proyecto ayudo6 a generar propuestas sostenibles a fin de lograr mejores ingresos
por la venta de las cosechas y ademas reducir los gastos que ocasionan al agricultor por la

compra de los fertilizantes sintéticos.

Ambiental: Al identificar la diversidad bacteriana, existen bacterias que pueden ser empleadas
para reducir el uso de los fertilizantes sintéticos, con lo que se puede reducir la contaminacion

ambiental que genera los fertilizantes.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO.
El presente trabajo de investigacion actual, tiene dos tipos de beneficiarios.

Beneficiarios directos: Los beneficiarios del proyecto seran los agricultores que mas se
dedican al producir el cultivo de papa de la provincia (Toacaso, Salcedo, Sigchos, Zumbahua)

estudiantes y el Proyecto de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Beneficiarios indirectos: Productores y consumidores de papa.



4. PROBLEMATICA DE LA INVESTIGACION.

El creciente consumo de papa (Solanum tuberosum) en el mercado nacional e internacional,
debido a su valor nutritivo, viene induciendo a los productores ejercer una fuerte presion sobre
los suelos fragiles de nuestra region. Asimismo, se han empezado a cultivar areas que
tradicionalmente estaban destinadas al pastoreo; igualmente, los tiempos de descanso de los
suelos se han reducido, dando lugar a la compactacion, falta de rotacion, pérdida de fauna del
suelo; procesos que contribuyen al empobrecimiento de los suelos. Para superar estos
problemas los agricultores acceden a los agroquimicos. Sin embargo, su uso excesivo puede
provocar serios dafios a la atmdsfera, salud, el agua que consumimos Y alteran directamente la
comunidad microbiana del suelo. (Andrade L., 2002)

Los microorganismos estan implicados en los ciclos del C, N, P y S, e intervienen en procesos
claves como la formacion de la estructura del suelo, descomposicion de la materia organica,
eliminacidn de toxinas y dotan estabilidad a los cultivos y a la sostenibilidad de la produccion
de las plantas mediante la actividad, los que se hallan hospedadas en el suelo rizosférico y, en
el interior de las raices de las plantas como endofitos. En este proyecto, se aspira conocer, la

diversidad bacteriana asociada a la rizosfera del cultivo de papa. (Andrade L. , 2002)

4.1  Formulacién del problema.

En funcidn a lo escrito se enuncid el siguiente problema
¢Cudles son las cantidades bacterianas que se hallan hospedadas en la rizosfera de la papa

(Solanum tuberosum) cultivadas en la provincia de Cotopaxi?

S. OBJETIVOS

51  Objetivo general

. Reconocer los grupos funcionales asociados a la rizosfera del cultivo de papa (Solanum

tuberosum L), en la localidad de Belisario Quevedo.

5.2  Obijetivos especificos

o Determinar poblaciones de microbiota total en el suelo del cultivo de papa.

o Determinar poblaciones de actinomicetos, hongos y bacterias fijadoras de nitrégeno
asociadas a la rizosfera del cultivo de papa.

. Analizar las poblaciones de los grupos funcionales relacionados a la rizosfera del

cultivo de papa.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS.

Cuadros 1 Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados.

OBEJTIVO 1 ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE
VERIFICACION
Delimitacion del area de
Determinar estudio. e Obtencion de e Registro y fichas
poblaciones de : muestras de de muestreo
microbiota Muestreo del suelo del cultivo suelo del
total del suelo de papa. cultivo de e Concentracion de
del cultivo de Preparacion de medio de papa. colonias en el
papa. cultivo. » medio
e Agar nutritivo
para
microbiota
total.
OBEJTIVO 2 ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE
VERIFICACION
Determinar e Muestreo de la raiz e Cultivos de o Registro de

poblaciones de
actinomicetos,
hongos y bacterias

del cultivo

e Preparacion de medios

microorganism
0s en medios de
cultivos

siembra

e Concentracion de

fijadoras de de cultivo. (Tryptone Soya colonias en los
nitrégeno asociadas a . . agar, PDA) medios
la rizosfera de la . Slembr_a en los medios 5
papa delcultlvo por dos o Form§c|on de
métodos colonias en los
medios de
cultivo
OBEJTIVO 3 ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE
VERIFICACION

Analizar las e Conteo de colonias y e Datos arrojados e Tablas de
poblaciones de conidios de por la camara de colonias.
los grupos actinomicetos, hongos Neubawuer en e Tablas de
funcionales y bacterias del cultivo conidios. conidios
relacionados a de papa. e Incidencia de los e Barras

la rizosfera del
cultivo de papa

e Comparacion de la

incidencia de los tres

grupos funcionales
presentes en la raiz.

tres grupos
funcionales
presentes en la
raiz del cultivo.

comparativas de
los tres grupos
funcionales
presentes en el
cultivo.

Elaborado por: Arequipa Patricia 2020.




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1.1 Fundamentacion tedrica

7.1.2 Importancia de los microorganismos del suelo.

Segun (Vélez Alexander, 1980) Los microorganismos juegan un papel crucial en la defensa de
enfermedades y en la promocion del crecimiento de las plantas, asi como en cambios en la
vegetacion, por lo que tienen un papel critico en el mantenimiento de la calidad del suelo en los
sistemas agricolas. Las caracteristicas microbianas del suelo pueden indicar cambios en la
disponibilidad de recursos, estructura del suelo o contaminacion y puede representar una clave

importante para entender el impacto de factores ambientales y antropogénicos.

(Chotte, 2018)Menciona que los microorganismos son indispensables para el mantenimiento
de su funcidn ya que estan implicados en los ciclos del C, N, P y S, e intervienen en procesos
claves como la formacion de la estructura del suelo, descomposicion de la materia organica,
eliminacién de toxinas, etc. Por otro lado, participan en procesos ecoldgicos que permiten el
funcionamiento de los ecosistemas, y biotecnoldgicos. Ellos son los principales responsables
de la descomposicion de la materia orgéanica y del ciclo de los nutrientes (carbono, nitrégeno,

fosforo, azufre, etc.).

7.1.3 Microorganismos asociados a la rizosfera

Los microorganismos asociados a la rizosfera asemejan compuestos de bajo peso molecular
liberados lentamente desde la raiz, de esta forma logran un gradiente de carbono (C) que va
desde el tejido radical interno a la solucion de suelo, contribuyendo al correcto flujo de

sustancias desde el interior al exterior de las plantas. (C. P., 2008)

7.1.4 Bacterias de la rizosfera

La mayoria de las bacterias del suelo son heterotrofas, organismos que no son capaces de
fabricar compuestos organicos a partir de sustancias inorganicas, pero si pueden obtener de
compuestos organicos. En la rizosfera son capaces de ejercer un conjunto de interacciones
producto de la competencia por nutrientes. las bacterias de la rizosfera estimulan la exudacion
de la raiz a través de la liberacion de variadas sustancias producto de su metabolismo.

(Alexander, Introduction to Soil Microbiology., 1980)



7.1.5 Bacterias Fijadoras de Nitrogeno

Este elemento, se halla en la atmosfera como gas, ocupa aproximadamente el 80%, es un
reservorio no disponible para la mayoria de organismos, a excepcién de algunos
microorganismos como algas, bacterias y actinomicetos. Para que el nitrogeno pueda ser
utilizado por los organismos debe encontrarse como ion amonio (NH4 +) o nitrato (NO3-),

cambio que sucede por medio de la Fijacion Bioldgica de Nitrégeno (FBN). (C. P. , 2008)

7.1.6 Actinomicetos

Son bacterias aerobicas, filamentosas y parcialmente acido resistentes; son heterotrofas, por lo
cual pueden utilizar fuentes de carbono simple, complejo y compuestos moleculares organicos
como: acidos, azUcares, polisacaridos, lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan
como fuente de nitrégeno: amonio, nitratos, aminodcidos, peptonas y un gran ndmero de
proteinas. Estos microorganismos estan ampliamente distribuidos en la mayoria de suelos secos

y célidos donde alcanzan grandes cantidades poblacionales. (C. C. , 2004)

Los actinomicetos representan un grupo general de microorganismos ampliamente distribuido
en ecosistemas naturales y tienen gran importancia en la degradacion de MO, ademas de ciertas
propiedades fisioldgicas que los hacen particulares. En un principio los actinomicetos se
incluyeron entre los hongos porque su morfologia y desarrollo presentaban gran similitud,
dotados de un micelio verdadero; debido a esto se les denominé «hongos radiados» (C. C. ,
2004)

7.1.7 Hongos de la rizosfera

Los hongos de la rizosfera de las raices de las plantas movilizan nutrientes, azlcares,
aminoéacidos, acidos organicos, enzimas, etc. Estos son absorbidos pasivamente o integrados a
la célula por transporte activo, también aumentan la capacidad de retener agua en sequia, fijan
nutrientes esenciales, ademas protegen las raices de fitopatogenos por antagonismo al emitir

sustancias que los inhiben. (C. P. , 2008)

7.1.8 Género Aspergillus sp.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota



Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae

Género: Aspergillus

Se caracterizan por tener micelio vegetativo compuesto de hifas septadas, ramificadas
incoloras, estructura conidial desarrollada como pedicelos y cabezuelas de origen en las células

hifales especializadas, paredes gruesas. (CALVO P., 2008)

7.1.9 Género Penicillum sp.
Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Euascomycetes
Orden: Eurotiales

Familia: Trichomaceae

Género: Penicillium

El Penicillium produce varios metabolitos secundarios, entre ellos &cido ciclopiazénico, acido
penicilico, los cuales son originados por el hongo para afianzarse en su ambiente natural

inhibiendo a otros organismos que compiten por el substrato. (CALVO P., 2008)

7.1.10 Género Trichoderma sp.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

La mayoria de este género no tienen un periodo sexual, simplemente producen esporas
asexuales; sin embargo, a algunos se les conoce un periodo sexual. Su taxonomia se ha basado
tradicionalmente en las diferencias morfoldgicas, inicialmente en los érganos de esporulacion
asexual. (CALVO P., 2008)



8. Origen de la papa

La papa (Solanum tuberosum), es una planta originaria de América, por lo que es posible
encontrarla a travé s de gran parte del territorio donde la mayoria de los campesinos han tenido
algun contacto con ella. Aunque la historia de la papa puede trazarse en el centro de origen del
lago Titicaca (Bolivia — Per() y en el norte del Perd diez siglos atras. La adaptabilidad de la
papa a diversas condiciones de temperatura fotoperiodismo, suelos entre otros y de producir
desde los 80 o 90 dias en adelante, han hecho que se haya estudiado, en especial fuera de
América y que hoy aparezca junto al trigo y maiz con muchos antecedentes bibliogréaficos.
(Andrade L., 2002)

La papa ha conquistado los lugares mas remotos del planeta y si bien es cierto que no en todas
partes del mundo se le somete a intensa explotacion y cultivo, por lo menos ya es aceptada en

Asia, Africa, Oceania y otros lugares. (Andrade L. , 2002)

8.1.1 Clasificacién taxon6mica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum L.

8.1.2 Importancia de la papa

Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(FAO) la produccion mundial de papa alcanzo 311 millones de toneladas en el 2003. Esto se
refleja en mas de dos mil millones de consumidores de los paises en desarrollo. Se estima que
América Latina produce mas de 12 millones de toneladas métricas anuales de papa donde las
exportaciones e importaciones regionales de papa representa mas de 9% de su produccion

interna, con tendencia creciente. (Andrade L. , 2002)



8.1.3 Principales enfermedades causadas por Omicetos y hongos

Una de las enfermedades méas graves que afectan al cultivo de papa es el tizén tardio
(Phytophthora infestans). Inicia con la aparicién de manchas acuosas circulares e irregulares en
el follaje que en pocos dias se vuelven necroticas de color castafio cuando estan secas 0 negras
cuando estdn humedas, bajo condiciones de mucha humedad, las manchas se extienden
rdpidamente y forman zonas pardas con bordes irregulares en el borde de la lesidén y en el enves
de la hoja se forma una zona blanquecina constituida por hifas. (Alexander, Introduction to Soil
Microbiology., 1998)

Otra de las enfermedades importantes es el tizon temprano (Alternaria solani), la cual esta
ampliamente difundida y es una de las enfermedades foliares més importante en el cultivo de
papa en zonas con condiciones climaticas favorables tales como la alta humedad relativa y
temperaturas entre 18 y 25°C. Por lo general la enfermedad aparece en forma de manchas
foliares irregulares constituidas por anillos concéntricos, las manchas tienen un color que varia
de marron a negro y pueden ser pequefias profundas y con bordes bien definidos. (Alexander,

Introduction to Soil Microbiology., 1980)

8.1.4 Enfermedades de origen bacteriano

La Pierna negra causada por Erwinia carotovora var. atroseptica y Erwinia carotovora var.
carotovora, aunque recientemente E chrysathemi ha sido aislada de plantas de papa con
sintomas de pierna negra. La pierna negra puede aparecer en cualquier estado de desarrollo de
la planta durante la cosecha y el almacenamiento, la bacteria puede penetrar al interior del
tubérculo a través de las lenticelas, la punta del estoldn de la planta madre infectada, las heridas
producidas al momento de la cosecha, constituyendo un problema durante el almacenamiento
(pudricion blanda). (Andrade L. , 2002)

8.1.5 Marchitez bacteriana.

Esta enfermedad es causada por Ralstonia solanacearum, que es un bacilo Gram negativo, cuyo
tamano aproximado es de 0,5 X 1,5 pum por lo que no se puede observar a simple vista, presenta
un unico flagelo polar que le da movilidad, aerdbica estricta, la temperatura Optima de
crecimiento se encuentra entre 28 y 30°C, es una bacteria de crecimiento rapido. (Andrade L.,
2002)
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8.1.6 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos (Alexander,

Introduction to Soil Microbiology., 1998)

8.1.7 Tipos de medios de cultivo

Medios generales: Son aquellos que facilitan el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos.

Medios de enriquecimiento: Son los que permiten el crecimiento de un microorganismo sin
Ilegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas.

Medios selectivos: Son aquellos que benefician el desarrollo de microorganismos
determinados, inhibiendo el desarrollo de los demas.

Medios diferenciales: Son aquellos en los se coloca propiedades que un determinado tipo de

microorganismos posee.

8.1.8 Preparacion de medios de cultivo

En la actualidad, la mayoria de los medios de cultivo se encuentran comercializados;
normalmente bajo la forma de liofilizados a los que es preciso rehidratar. Las sustancias
termolabiles, se esterilizan por filtracidn y se afiaden al resto de los componentes después de
que estos hayan sido previamente esterilizados en la autoclave y enfriados a temperatura

ambiente 0 a 40-50 C si se trata de medios con agar. (Vélez Alexander, 1980)

8.1.9 Evaluacion de grupos funcionales de microorganismos

Con el fin de tener una estimacion de las poblaciones cultivables de interés en el suelo en
estudio, se realizé series de dilucion y siembra en placa usando medios de cultivo selectivos
para cada grupo funcional. Para el aislamiento y recuento de hongos se utilizé el medio de
cultivo potato dextrose agar; para Microbiota total se empled el medio de cultivo agar nutritivo;

para actinomicetos se utilizé el medio de cultivo Tryptone soya agar. (Vélez Alexander, 1980)

Para el aislamiento y recuento de las bacterias fijadoras de nitrogeno que utilizan glucosa como

fuente de carbono se utilizé el medio de cultivo PDA. Se realizaron 3 réplicas de cada uno de
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los recuentos y las cajas de petri se incubaron a 28°C durante 3 a 7 dias, segun el tipo de
microorganismo. Luego se procedio a realizar el recuento de los microorganismos. (Chotte,
2018)

Para las fijadoras de nitrogeno, se consideran como positivas todas las colonias que crecieron
en el medio selectivo para este tipo de microorganismos, ya que este no cuenta con una fuente
de nitrogeno y se asume que Si un microorganismo crece en él es porque puede tomar el
nitrdgeno que requiere para su metabolismo y crecimiento a partir del nitrgeno atmosférico

por medio de la fijacion. (Vanderzant, 2007)

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1. Metodologia y Técnicas.
9.1.1. Materiales de campo

. pala.

. Fundas con cierre
. Balanza digital

. Bisturi

9.1.2. Materiales y Equipos de laboratorio

. Mandil

. Guantes quirdrgicos

. Mortero de porcelana

. Balanza analitica cientifica
. Camara de flujo laminar

. Autoclave

. Incubadora / Camara de crecimiento
. Microscopio

. Centrifuga

. Pera de succion

. Pipetas

. Frascos de vidrio 250 ml

. Cajas Petri

. Tubos de ensayo



9.1.3. Reactivos
. Agua destilada
. Alcohol

. Medios de cultivo

9.2.  Ubicacién del area de estudio

12

Este proyecto de investigacion, se realiz6 en el laboratorio de microbiologia vegetal del Campus

Experimental Salache de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Barrio: Salache

Parroquia: Eloy Alfaro

Cantén: Latacunga

Condiciones climaticas

Longitud: 78° 37" 19" oeste

Latitud: 0° 59" 47” sur

Precipitacién: 300 — 350 mm Anuales.
Humedad: Posee una humedad del 40 %.
Luminosidad: Tiene de 8 — 9 horas diarias de luminosidad.
Temperatura: Fluctta entre los 14-20°C
Altitud: 2757 m.s.n.m.

B s ’

Universidad TEC;IEB" \ ‘
de Compaxn‘ \

Googleis
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9.3.  Ubicacién de la toma de muestras

La toma de muestras tuvo lugar en una pequefia parcela de produccién de papa de la propiedad
del sefior German Alomoto ubicada en el sector Chavéz pamba, parroquia de Belisario

Quevedo.

Barrio: Illuchi

Parroquia: Belisario Quevedo
Canton: Latacunga
Condiciones climaticas
Temperatura: 12.4a13.8°C
Altitud: 2680 — 3960 msnm
Pendiente: 5%

Precipitacién: 450 a 700 mm
Longitud: 780 35, 49, oeste
Latitud: 00 56, 19
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Figura 2 Ubicacion del terreno.
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9.4. Toma de muestras

Para la toma de muestra se utilizo el protocolo recomendado por el manual del laboratorio de
Analisis quimico de suelos y foliares. Se tomaron muestras de la rizosfera (raices y suelo que
rodea a la planta) juntando aproximadamente 1 kg de muestras, las cuales se colocaron en bolsas
Ziploc rotuladas y posteriormente se trasladaron al Laboratorio de la Universidad Técnica de
Cotopaxi Facultad Caren para su procesamiento.

Cuadros 2 Muestras de la rizosfera de la papa

Muestras de la Parcela 1 Coordenadas

P1mil X: 972011
Y: 78585284
2810m

P1m2 X: 971993
Y: 78585366
2809m

P1m3 X: 972014
Y: 78585369
2809m

Muestras de la Parcela 2 Coordenadas

P2m1l X: 972011
Y: 78585284
2810m

P2m2 X: 971956
Y : 78585296
2810m

P2m3 X: 971934
Y:78585296
2812m

Muestras de la Parcela 3 Coordenadas

P3m1l X: 971932
Y: 78585247
2812m

P3m2 X: 971920
Y:78585199
2813m

P3m3 X: 971953
Y: 78585118
2813m
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9.4.1. Aislamiento de actinomicetos de suelo rizosférico.

Se pesaron 50 g de suelo rizosférico de cada muestra seca, se colocaron dentro de un envase
estéril con 400 ml de Agua destilada. Se dejé en incubacion durante 30 minutos, y
posteriormente realizar diluciones seriadas hasta 10-4. Luego, 20ml de cada dilucion se
sembraron, por duplicado, en placas de Tryptone soya agar. Las placas fueron incubadas a 28
°C hasta un maximo de 15 dias. (Calvo Vélez, 2008)

9.4.2. Aislamiento de hongos.

Se pesaron 55 g de suelo rizosférico de cada muestra seca, Se colocaron dentro de un envase
estéril con 250 ml de Agua destilada. Se dejé en incubacion durante 30 minutos, Yy
posteriormente realizar diluciones seriadas hasta llegar a 10-4. Luego, 20ml de cada dilucion se
sembraron, por duplicado, en placas de Potato Dextrose agar. Las placas fueron incubadas a 28
°C hasta un maximo de 15 dias. (Calvo V. P., 2008)

9.4.3. Aislamiento de Fijadoras de nitrégeno.

Se pesaron 55 g de suelo rizosférico de cada muestra seca, los cuales se colocaron dentro de un
envase estéril con 250 ml de Agua destilada. El envase se dejo en incubaciéon durante 30
minutos, para posteriormente realizar diluciones seriadas hasta llegar a 10-4. Luego, 20ml de
cada dilucién se sembraron, por duplicado, en placas de Potato Dextrose agar con pH 3,5. Las
placas fueron incubadas a 28 °C hasta un maximo de 15 dias. (CALVO P., 2008)

9.4.4. Aislamiento de la Microbiota total.

Se pesaron 55 g de suelo rizosférico de cada muestra seca, se colocaron dentro de un envase
estéril con 400 ml de Agua destilada. Se dejo en incubacion durante 30 minutos, para realizar
diluciones seriadas hasta 10-4. Luego, 20ml de cada dilucion se sembraron, por triplicado, en
placas de Difco Nutrient agar con pH 6,8. Las placas fueron incubadas a 28 °C hasta un maximo
de 15 dias. (Ramirez R, 2006)

Figura 3 Disolucion para hallar microbiota total Figura 4 Disolucion hallar microorganismos.
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9.5. DISENO METODOLOGICO

9.5.1. Tipo de Investigacion

o Descriptiva.

Esta investigacion es de tipo descriptiva porque consistié en describir y caracterizar los grupos
funcionales encontrados en la rizosfera del cultivo de papa.

o Cuantitativa

Esta técnica sirvio para contabilizar los microorganismos en cajas Petri.

o Cualitativa

Este tipo de técnica consistio en describir las caracteristicas macro y microscopicas de bacterias
y mohos.

o Comparativa

Mediante esta técnica se realizd comparaciones a través los resultados obtenidos por medio de
los cultivos realizados en el laboratorio con los resultados dados de un analisis fisico, quimico

del Iniap.

9.6. METODOLOGIA METODOS

o Bibliogréafico

La investigacion se realizd con la ayuda de material bibliografico y documental que sirvié de
base para el contexto de marco tedrico. Las fuentes como libros, revistas, tesis de grado,
articulos cientificos entre otras, fortalecieron el conocimiento para mejorar el proceso del
trabajo.

o Descriptivo

Se utilizé el método descriptivo con el cual se describieron las caracteristicas de los
microorganismaos.

o De Laboratorio

La investigacion se centrd en la fase de laboratorio ya que permitio utilizar herramientas que

ayudaron a identificar los grupos funcionales.

9.7.  Técnicas e instrumentos para la recoleccién de datos

. Observacion

Permitié la relacion directa con el objeto de estudio el cual fue de mucha importancia, ya que
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asi se pudo identificar los grupos funcionales que se encuentran en la rizosfera del cultivo de
papa.

o Registro de datos

Esta técnica nos permitio recopilar datos validos, fiables para realizar una descripcion de los

microorganismos que se encuentran en el cultivo de papa.

9.8.  Recuento de hongos, Fijadoras de nitrégeno, Actinomicetos y Microbiota Total

en camara de Neubauer

a) Se agreg6 una gota de muestra liquida (caldo nutritivo) de cada uno de los tratamientos
sobre todo el recuadro de conteo.

b) Se colocd el cubre objetos, evitando formar burbujas de aire.

c) Se observd con un microscopio optico, usando el objetivo 40X.

d) Para una mayor homogenizacion del andlisis, se conto los 4 cuadrantes (64 cuadros),
continuo al proceso, se calculé un promedio de los valores obtenidos en los 4 cuadrantes.

a) Siguiendo la siguiente formula: NUumero de esporas contadas por el factor de dilucién,
se obtiene el nimero de particulas por unidad de volumen del liquido.

Figura 5 Camara de Neubauer.



10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Cuadros 3 Concentracién de colonias de microbiota total de los dos métodos de siembra.

TECNICAS DE SIEMBRA

CONCENTRACION DE COLONIAS DE MICROBIOTA TOTAL MEDIANTE DOS

UFC*gr

DISOLUCION

3,88

RAIiZ

4,22

4,4
4,2

3,8
3,6

Figura 6 Concentracion de colonias (UFC*gr) por método de siembra.

CONCENTRACION DE COLONIAS DE
MICROBIOTA TOTAL MEDIANTE DOS
TECNICAS DE SIEMBRA

4,22*108
3’??*??8
DISOLUCION RAiz

UFC*gr
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Como se puede observar en la (figura 5), tenemos 3,88*108 UFC*gr-1 en el primer método de

siembra y en la segunda repeticion 4,22*108 lo que nos permite determinar que existe gran

cantidad de microorganismos asociados a la rizosfera de la papa en cultivo tradicional.

Esto nos permite concluir que a pesar de tener un suelo pobre en materia organica existe una

buena presencia de microbiota total estos datos corroboran con lo realizado por (Villarreal,

2000) que nos dice que el porcentaje mas alto de microorganismos se localiza en suelos pobres

de materia organica siendo, la mayoria, bacterias que se agrupan como aerobias, anaerobias y

anaerobias facultativas.
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10.1 Resultados de colonias de los grupos funcionales obtenidos por dos métodos de
siembra

Cuadros 4 Concentracion de colonias de los grupos funcionales mediante dos métodos de
siembra.

RESULTADOS DE COLONIAS DE LOS GRUPOS FUNCIONALES OBTENIDOS POR DOS
METODOS DE SIEMBRA

DISOLUCION RAiZ

ACTINOMICETOS 2,55 5,11

UFC*gr | FIJADORAS DE NITROGENO 10,22 7,22
HONGOS 2,44 2,33

RESULTADOS DE COLONIAS DE LOS GRUPOS
FUNCIONALES OBTENIDOS POR DOS METODOS DE

SIEMBRA
* 8
5 10,22*10 -
1(8) 5,11%108 7,22*10
6 ~255"10° am 2,44¥10° 5 33%q08
4 ——
2 . , ’
0
ACTINOMICETOS FIJADORAS DE HONGOS
NITROGENO
UFC*gr

DISOLUCION 1 RAiz

Figura 7 Concentracion de colonias de los grupos funcionales (UFC*gr) por método de
siembra.

Como se puede observar en la (figura 6) se evidencia un alto contenido de bacterias fijadoras
de nitrégeno y actinomicetos por gramos de suelo, mediante los dos métodos de siembra.
Segun (Tate, 2000) nos dice que, los actinomicetos se encuentran en casi todos los tipos de
suelos y bajo condiciones extremas disminuyen levemente la concentracion de la poblacion. El
tamafo de la comunidad depende del tipo del suelo, sin embargo, particularmente de algunas
de las caracteristicas fisicas, del contenido de materia organica y del pH se tuvo como resultado
que existe una cantidad alta de actinomicetos.

Teniendo en cuenta la importancia agrondémica de las bacterias fijadoras de nitrogeno y el alto
contenido en este tipo de suelo corroboramos el estudio que realizé (Nordeste, 2006) en donde
se reportod que los suelos con rangos de pH 6.25-7.44 son 6ptimos para el crecimiento de estas
bacterias en los cultivos de papa.
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10.2  Resultados de colonias de los grupos funcionales obtenidos por dos métodos de
siembra

Cuadros 5 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R1)

CONCENTRACION DE CONIDIOS DE LOS GRUPOS
FUNCIONALES (R1)

ACTINOMICETOS 1,43
FIJADORAS DE NITROGENO 9,76
HONGOS 6,2
MICROBIOTA TOTAL 6,87

CONCENTRACION DE CONIDIOS DE
GRUPOS FUNCIONALES (R1)

9,76*10g
10 6,2*%108
8 y
6 1,43*108
4
, -
0
ACTINOMICETOS FIJADORAS DE HONGOS
NITROGENO

Promedios (Conidios* gr)

Figura 8 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R1)

Como se puede observar en la (figura 7) tenemos alta concentracion de bacterias fijadoras de
nitrégeno provenientes de la rizosfera de S. tuberosum, sin embargo, para estar seguros de que
se trata de bacterias fijadoras de nitrégeno se procedio a realizar la técnica de Tincion de gram
teniendo como resultado bacterias filamentosas Gram positivas. Estas bacterias facilitan el
crecimiento vegetal directamente por la produccién de moléculas tales como las fitohormonas

como citoquininas y auxinas.

Al realizar aislamientos de siembra por disolucion en placas con medio de cultivo. se observo
gue existe un contenido considerable de 6,2*108 de bacterias. Segun (Vélez Alexander, 1980)

nos dice que las mayores poblaciones de bacterias se encuentran en suelos con pH neutro.
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10.3  Resultados de colonias de los grupos funcionales obtenidos por dos métodos de
siembra

Cuadros 6 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R2)

CONCENTRACION DE CONIDIOS DE LOS GRUPOS
FUNCIONALES (R2)
romedios (Conidios® | "CINOMICETOS 13.22
rome '°;r) OonIgios™ ') ADORAS DE NITROGENO 0.76
HONGOS 16,28
CONCENTRACION DE CONIDIOS DE GRUPOS LOS
FUNCIONALES (R2)
16,28*108
20 13,22*10° 9,76*10° -
15 y
10
5
0
ACTINOMICETOS FIJADORAS DE HONGOS
NITROGENO

Promedios (Conidios* gr)

Figura 9 Concentracion de conidios de los grupos funcionales (R2)

En la (figura 8) se determina que, mediante el método de siembra por raiz, mostro mayor
presencia de Hongos y actinomicetos. Sin embargo, la presencia de hongos beneficos en la
rizosfera del cultivo de papa son indicios de que es posible su empleo para la proteccion del

cultivo en condiciones de campo.

Al detectar el crecimiento de hongos provenientes de la rizosfera del cultivo de papa, es
importante tener en cuenta que cada sitio tiene un tipo de suelo con caracteristicas
fisicoquimicas diferentes, lo cual influye en la cantidad y diversidad de hongos muestras de
suelo colectados. Segun (CALVO P., 2008) considera que el pH del suelo y su afectacion en la
disponibilidad de nutrientes, asi como presencia de exudados vegetales y las practicas agricolas,

son factores determinantes para el crecimiento y diversidad de microorganismos.
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11. CONCLUSIONES

v Los dos métodos de siembra permitieron el crecimiento de microorganismos; sin
embargo, el método de siembra directa de raiz favorecié el crecimiento de hongos, los cuales
podrian tener potencial como microorganismos lipoliticos. De igual forma se observé mayor
diversidad en la expresion de hongos en comparacion con los actinomicetos; donde las
diferencias en el crecimiento de microorganismos se debieron principalmente a la muestra de

suelo.

v La mayor poblacion de bacterias fijadoras de nitrégeno y hongos aisladas de la rizosfera

de la papa fue mayor nimero que la de los actinomicetos.

v La diversidad del conjunto de los grupos funcionales de microorganismos
(actinomicetos, bacterias fijadoras de nitrdgeno y hongos) no es afectada significativamente por

el manejo de agrogquimicos en el cultivo.

v Los actinomicetos de la papa tienen la capacidad de sintetizar compuestos bioactivos,
los cuales presentan actividad antagonista contra diversas bacterias y hongos fitopatdgenos sin

ocasionar efectos toxicos.

v Los microorganismos que colonizan la rizosfera pueden afectar el crecimiento de la
planta positiva 0 negativamente. Las bacterias pueden estimular el crecimiento de las plantas,

impactar la biologia de la raiz, la nutricion y ayudar a la sostenibilidad a largo plazo.
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12. RECOMENDACIONES

v Se recomienda seguir investigando los grupos funcionales para el mejoramiento de los
cultivos de importancia econdmica y social. En particular del cultivo de papa ya que existen
diversos grupos funcionales que ofrecen grandes expectativas para ser aprovechadas en el

manejo agrondmico de los cultivos.

v Los resultados obtenidos en la investigacion apuntan a que en el sector de Belisario
Quevedo se dispone de méaxima concentracion de fijadoras de nitrogeno, por lo que se deberia
profundizar el estudio de los distintos mecanismos de accién, optimizando su utilidad en el

campo agricola.

v Para futuras investigaciones se recomienda analizar todos los grupos funcionales,

permitiendo identificar cual es el grupo que nos ayuda como controlador en el cultivo de papa.

v Mediante pruebas moleculares y microscopia electronica, hacer el reconocimiento de
especies de bacterias fijadoras de nitr6geno, hongos y actinomicetos nativos aislados de la
rizosfera de papa.

v De contar con un mejor financiamiento ensayar diferentes métodos para la
identificacion de microorganismos asociados a la rizosfera, incluyendo métodos de extraccion

de ADN total directo de las muestras sin la necesidad de aislar y cultivar los microorganismos

v Se recomienda investigar a profundidad la identidad de estos microorganismos desde

un punto de vista molecular y a su vez acerca de sus capacidades de crecimiento vegetal.
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ANEXO 4: Aislamiento y seleccion de grupos funcionales de la rizosfera de la papa
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ANEXO 5: Aislamiento y seleccion de grupos funcionales de la rizosfera de la papa

Agar Papa Dextrosa (APD) — mg/L (Beever y Bollard, 1970)

e Infusion de papa 4,0

e D-glucosa 20,0

e Agar 15,0

e Agua destilada 1000,0 ml
e pH 55

Para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de hongos.

Medio agar nutritivo (microbiota total)

e 0,5% de peptona;

e 0,3% de extracto de carne/extracto de levadura;
e 1,5% de agar;

e 0,5% de cloruro de sodio;

e agua destilada

Este medio viene preparado y solo se agregan 50 gr a 400ml de agua destilada, se ajusta el pH'y

luego se autoclave a 120 °C
Caseina agar (actinomicetos)

e Calcio 0,019%

e Magnesio 0,0079%
e Potasio 1,30%

e Sodio 2,10%

Trypticase Soy Agar (agar de soja Trypticase)

Es un medio de uso general que favorece el crecimiento de microorganismos exigentes y no

exigentes.
e Digerido pancreatico de caseina .........ccccccoeeveeenen. 15,09
e Digerido papaico de harina de Soja .........ccccoecveeene 50¢g
®  Cloruro SOICO .oovvveeeiiieeeeeeeeee e 5090



ANEXO 6: Cuadros de resultados de la siembra por disolucion

Cuadro 7: lectura de los hongos F1 - F2 —F3
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HONGOS -4 (F1) HONGOS -4 (F2)
Lecturas cimara de Cocentracion Lecturas cdmara de Cocentracion
AREA DE CONTEO Neubauer Promedio |conidios/g AREA DE CONTEO Neubauer Promedio |conidios/ g
11 100 9 6| 7 8 71 9 6 10
1 6 10 10 3 3 8,15 1,30x10° 1 o7 6 8 5 78 1,24x10°
8 3 6 15( 10, 9 5 9 11 12
8| 6| 12 9 7 8 6 9 9 7
9 7| 12 13 8 5( 7f Of 9 8§
2 7| 9| 10 8 8 9,05 1,52x10° 2 2.7 8 8 8§ 6,65 1,06x10°
9 9 5 6| 11 N 7 71 6 7
12 6 9 11 12 9 6 4 9 9
TOTAL 82x10°( conidios/g) TOTAL 2,3x10%( conidios/g)
HONGOS -4 (F3) TOTALHONGOS
AREA DE CONTEO Lecturas cimarade | Promedio |conidios/ g REPETICION RESULTADO
8l 7 9 6| 7 F1 2,82x10°( conidios/g)
51 7| 6 8| 5| F2 2,3x10°( conidios/g)
! S 5 2 g 4 * 104d0° P 1,08x10%( conidios/g)
8 6 9 9 7 TOTAL 6,2x10°( conidios/g)
5 3 5 6| 8
2 2718 23 5 9,76x10°
4 8 7 6| 7
9 6| 4 4 5
TOTAL 1,08x10°( conidios/g)
Cuadro 8: lectura de Fijadoras de Nitrogeno F1- F2 -F3
FIJADORAS DE NITROGENO -4 (F1) FIJADORAS DE NITROGENO -4 (F2)
Lecturas
camara de Lecturas cdmara de Cocentracion
AREA DE CONTEO| Neubauer | Promedio |Cocentracion conidios/ g AREA DE CONTEO Neubauer Promedio |conidios/ g
0] 2| 0] 0f 1 2 0 1 3] 1
1 10099 o 8,0x10° 1 a o33l g 2,4010°
0l 1/ 0] 0] 2 1 31 31 1 2
0/ 0[1 11 2 0 0 2| 1
0] 0] 0] 0f 0 2 0 1 1 2
2 140001 03 4,8x10° 2 ! Y 209 1,1 1,76x10°
1] 1j 0] 0f 1 1 2] of 3| 1
0| 0 0] 1) 0Oy 0 o 2 2 1
TOTAL 1,28x10°%( conidios/g) TOTAL 4,16x10°( conidios/g_)I
TOTAL DE FIJADORAS DE NITROGENO
FIJADORAS DE NITROGENO -4 (F3) REPETICION RESULTADO
AREA DE CONTEO| Lecturas Promedio |Cocentracion conidios/ g F1 1,28x10°( conidios/g
2| 1] 1] of 1 F2 4,16x10°( conidios/g
1] 1/ 0] 2| 2 F3 4,32x10°( conidios/g
1 1,2 1,92x10° e
2| 2| 1f 2|2 TOTAL 9,76x10°( conidios/g)
0] 0] 2| 1f 1
21 11 0] 2|2
21 2] 1] 2|1
2 EREE 15 2,40x10°
1) 2| 1f 2| 2
TOTAL 4,32x10%( conidios/g)




Cuadro 9: lectura de Actinomicetos F1- F2 -F3
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ANTINOMICETOS -4 (F1) ANTINOMICETOS -4 (F2)
AREA DE CONTEO | Lecturas camara de Promedio |conidios/g AREA DE COl| Lecturas camara de Neubauer | Promedio |conidios/g
11 0 o 1 1 1 0 2 of 1
1 g 3 g g (1) 04 6,4x10° 1 2 i 1 1 1 09 1,44x10°
11 0o 1f 0o 1 2 0 0 of 1
0f o of of o 1 2 0 0f 0
2 L 10240 o 1,04x10° 2 2 1 2 31, 1,48x10°
of 1 2[ 1f 0 1 2 0 1 0
20 0 o 1 2 2 1 0] of 1
TOTAL 7,44x10°( conidios/g) TOTAL 2,88x10%( conidios/g)
ANTINOMICETOS -4 (F3) TOTAL DE ANTINOMICETOS
Lecturas cdmara de Cocentracion
AREA DE CONTEO Neubauer Promedio |conidios/ g REPETICION RESULTADO
2l 1l 1 1) 1 F1 7,44x10%( conidios/g)
1 2 1 1 2 F2 2,88x10°( conidios
! o o o 4 * L760° i3 4,0x10% (conidios/é)g)
1 2 21 o 1 TOTAL 1,43x10%( conidios/g)
20 1 1f 21 2
of 1 1f 2[ 2
2 T 2 2 o 14 2,24x10°
20 1 2[ 1 1
TOTAL 4,0x10° conidios/g)
Cuadro 10: lectura de Microbiota Total F1- F2 -F3
MICROBIOTA TOTAL -4 (F1) MICROBIOTA TOTAL -4 (F2)
Lecturas camara de Cocentracion
AREA DE CONTEO Neubauer Promedio [Cocentracidn conidios/ g AREADE CONTEQ | Lecturas cimara de Neubauer | Promedio |conidios/g
5 6 4 4] 13 1nf 7 6 8 10
3 5 3 8 14 5 7 5 8 7
1 585 9,3x10° 1 175 1,24x10°
6| 3 5[ 2[ 10 1 9 7 9 9
6| 7| 4 3[ 6 8 10 5] 1 3
6| 8 4 2[ 5 u 9 1 9 9
4 6 7] 10 4 0 7 100 10 7
2 54 8,6x10° 2 825 1,3x10°
0 5 3 4 6§ 8 5 8 8 8
07 4 7 9 4 9 9 10
TOTAL 1,76x10%( conidios/g) TOTAL 2,56x10°( conidios/g)
MICROBIOTA TOTAL -4 (F3) TOTAL DE MICROBIOTA TOTAL
AREADECONTEQ | Lecurascamarade | oo o | Cocentracion conidios/ g REPETICION RESULTADO
Neubauer
6| 9 9 6 12 F1 1,76x10%( conidios/g)
1 00 1) 9 8 9 82 1.31300° F2 2,56x10°( conidios/g)
9 8 7| 8 ] 2,55%10°( conidios/g)
714 8 9 9 TOTAL 6,87x10° conidios/g)
6| 9 9 6 12
2 L I 1,75 1,24x10°
00 110 9 8 9
2 8 9 6f 8
TOTAL 2,55%10°( conidios/g)
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ANEXO 7: Preparacion de medios de cultivo

> Preparacion de medios de cultivo generales
- Preparar 50 mL de medio de cultivo sélido general
- Fraccionar el medio de cultivo sélido: 20 mL de medio en cada caja petri.

- Rotular
- Acondicionar para esterilizar

- Esterilizar

> Preparacion de cajas de petri
- Pasar el medio de cultivo sdlido preparado a cajas petri.

> Siembra de raiz del suelo

Colocar una parte de la raiz en 20 mL de medio de cultivo diferencial liquido (para bacterias

fijadoras de nitrégeno, hongos y actinomicetos).

- Rotular
- Incubar a 28-30°C durante 15 dias.




ANEXO 8: Tincién de Gram
Tincién de Gram

Es definida como una tincion diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a los
microorganismos en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y Gram positivas. Fue
desarrollada por el cientifico danés Hans Christian Gram en 1884, a quien debe su nombre. Los
fundamentos de la tincion de Gram estan basados en las caracteristicas de la pared celular de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas, la cual le confiere propiedades determinantes a cada

microorganismo y determina sus caracteristicas tintoriales, esta técnica se aplico para detectar si

son bacterias fijadoras de nitrdgeno.
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Pasos

Observacién

Gram -

1- Se tifie el extendido con el
colorante  cristal
durante 1 minuto.

violeta

Todas las bacterias se tifien de
violeta.

2- Se afiade Lugol (solucion de
yodo-ioduro potésico) para
fijar el colorante durante 1
minuto.

Todas las bacterias se tifien de
violeta.

3- Se decolora el extendido
con una mezcla de alcohol-
acetona. Se enjuaga el
extendido con agua.

Las bacterias Gram positivas
se mantienen de color violeta 'y
las  Gram negativas se
decoloran.

4- Se tifie el extendido con
fucsina durante 30 segundos,
que funciona como un
colorante secundario y sirve
para tefiir las bacterias que no
pudieron retener el complejo
cristal violeta- yodo. Enjuagar
el
extendido con agua.

Las bacterias Gram positivas
se mantienen violetas y las
Gram negativas se tifien de
rosa.

@)
o
‘ 3
+




ANEXO 9: Andlisis fisico y quimico de la muestra de suelo

MC-LASPA-2201-01
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INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS
Panamericana Sur Km. 1. SIN Cutuglagua.

Ths. (02)3007284 | (02)2504240

Mal:laboratorio dsa@iniap.gob.ec

Linsen

INFORME DE ENSAYO No: 240125
NOMBRE DEL CLIENTE:  PATRICIA ESTEFANIA AREQUIPA CHUQUILLA FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: 171022021
PETICIONARIO: PATRICIA ESTEFANIA AREQUIPA CHUQUILLA HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 1050
EMPRESANSTITUCION:  PATRICIA ESTEFANIA AREQUIPA CHUQUILLA FECHA DE ANALISIS: 20002201
DIRECCION: GUAYTACAMA FECHA DE EMISION: 261022021
ANALISIS SOLICITADO: SUELO3
I
Andlisis N P S B K Ca Mg | Zn | Cu | Fe | Mn |CaMg |MgK [CatMgK [Bases| Mo |CO Textura (%)
meq | meg | meg meg/ Clase
Unidad | PH | ppm | ppm | ppm | ppm | 100g | 10 l ppm | pom | ppm | ppm 009 | % | % |Arena|Limo |Arcilla) Textural | IDENTIFICACION
20471 | 749 PN [ 10 B[ 17 [M| 35 |B| o2 (B 072]A[1042]A| 245 [A| 17(B| 58 |A| 36 [M[ 39 (8| 426 | 330 | 1784 | 1398 | 10 P2-3
[Anlisis [ A [ A" T Na* [ CE.* [N.Total[N-NO3*| KH20' [ PH2O'
|Unidad meg/100g dSm [ % [ pn | gm | pm
OBSERVACIONES: * Ensayos no solicitados por el cliente
METODOLOGI USADA INTERPRETACION ABREVITURAS
e SueloAgua 125] [PRCaMlg = Olsen Mosifiado H Ekmento CE = ICondu:tividadEléarioa
5B fofodeGic [ufeMnlnz  OlsenMadficado e = Addo N = Neto B= Bao Mo.= |Maleria()rga’nica
B Curcuming A = LgerAcde WA= Lige Akalno M = Medo
PN = PreNewo Al = Acaino A= Ao
RC = RequieeaCd = TowolBon)
VETODOLOGAUSADA INTERPRETACION
CE = Patasaund AHHAL N CE WOyl
MO. = Dicromato de Potasion B = Bapo NS = NoSdio § = Sam B = Bao
Ak Titulgion NaOH M= Medio LS = LigSaino MS = My Saino |M. = Nedo
7= Toico A = Ao

L e aiba ndicados oo el

LABORATORISTA

Este documento no puede ser reproducido nitofal ni parciaimente s la aprobacion escrita del laboratorio.
Los resultados amiba ndicados solo &stén relacionados con e objelo de ensayo

Este documento no puede ser reproducido nitofal ni parciaimente sinla aprobacin escrita del laboraforio.

efacionaco:

¢ objeto de enseyo

RESPONSABLE DE LABORATORIO

NOTA DE DESCARGO: La infomacion contenida en este informe e ensayo es e carécler confidencial, esté dirgido dnicamente af destinatario de la misma y solo podra ser usada por este. Si el lector de este correo electronico o fax no es el destinatario el mismo, se le noffica que cualquier copia 0
distibucicn de este se encuentra totamentz prohibido. Si usted ha recibido este informe de ensayo por e, por favor nofifique inmediatamente al remitente por este mismo medio y eimine la informacion.

* Opiniones de interpretacidn etc,que se indican en este informe consituye una guia para el cliente.



