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RESUMEN

El presente proyecto se realiz en la Parroquia Machachi, del Canton Mejia y tuvo como
objetivo determinar la microbiota total y detectar la presencia de grupos funcionales como
bacterias fijadoras de nitrégeno, hongos y actinomicetos asociados a la rizosfera de la papa,
mediante la prospeccion en laboratorio en suelo, en macerado de raiz y fragmentos de raiz en
dos repeticiones, donde se determind UFC*gr y conidios*gr?, para lo cual utilizamos medios
de cultivos especificos para cada grupo y las observaciones se las realizé mediante disoluciones
de 107. Y se comparé la cantidad de microorganismos presentes en las repeticiones y en los
métodos de siembra.

Los resultados obtenidos determinaron que la cantidad promedio de Microbiota total encontrada
en el suelo asociado a la rizosfera, de entre las dos repeticiones fue de 2,68*10° UFC*gr?,
valores validos para que un suelo pueda ser considerado sano y productivo. Las bacterias
fijadoras de nitrégeno contabilizadas fueron de 1,41*10° UFC*gr y 1,84*10° UFC*gr?, en
siembra por fragmentos de raiz, y siembra por maceracidn respectivamente, y la presencia de
hongos de 9,57*10% UFC*gr? en siembra por fragmentos de raiz, siendo esta menor en la
siembra por maceracion con 2,5*108 UFC*gr?!. En cuanto al conteo de Actinomicetos
asociados a la rizosfera mediante la siembra por maceracion fue de 1,77*10° UFC*gr? y

siembra por fragmentos de raiz 1,44*10° UFC*gr.

Esto demuestra que con la aplicacion de la metodologia planteada en la investigacion se pudo
detectar la presencia de microbiota total y grupos funcionales asociados a la rizosfera del cultivo

en estudio.

Palabras clave: grupos funcionales, suelo, rizosfera, microbiota, papa
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ABSTRACT
The present project was carried out in the Parish of Machachi, Canton Mejia and its objective
was to determine the total microbiota and detect the presence of functional groups such as
nitrogen-fixing bacteria, fungi and actinomycetes associated with the potato rhizosphere, by
means of laboratory prospection in soil, root macerate and root fragments in two replicates,
where CFU*gr? and conidia*gr?, were determined, for which we used specific culture media
for each group and the observations were made using 10-’ dilutions. The quantity of

microorganisms present in the replicates and in the sowing methods was compared.

The results obtained determined that the average amount of total microbiota found in the soil
associated with the rhizosphere, between the two replicates, was 2.68*109 CFU*gr?, valid
values for a soil to be considered healthy and productive. The nitrogen-fixing bacteria counted
were 1.41*109 CFU*gr! and 1.84*109 CFU*gr, in sowing by root fragments and sowing by
maceration respectively, and the presence of fungi was 9.57*108 CFU*gr! in sowing by root
fragments, being lower in sowing by maceration with 2.5%108 CFU*gr. As for the count of
Actinomycetes associated to the rhizosphere by maceration sowing was 1.77*109 CFU*gr!

and sowing by root fragments 1.44*109 CFU*gr™.

This shows that with the application of the methodology proposed in the research it was possible
to detect the presence of total microbiota and functional groups associated with the rhizosphere

of the crop under study.

Key words: functional groups, soil, rhizosphere, microbiota, potato.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto:

“RECONOCIMIENTO DE GRUPOS FUNCIONALES ASOCIADOS A LA RIZOSFERA
DEL CULTIVO DE PAPA (Solanum tuberosum), EN LA LOCALIDAD DE MACHACHI,
CANTON MEIJIA, PROVINCIA DE PICHINCHA”

Fecha de inicio:

Octubre del 2020.

Fecha de finalizacion:

Marzo del 2021.

Lugar de ejecucion:

Localidad de Machachi - Cantén Mejia — Provincia de Pichincha.
Facultad que auspicia:

Facultad De Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales.
Carrera que auspicia:

Ingenieria Agrondmica.

Proyecto de investigacion vinculado:

Proyecto “RECONOCIMIENTO DE GRUPOS FUNCIONALES ASOCIADOS A LA
RIZOSFERA DEL CULTIVO DE PAPA (Solanum tuberosum), EN LA LOCALIDAD DE
MACHACHI, CANTON MEJIA, PROVINCIA DE PICHINCHA”

Equipo de Trabajo:

Responsable del Proyecto Ing. M.Sc. Wilman Paolo Chasi Vizuete
Tutor: Ing. M.Sc. Paolo Chasi

Lector 1: Ing. Quimbiulco Klever

Lector 2: Ing. Carlos Torres



Lector 3: Ing. Richard Molina

Coordinador del Proyecto

Nombre: Jessica Alexandra Simbafia Ramos
Teléfonos: 0998663069

Correo electronico: jessica.simbana2288@utc.edu.ec
Area de Conocimiento:

1.1. Linea de investigacion:
1.1.1. Linea 1: Analisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad

local

La biodiversidad forma parte intangible del patrimonio nacional: en la agricultura, en la
medicina, en actividades pecuarias, incluso en ritos, costumbres y tradiciones culturales. Esta
linea eta enfocada en la generacion de conocimiento para un mejor aprovechamiento de la
biodiversidad local, basado en la caracterizacién agronémica, 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:

a) Caracterizacion de la biodiversidad



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El siguiente proyecto describe la presencia de microorganismos existentes en la rizosfera del
cultivo de papa, realizando el conteo de colonias en el laboratorio de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, utilizando medios de cultivo especificos para cada grupo funcional a identificar,

siendo asi; microbiota total, actinomicetos, bacterias fijadoras de nitrégeno y hongos.

Las muestras recolectadas fueron en diferentes sectores dentro de la Provincia de Pichincha, es
por ello que la muestra tomada pertenece a la localidad de Machachi, resaltando que esta
comunidad tiene como principal fuente de ingreso econdémico el cultivo de papa. En este sector
se recolecto tres muestras de raiz y una general de suelo para el posterior analisis en laboratorio
de la universidad, por otro lado se tom6 una segunda muestra significativa de suelo para
caracterizar las propiedades fisico-quimicas del mismo, este analisis se lo realizo en la Estacion
Experimental Santa Catalina (Iniap) - Departamento de Suelos, Plantas y Aguas, que

posteriormente sera utilizado para la discusion de los resultados.

En cuanto a los analisis de grupos funcionales se utilizé medios de cultivo como lo es el PDA
(Papa dextrosa agar), Medio Agar Nutritivo y Tryptone Soya Agar; los cuales fueron ubicados
con una poblacion de suelo y raiz significativa enumerando 3 repeticiones por muestra para

poder obtener un mayor nimero de datos al momento de contabilizar las colonias y conidios*gr.

Los datos se contabilizaron con ayuda del contador de colonias y la cAmara de Neubauer, al
obtener datos significativos se realizd el ingreso de los mismos al programa de Excel para
comparar cual de estas colonias tuvo mayor concentracion en los medios de cultivo que se

utilizo.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En el Ecuador la papa es el principal producto de consumo alimenticio seguido del arroz,
cebada, maiz entre otros, por lo cual incide en la economia del pais involucrando a varias
provincias y dando trabajo a decenas de agricultores. Estas localidades se encuentran ubicadas
desde el nivel del mar hasta los 3700 msnm donde este cultivo por lo general se enfrenta a
muchos problemas, uno de esos el deterioro del suelo lo cual afecta a la microbiota del suelo y
se ve afectado en la productividad. Por ello es importante un estudio de la relacion que existe
entre microorganismos-planta permitiendo reconocer la relacion entre el tipo de suelo, variedad

de papa y la microbiota asociada. (Velez, 2018)

Los microorganismos, bacterias, hongos y actinomicetos son los mas abundantes que podemos
encontrar en el suelo en un rango aproximado 10° y 10® células por gramo de suelo pesando
aproximadamente 10 000 kg/ha, que representa el 5 % del total de material organica seca
presente en el suelo, en cuanto a hongos representando un 10 a 20% de la microbiota total, esto
es aproximadamente 10° a 10° organismos / gramo de suelo. Un factor abidtico importante para
la supervivencia de la microbiota es el pH, que actla sobre la disponibilidad o la fijacién de
minerales nutritivos. En suelos con pH de 5.6 la mayoria de microorganismos son benéficos
para los cultivos, en cuanto a bacterias necesitan nutrientes exudados que no son capaces de
utilizar la materia organica como fuente de energia ya que esta es utilizada por los hongos, por
esta razon es importante la aplicacion de nutrientes para el desarrollo de microorganismos. Sin
embargo la existencia de bacterias en la rizosfera en comparacion con los microorganismos
aumenta su crecimiento al utilizar sustratos con fuentes de carbono y nitrogeno, la cantidad de
bacterias a encontrar depende de la temporada, vegetacion, tipo de suelo, humedad, tipo de
labranza y fertilizacion. El habitad adecuado para bacterias es que las podemos encontrar
adheridas a las particulas de suelo o a la raiz de la planta, la concentracién de bacterias por
gramo de suelo que se halla alrededor de las raices de las plantas en la llamada rizosfera es
mucho mayor que en el resto del suelo. Esto se debe a los altos niveles de nutrientes que se

encuentra en la zona que rodea las raices y permite el desarrollo de poblaciones microbianas.

Segun Hilter (1904) en la rizdsfera la interaccion entre las bacterias y las raices de las plantas
puede ser beneficiosa, en este caso se puede considerar la rizosfera como una zona de
amortiguacion microbioldgica en donde la microbiota sirve de proteccion a la planta frente al

ataque de patdgenos.



En cuanto al componente microbiano del suelo es muy importante para la salud de los
ecosistemas. Los procesos agricolas, asi como el manejo de los recursos vegetales inciden sobre
este componente afectando tanto a su biodiversidad como a la densidad de las poblaciones
microbianas implicadas; los resultados a mediano y largo plazo pueden ser la pérdida de

fertilidad de los suelos y su progresiva desertificacion.

El presente trabajo de investigacion tiene por objeto detectar actinomicetos, bacterias fijadoras

de nitrogeno y hongos asociados a la rizosfera del cultivo de papa en la localidad de Machachi.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Hoy en dia, el 33 por ciento de los suelos terrestres se hallan moderada o altamente degradados.
Una mayor degradacion de los suelos agricolas, por ejemplo, podria tener consecuencias graves
sobre la produccion de alimentos y la seguridad alimentaria, incrementaria la volatilidad de los
precios de alimentos, y potencialmente sumiria a millones de personas en el hambre y la

pobreza. (Barcelona, 2018)

Ecuador no se escapa de esta realidad. En el pais, alrededor del 49% de las tierras esta degradado

y un 22% se encuentra en proceso de desertificacion. (Alarcon, 2018).

A nivel provincial se estima que un 50% de suelo agricola esta siendo afectado por la
degradacion hidrica o de labranza dentro de Pichincha, el 15% pertenece al Cantén Mejia donde
el sector agricola prevalece constantemente ya que es un sector de alta produccién en papa, con

al menos 15 ha de este cultivo, lo que abarca al 50.8% de poblacién dedicada al trabajo agricola.

A causa de problemas de desertificacion el cultivo de papa se ha visto afectado debido a que
por lo general este cultivo trastorna intensamente el suelo, lo degrada, erosiona y satura de
nitratos. Durante la preparacion del suelo, se afloja toda la capa superior y, sobre todo en los
suelos pegajosos, se pulveriza para evitar que se formen grumos en los camellones donde se
siembran las papas. La eliminacion mecéanica de la maleza y la cosecha mecanizada también

remueven mucho el suelo. (FAO, 2008)

La papa se cultiva en mas de 100 paises, en clima templado, subtropical y tropical. Es
esencialmente un "cultivo de clima templado”, para cuya produccion la temperatura representa
el limite principal: las temperaturas inferiores a 10° C y superiores a 30° inhiben decididamente
el desarrollo del tubérculo, mientras que la mejor produccion ocurre donde la temperatura diaria
se mantiene en promedio de 18° a 20° C. (FAO, 2008)

La papa es una planta que tiene una gran capacidad de adaptacion y se da bien sin que el suelo
ni las condiciones de cultivo sean ideales. Sin embargo, también es victima de una serie de
plagas y enfermedades. Para prevenir la acumulacion de patdgenos en el suelo los agricultores
evitan cultivar papas en las mismas tierras todos los afios. En cambio, rotan los cultivos en
ciclos de tres 0 mas afios, alternando por ejemplo con maiz, frijoles y alfafa. Se evita producir
otros cultivos vulnerables a los mismos patdgenos de la papa —como el tomate— a fin de

interrumpir el ciclo de desarrollo de las plagas. (FAO, 2008)



Con buenas practicas agricolas, incluida la irrigacién cuando sea necesaria, una hectarea de
papas en las regiones templadas del norte de Europa y de América del Norte, puede producir
mas de 40 toneladas de tubérculos frescos a cuatro meses de la siembra. Sin embargo, casi en
todos los paises desarrollados la produccion promedio es mucho mas baja, desde escasas 5 hasta
25 toneladas, debido a la falta de semillas de buena calidad y de cultivares mejorados, a un uso
inferior de fertilizantes e irrigacion, y a problemas de plagas y enfermedades. (FAO, 2008)

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos alimenticios mas importantes a nivel
mundial, ocupa el cuarto lugar en importancia como alimento, después del maiz, el trigo y el
arroz (Devaux, 2010). El rendimiento promedio del cultivo a nivel nacional fue de 7.3 t/ha, que
esconde una gran variabilidad entre provincias, con una tendencia de gradiente de mayor a
menor desde el norte (Carchi con 15.5 t/ha) hasta el sur (Loja con 1.9 t/ha) (ESPAC, 2015)



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Detectar de grupos funcionales asociados a la rizosfera del cultivo de papa (Solanum

tuberosum), en la localidad de Machachi.

5.2. Objetivos Especificos
e Determinar poblaciones de microbiota total asociadas a la rizosfera del cultivo de papa.
e Determinar poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetos asociadas a la rizosfera del

cultivo de papa.
e Analizar el comportamiento de las poblaciones de los grupos funcionales asociados a la

rizosfera del cultivo de papa.



6. TABLA DE ACTIVIDADES POR OBJETIVO

Tabla I. Cuadro de actividades por objetivo

Objetivos especificos

Actividad (tareas)

Resultado de la actividad

Medio de verificacion

Determinar poblaciones de
microbiota total asociadas a la

rizosfera del cultivo de papa.

Delimitacion del area de estudio.
Muestreo de suelo de cultivo de la
papa.

Preparacion de medio de cultivo

Area de investigacion delimitada
Obtencién de muestras de suelo del
cultivo de papa.

Agar Nutritivo para microbiota total.

Mapa de la zona de muestra.
Registro y fichas de muestreo.
Concentracion de colonias en el

medio

Determinar poblaciones de
bacterias, hongos y actinomicetos
asociadas a la rizosfera del cultivo

de papa.

Muestreo de raiz del cultivo de
papa

Preparacion de medios de cultivos
especificos

Siembra en los medios de cultivo

por dos métodos a utilizar.

Obtencion de muestras de raiz.

Cultivos de microorganismos en medios
especificos (Tryptone soya agar y PDA)
Formacion de colonias en los medios de

cultivo.

Registro y fichas de muestreo.
Protocolo de laboratorio y registro de
siembras.

Concentracion de colonias en los

medios.

Analizar el comportamiento de las
poblaciones de los grupos
funcionales asociados a la rizosfera

del cultivo de papa.

Conteo de colonias y conidios de
microbiota total del suelo de papa.
Conteo de colonias y conidios de
actinomicetos, bacterias y hongos de
la raiz de la papa.

Comparacion de la incidencia entre
los tres grupos funcionales

encontrados en raiz.

Datos arrojados del contador de colonias
Datos arrojados de la cAmara de
Neubauer para conidios.

Incidencia de los tres grupos funcionales

presentes en la raiz.

Tabla de colonias en Excel.
Tablas de conidios en Excel.
Barras comparativas de los tres

grupos funcionales en Excel.
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7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1.Microbiota total del suelo

La microbiota del suelo tiene una gran variedad de microorganismos, que se encuentra formada
por mezclas microscopicas de miles de millones de bacterias, actinomicetos, hongos, protozoos,
etc. Esto por cada gramo de suelo, que cumplen un rol especial en procesos biogeoguimicos de

la materia que se encuentra en este.

La poblacion microbiana en la rizosfera es considerablemente mayor que en los suelos que
carecen de ella y fisioldgicamente mas activa. La rizosfera puede considerarse como una zona
amortiguadora microbioldgica en donde la microflora sirve como proteccion a la planta ante un

ataque de algun patdgeno. (Olalde y Aguilera, 1998)

7.2.Grupos funcionales
Se define como grupos funcionales aquellas poblaciones microbianas que cumplen una
determinada funcion y a su vez son indicadores de calidad del suelo, entre las que resaltan
microorganismos cultivables relacionados con el ciclo del carbono y nitrégeno, actinomycetos
y hongos, que participan sinérgicamente en el ciclado de nutrientes para la recuperacion de
suelos contaminados o0 en proceso de degradacion para mejorar las propiedades fisico-quimicas
del mismo. (Jorge Andrés & Jorge Alberto, 2019)

7.3. Actinomicetos
Los actinomicetos son bacterias filamentosas, Gram positivas, que se encuentran ampliamente
distribuidas en el medio ambiente, son microorganismos con propiedades quitinoliticas, alto
contenido de guanina y citosina en su DNA, caracteristica que los hace morfoldégicamente
diversos entre si y ayuda a diferenciarlos de otras bacterias Gram positivas. (El-Tarabily KA,
2008)

Debido a su amplia distribucion, se pueden encontrar en superficies rocosas y en suelo
rizosférico, ricos en humus, hojarasca y estiércol, sedimentos marinos. La mayoria de las
especies son heterdtrofas, aerobios, mesofilas, crecen en un rango de temperatura entre 25°C y
30°C y son poco tolerantes a la acidez, razon por la cual requieren pH neutro para su 6ptimo

crecimiento, aunque crecen en un rango de pH entre 5.0 y 9.0. (El-Tarabily KA, 2008)

7.4. Bacterias Fijadoras de Nitrogeno
El nitrogeno que respiran los organismos no es utilizable directamente y solo algunas plantas
en simbiosis con bacterias fijadoras de nitrdgeno pueden originar compuestos absorbibles y

susceptibles de incorporarse al suelo o0 a los seres vivos, es decir, que son aprovechables. Es
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aqui donde se evidencia el papel vital que tienen dichas plantas para la vida y los seres vivos.
(Symborg, 2020)

La simbiosis que establecen las plantas con las bacterias fijadoras de nitrdgeno proporciona
beneficios durante la vida en comin a ambos simbiontes. Las bacterias pueden aprovechar
directamente el nitrogeno del aire, originando los compuestos absorbibles. Dicha fijacion de
nitrégeno se realiza en los nddulos radiculares, gracias a la catalisis del complejo enzimatico

nitrogenada. (Garcia, 2011)

Dentro de las bacterias simbidticas fijadoras de nitrdgeno encontramos dos grupos de
organismos. Al primer grupo pertenecen bacterias maéviles del suelo, que son atraidas hacia la

raiz por compuestos que ésta libera. (Garcia, 2011)

7.5. Hongos
Los hongos del suelo juegan un papel clave en los procesos de descomposicién que mineralizan
y reciclan nutrientes de plantas. En el suelo, los hongos interactian con una compleja
comunidad microbiana que incluye: bacterias, actinomicetos (actinobacterias) y pequefios

invertebrados.

Los hongos son una parte importante de la cadena alimenticia en el suelo, principalmente para
la mesofauna que habita en el suelo (Bonkowski, 2000). En los ecosistemas agricolas, los
patdgenos de plantas acttan en el suelo y en la rizésfera, causando una notable reduccion en las

cosechas y afectando su calidad. (Wainwright, 2015)

7.6. Beneficios de bacterias en la rizosfera
Las bacterias de la rizésfera son capaces de generar una amplia variedad de metabolitos

secundarios, que pueden tener una influencia positiva (STURZ & CHRISTIE, 2003), sobre:

= El crecimiento y desarrollo de las plantas.

= Mejoran la disponibilidad de minerales y nutrientes en el suelo.

7.7. Métodos de siembra

7.7.1. Método de diluciones seriadas
La metodologia de recuento en placa consiste en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender
1000ul de cada dilucion en cajas Petri, estas placas se incuban hasta que las colonias son
apreciables para su recuento. Esta metodologia tiene la ventaja de tener un buen limite de

deteccion de colonias de microorganismos.
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7.7.2. Método de siembra de fragmentos de raiz
La metodologia de siembra directa consiste en cortar fragmentos de 1cm de zona basal, zona

intermedia y zona apical de la raiz del cultivo.

7.7.3. Técnica de tincion
La tincion consiste en la coloracion de células de los microorganismos Gram positivas de color
azul, rojo o violeta y las Gram negativas no se tifien, tras ser suspendidas a diversos colorantes

como: azul de metileno, cristal violeta, safranina. (Vazquez, Ana Martin, & Serrano, 2010)

7.8. Papa
La papa, es uno de los cultivos mas importantes de la region interandina, constituyendo una de
las fuentes vegetales mas nutritivas, debido a que su contenido en carbohidratos y proteinas es
mucho mas alto que el que se encuentra en los cereales, raices y otros tubérculos, motivo por el

cual en el Ecuador, hace parte de los productos que constituyen la canasta basica popular.

El Instituto de Estadisticas y Censos (INEN), manifiesta que el cultivo de la papa en el Ecuador,
ocupa una superficie de 66 000 hectareas, con una produccién promedia de 480 000 toneladas

métricas anuales.

Segun el mismo INEN, a este cultivo se dedican en el pais alrededor de 42 000 familias, tanto

por su importancia nutricional, como por el aporte econémico que representa a sus economias.

7.8.1. Caracteristicas generales
Solanum tuberosum es una planta herbacea, tuberosa, perenne a través de sus tubérculos,
caducifolia (ya que pierde sus hojas y tallos aéreos en la estacién fria), de tallo erecto o semi-

decumbente, que puede medir hasta 1 m de altura.

Sus tallos son llenos, con hojas muy hendidas, flores variando del blanco al violeta, segun la
variedad existiendo algunas variedades que no florecen y otras que sus flores no forman
semillas. La papa es un tubérculo que se forma en las puntas de una ramificacion subterranea
del tallo, llamada estol6n o rizoma; ocasionalmente se forman a lo largo de los propios tallos
subterraneos. De acuerdo con la variedad toman diferentes formas, tamafio u color. La
formacion de los tubérculos se inicia generalmente cuando las plantas alcanzan 25 cm. de altura

o de 5 0 6 semanas después de la siembra y estan listos para cosecharse a los 120 dias.

7.8.2. Taxonomia

Reino  : Plantae

Division: Magoliophyta
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Clase : Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden : Solanales
Familia : Solanaceas
Género : Solanum
Especie : Teberosum

7.9. Caracteristicas del suelo
Los sectores mas adecuados para el cultivo de la papa, se ubican desde los 2400 a 3700 metros
sobre el nivel del mar, especialmente donde predominan los suelos negros andinos. Los
tubérculos de carne ligera y suave prefieren los suelos francos, arenosos y ricos; mientras que

los suelos hiumedos y pesados dan lugar a tubérculos de carne mas firme. (Cuesta, y otros, 2014)

e PH:55-70

e Precipitacion Pluvial: 1.200 mm
e Altitud: 2400 a 3700 msnm

e Temperatura: 15°C - 28°C

e Humedad Relativa: 70 - 90%

e Pendiente: 25%



14

8. METODOLOGIA
Objetivo 1.Determianr poblaciones de microbiota total asociadas al suelo de cultivo de papa.

Actividad 1. Delimitacion del area de estudio.

Una de las zonas mas productoras de papa dentro de la Provincia de Pichincha es el Cantén
Mejia, por lo cual las muestras recolectadas son de la Parroquia de Machachi-Barrio San
Miguel, una vez identificada la zona se tomé puntos GPS con ayuda del programa Andy GPS,
que es un programa de descarga libre y precision, el cual nos ayuda a identificar de donde se
obtuvieron las diferentes muestras recolectadas y a su vez con la ayuda de Google Maps tomar

una referencia puntual de donde se encuentra el lote.

Figura 1. Levantamiento topografico del lote

PROVINCIADEPICHINCHA

Altitud 3530
msnm

Coordenadas | X 778668
Y 9944964

SECTORGUITIGALTO-BARRIOSANMIBUEL

Fuente: (Google Maps, 2014)
Actividad 2. Muestreo de suelo de cultivo de la papa.
1. Recoleccion

Segun Sosa (2012) La muestra para suelo debe tener al menos 1kg y esta debe ser tomada en
forma de zigzag en zonas libres del cultivo, donde no afecte la fertilizacion inorgéanica o

surcado, por lo general la profundidad de estas muestras deben ir de 20 a 30 cm.



15

2. Empaquetado y etiquetado de muestras tomadas.

Las muestras fueron colocadas en fundas con cierre impermeable para que no hubiera pérdidas
de tierra en el traslado y fueron enumeradas con las siglas F1, F2, F3; para conocer que parte

del suelo se tomaron cada una de ellas.

Actividad 3. Preparacion de medio de cultivo
1. Medio Agar nutritivo (Anexo 6)

Se peso 2,76gr de Agar con ayuda de la balanza, el cual se disolvié en 120ml de agua destilada

y se agito por 1 minuto hasta que el agar se encontrar disuelto en su totalidad.

Una vez lista la mezcla se coloc6 en el autoclave durante 15 minutos a 121°C, para que la
mezcla se lograra homogenizar totalmente; una vez transcurrido el tiempo se dejé enfriar por
unos minutos los vasos de precipitacion para que la mezcla no se encontrara aun en un estado

de coccion elevado.

Finalmente colocamos 20ml de medio en cada una de las cajas Petri (3 observaciones*
repeticion) y se dejé reposar por 24 horas para que lograra condensarse en la Camara de flujo

laminar.
2. Disolucién de muestra de suelo (Anexo 3)

Se colocaron siete tubos de ensayo cada uno con 9ml de agua destilada para realizar las
diluciones de la muestra a los valores de -1 hasta la -7; siendo los tubos con dilucion -6y -7

escogidos para la posterior siembra en cajas Petri.

Se tom6 10gr de suelo y se colocaron en un matraz que contenia 90ml de agua destilada, después
se agito vigorosamente hasta que la solucion lograra homogenizarse totalmente, luego de esto
con ayuda de una micropipeta se tomé 1ml de la disolucion y se la traslado al primer tubo (-1)

para realizar el mismo procedimiento hasta llegar al tubo de dilucién -7.
3. Colocacion de muestra de suelo en medio de cultivo

Una vez condensando el medio de cultivo en las caja Petri en la cdmara de Flujo Laminar se
procedi6 a la toma de 100 pl (0,1ml) de muestra que se encontraba en los tubos de ensayo (-6
y -7) y colocarlo en el medio de cultivo sin levantar a una mayor altura la tapa de la caja para
evitar el ingreso de patdgenos ajenos al medio, se distribuye la disolucion equitativamente por
tota la caja Petri con la ayuda de una aza de Drigalsky.
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Finalmente se sella con cinta para film sin dejar espacios abiertos en la caja y se deja reposar
durante 5 a 6 dias para que se desarrolle el medio con total liberta colocando cada una de las

cajas en la incubadora de laboratorio a una temperatura de 37°C.

Objetivo 2. Determinar poblaciones de actinomycetos, bacterias fijadoras de nitrogeno y
hongos asociadas a la rizosfera del cultivo de papa.

Actividad 1. Muestreo de la raiz del cultivo de papa

1. Recoleccion

La recoleccion de muestras de raiz se la realizo de acuerdo a Sosa (2012) donde indica que las
muestras deben ser tomadas preferentemente alrededor de las zonas de crecimiento radicular,
en general entre 10 a 30cm. de profundidad, y deben incluir suelo y raices. El suelo no debe

estar muy hamedo ni muy seco.

Se tomaron tres muestras del terreno con tres submuestras cada una, el cultivo estuvo dentro de
los 3 meses de etapa fenoldgica donde se puede evidenciar mayor crecimiento radicular pero

sin que haya crecimiento de tubérculos.
2. Toma de partes vegetales (maceracion y fragmentos) (Anexo 4 y Anexo 5)

Las raices se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5% por dos minutos, esto se realiza
para la muerte superficial de patégenos que pueden contaminar al medio de cultivo.
Posteriormente se dejaron secar completamente en papel con el fin de que no quede rastro de
agua en ellas.

Luego de que esto suceda se procedié a macerar las raices tomadas con ayuda de un recipiente
hasta quedar totalmente maceradas para proceder a la toma de muestras.

3. Disoluciones de las partes vegetales en agua destilada (maceracion)

Se colocaron siete tubos cada uno con 9ml de agua destilada para realizar las disoluciones de
la muestra a los valores de -1 hasta -7; siendo los tubos siendo los tubos con dilucion -6y -7

escogidos para la posterior siembra en cajas Petri.

Se tomd 1ml de muestray se procedié a colocar en el primer tubo (-1) con 9ml de agua destilada,
se agito vigorosamente hasta que toda muestra logre mezclarse, acabado este proceso se
procedio a la toma de 1ml del tubo para pasarlo por los otros tubos de ensayo y asi dejar lo

mayormente limpia la muestra hasta llegar a la disolucién -7.
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4. Toma de partes vegetales (fragmentos de raiz)

De las tres muestras obtenidas del terreno previamente lavadas se tomaron raices lo
mayormente desarrolladas, cada una de estas se dejo secar sobre papel para posteriormente ser
cortadas de mas o menos 1cm de largo con ayuda de un estilete y separando de la muestra

general.
5. Preparacion de medios de cultivo especificos.
Agar Papa dextrosa (Anexo 6)

Se pes6 14,04gr de Agar con ayuda de la balanza, el cual se disolvié en 360ml de agua destilada
y se agito por 1 minuto hasta que el agar se encontrar disuelto en su totalidad.

Una vez lista la mezcla se coloc6 en la autoclave durante 15 minutos a 121°C, para que la
mezcla se lograra homogenizar totalmente; una vez transcurrido el tiempo se dejé enfriar por
unos minutos los vasos de precipitacion para que la mezcla no se encontrara aun en un estado

de coccion elevado.

Finalmente colocamos 20ml de medio en cada una de las cajas Petri (3 observaciones* muestra*
método de siembra) y se dejo reposar por 24 horas para que lograra condensarse en la Camara

de flujo laminar.
Agar Papa dextrosa + Triton (Anexo 5)

Se peso 14,04gr de Agar papa dextrosa con ayuda de la balanza, el cual se disolvié en 360ml

de agua destilada y se agito por 1 minuto hasta que el agar se encontrar disuelto en su totalidad.

Una vez lista la mezcla se coloco en la autoclave durante 15 minutos a 121°C, para que la
mezcla se lograra homogenizar totalmente; una vez transcurrido el tiempo se dejo enfriar por
unos minutos los vasos de precipitacion para que la mezcla no se encontrara aun en un estado

de coccion elevado.

Finalmente colocamos 20ml de medio en cada una de las cajas Petri (3 observaciones* muestra*
método de siembra) y se dejo reposar por 24 horas para que lograra condensarse en la Camara
de flujo laminar, una vez listo el medio nutritivo se coloca con ayuda de un gotero 15 gotas de
Triton por caja y se lo distribuye sobre todo el medio esto hace que el desarrollo en la caja Petri

sea exclusivo para Hongos.
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Tryptone Soya Agar (Anexo 8)

Se pes6 14.4gr de medio con ayuda de la balanza, el cual se disolvio en 360ml de agua destilada

y se agito por 1 minuto hasta que el agar se encontrar disuelto en su totalidad.

Una vez lista la mezcla se coloco en la autoclave durante 15 minutos a 121°C, para que la
mezcla se lograra homogenizar totalmente; una vez transcurrido el tiempo se dejo enfriar por
unos minutos los vasos de precipitacion para que la mezcla no se encontrara aun en un estado

de coccion elevado.

Finalmente colocamos 20ml de medio en cada una de las cajas Petri (3 observaciones* muestra*
método de siembra) y se dejé reposar por 24 horas para que lograra condensarse en la Cadmara

de flujo laminar.

Actividad 3. Siembra en los medios de cultivo por dos métodos a utilizar

1. Colocacion de muestra de raiz en medio de cultivo (maceracion)

Una vez condensando el medio de cultivo en las caja Petri en la cAmara de Flujo Laminar se
procedio a la toma de 1ml de muestra que se encontraba en los tubos de ensayo (-7) y colocarlo
en el medio de cultivo sin levantar a una mayor altura la tapa de la caja para evitar el ingreso

de patdgenos ajenos al medio, se distribuye la disolucion equitativamente por tota la caja Petri.

Finalmente se sella con cinta para film sin dejar espacios sin sellar en la caja y se deja reposar
durante 5 a 6 dias para que se desarrolle el medio con total liberta colocando cada una de las

cajas en la incubadora de laboratorio a una temperatura de 37°C.
2. Colocacion de muestra de raiz en medio de cultivo (fragmentos)

Una vez listos los medios de cultivo se proceden a tomar los fragmentos de raiz previamente
cortados con ayuda de pinzas desinfectadas, vamos colocando partes de la raiz separadas entre
si para permitir que las bacterias se logren desarrollar sin impedir el paso a las otras y tener una

mayor visibilidad de las mismas.

Colocamos las muestras de raiz dentro del medio de cultivo, pero dejando una parte de la misma
por fuera para que pueda adquirir un mayor desarrollo y finalmente se sella con cinta para film
sin dejar espacios abiertos durante 5 o 6 dias hasta tener un desarrollo visible en la caja a

temperatura de 37°C en la incubadora.
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Objetivo 3. Analizar el comportamiento de las poblaciones de los grupos funcionales asociados
a la rizosfera del cultivo de papa.

Actividad 1. Conteo de colonias y conidios de microbiota total del suelo de papa

1. Conteo de colonias de Microbiota total del suelo

Una vez listas las cajas Petri con la muestra desarrollada en ella se procede a contar la cantidad
de colonias que se puede observar con ayuda de la Camara de conteo de colonias en el
laboratorio. Esta nos permite contabilizar la cantidad de colonias mas visiblemente ya que

cuenta con una lupa para aumentar la vision de las mismas.

La funcidn de esta cdmara es la de llevar un registro por cada punto de presion que se realice
en ella y se va sumando en su marcador, es decir, que nosotros con ayuda de un lapiz con punta
de goma vamos realizando pequefios toques en cada colonia que veamos y el marcador de la

camara lo va registrando hasta finalmente acabar de contar todas las colonias.
2. Conteo de conidios de Microbiota total del suelo

Una vez realizado el conteo de colonias procedemos a utilizar la Camara de Neubauer que es
una caja pequefia que cuenta con dos cuadrantes diminutos visibles solo al lente del microscopio
y este nos sirve para obtener la cantidad promedio de conidios que se encuentra dentro de una

muestra de colonias.

Con ayuda de tubos de precipitacion y agua destilada tomamos muestras significativas y
superficiales de colonias desarrolladas en el medio nutritivo y lo disolvemos en los tubos para

después agitarlos hasta obtener una mezcla homogénea.

Una vez realizada la mezcla procedemos a tomar una pequefia muestra de no mas de 0.5ml de
la disolucidn del tubo y la colocamos en las dos rendijas que tiene la cAmara de Neubauer para

después colocarla debajo del lente del microscopio y observar los conidios.

Se realiza observaciones y conteo de conidios tanto del primer cuadrante como del segundo;
sabiendo que los cuadros exteriores son por donde se inicia el conteo (20 datos en total por

cuadrante).
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Actividad 2. Conteo de colonias y conidios de actinomicetos, bacterias fijadoras de
nitrégeno y hongos de la raiz de la papa.

1. Conteo de colonias de bacterias, hongos y actinomicetos (maceracion y fragmentos)

Una vez listas las cajas Petri con las muestras desarrolladas en ellas se procede a contar la
cantidad de colonias que se observar con ayuda de la Cdmara de conteo de colonias en el
laboratorio. Esta nos permite contabilizar la cantidad de colonias mas visiblemente ya que

cuenta con una lupa para aumentar la vision de las mismas.

La funcion de esta camara es la de llevar un registro por cada punto de presion que se realice
en ellay se va sumando en su marcador, es decir, que nosotros con ayuda de un lapiz con punta
de goma vamos realizando pequefios toques en cada colonia que veamos y el marcador de la
camara lo va registrando hasta finalmente acabar de contar todas las colonias de cada uno de

los grupos funcionales.
2. Conteo de conidios de bacterias, hongos y actinomicetos (maceracion y fragmentos)

Una vez realizado el conteo de colonias procedemos a utilizar la Camara de Neubauer que es
una caja pequefia que cuenta con dos cuadrantes diminutos visibles solo al lente del microscopio
y este nos sirve para obtener la cantidad promedio de conidios que se encuentra dentro de una

muestra de colonias.

Con ayuda de tubos de ensayo y agua destilada tomamos muestras significativas y superficiales
de colonias desarrolladas en el medio nutritivo y lo disolvemos en los tubos para después
agitarlos hasta obtener una mezcla homogeénea.

Una vez realizada la mezcla procedemos a tomar una pequefia muestra de no méas de 0.5ml de
la disolucidn del tubo y la colocamos en las dos rendijas que tiene la cAmara de Neubauer para

después colocarla debajo del lente del microscopio y observar los conidios.

Se realiza observaciones y conteo de conidios tanto del primer cuadrante como del segundo;
sabiendo que los cuadros exteriores son por donde se inicia el conteo (20 datos en total por

cuadrante).
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Actividad 3. Comparacion de la incidencia entre los tres grupos funcionales encontrados
en raiz.

1. Incidencia de microbiota en la muestra de suelo

Una vez obtenidos los datos finales del conteo de colonias y conidios de la microbiota total del
suelo se lleva a cabo el ingreso de los mismos al programa de Excel para realizar una
comparacion entre las dos repeticiones que se realizaron de la misma técnica y asi conocer en
que repeticion de encontré mayor incidencia de colonias y conidios.

Con ayuda de tablas estadisticas logramos diferenciar la presencia de colonias tanto en la
primera repeticion como en la segunda y lograr obtener una conclusion méas especifica,
recordando que las unidades en las que se encuentran medidas las colonias son UFC*g? y los
conidios de estas se encuentran medios en conidios*g™.

2. Incidencia de bacterias, hongos y grupos funcionales en la raiz del cultivo de papa

Se contabilizaron tanto colonias como conidios de estos tres grupos funcionales y se procedio
a su registro en el programa de Excel para conocer mediante el uso de barras que grupo
funcional se encontrd en mayor cantidad en las muestras de raiz tanto de la técnica de siembra
por maceracion como la de fragmentos de raiz.

Se realiz6 una comparacion entre las tres muestras tomadas para cada grupo funcional y conocer
en cual de ellas se vio mayor cantidad de colonias y conidios y finalmente se realiza una
comparacion entre los grupos funcionales de las dos repeticiones y una general entre de todos

los grupos funcionales de ambas técnicas.
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las muestras para la presente investigacion fueron tomadas cuando el cultivo de papa se
encontraba en los tres primeros meses de etapa fenologica, donde se realizé el conteo de
colonias y conidios formados en los tres grupos funcionales (actinomicetos, bacterias fijadoras
de nitrégeno y hongos), con mas incidencia dentro de la rizosfera del cultivo; en 3 muestras

diferentes de raiz y 1 muestra de suelo.

9.1 Poblaciones de los microorganismos totales (UFC/g de suelo) encontradas en el
cultivo de papa establecidas para el estudio del suelo de la localidad de Machachi-
2021.

Ficura 2. Concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) de suelo

CONCENTRACION DE COLONIAS

1,39%10°
1,29%10°

UFC/gr! de suelo

B Repeticion 1

MICROBIOTA TOTAL ORepeticion 2

En cuanto a microbiota total se realiz6 con el método de diluciones seriadas a partir de una
porcion de suelo, donde se utilizaron dos repeticiones de muestras de suelo para obtener
promedios de microorganismos totales que sean significativos, debido a que la concentracion
de colonias debe ir de 10 a 300 por gramo de suelo; siendo asi en la repeticion (1), 417 colonias
formadas lo que equivale a 1,39*10° UFC/g*, mientras que en la repeticion (2), 386 colonias

formadas lo que equivale a 1,28*10° UFC/g™.

Se puede evidenciar en la Figura (2) que no existe gran varianza en los resultados de colonias
formadas, ya que el suelo de donde se tomd las muestras contiene propiedades fisico-quimicas
que son excelentes para la supervivencia de microorganismos con cantidades que se encuentran
dentro de los limites para que el suelo de esta &rea sea considerado de calidad (sano y fértil),
segun Moratto (2005) la presencia de microorganismos depende de la disponibilidad de los
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principales nutrientes como es: nitrégeno, fosforo, potasio y materia organica, debido a que lo
utilizan como fuente de alimento, degradacién y reciclado para los procesos bioquimicos donde

existe la relacion microorganismo-suelo-planta.

9.2. Poblaciones de los grupos funcionales (UFC/g de raiz) encontradas en el cultivo
de papa establecidas para el estudio de raiz en la localidad de Machachi-2021.

Ficura 3. Concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) de

macerado de raiz

CONCENTRACION DE COLONIAS-
MACERACION DE RAIZ

1,77*10°

1,41%10°

9,57*108

M Actinomicetos

UFC/gr! de raiz

Fijadores de nitrogeno

W Hongos

GRUPOS FUNCIONALES

Para raiz utilizamos dos métodos de siembra uno por macerado (diluciones) y por
fragmentacion de raiz de papa, obteniendo resultado: actinomicetos 530, fijadoras de nitrégeno
424 y hongos 287 colonias en maceracion de raiz, mientras que en fragmentacion:

actinomicetos 432, fijadoras de nitrogeno 552 y hongos 76 colonias.

Se observa en la figura (3) el alto contenido de colonias de actinomicetos por gramo de suelo,
esto puede darse a que el suelo donde se hizo la recoleccién es la primera vez que se cultiva
papa por ende no se encuentra deteriorado y cuenta con un alto contenido de materia organica.
Tomando en cuenta que el gran contenido de materia organica presente en el suelo provoca
cantidades de actinomicetos superiores a los de bacterias y hongos. Segun Silva (2004) la
poblacion de actinomicetos es de gran interés para determinar la calidad del suelo, porque su
presencia demuestran que el suelo es sano y que mantiene los niveles de nutrientes elevados
para ser productivo. Sin embargo las bacterias y hongos no se quedan atras con la incidencia

encontrada ya que el pH y los diferentes nutrientes son aptos para el crecimiento de los mismos
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dentro de la rizosfera, de tal manera que estos dos grupos funcionales ayudan a la captacion de
agua y nutrientes del suelo y no hay mucha competencia con los actinomicetos.

Ficura 4.  Concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) de

siembra por fragmentos de raiz

CONCENTRACION DE COLONIAS-
FRAGMENTOS DE RAIZ

1,84*%10°

1,44*10°

Actinomicetos

UFC/gr! de raiz

Fijadores de nitrégeno
2,53*108

GRUPOS FUNCIONALES

¥ Hongos

Se determino en la figura (4) mas presencia de bacterias fijadoras de nitrogeno debido a que la
fijacién del mismo en la rizosfera es de manera bioldgica donde realizan algunas bacterias
diazotréficas especialmente las del género Azobacter y Azospirrillum, tomando en cuenta el
analisis de suelo se puede evidenciar que las caracteristicas fisicas y quimicas incluyendo
contenido de materia organica, humedad, relacion carbono nitrégeno y pH, las condiciones
climaticas y exudados de las raices de las plantas sirven de nutrientes para la presencia de estas
poblaciones bacterianas, segin Lara (2007) la fijacion biologica del nitrogeno (fbn) por
bacterias diazotroficas han contribuido a incrementar el rendimiento en las cosechas,
reduciendo la necesidad de fertilizantes nitrogenados y la emision de gases toxicos como el

N20, obteniendo beneficios econdémicos y ambientales.
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9.3. Concentracion de conidios de los grupos funcionales (conidios/ g de suelo)
encontrados en el cultivo de papa establecidas para el estudio del suelo en la
localidad de Machachi-2021. .

Figura 5. Promedios generales de concentracion de conidios/g de suelo
CONCENTRACION DE CONIDIOS

3,19*10°
2,74*10°

[IRepeticién 1

O Repeticién 2

conidios/gr?! de suelo

MICROBIOTA TOTAL

La concentracion de conidios se calcula con el promedio de las 20 lecturas de la cdmara de

Neubauer, para considerar la calidad del suelo

Se puede identificar en la figura (5) que la repeticidn 1 existe mas concentracion de conidios
esto debido a la pureza del medio de cultivo y por la cantidad de colonias formadas de los
grupos funcionales encontrados, tomando en cuenta las estructuras de cada microorganismo.
Segun Charnely (2007) para determinar la estructura de conidios se puede apreciar en conidios

y blastosporas (formacién de cadenas o racimos).
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Figura 6. Concentracion de conidios/g de macerado de raiz

CONCENTRACION DE CONIDIOS.
MACERADO DE RAIZ

7,39*%108

7,06%108

5,04*108

[ Actinomicetos

Fijadoras de Nitrégeno

Conidios*gr! de raiz

W Hongos

GRUPOS FUNCIONALES

Se determind gue en la figura (6) que en hongos la concentracidn de conidios es mas precisa
porque es evidente observar a través del microscopio conidios redondos, una estructura propia
de los mismos. Segun Charnely (2007) para determinar la estructura de conidios se puede

apreciar en conidios y blastosporas (formacidn de cadenas o racimos).

Segun Nagahashi (2005) los hongos que viven dentro de las células de las raices de las
Solanaceas, promueven el crecimiento de la planta, sin embargo necesitan materia organica
abundante para la supervivencia de los mismos. Actualmente, investigadores no pueden cultivar
el hongo sin un huésped porque el hongo no puede completar su ciclo de vida sin los nutrientes

organicos u otros estimulos que recibe de las raices.

Ficura 7. Concentracion de conidios/g de fragmentos de raiz

CONCENTRACION DE CONIDIOS- FRAGMENTOS
DE RAIZ

9,87*108

6,4*108 6,4*108 B Actinomicetos
Fijadoras de Nitrégeno

W Hongos

Conidios*gr?! de raiz

GRUPOS FUNCIONALES
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Evidentemente en la figura (7) la mayor concentracion de conidios tiene hongos porque esta
estructura es una sola de manera redonda y en cada cuadrante puede haber mas de 10
dependiendo la concentracion de colonias. Segin Charnely (2007) para determinar la estructura
de conidios se puede apreciar en conidios y blastosporas (formacion de cadenas o racimos).

Asi también Solano (2016) nos indica que los hongos benéficos asociados a la rizosfera pueden
sintetizar sustancias que promueven el crecimiento de la planta fijando N atmosférico,
solubilizando hierro (Fe) o P inorganico o mejorando la tolerancia al estrés por sequia,

salinidad, metales toxicos o exceso de pesticidas.



10.PRESUPUESTO

Recursos Cantidad | V. Unitario | Valor Total

Equipos
GPS 1 $174,00 $174,00
Camara de flujo laminar 1 $5980,00  $5980,00
Cémara de Neubauer 1 $67,00 $67,00
Contador de colonias 1 $338,00 $338,00
Estufa 1 $807,00 $807,00
Autoclave 1 $489,00 $489,00
Microscopio 6ptico 1 $469,80 $469,80

Transporte y salida de campo

Camionetas 7 $2,50 $17,50
Bus interprovincial 12 $7,00 $84,00
Bus 12 $0,30 $3,60
Materiales y suministros
Pipeta 4 $0,09 $0,36
Portaobjetos 15 $4,00 $60,00
Vasos de precipitacion 3 $1,50 $4,50
Tubos de ensayo 21 $0,15 $3,15
Cinta adhesiva 1 $0,80 $0,80
Fundas con cierre hermético 11 $0,45 $4,95
Marcador 1 $0,85 $0,85
Papel para film 1 $71,00 $71,00
Cajas Petri 120 $0,35 $42,00
Pinzas 1 $1,00 $1,00
Azas 3 $0,45 $1,35
Agares y soluciones
Agar nutritivo 1 $51,99 $51,99
Potato dextrosa Agar 1 $62,50 $62,50
Tryptone Soya Agar 1 $59,99 $59,99
Triton 1 $25,75 $25,75




Tintura de valeriana 1 $4,95 $4,95
Tintura de Yodo 1 $1,98 $1,98
Alcohol 1 $8,98 $8,98

Agua destilada 5 $2,35 $11,75
Safranina 1 $15,00 15,00

Material Bibliogréafico y fotocopias.

Internet 20 $0,60 $12,00
Impresiones 240 $0,10 $24,00
Copias 1 $6,50 $6,50
TOTAL $87971,45

29
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11.CONCLUSIONES
Se demuestra que mediante la aplicacion de la metodologia planteada en la investigacion se
pudo detectar la presencia de microbiota total y grupos funcionales asociados a la rizosfera

de la papa

Se determiné que la cantidad promedio de Microbiota total encontrada en el suelo asociado
a la rizosfera de la papa en la Parroquia de Machachi, de entre las dos repeticiones fue
de 2,68*10° UFC*gr que nos indica que la presencia de microorganismos es considerada

dentro de los rangos valido para que un suelo pueda ser sano y productivo

En cuanto a la contabilizacion de Actinomicetos asociados a la rizosfera de la papa mediante
la siembra por maceracion y siembra por fragmentos de raiz fue 1,77*10° UFC*gr
1y 1,44*%10° UFC*gr! respectivamente.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno contabilizadas asociados a la rizosfera de la papa fue
1,41*10° UFC*gry 1,84*10° UFC*gr, en siembra por fragmentos de raiz, y siembra por

maceracion respectivamente

Los hongos contabilizados en la rizosfera de la papa fueron 9,57*108 UFC*gr en siembra
por fragmentos de raiz, siendo esta mayor a los contabilizados en siembra por maceracién
con 2,5*108 UFC*gr!

12.RECOMENDACIONES
Utilizar medios de cultivos especificos para grupos funcionales de suelo como

solubilizadoras de fosforo, celuliticos y pseudomonas

Realizar la determinacion de los consorcios bacterianos mediante analisis genémicos; para

la jerarquizacion y asociacion por familias de bacterias y hongos

Es recomendable identificar las caracteristicas y funcion de cada grupo de microorganismos
y su posterior cultivo con fines de regeneracion de suelos de cultivo y recuperacion de la

microbiologia existente

Finalmente se debe tener en cuenta que para la toma de suelos es necesario realizar un
analisis del mismo previo al estudio o desarrollo de cualquier actividad en relacion a este,
debido a que si se conoce la carencia del suelo en estudio se podra conocer el porqué de los

datos obtenidos atreves de la investigacion realizada.
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ANEXOS
Anexo 1. Coordenadas de muestras tomadas

Muestra 1

X
F1 778597
F2 778599
F3 778604
Muestra 2

X

F1 778615
F2 778610
F3 778621
Muestra 3

X
F1 778603
F2 778608
F3 778618
Muestra 4 (suelo)

X
F1 778626
F2 778615
F3 778668

Y

9944948

9944955

9944956

Y

9944955

9944969

9944966

Y

9944981

9944996

9944997

Y

9945000

9944987

9944964
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Anexo 2. Protocolo de Técnica de tincion

Introduccion

La Técnica de tincion consiste en la coloracion de células de los microorganismos Gram
positivas de color azul, rojo o violeta y las Gram negativas no se tifien, tras ser suspendidas a

diversos colorantes como: azul de metileno, cristal violeta, safranina.

Esta técnica est4 basada en el Manual de Protocolos Microbioldgicos propuesto por Mulet
(2010) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi
Paolo, Arequipa Patricia, Mena Maria José y Simbafia Jessica. En la determinacién de

microorganismos Gram positivos y Gram negativos pertenecientes a la rizosfera del cultivo de

papa.
Materiales y métodos

e Mechero de bunsen o de alcohol
e Asa de siembra 0 aguja

e Pinza

e Portaobjetos

e Palillos

e Microorganismos

e Aceite de inmersion

e Microscopio

e Colorante para la tincion: solucion de cristal violeta, lugol, safranina y etanol 95%
Procedimiento

e Primero prendemos el mechero y esterilizamos el asa hasta que tome un color rojo vivo.

e Ya esterilizada el aza procedemos a extraer la muestra en las cajas de Petri y/o
colocamos en el porta objetos estirandola sobre toda la superficie.

e Le agregamos una gota de agua luego extendimos suavemente la muestra y lo dejamos
secar por unos momentos en el mechero.

e Posteriormente lo llevamos la tinta y le agregamos a la muestra cristal violeta, y
posteriormente a lavarlo con agua le agregamos lugol por un minuto, nuevamente

lavamos con agua y entonces le agregamos gotas de alcohol al 95% hasta que las gotas
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que salian se quedaran sin color. Al quedar sin color le afiadimos una gota de agua y le
agregamos 2 gotas de safranina y esperamos dos minutos.
e Ya realizada estos pasos secamos la muestra con calor pero no tan pegada al mechero

para que no se quemara la muestra.

Anexo 3. Protocolo de diluciones seriadas para suelo (microbiota total)

Introduccion

La metodologia de recuento en placa consiste en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender
1000l de cada dilucion en cajas Petri, estas placas se incuban hasta que las colonias son
apreciables para su recuento. Esta metodologia tiene la ventaja de tener un buen limite de

deteccion de colonias de microorganismos en el suelo.

Esta técnica esta basada en los Protocolos de siembra de partes vegetales en diferentes medios
de cultivo propuesto por Tello y Baez (2019), autores investigativos que pertenecen al Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), esta técnica fue replicada en los
laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi Paolo, Arequipa Patricia, Mena
Maria José y Simbafia Jessica. Para el reconocimiento de microorganismos utilizando

diluciones seriadas para suelo.
Materiales y métodos

e Micropipetas 1000 pl y 100 pl
o \ortex

e Balanza electronica

e Cajas Petri

e Asas de Drigalsky

e Mechero de alcohol

e Matraz

e Incubadora

e Tubos de ensayo
Procedimiento

e Se debe pesar 10g de suelo, introducimos en un matraz con 90ml de agua destilada y un
iman, mezclamos el suelo junto al mechero, agitamos durante 30 minutos en un agitador

para que los microorganismos queden suspendidos en el agua.
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e Tras la suspension tomamos un mililitro y lo afiadimos en un tubo con 9ml de agua
destilada, llevamos al vortex por dos minutos.

e A partir de esta dilucion tomariamos 1ml de solucion que pasariamos a otro tubo con
9ml de agua destilada y asi repetiriamos la operacion hasta conseguir las diluciones
esperadas.

e Una vez realizadas las diluciones hacemos la siembra de la dilucién seleccionada en una
caja Petri con medio de cultivo, para ello tomamos 100 pl, lo afiadimos en la superficie
de la placa y extendemos con la aza de Drigalsky flameada, este proceso lo repetimos
con cada diluciones a sembrar, rotulamos cada caja Petri.

e Posteriormente introducimos las cajas a la incubadora y esperamos 5 dias hasta observar
crecimiento de colonias de microorganismos.

e Para que este conteo sea significativo debe haber de 10 a 300 colonias.

Anexo 4. Protocolo de diluciones seriadas para raiz (maceracion) para actinomicetos,
bacterias y hongos

Introduccion

La metodologia de recuento en placa consiste en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender
1000ul de cada dilucion en cajas Petri, estas placas se incuban hasta que las colonias son
apreciables para su recuento. Esta metodologia tiene la ventaja de tener un buen limite de

deteccion de colonias de microorganismos en raiz.

Esta técnica esta basada en los Protocolos de siembra de partes vegetales en diferentes medios
de cultivo propuesto por Tello y Baez (2019), autores investigativos que pertenecen al Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), esta técnica fue replicada en los
laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi Paolo, Arequipa Patricia, Mena
Maria Jose y Simbafia Jessica. Para el reconocimiento de microorganismos utilizando diferentes

métodos de siembra en medio de cultivo.
Materiales y métodos

e Micropipetas 1000 ul y 100 pl
o \Vortex

e Balanza electronica

e Cajas Petri

e Asas de Drigalsky
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e Mechero de alcohol

e Incubadora

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion

e Papel para film
Procedimiento

e Se debe desinfectar las muestras de raiz con hipoclorito de sodio por dos minutos,
introducimos en un recipiente para proceder a la maceracion hasta obtener una mezcla
homogénea.

e Tras la maceracion tomamos un mililitro de suspension y lo afiadimos en un tubo con
9ml de agua destilada, llevamos al vortex por dos minutos.

e A partir de esta dilucion tomariamos 1ml de solucién que pasariamos a otro tubo con
9ml de agua destilada y asi repetiriamos la operacién hasta conseguir las diluciones
esperadas.

e Unavez realizadas las diluciones hacemos la siembra de la dilucién seleccionada en una
caja Petri con medio de cultivo, para ello tomamos 100 pl, lo afiadimos en la superficie
de la placa y extendemos con la aza de Drigalsky flameada, este proceso lo repetimos
con cada diluciones a sembrar, rotulamos cada caja Petri.

e Posteriormente introducimos las cajas a la incubadora y esperamos 5 dias hasta observar
crecimiento de colonias de microorganismos.

e Para que este conteo sea significativo debe haber de 10 a 300 colonias.

Anexo 5. Protocolo de siembra de fragmentos de raiz para actinomicetos, bacterias y hongos

Introduccion

La metodologia de siembra directa consiste en cortar fragmentos de 1cm de zona basal, zona

intermedia y zona apical de la raiz del cultivo.

Esta técnica esta basada en los Protocolos de siembra de partes vegetales en diferentes medios
de cultivo propuesto por Tello y Baez (2019), autores investigativos que pertenecen al Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), esta técnica fue replicada en los

laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi Paolo, Arequipa Patricia, Mena
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Maria José y Simbafia Jessica. Para el reconocimiento de microorganismos utilizando diferentes

métodos de siembra en medio de cultivo.
Materiales y métodos

e Hipoclorito de sodio 0,5%
e Bisturi

e Pinzas de laboratorio

e Cajas Petri

e Mechero de alcohol

e Incubadora

e Vasos de precipitacion

e Papel para film
Procedimiento

e Se debe desinfectar las muestras de raiz con hipoclorito de sodio por dos minutos,
dejamos secar en toallas absorbentes.

e Tras el secado procedemos a cortar partes de las diferentes zonas de la raiz
aproximadamente de 1cm.

e A tener listos los cortes de raiz con ayuda de una pinza de laboratorio, colocamos de
manera inclinada la raiz en el medio de cultivo verificando que en medio no se rompa.

e Una vez realizadas las siembras de fragmentos de raiz, sellamos con papel para film.

e Posteriormente introducimos las cajas a la incubadora y esperamos 5 dias hasta observar
crecimiento de colonias de microorganismos.

e Para que este conteo sea significativo debe haber de 10 a 300 colonias.

Anexo 6. Protocolo de medio de cultivo PDA

Introduccion

El agar de patata dextrosa es el medio mas utilizado para el crecimiento de hongos, bacterias y

levaduras que estas presentes en plantas o suelo como agentes benéficos o infecciosos.

Esta técnica estd basada en el Manual de Protocolos Microbiolégicos propuesto por Mulet
(2010) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi

Paolo, Arequipa Patricia, Mena Maria José y Simbafia Jessica. En la preparacion de medios de
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cultivo para la concentracion de unidades formadoras de colonias de microorganismos del

suelo.
Materiales y métodos

e PDA de 500g

e Cajas Petri

e Autoclave

e Camara de flujo

e Alcohol al 95%

e Frascos de precipitacion de 400ml
e Agua destilada

e Balanza electrénica
Procedimiento

e Primero debemos proceder a esterilizar y rotular las cajas Petri en la camara de flujo.

e Luego pesar el agar para la cantidad de cajas Petri (20ml * caja), en este caso seran 18
lo que equivale a 14,04g de PDA en 180ml de agua destilada.

e Agitar por 5 minutos para homogenizar el caldo.

e Meter a la autoclave por 15 minutos a 121°C.

e Dejar enfriar a bafio Maria por 2 minutos.

e Posteriormente se procede a la dispersién de medio de cultivo en cada caja hasta que
cubra la superficie, siempre y cuando no pase de la mitad de la caja Petri.

e Por tltimo paso se deja reposar el medio de cultivo por aproximadamente 24 horas para

que no se disuelva al momento de la siembra.

Anexo 7. Protocolo de medio de cultivo Agar Nutritivo

Introduccion

El agar de nutritivo es el medio més utilizado para el crecimiento de microorganismos totales

gue estas presentes en plantas o suelo como agentes benéficos o infecciosos.

Esta técnica esta basada en el Manual de Protocolos Microbioldgicos propuesto por Mulet
(2010) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi

Paolo, Arequipa Patricia, Mena Maria José y Simbafia Jessica. En la preparacion de medios de
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cultivo para la concentracion de unidades formadoras de colonias de microorganismos del

suelo.
Materiales y métodos

e Agar nutritivo de 5009

e Cajas Petri

e Autoclave

e Camara de flujo

e Alcohol al 95%

e Frascos de precipitacion de 400ml
e Agua destilada

e Balanza electrénica
Procedimiento

e Primero debemos proceder a esterilizar y rotular las cajas Petri en la camara de flujo.

e Luego pesar el agar para la cantidad de cajas Petri (20ml * caja), en este caso seran 3 lo
que equivale a 4,149 de Agar nutritivo en 60ml de agua destilada.

e Agitar por 5 minutos para homogenizar el caldo.

e Meter a la autoclave por 15 minutos a 121°C.

e Dejar enfriar a bafio Maria por 2 minutos.

e Posteriormente se procede a la dispersién de medio de cultivo en cada caja hasta que
cubra la superficie, siempre y cuando no pase de la mitad de la caja Petri.

e Por tltimo paso se deja reposar el medio de cultivo por aproximadamente 24 horas para

que no se disuelva al momento de la siembra.

Anexo 8. Protocolo de medio de cultivo Tryptone soya agar

Introduccion

El Tryptone soya agar es el medio mas utilizado para el crecimiento de actinomicetos que estan

presentes en plantas o suelo como agentes benéficos o infecciosos.

Esta técnica esta basada en el Manual de Protocolos Microbioldgicos propuesto por Mulet
(2010) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi

Paolo, Arequipa Patricia, Mena Maria José y Simbafia Jessica. En la preparacion de medios de
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cultivo para la concentracion de unidades formadoras de colonias de microorganismos del

suelo.
Materiales y métodos

e Tryptone soya agar de 5009

e Cajas Petri

e Autoclave

e Camara de flujo

e Alcohol al 95%

e Frascos de precipitacion de 400ml
e Agua destilada

e Balanza electrénica
Procedimiento

e Primero debemos proceder a esterilizar y rotular las cajas Petri en la camara de flujo.

e Luego pesar el agar para la cantidad de cajas Petri (20ml * caja), en este caso serén 18
lo que equivale a 14,049 de Tryptone soya agar en 180ml de agua destilada.

e Agitar por 5 minutos para homogenizar el caldo.

e Meter a la autoclave por 15 minutos a 121°C.

e Dejar enfriar a bafio Maria por 2 minutos.

e Posteriormente se procede a la dispersion de medio de cultivo en cada caja hasta que
cubra la superficie, siempre y cuando no pase de la mitad de la caja Petri.

e Por tltimo paso se deja reposar el medio de cultivo por aproximadamente 24 horas para

que no se disuelva al momento de la siembra.

Anexo 9. Determinacion de la concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
suelo (microbiota total)

CONCENTRACION DE COLONIAS (UFC*g)
POR MUESTRA

MICROBIOTA TOTAL
MUESTRA 1 (R1)
Promedio 139 1,39E+09

CONCENTRACION DE COLONIAS (UFC*g)
POR MUESTRA

MICROBIOTA TOTAL
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MUESTRA 1 (R2)
Promedio 128,67 1,29E+09

Concentracion de colonias (UFC/g) =P X FD
Donde:

P = Promedio de colonias en las tres cajas de dilucion
FD = Factor de la dilucién de la caja rotulada

Anexo 10. Determinacion de la concentracién de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
maceracion de raiz (actinomicetos, bacterias fijadoras de nitrégeno y hongos)

CONCENTRACION DE COLONIAS
(UFC*g) POR MUESTRA

ACTINOMYCETOS
R1

176,666667 1,77E+09

FIJADORES DE NITROGENO
R1

141,333333 1,41E+09

HONGOS
R1

95,66666667 9,57E+08

Concentracion de colonias (UFC/g) =P X FD
Donde:
P = Promedio de colonias en las tres cajas de dilucion

FD = Factor de la dilucién de la caja rotulada
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Anexo X. Determinacion de la concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
fragmentos de raiz (actinomicetos, bacterias fijadoras de nitrégeno y hongos)

CONCENTRACION DE COLONIAS
(UFC*g) POR MUESTRA

ACTINOMYCETOS

R2
144 1,44E+09
FIJADORES DE NITROGENO
R2
184 1,84E+09
HONGOS
R2
25,33333333 2,53E+08

Concentracion de colonias (UFC/g) = P X FD
Donde:

P = Promedio de colonias en las tres cajas de dilucion
FD = Factor de la dilucién de la caja rotulada

Anexo 11. Determinacion de la concentracion de conidios*g de suelo (cuantificacion en el
hematocitdmetro o cdmara de Neubauer)

PROMEDIOS GENERALES (conidios*g)
(R1yR2)
MICROBIOTA TOTAL
19,95 17,15
3,19E+09 2,74E+09

Concentracion de conidios (conidios/g) = X*10000*16*FD
Donde:
X = Promedio de las 20 lecturas por area

FD = factor de dilucion



16 y 10000 = constantes para cuadrantes

Anexo 12. Determinacion de la concentracion de conidios*g (cuantificacion en el

hematocitdmetro o cdmara de Neubauer) en maceracion de raiz

PROMEDIOS GENERALES (conidios*g)

R1
FIJADORAS DE
ACTINOMYCETOS NITROGENO HONGOS
4,41 3,15 4,62
7,06E+08 5,04E+08  7,39E+08

Concentracion de conidios (conidios/g) = X*10000*16*FD
Donde:

X = Promedio de las 20 lecturas por area

FD = factor de dilucién

16 y 10000 = constantes para cuadrantes

Anexo 13. Determinacion de la concentracion de conidios*g (cuantificacion en el

hematocitometro o cdmara de Neubauer) en fragmentacion de raiz

PROMEDIOS GENERALES (conidios*g)

R2
FIJADORAS DE
ACTINOMYCETOS NITROGENO HONGOS
4 4,02 6,17
6,40E+08 6,43E+08  9,87E+08

Concentracion de conidios (conidios/g) = X*10000*16*FD
Donde:

X = Promedio de las 20 lecturas por area

FD = factor de dilucion

16 y 10000 = constantes para cuadrantes

Anexo 14. Recoleccién de muestras
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Anexo 16. Dispercion de medios
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Anexo 17. Limpieza de muestras de raiz

Anexo 18. Macerado y siembra de diluciones de las muestras de raiz




Anexo 19. Pesado de suelo, desinfeccidn y siembra de muestras de suelo

Anexo 21. Presencia de colonias de los diferentes grupos funcionales
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Anexo 22. Conteo de colonias y conidios

49



Anexo 23. Técnica de tincion
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Anexo 25. Aval del traducor

CENTRO DE IDIOMAS

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del dioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica de
Cotopaxi; en forma legnl CERTIFICO gue la tmduccidn del resumen ded proyecto de
mvestigacion al Idioms Inglés presentado poc la sedonita egresads de la CARRERA DE
INGENIERIA AGRONOMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
Y RECURSOS NATURALES: SIMBASA RAMOS JESSICA ALEXANDRA, cuyo titulo
versa “DETECCION DE GRUPOS FUNCIONALES ASOCIADOS A LA RIZOSFERA
DEL CULTIVO DE PAPA (Selanwm tuberosum) EN LA LOCALIDAD DE MACHACHL,
CANTON MEJIA, PROVINCIA DE PICHINCHA™, ko realizd bajo ns supervisiin y cumple
coa una correctn estructura gramatical del Idioma.

Es todo cuanto poedo centificar en bopor a la verdad y sutonzo a la peticionania uso del peesente
cenificado de la manera ética que estimare convenientc.
Latacunys, Marzo del 2021

-

gt
Mg Lidia Rebeca Yagla Lenm
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
C.C. 1502652340

1803 “Qugitsimente por

M

12:10:01 -05'00°

ROV

GA
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Anexo 26. Analisis de propiedades fisico-quimicas del suelo (Iniap)

MC-LASPA-2201-01

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS
Panamericana Sur Km. 1. S/N Cutuglagua

Tifs. (02) 3007284 / (02)2504240
Meail. taboratorio dsafiiniap gob ec

Lnsen

INFORME DE ENSAYO No: 21-0124

NOMBRE DEL CLIENTE:  JESSICA SIMBANA FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: 17/02/2021
PETICIONARIO: JESSICA SIMBANA HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 10:50
EMPRESMNS'ITTUCION: JESSICA SIMBANA FECHA DE ANALISIS: 22/02/2021
DIRECCION: MACHACHI FECHA DE EMISION: 26/02/2021

ANALISIS SOLICITADO: SUELO3

&
Analisis N P S B K Ca Mg Zn Cu Fe Mn [Camg |Mg/K |Ca+Mg/K | Bases MO co.* Textura (%)*
meg/ meq/ meg/ meq/
Unidad PH ppm ppm ppm ppm 100¢ 1 100g ppm ppm ppm ppm 1009 % % | Arena | Limo |Arcilla| Textural IDENTIFICACION
210470 | 554 | Ac 77 |a| 22 |A| 91 |B|o4a2|8|o56|a| 488 |A| 119 |[A[BO|A| 79 |A| 345 |A| 139 [Mm]| 411 211 10,78 6,62 171 |A Muestra 1
alisi: Al+H* ] Al | Na * C.E.* |N.Total [N-NO3 *| KH20" | P H20"
Unidad 100g dS/m % ppm ppm ppm
OBSERVACIONES: * Ensayos no solicitados por el cliente
MITOOOLOGIA USADA INTERPRETACION ASREVIATURAS
- s Agua (125) [PRCamg = Onem Vodfy adc o4 Elmesto CE = |Conou:ﬁvidad Eléctrica
58 = Fostatn éw Cakio | CaFeMan = O Moty ads e = Acdo N = Newo 8 Bap MO, = IMu!eria Orgdnica
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