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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en la rizosfera de la papa, variedad super chola en el piso
altitudinal de 3400 msnm en la comunidad de Cuturuvi Chico de la provincia de Cotopaxi, tuvo
como objetivo identificar consorcios bacterianos y determinar los grupos funcionales asociados
a la rizosfera del cultivo de la papa.

La identificacion bacteriana se la realizé a través del método de secuenciacion en nanoporos
con dispositivo MinlON, con amplificacion de los genes 16s de la muestra y preparacion de
librerias de ADN, para secuenciar utilizando el kit de codigo de barras para posterior analisis
de las lecturas resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en EPI2ME. Para el analisis de
los diferentes grupos funcionales se tomé de referencia metodoldgica la metodologia de
(Bernal,Gustavo, 2005) misma que se utilizé para la determinacién de bacterias fijadoras de
nitroégeno, bacterias solubilizadoras de nitrogeno, hongos, actinomiceto, bacterias celuloliticas,
pseudomonas. De los grupos funcionales antes mencionados se realizo cinco repeticiones en
suelo y raiz mas un testigo ciego donde obtuvimos el nimero de colonias *gr? y las (Unidades
formadoras de colonias) UFC *gr ! de cada uno. Adicional para conocer el estado de
composicion del suelo se realizé un analisis fisico-quimico que se envio al laboratorio del
INIAP.

De los datos obtenidos en la investigacion se puede decir que se identifico como las familias
dominantes en la muestra de suelo la Enterobacteriaceae con 34,238 lecturas acumuladas,
caracterizan por ser solubilizadoras de fésforo y fijadoras de nitrégeno Seguido de
Xanthomonadaceae con 2,009 lecturas acumuladas mismas que Se caracteriza por poseer
bacterias celuloliticas y fijadoras de nitrogeno. EIl género mas dominante es Raoultella con
1,949 lecturas acumuladas, mismas que son bacterias patdgenas causantes de enfermedades.
Seguido de Arenimonas con 1,002 lecturas acumuladas, caracterizadas por poseer bacterias
solubilizadoras de fosforo. la especie mas dominante la Raoultella ornithinolytica con 1,097
lecturas acumuladas, especie que se caracteriza por causar patologias en el cultivo. Seguido de
Arenimonas daechungensis con 949 lecturas acumuladas, esta familia se caracteriza por poseer
bacterias solubilizadoras de fosforo, esto podria incidir en el alto contenido de nitrdgeno y
fésforo obtenido en el analisis de suelo con 43 ppm de N y 79 ppm de fésforo (P)
respectivamente

El grupo funcional de mayor numero de colonias en este tipo de suelo y piso altitudinal antes
descrito fueron Pseudomonas donde encontramos 3,56*107 Colonias*gr-1 en la muestra de
suelo y 3,41*107 Colonias*gr-1 en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe
una cantidad superior de Pseudomonas en relacion al resto de grupos funcionales en estudio.
En Unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC*gr-1), encontramos
3,04*10°UFC*gr-1y 2,41*1012 en la muestra de suelo de y 2,96*107 UFC*gr-1 en la muestra
de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor cantidad de microorganismos asociados
a la rizosfera de la papa en la muestra de suelo.

Palabras clave: Microorganismos, grupos funcionales, metagenomicos.
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ABSTRACT

The present research was carried out in the rhizosphere of the potato, a super chola variety in
the altitude floor of 3400 meters above sea level in the community of Cuturuvi Chico in the
province of Cotopaxi, aimed at identifying bacterial consortia and determining the functional
groups associated with the rhizosphere of the potato cultivation.

Bacterial identification was carried out through the method of sequencing in nanopores with
the MinlON device, with amplification of the 16s genes of the sample and preparation of DNA
libraries, for sequencing using the barcode kit for subsequent analysis of the resulting readings.
in the 16S online bioinformatics flow at EPI2ZME. For the analysis of the different functional
groups, the methodology of (Bernal, Gustavo, 2005) was taken as a methodological reference,
which was used for the determination of nitrogen-fixing bacteria, nitrogen-solubilizing bacteria,
fungi, actinomycete, cellulolytic bacteria, pseudomonas. Of the aforementioned functional
groups, five repetitions were carried out in soil and root plus a blind control where we obtained
the number of colonies * gr-1 and the (Colony-forming units) CFU * gr -1 of each one.
Additionally, to know the state of composition of the soil, a physical-chemical analysis was
carried out and sent to the INIAP laboratory.

From the data obtained in the research, it can be said that Enterobacteriaceae was identified as
the dominant families in the soil sample with 34,238 accumulated readings, characterized by
being phosphorus solubilizers and nitrogen fixers Followed by Xanthomonadaceae with 2,009
accumulated readings, which are characterized for possessing cellulolytic and nitrogen fixing
bacteria. The most dominant genus is Raoultella with 1,949 cumulative readings, which are
pathogenic disease-causing bacteria. Followed by Arenimonas with 1,002 accumulated
readings, characterized by having phosphorus solubilizing bacteria. the most dominant species
is Raoultella ornithinolytica with 1,097 accumulated readings, a species that is characterized by
causing pathologies in cultivation. Followed by Arenimonas daechungensis with 949
accumulated readings, this family is characterized by having phosphorus solubilizing bacteria,
this could influence the high nitrogen and phosphorus content obtained in the soil analysis with
43 ppm of N and 79 ppm of phosphorus (P) respectively

The functional group with the highest number of colonies in this type of soil and altitudinal
floor described above were Pseudomonas, where we found 3.56 * 107 Colonies * gr-1 in the
soil sample and 3.41 * 107 Colonies * gr-1 in the Root sample which allows us to determine
that there is a higher quantity of Pseudomonas in relation to the rest of the functional groups
under study. In Colony Forming Units per gram of soil (CFU * gr-1), we find 3.04 * 107 CFU
* gr-1 and 2.41 * 1012 in the soil sample of and 2.96 * 107 CFU * gr-1 in the root sample,
which allows us to determine that there is a greater quantity of microorganisms associated with
the potato rhizosphere in the soil sample.

Keywords: Microorganisms, functional groups, metagenomics.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO
El presente proyecto consistio en la identificacion de consorcios bacterianos y la determinacion
de diferentes grupos funcionales presentes en la rizosfera de la papa. Los grupos funcionales
encontrados fueron, bacterias fijadoras de nitrégeno, bacterias solubilizadoras de fosforo,
hongos, actinomiceto, bacterias celuloliticas, pseudomonas, asi como también se determingé la
microbiota total en los cuales se realizé el conteo de colonias y UFC por cada uno de los grupos
anteriormente descritos que se encuentran asociados a la rizosfera del cultivo de papa,
realizando el conteo de colonias y UFC en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi,
con la utilizacion de medios especificos para los siete grupos funcionales a identificar, siendo

los anteriormente mencionadas.

Las muestras recolectadas fueron tomadas dentro de la Provincia de Cotopaxi, localidad de
Cuturuvi Chico, en una altitud de 3400 msnm, donde dicho sector tiene como principal rubro
economico el cultivo de papa. Donde se recolectd dos muestras, una raiz y una de suelo de la
variedad super chola para los grupos funcionales y adicionalmente dos muestras de la rizosfera
para los analisis metagendmicos y composicionales del suelo; estos analisis se los realizo en el
laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi, en el laboratorio de
biotecnologia del CIBE vy en las instalaciones del Centro Experimental Santa Catalina (IN1AP)

en el departamento de suelos, plantas y aguas respectivamente.

La identificacion bacteriana se la realizé a través del método de secuenciacion en nanoporos
con dispositivo MinlON, con amplificacion de los genes 16s de la muestra y preparacion de
librerias de ADN, para secuenciar utilizando el kit de codigo de barras para posterior analisis
de las lecturas resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en EPI2ZME (una plataforma de

analisis basada en la nube que proporciona flujos de trabajo de andlisis en tiempo real)

Para el analisis de los diferentes grupos funcionales se tomé de referencia metodologica la
metodologia de(Bernal,Gustavo, 2005) mismo que se utilizé para los analisis de bacterias
fijadoras de nitrogeno, bacterias solubilizadoras de nitrogeno, hongos, actinomiceto, bacterias
celuloliticas, pseudomonas, se utiliz6 medios de cultivos como los es Agar Nutitivo, Rosa de

Bengala, Agar Ramos Callao, B de king, Agar Extracto de Suelo, Watanabe, Agar Caseina.

De los grupos funcionales antes mencionados se realiz6 cinco repeticiones en suelo y raiz mas

un testigo blanco donde obtuvimos las UFC *gr ! de cada uno.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
La papa es uno de los rubros importantes de los sistemas de produccion de la sierra ecuatoriana,
constituye una fuente importante de alimentacién e ingresos para la familia campesina. El
cultivo de papa se realiza en alturas comprendidas entre los 2700 a 3400 msnm, a lo largo del
callején interandino; sin embargo, los mejores rendimientos se presentan en zonas ubicadas
entre los 2900 y los 3300 msnm, donde las temperaturas fluctian entre 9 y 11°C (INIAP, 2002).

Actualmente, la diversidad de papa en el pais proviene de la agricultura familiar, siendo una
fuente de sustento para miles de agricultores en medio de la pandemia Covid-19 y la apremiante
situacién econdémica que el pais vive. Este cultivo es importante, ya que puede soportar sequias,

es decir, es mas resistente y adaptable al cambio climatico (El Telégrafo, 2019).

La vegetacion es uno de los factores mas importantes que inciden en la dinamica de las
comunidades microbianas del suelo y que actGa como regulador de la microflora edéafica
(Pedraza et al., 2010). El papel fundamental de la comunidad macrofitica se debe al aporte de
materia organica mediante la deposicién de las hojas y de otros restos vegetales, también por el
lavado de las hojas a traves del agua de lluvia, asi como por la liberacién radical de sustratos
carbonados (Martelo & Lara, 2012).

La raiz se puede considerar como la interface entre la vida terrestre y el sustrato mineral que
aporta un namero elevado de elementos esenciales (Mela, 1955). El estudio de la interaccion
entre el sistema radical de una planta y su inmediato entorno edafico es técnicamente dificil e
implica un enfoque multidisciplinario para evaluar los factores que influyen sobre las
caracteristicas de la zona de contacto directo entre suelo y raiz.

Segun, (Pozuelo, 1991) menciona que el medio que forman las raices para la comunidad
microbiana es muy inestable. Las raices cuando crecen cambian y evolucionan creando muchos
tipos de hébitats; por ello determinan la densidad y diversidad de la comunidad bacteriana

rizosférica junto con las condiciones fisico-quimicas del medio edéfico.

El area de las micorrizas se encuentra en una situacién de avance de las investigaciones,
tratando de obtener cepas eficientes en el biocontrol contra patdgenos y como biofertilizantes.
Es verdad que en el mercado existe una gama amplia de productos a base de micorrizas
importadas del exterior y de otros microorganismos con una versatilidad eficiente. Sin embargo
un buen nimero de estos productos comerciales no funcionan bajo condiciones propias ejemplo
el clima y/o el suelo del Ecuador, creando la necesidad de llevar a cabo proyectos nacionales

de investigacion especificos en cada region (Bernal,Gustavo, 2005).



El conocimiento que tenemos hoy en dia sobre la estructura de las comunidades microbianas
que integran los agroecosistemas, a nivel de composicion, distribucion y funcién, es muy
escaso, pero suficiente como para poner de manifiesto su importancia. Asi pues, la estructura
de la comunidad microbiana de un ecosistema se puede considerar el indicador bioldgico mas
sensible del estado del mismo, puesto que reacciona de manera rapida y reproducible en

respuesta a los impactos antropogénicos (Nuria Bonilla, 2012).

Por todo lo expuesto anteriormente, y contestando a las interrogantes antes planteadas, en los
diferentes pisos altitudinales, se identificaran los consorcios bacterianos y grupos funcionales

asociados a la rizosfera de la papa (Solanum tuberosum).



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION
Segun (Ferrera & Alarcon, 2001) menciona que en la actualidad, el continuo deterioro del suelo
ha tenido un impacto negativo en la comunidad microbiana del suelo y ha causado pérdidas
econdmicas en las areas agricolas, debido a los efectos adversos de los fertilizantes quimicos
sobre los suelos. Por lo tanto, es importante estudiar la relacion entre microorganismos-planta
ya que permite establecer relacion entre el tipo de suelo, especies de plantas y grupos
microbianos relacionados (Ferrera & Alarcén, 2001).

El mayor problema es la erosion del suelo, con el consiguiente desgaste fisico, pérdida de la
base nutrimental y himica, como de la actividad microbiana, comprometiendo su fertilidad y
productividad en detrimento de la seguridad y soberania agroalimentaria de la sociedad

ecuatoriana (Ferrera & Alarcon, 2001).

La papa (Solanum tuberosum) 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. En el 2015, la produccion de papa del Ecuador fue de 345,900 t en una superficie de
49.371 ha. El area sembrada en la sierra ecuatoriana fue de 98.56%, mientras que en la costa 'y
en la region oriental fue de 1.11% y el 0.33% respectivamente. Carchi, fue la provincia de
mayor produccién, con un aporte del 28% del total nacional, seguida de Chimborazo (23%),
Cotopaxi (18%), Pichincha (12%) y Tungurahua (10%). Las provincias restantes de la sierra
reportaron producciones inferiores. El rendimiento promedio del cultivo a nivel nacional fue de

7.3 t/ha, que esconde una gran variabilidad entre provincias (Ferrera & Alarcon, 2001).

La Provincia de Cotopaxi con un aporte del 18% del total de produccion en el territorio
nacional, es considerada como una potencia agricola de la sierra centro del ecuador, por lo que
la agricultura es una de las mayores actividades que sustentan el desarrollo econémico de la
misma, es por esto que el suelo es uno de los componentes del medio fuertemente afectado
cuando no existe un manejo adecuado de los recursos naturales. Son muchas las consecuencias
de un mal manejo que repercuten directamente en el suelo, como destacan la erosion,
compactacion, salinidad, disminucion de fertilidad, etc. Todas estas pueden ser englobadas en

una sola: la degradacion del suelo (Naturales, 2017).



5. OBJETIVOS

5.1.0Dbjetivo General

Analizar los consorcios bacterianos y grupos funcionales asociados a la rizosfera de la papa

(Solanum tuberosum) Var. Stper chola en el piso altitudinal de 3400 msnm.

5.1.1. Objetivos Especificos

 Identificar los consorcios bacterianos asociados a la rizosfera de la papa.

» Determinar los grupos funcionales asociados en la rizosfera de la papa



6. TABLA DE ACTIVIDADES POR OBJETIVO

Tabla 1. Cuadro de actividades por objetivo

Determinar los
diferentes grupos
funcionales

encontrados en la
rizosfera de la papa.

encontrar.
Preparacion de diluciones seriadas.

Siembra e incubacion de los medios de
cultivo.

Preparacion de la muestra para recuento de
UFC y Numero de colonias.

Determinacion de la concentracion de
unidades formadoras de colonia.

identificados.

Conteo de unidades UFC
por grupo funcional vy
UFC por gramo de suelo.

MEDIO DE
OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADO VERIEICACION
Delimitacion del area de estudio A oo o
. rupacion taxonémica
Analizar los Muestreo de la rizosfera del cultivo de la deg P CONSOICios
consorcios - : )
bacterianos asociados papa. microbianos. Arbol de taxonomia del NCBI
a la rizosfera de la Analisis gendmico microbiolégico del para las bacterias identificadas.
papa. suelo y de la raiz de la papa.
Agrupacion de consorcios microbianos
Escoger la metodologia especifica de
identificacion de grupos funcionales.
Preparacion de medios de cultivo
especificos para cada grupo funcional a .
; P o Grupos funcionales Memoria fotogréfica

Tabla de grupos funcionales
identificados.

Tabla de conteo.

Elaborado por: (Cruz, Ortiz, Nasimba & Chiquimba, 2021)




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1.Rizosfera

Es el volumen de suelo que rodea a las raices de las plantas en donde ocurren un sin nimero de
fendmenos de interaccion quimica, fisica, bioquimica y bioldgica entre los componentes

bidticos y abitticos del suelo (Sevilla, 2015).

7.1.1. Caracteristicas de la rizosfera

Ofrece un ambiente muy favorable para el desarrollo de microorganismos, gracias a una gran
estabilidad de las particulas del suelo, esto es por la accion mecanica de las raices y la accion
aglutinante. Ademas, existe también una alta concentracion de nutrientes al ser un lugar destino
de produccion de carbohidratos por el proceso de fotosintesis, es decir, las plantas producen
exudados radiculares ricos en hidratos de carbono que son una fuente importante de energia
para los microorganismos presentes, benéficos como fitopatdgenos. Entre un 2-5 % de las
bacterias presentes en la rizosfera ejercen un efecto benéfico sobre el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Sevilla, 2015).

7.2.;,Qué son las bacterias?

Una bacteria es un microorganismo unicelular procariota con una estructura sencilla, no
presentan nucleo ni organulos membranosos internos, tienen pared celular compuesta por
peptidoglicano y algunas también presentan flagelos, u otros componentes similares con este,
que les permiten moverse, pueden vivir en condiciones ambientales muy extremas. Por lo
general su tamafio es de algunos micrémetros de largo (entre 0,5 y 5 um) y se presentan de

diversas formas: esferas (cocos), barras (bacilos) y hélices (espirales), etc (Ambientech, 2021).

7.2.1. Consorcios bacterianos

Es una asociacion natural de dos o méas poblaciones bacterianas, que actian conjuntamente
como una comunidad en un sistema complejo, donde todos se benefician de las actividades de
los demas, sus miembros mantienen la compatibilidad metabdlica y ecolégica siempre y cuando
las transformaciones ambientales que se generan permitan que ellos coexistan. La asociacion
refleja estilos de vida sinérgicos o sintroficos (que significa “comiendo juntos™) en el que el
crecimiento y el flujo ciclico de nutrientes se conduce mas efectiva y eficientemente que en

poblaciones individuales (Carrefio & Restrepo, 2010).
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7.3.Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras de crecimiento en las plantas (PGPR), son un grupo de diferentes
microorganismos que pueden incrementar el crecimiento y la productividad vegetal, los
géneros mas conocidos y utilizados en la agricultura son: Rhizobium, Pseudomonas, y

Azospirillum, Actinoplanes, Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, etc (Intagri, 2021).

Las PGPR presentan grandes ventajas para incrementar la productividad de los cultivos AL

actuar favoreciendo el crecimiento vegetal de manera diferentes maneras, como:

e Fijacion de nitrogeno atmosférico.

e Produccién y sintesis de sider6foros (es un compuesto quelante de hierro secretado por
microorganismos).

e Solubilizacion de minerales (especialmente fosforo).

e Sintesis de fitohormonas (auxinas, citocininas y giberelinas).

e Sintesis de la enzima ACC Deaminasa.

e Enzimas liticas de pared celular fungosa.
(Intagri, 2021).

Para llevar a cabo estas funciones las PGPC actuan a través de diversos mecanismos, como
bioestimulantes, fitoestimuladores, biopesticidas o agentes de biocontrol. Las bacterias que
actuan como fitoestimuladores, tienen la habilidad de producir o cambiar la concentracion de
los reguladores de crecimiento tales como: &cido indolacético, acido giberélico, citocininas y
etileno. Mientras que los biopesticidas o agentes de control biolégico, promueven el
crecimiento de las plantas a través del control del fitopatdgeno, principalmente por la

produccion de antibidticos y metabodlicos antiflngicos (Intagri, 2021).

7.4.Microbiota del suelo interface raiz suelo

La microbiota del suelo, estd definida como los microorganismos presentes en el suelo tales
como bacterias, hongos, protozoos etc, que se establecen generalmente en la rizosfera, y en su
mayoria viven la capa superficial del litter o residuos vegetales frescos. Estos organismos
constituyen la parte viva de los suelos y contribuyen al funcionamiento de los ecosistemas, ya
que de ellos depende el mantenimiento de la estructura del suelo, la descomposicién de la

materia organica y la disponibilidad y reciclaje de nutrientes (Orlando & Catagfia, 2019).
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7.5.Grupos funcionales

Se define como la presencia y abundancia relativa de los rasgos funcionales de los
microorganismos (hongos y bacterias) en un ecosistema que se consideran relevantes en
relacion con su respuesta al ambiente y/o su efecto en el funcionamiento del ecosistema que
comparten el estado o nivel de varios atributos que pueden conformar un grupo funcional y al
igual que los atributos, pueden ser definidos respecto a su contribucién a los procesos
ecosistémicos o por la respuesta de las especies a cambios en las variables ambientales
(Castellanos-castro & Argenis Bonilla, 2011).

7.5.1. Los hongos

Son organismos con capacidad de mostrar formas diversas segun las condiciones ambientales
(pleomorfismo). Son heterotroficos con nucleo verdadero, rodeados por una pared celular hecha
de celulosa, quitina 0 ambas, con base estructural somatica filamentosas ramificadas debido a
sus hifas que a su conjunto se lo denomina micelio, la reproduccion es sexual o asexual,

mediada por esporas (Herrera, 2012).

Asumen un papel clave en la cadena alimenticia del suelo, en los procesos de descomposicion
de que mineralizan y reciclan nutrientes de plantas y la rizosfera, son mediadores del equilibrio
entre los patdgenos y sus antagonistas, interactian con una compleja comunidad microbiana
que incluye: bacterias, actinomicetos (actinobacterias) y pequefios invertebrados (Pfenning &
Abreu, 2011).

7.5.2. Bacterias solubilizadoras de fosforo y captadores de fosforo

Los organismos involucrados en las transformaciones del fosforo (P) en el suelo incluyen
bacterias, hongos, cromistas, protozoos y algunos nematodos. En general, los microorganismos
del suelo dinamizan el ciclo del fosforo (P) a través de procesos de mineralizacion,
inmovilizacidny solubilizacion, los cuales estan relacionados con su metabolismo nutricional.
Debido a que las fuentes organicas no son utilizadas directamente para la nutricion
microbiana, éstas deben primero hidrolizarse por la accion de enzimas fosfatasas,
producidas y secretadas al suelo por los microorganismos, varios estudios pusieron en
evidencia la capacidad solubilizadora de fosfatos de: Erwinia, Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus,

Aereo-bacter, Flavobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Arthrobacter, Rhodobacter,
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Pantotea y Klebsiella, entre las bacterias y, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma vy

Fusarium entre los hongos (Patifio-torres, 2014).

7.5.3. Bacterias celuloliticas

Estas bacterias tienen la habilidad bioquimica de producir células, enzimas que pueden
hidrolizar la celulosa. También pueden utilizar celobiosa (disacérido) y otros carbohidratos.
Especies celuloliticas de importancia son: Bacteroides succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, Ruminococcus albus, Clostridium loch headii y Cillobacterium cellulosolvens
(U Chile, 2021).

7.5.4. Actinomicetos

Los actinomicetos son bacterias filamentosas, Gram positivas, con propiedades quitinoliticas,
alto contenido de guanina y citosina en su ADN, caracteristica que los hace morfol6gicamente
diversos entre si y ayuda a diferenciarlos de otras bacterias Gram positivas. La mayoria de las
especies son heterotrofas, aerobios, mesofilas, crecen en un rango de temperatura entre 25°C y
30°C y son poco tolerantes a la acidez, razdn por la cual requieren pH neutro para su éptimo
crecimiento, aunque crecen en un rango de pH entre 5.0 y 9.0 Los suelos que presentan
condiciones semiaridas, con una humedad baja, como los suelos franco arenosos, son ideales
para el desarrollo de estos microorganismos debido a la aireacion y poca capacidad para retener

agua (Jiménez, 2010).

7.5.5. Bacterias fijadoras de nitrégeno

Dentro de las bacterias fijadoras de nitrdgeno encontramos dos grupos de organismos. Al primer
grupo pertenecen bacterias moviles del suelo, que son atraidas hacia la raiz por compuestos que
ésta libera. Pertenecen al grupo de quimioorganotrofos aerobios, se denominan Rizobios. A este
grupo pertenecen Rhizobium (nodulan en raices de leguminosas de climas templados y
subtropicales), Azorhizobium (nddulos en tallos y raices) y Bradyrhizobium (nodula raices de
soja). Existen otros formadores de nodulos de fijacion dudosa de nitrdgeno como son:
Phyllobacterium (forma nédulos en tallos y hojas de mirsinaceas y rubiaceas) y Agrobacterium
(Garcia, 2011).

El segundo grupo esta formado por Actinomicetos (bacterias Gram positivas) que nodulan
raices de muchos arboles y arbustos. Son aquellas bacterias filamentosas que viven en simbiosis
con plantas actinorricicas (angiospermas capaces de formar nddulos) y son pertenecientes al

género (Frankia). No forma micelio aéreo y sus esporas son inmdéviles (Garcia, 2011).
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7.5.6. Pseudomonas

Son muy comunes en la naturaleza y pueden aislarse de una gran variedad de materiales
naturales. Varias cepas son conocidas por su versatilidad nutricional hacia compuestos
organicos de bajo peso molecular en medios totalmente desprovistos de factores organicos de
crecimiento; esta capacidad, combinada con una rapida tasa de crecimiento, les permite
predominar en microorganismos que crece en medios naturales que tienen una reaccion cercana

a la neutralidad y alguna materia orgénica en solucion (Green, 2013).

Las caracteristicas morfoldgicas basicas comunes a casi todas las especies son la forma de
varilla recta. No se producen esporas y la reaccion de Gram es negativa. Estos atributos
morfoldgicos definen las “pseudomonas” pero la admision al género Pseudomonas requiere
algunas propiedades fisioldgicas adicionales, como un metabolismo energético puramente

respiratorio y una nutricién de tipo quimioorganotréficas (Green, 2013).

7.6.La papa

Es uno de los cultivos mas importantes de la regién 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.
(FAO, 2012).

El Instituto de Estadisticas y Censos (INEC), manifiesta que el cultivo de la papa en el Ecuador,
ocupa una superficie de 66 000 hectareas, con una produccion promedia de 480 000 toneladas
métricas anuales (FAO, 2012).

Segun el mismo INEN, a este cultivo se dedican en el pais alrededor de 42.000 familias en el
pais, tanto por su importancia nutricional, como por el aporte econémico que representa a sus
economias (FAO, 2012).



7.6.1. Taxonomia

Reino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Geénero

Especie

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Solanales
Solanaceas
Solanum

Tuberosum

(U Chile, 2021).

14
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8. PREGUNTA CIENTIFICA
¢Mediante la secuenciacion gendémica y la utilizacion de medios especificos para el cultivo de
bacterias se puede identificar y determinar consorcios bacterianos y grupos funcionales

asociados a la rizosfera del cultivo de la papa?

9. METODOLOGIA
Objetivo 1: Analizar los consorcios bacterianos asociados a la rizosfera de la papa.

Actividad 1. Delimitacion del area de estudio.

Para la delimitacion del area de estudio, se buscd un predio que cuente con las condiciones
favorables al cultivo de papa, utilizando herramientas de ubicacion geogréfica (Google-Earth,
2021) se procede al levantamiento geografico con coordenadas y altitud exacta del piso

altitudinal.

Figura 1. Ubicacién geografica del lugar de toma de muestras (piso altitudinal)

Cotopaxi - Pujili - Cuturuvi Chico

Coordenadas Altitud

-1.00061662 LAT

3400 msnm

-78.730547 LONG

Fuente:(Google-Earth, 2021). Elaborado por: (Cruz, 2021).
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Actividad 2. Muestreo de la rizosfera del suelo del cultivo de papa.

Se utilizé la metodologia del manual establecido por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) donde indica que las muestras edaficas deben ser tomadas de areas que
se encuentre libres de fertilizaciones inorgéanica y labores culturales, la profundidad para
obtener la muestra es de 20 a 30 cm (INIAP, 1989).

Se obtuvo tres muestras de suelo mediante el método de zig- zag de manera aleatoria con sus
puntos GPS correspondientes de cada muestra, aproximadamente se obtendra un kilogramo de
toda el area de estudio. Se procede a retirar materiales extrafios que no son parte del microbiota

del suelo, para facilitar la preparacion del medio de cultivo.
Empaquetado y etiquetado de muestras.

Las muestras fueron colocadas en funda ziploc con su respectiva identificacion del lugar o parte

del suelo con siglas A1, A2, A3 de donde fueron tomadas cada una, previo a su analisis.

Actividad 3. Analisis gendmico microbiano

La identificacion bacteriana se la realizd a traves del método de secuenciacion en nanoporos
con dispositivo MinlON, con amplificacion de los genes 16s de la muestra y preparacion de
librerias de ADN, para secuenciar utilizando el kit de codigo de barras para posterior analisis
de las lecturas resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en EPI2ME (una plataforma de

analisis basada en la nube que proporciona flujos de trabajo de analisis en tiempo real)

Actividad 4. Agrupacion de consorcios microbianos

Para la estructuracion de arboles taxondmicos se analizé con los taxones identificados en
contraste con la base de datos de la NCBI. EIl archivo contiene una tabla con los descriptores
de las guias y la hoja con los taxones segun los cddigos de barra publicado en el flujo
bioinformatico de EPI2ZME

Objetivo 2: Determinar los diferentes grupos funcionales encontrados en la rizosfera de
la papa.
Actividad 1: Escoger la metodologia especifica para el cultivo y aislamiento

Se realizd una revision bibliografica de las diferentes metodologias para el aislamiento

microbioldgico de grupos funcionales y se escogio la metodologia de (Bernal,Gustavo, 2005).



17

Para el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC*gr?) de suelo se utilizé el manual
de analisis de calidad para formulaciones con base en hongos biocontroladores (determinacién
de viabilidad / concentracion de unidades formadoras de colonia, cuantificacion por recuento
en cajas Petri) (Baez et al., 2019).

Actividad 2: Preparacion de medios de cultivos especificos para cada grupo funcional a
encontrar.

Para realizar los medios de cultivo especificos se utilizo los siguientes reactivos vy

procedimientos indicados en la tabla adjunta
Medios de cultivo y grupo funcional

Agar nutritivo Microbiota total
Agar extracto de suelo Bacterias celuloliticas.

Agar rosa de bengala  Poblacion total de hongos

Agar watanabe Bacterias fijadoras de nitrégeno
Agar caseina Actinomicetos
Agar B de King Pseudomonas

Agar Ramos Callao Solubilizadores de fosforo
(Bernal,Gustavo, 2005)

Tabla 2. Grupo funcional y medio utilizado

GRUPO FUNCIONAL Y MEDIO UTILIZADO DOSIS

MICROBIOTA TOTAL
AGAR NUTRITIVO

o Agua destilada e 1000 ml
o Agar nutritivo e 204l
° Ph e 7.0

PROCEDIMIENTO:

En un frasco con tapa se coloca 1000 ml de agua destilada y se pesan 20 g de agar nutritivo.
Se lo lleva a un agitador, hasta que la mezcla sea algo homogénea, a la vez que se mide el pH,
estabilizandolo en 7.0 con el uso de &cido clorhidrico 1N o hidroxido de sodio 1N. Se

esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.
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POBLACION TOTAL DE HONGOS
AGAR ROSA DE BENGALA

o D — Glucosa

o Peptona micolégica

o Fosfato monopotéasico

o Sulfato de magnesio hidratado
o Rosa de bengala

o Estreptomicina

° Agar

o Agua destilada

. Ph

10 g/l
59/l
19/l
0.5/
0.035g/l
30 mg/l
15 g/l
1000 ml
5.5

PROCEDIMIENTO:

En un recipiente con tapa se coloca 1000 ml de agua destilada en la que se va colocando todos
los reactivos en las cantidades establecidas, excepto la estreptomicina. Se lo lleva a un
agitador, hasta que la mezcla sea algo homogénea, a la vez que se mide el pH, estabilizandolo

en 5.5 con el uso de &cido clorhidrico diluido o hidréxido de sodio en soluciéon. Se esteriliza

en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

Luego, la estreptomicina se diluye en 10 ml de agua y se la afiade antes de dispensar el medio
en las respectivas cajas, con la ayuda de una jeringuilla y un filtro. La estreptomicina inhibe

el desarrollo y crecimiento de bacterias, permitiendo que solo los hongos aparezcan.

BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFORO
AGAR RAMOS CALLAO

o Extracto de levadura
o Glucosa

o Fosfato tricélcico

o Agua destilada

. Agar

o Ph

2 g/l

20 g/l

2 g/l
1000 ml
22 g/l

7
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PROCEDIMIENTO:
En un recipiente con tapa se coloca 1000 ml de agua destilada en la que se va colocando
el extracto de levadura, la glucosa y el fosfato tricalcico, en las cantidades indicadas. Se
lo lleva a un agitador, hasta que la mezcla sea algo homogénea, a la vez que se mide el
pH, estabilizandolo en 7.0 con el uso de acido clorhidrico 1N o hidréxido de sodio 1 N,
se afiade el agar y luego se lo esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de

presion.

BACTERIAS CELULOLITICAS
AGAR EXTRACTO DE SUELO

o Fosfato dibasico de potasio (POsHK?>) e 0590/
o Nitrato de amonio (NOsNHa4) e 0.15¢/
o Carboximetilcelulosa e 1259/
o Agar e 204l

o Extracto de suelo e 100 mi
. Ph e 65

PROCEDIMIENTO:

En un recipiente con tapa se coloca 850 ml de agua destilada en la que se va colocando el
fosfato dibasico de potasio y el nitrato de amonio en las cantidades indicadas. Los 850 ml van
en funcion de los restantes volumenes que se van a utilizar (carboximetilcelulosa y extracto
de suelo).

La carboximetilcelulosa se diluye en 50 ml de agua destilada, con la ayuda de un agitador y
se lo coloca al calor y una vez que ha sido diluida se lo pone al medio final.

El extracto de suelo se obtiene mediante la recoleccion de tierra de jardin rica en humus. Se
limpia la hojarasca o impurezas de la superficie, se toma aproximadamente 1 kilogramo de
suelo el mismo que se tamiza a una malla menor a 2 mm, hasta obtener una muestra de 500
gramos. Luego en 1000 ml de agua corriente se coloca el suelo y se agita bien. Se esteriliza
en erlenmeyer amplio en la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion. Se lo retira 'y se
deja decantar lo suficiente para luego filtrar a través de papel Whatman (papel filtro) en una
bomba de vacio por lo menos dos veces. El filtrado es llevado a la centrifuga, a 3600 rpm,

por 20 minutos. De la solucion final se toma 100 ml y se afiade a la solucién inicial del medio
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de cultivo, se lo lleva a la agitadora y se regula el pH a 6.5, al final se afiade el agar. EI medio

se esteriliza en la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

ACTINOMICETOS
AGAR CASEINA

o Almiddn soluble e 10g
o Caseina e 1g
. KH2 PO4 e 05¢g
o Agar e 109
. Ph o 7.1

PROCEDIMIENTO:

En un recipiente con tapa se coloca 950 ml de agua destilada, se coloca la caseina, el fosfato
monopotasico. El almidon debe ser diluido a parte al calor en 50 ml de agua destilada hasta
que esté transparente, sin llegar a ebullicién, entonces se lo pasa a la formulacion final. Se lo
lleva a la agitadora, se estabiliza el pH en 7.0, y se coloca el agar, para luego esterilizar en el

autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

WATANABE
o Glucosa o 59l
o Manitol e 5g/
o Almidén e 454l
. Acido mélico e 350¢l
o Agar e 1759/
. pH e 68-72
o Solucién Il e 50ml
. Solucién 111 e 15ml
o Bromotimol azul al 1% en etanol e 2ml
o Agua destilada e Aforara 1000 ml
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SOLUCION | e 750 mg/l
o H3BO3 e 550 mg/l
o ZnS04. 7TH20 e 350 mg/l
. CoS0s4. 7TH20 o 21.8mg/l
o CuS0Og4. 4H20 e 20 mg/l
o MnCl,. 4H20 e 1000 ml
o Agua destilada
SOLUCION I
o FeSOa4. 7H20 e 0804l
. MgSO4. 7H20 e 409/l
o Na:Mo0Os. 7TH20 e 0.11804¢/l
. CaCl.. 2H.0 o 4gll
o EDTA é&cido e 084l
o Solucion | o 4mll
o Agua destilada e 1000 ml
SOLUCION I
. KH2PO4 e 409l
. K2HPO4 e 60g¢/l
o Agua destilada e 1000 ml

PROCEDIMIENTO:

Para preparar 1000 ml de medio watanabe se mide 500 ml de agua destilada en una botella
con tapa rosca, se coloca la glucosa, el manitol y el &cido malico. El almiddn se diluye al calor
en 50 ml de agua destilada, una vez bien diluido se lo afiade al medio, tomando en cuenta
todos los volimenes agregados. Se afiade las soluciones 11 y 111 (tomando los reactivos en las
cantidades indicadas) se toman los voliumenes especificados y se afiade al medio de cultivo.
El bromotimol azul al 1% en etanol se prepara pesando 1 g de este reactivo y diluyendo en
100 ml de etanol; de lo cual se toma 2 ml en 1000 ml de medio, con la ayuda de una pipeta.
Se suman los volumenes indicados y se descuentan para saber la cantidad faltante para
completar 1000 ml. Se nivela el pH entre 6.8 y 7.2 y se coloca el agar.

Se coloca 6 ml en cada tubo y se esteriliza a 15 libras por 15 minutos en el autoclave. Luego

dentro de la cAmara de flujo se siembran 0.2 ml de la dilucion de la muestra correspondiente.
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PSEUDOMONAS
B DE KING

e Peptona e 204/

e Agar purificado o 129¢l/l

e K2HPO4 (anhidro) e 15¢g/

e MgSO4. 7 H20 (anhidro)) o 1.5¢/l

e Solubilizante e 1000ml
COMPOSICION TEORICA (g/l de agua destilada) EI medio King B se elabora de acuerdo
con la formula tedrica descrita por King, Ward y Raney.

Fuente: (Bernal,Gustavo, 2005). Elaborado por: (Cruz, Chasi, Ortiz, Nasimba, & Chiquimba
2021).

Actividad 3. Preparacion de diluciones seriadas

Meétodo de siembra por diluciones seriadas

Se realizé cuando una muestra de microorganismos supera los 300 UFC facilitando el conteo y

obtener resultados confiables contenga disoluciones.

Figura 2. Diluciones seriadas

Fuente: (UpoTV, 2017).

1. Tomar (1 ml) de la suspension madre y colocar en otro tubo con 9 ml de solucion estéril
de agua destilada.

2. Agitar en vortex vigorosamente el tubo hasta que la muestra se disperse completamente

3. A partir de la dilucion 1072 repetir los pasos anteriores tantas veces como sea necesario

para alcanzar la (dilucion 107°).
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Marcar los tubos con el nombre de la dilucién correspondiente (ej. 1072 1073, 107%,
etc.) El nimero de diluciones dependerd de la concentracion del producto generalmente

se realiza hasta la dilucién 1073

(Baez et al., 2019)

Meétodo de siembra por fragmento de raiz

Es una siembra directa consiste en introducir muestra vegetal (indculo) a una medida de las

diferentes zonas de la raiz y posterior colocar en una solucion nutritiva, con el fin de iniciar un

cultivo microbiano, para su desarrollo y multiplicacién. Una vez sembrado, el medio de cultivo

se incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento (UpoTV, 2017).

Actividad 4: Siembra e incubacion en los medios de cultivos.

Seleccionar las diluciones a la en la muestra de suelo 10°Y colocar 1 ml de dilucion por
caja Petri.

Fragmentar partes iguales de raiz y colocar entre 4 a 5 fracciones.

Tener 10 repeticiones (cajas inoculadas) por grupo funcional 5 de suelo y 5 de raiz por
dilucion y fragmento de raiz se siembra 10 cajas, es decir cinco cajas Petri por repeticidn
resultando en total de 10 muestras mas un testigo.

Rotular las cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua.
Sellar la caja Petri sembrada con papel Parafilm o papel pléstico de cocina.
Incubar entre 25°C y 27 C° por el tiempo estandarizado.

(Baez et al., 2019)

Actividad 5. Preparacion de la muestra para recuento de UFC y numero de colonias.

Proceso

1.

2.

Realizar un raspado de la caja Petri

Tomar una muestra 1 gr para muestras sélidas o 1 ml con micropipeta para muestras

liquidas.
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3. Colocar las muestras en tubos de ensayos con 9 ml de agua destilada.
4. Agitar en vortex hasta que la muestra se disperse completamente.

5. La suspensién obtenida corresponde a la suspensién madre o dilucién 1071

6. A partir de la dilucion 1072 repetir los pasos anteriores tantas veces como sea necesario

para alcanzar la (dilucion 107°).

(Baez et al., 2019)

Actividad 6. Determinacion de la concentracion UFC y numero de colonias.

Basados en la concentracion del producto reportada por el fabricante, se selecciond las
diluciones a sembrar para realizar el conteo destacar que en algunos casos se desconoce la

concentracion y entonces se debe seleccionar un rango mas amplio de diluciones para sembrar.

e Colocar una muestra en la cAmara de Neubauer, colocar el cubreobjetos y contar.
e Para el conteo en él cuenta colonias se procede a colocar la caja Petri en el equipo.
e Registro de los datos obtenidos segun la dilucion sembrada y la repeticion.

e Calcular el porcentaje de germinacion.

(UpoTV, 2017)

10. ANALISIS Y RESULTADOS

10.1. Identificacion de consorcios bacterianos

Figura 3. Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas por familia de la

muestra de suelo
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Enterobacteriaceae

Xanthomonadaceae

Rhodanobacteraceae

Legionellaceas

Bradyrhizobiaceae

Comamonadaceae
Burkholderiaceae

root Oxalobacteraceae

Sterolibacteriaceae

. |sosphaeraceae
Lineage

Taxa - Not Classified
Taxa - Classified

Gemmataceae

Fuente: (CIBE, 2021).

Como se presenta en la (Figura 3) las familias dominantes en la muestra fueron
Enterobacteriaceae y Xanthomonadaceae, ademéas de estas 2 familias se identifico

Gemmataceae, como principales familias en relacion a lecturas acumuladas.

Tabla 3. Se muestran los 10 primeros taxones a nivel de familia con una abundancia > 0.1

% con relacion a grupos funcionales.

Familia Lecturas acumuladas Grupo funcional

Solubilizadoras de fosforo y fijadoras de

Enterobacteriaceae 34,238 o )
nitrogeno (Hernandez, 2015)
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Fijadoras de nitrogeno, celuloliticas
Xanthomonadaceae 2,009
(Candido da Silva et al., 2017)
Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez
Gemmataceae 1,609
et al., 2008)
Fijadoras de nitrogeno
Burkholderiaceae 600
(Bolivar-Anillo et al., 2016)
Fijadoras de nitrégeno
Comamonadaceae 596
(Hernandez Zavala, 2016)
: Patogeno
Legionellaceae 520 9
(Microservices, 2021)
Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez
Isosphaeraceae 381
et al., 2008)
Fijadoras de nitrogeno
Oxalobacteraceae 327
(Alonso, 2021)
_ ) Poblacién total de bacterias (Calvo Vélez
Sterolibacteriaceae 282
et al., 2008)
Poblacidn total de bacterias (Calvo Vélez
Rhodanobacteraceae 262
et al., 2008)

Fuente: (CIBE, 2021) Elaborado por: (Cruz, 2021)

Como se determina en la (Tabla N°3) se puede distinguir 10 taxones representativos con el
0.1% de abundancia, siendo la familia m&s dominante la Enterobacteriaceae con 34,238
lecturas acumuladas, lo que hace prever que en esas se encuentran grupos funcionales
representativos  esto concuerda con (Hernandez, 2015) donde indica que estas bacterias se
caracterizan por ser solubilizadoras de fdsforo y fijadoras de nitrogeno . Seguido de
Xanthomonadaceae con 2,009 lecturas acumuladas, mismas que segun (Candido da Silva et al.,
2017) describe que esta familia se caracteriza por poseer bacterias celuloliticas y fijadoras de
nitrogeno. Las presencias de estas dos familias con sus caracteristicas funcionales podrian
incidir en el alto contenido de nitrogeno y fosforo obtenido en el analisis de suelo con 43 ppm

de Ny 79 ppm de fosforo (P) respectivamente (Anexo 22).
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Figura 4. Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas por género de la

muestra de suelo

Gemmatimonas

Raoultella
Citrobacter
Klebsiella

root
Stenotrophomonas
Arenimonas

Lysobacter
Legicnella
Pseudomonas

Bradyrhizobium

Lineage
Taxa - Not Classified
Taxa - Classified

Reyranella

Fuente :(CIBE, 2021)
Como se presenta en la (Figura 4) los géneros dominantes en la muestra fueron Raoultella

y Arenimonas, como principales familias en relacién a lecturas acumuladas.

Tabla 4. Se muestran los 10 primeros taxones a nivel de género con una abundancia > 0.1

% con relacion a grupos funcionales.

) Lecturas
Geénero Grupo funcional
acumuladas
Patogen
Raoultella 1,949 atogeno
(Cubero-Aguero et al., 2021)
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Solubilizadoras de fosforo

Arenimonas 1,002
(Posso, 2019)
) Patogeno
Legionella 497
(Microservices, 2021)
Fijadoras de nitrégeno — Solubilizadoras de
Stenotrophomonas 412 fosforo
(Pérez-Corral et al., 2017)
Nematicida
Lysobacter 232 (Almazan et al., 2015)
Poblacion total de bacterias
N Fij itro
Bradyrhizobium 995 ijadoras de nitrégeno
(Llerena, 2014)
Solubilizadoras de fosforo- Fijadoras de
Pseudomonas 220 nitrogeno
(ControlBio, 2021)
Reyranella 214 Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez et
al., 2008)
Citrobacter 150 Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez et
al., 2008)
Gemmatimonas 146 Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez et

al., 2008)

Fuente: (CIBE, 2021) Elaborado por: (Cruz, 2021)

Como se observa en la (Tabla N°4) se puede distinguir 10 taxones representativos con el 0.1%

de abundancia, siendo el genero mas dominante la Raoultella con 1,949 lecturas acumuladas,

mismas que segun (Microservices, 2021) indica que este género posee bacterias patdgenas

causantes de enfermedades. Seguido de Arenimonas con 1,002 lecturas acumuladas, lo que

hace prever que en esas se encuentran grupos funcionales representativos, esto concuerda con

(Posso, 2019) mismo, que describe que esta familia se caracteriza por poseer bacterias

solubilizadoras de fosforo. Las presencias de esta familia con sus caracteristicas funcionales



29

podrian incidir en el alto contenido de fésforo obtenido en el analisis de suelo con 79 ppm de
fosforo (P) (Anexo 22).

Figura 5. Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas por especie de la

muestra de suelo

Gemmatimonas phototrophica

Raoultella ornithinolytica

Raoultella terrigena
Citrobacter freundii

Stenotrophomonas pavanii
Stenotrophomonas maltophilia
root

Arenimonas daechungensis
Legionella tunisiensis
Bradyrhizobium lupini

Reyranella soli
Lineage
Taxa - Not Classified
Taxa - Classified Singulisphaera rosea

Fuente:(CIBE, 2021)

Como se observa en la (Figura 5) los géneros dominantes en la muestra fueron Raoultella
ornithinolytica, Arenimonas daechungensis y Raoultella terrigena como principales familias en

relacion a lecturas acumuladas.

Tabla 5. Se muestran los 10 primeros taxones a nivel de especie con una abundancia > 0.1

% con relacion a grupos funcionales.

) Lecturas
Especie Grupo funcional
acumuladas
Raoultella ornithinolytica 1,097 Patogeno
(Cubero-Aguero et al., 2021)
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Arenimonas daechungensis 949 Solubilizadoras de fosforo
(Posso, 2019)
Raoultella terrigena 840 Patogeno
(Cubero-Aguero et al., 2021)
Fijadoras de nitrogeno — Solubilizadoras
Stenotrophomonas pavanii 257 de fosforo
(Pérez-Corral et al., 2017)
Fijadoras de nitrogeno — Solubilizadoras
Stenotrophomonas maltophilia 152 de fosforo
(Pérez-Corral et al., 2017)
Legionella tunisiensis 111 Patogeno
(Microservices, 2021)
Reyranella soli 102 Poblacion total de bacterias (Calvo Veélez
et al., 2008)
Citrobacter freundii 99 Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez
et al., 2008)
Gemmatimonas phototrophica 84 Poblacion total de bacterias (Calvo Veélez
et al., 2008)
. . Poblacion total de bacterias (Calvo Vélez
Singulisphaera rosea 84
et al., 2008)

Fuente: (CIBE, 2021) Elaborado por: (Cruz, 2021)

Como se muestra en la (Tabla N°5) se puede distinguir 10 taxones representativos con el 0.1%
de abundancia, siendo la especie mas dominante la Raoultella ornithinolytica con 1,097 lecturas
acumuladas, especie que se caracteriza segun (Cubero-Aguero et al., 2021) por causar
patologias en el cultivo. Seguido de Arenimonas daechungensis con 949 lecturas acumuladas,
lo que hace prever que en estas se encuentran grupos funcionales representativos  esto
concuerda con (Posso, 2019) describe que esta familia se caracteriza por poseer bacterias

solubilizadoras de fdésforo. Las presencias de esta familia con sus caracteristicas funcionales
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podrian incidir en el alto contenido de fésforo obtenido en el analisis de suelo con 79 ppm de

fosforo (P) (Anexo 22).

10.2. Determinacion de grupos funcionales

La interpretacion de los resultados se los realiz6 de acuerdo a los datos obtenidos por el conteo
de colonias, mediante el contador de colonias, en colonias*gr-1 y del conteo de Unidades
formadoras de colonias mediante el uso de la Camara de Neubauer en UFC*gr. A continuacion
se realiza la descripcion de las figuras de barras tanto por método de siembra de diluciones de

suelo, como de siembra por fragmentos de la raiz.

10.2.1. Determinacion de Microbiota total.

Grafico 1. Concentracion de colonias *gr-1 de Poblacion total de bacterias
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POBLACION TOTAL DE BACTERIAS
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Grafico 1), encontramos 3,04*107 colonias*gr™ en la muestra de suelo
y 2,96*107 colonias en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor

presencia de poblacion total de bacterias asociados a la rizosfera de la papa en la muestra de
suelo.

Gréfico 2. Concentracion de UFC*gr-1 de Poblacion total de bacterias
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Elaborador por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Gréafico 2), encontramos 2,41*10*2 UFC*gr en la muestra de suelo y
1,06*10% en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor presencia de
poblacion total de bacterias asociados a la rizosfera de la papa en la muestra de suelo.

Esto indica una diferencia entre las lecturas obtenidas de suelo y raiz lo que depende de varios
factores como afirma (Calvo Vélez et al., 2008) en su “Estudio de las poblaciones microbianas
de la rizosfera del cultivo de papa (Solanum tuberosum) en zonas altoandinas” el cual escribe
que la abundancia de bacterias en la rizosfera en comparacidn con otros microorganismos se
puede deber a su rapido crecimiento y la habilidad que presentan de utilizar un amplio rango
de sustratos como fuentes de carbono o nitrogeno. Asi también que los factores de los que
depende el crecimiento bacteriano son: la temporada, el tipo de suelo, la vegetacion, el

contenido de humedad, el tipo de labranza y fertilizacion.

10.2.2. Determinacion de bacterias solubilizadoras de fésforo.

Gréfico 3. Concentracion de colonias *gr-1 de Bacterias solubilizadoras de fosforo
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BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFORO
CONCENTRACION DE COLONIAS
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Grafico 3), encontramos 3,33*107 colonias *gr* en la muestra de suelo
y 1,90*107 colonias*gr en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor

cantidad de microorganismos asociados a la rizosfera de la papa en la muestra de suelo.

Gréfico 4. Concentracion de UFC*gr-1 de Bacterias solubilizadoras de fésforo
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en la (Gréafico 4), encontramos 1,67*10'2 UFC*gr? en la muestra de suelo y

5,24*10' UFC*gr? en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor
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cantidad de bacterias solubilizadoras de fosforo, asociados a la rizosfera de la papa en la muestra
de suelo.

Lo que nos permite determinar una mayor cantidad de bacterias solubilizadoras de fosforo en
el suelo lo cual demuestra que hay una mayor actividad microbiana en las muestras de suelo lo
cual corrobora con el analisis de suelo emitido por el INIAP que determina un Ph de 5,92
(Anexo 22)

Asi mismo, (Pineda M, 2015) menciona que un pH alto en el medio de cultivo puede favorecer
la actividad de la glucosa oxidasa [4], que es la principal enzima implicada en la solubilizacion
de fosfatos. De igual forma, se ha observado que la disminucion en la concentracidn de fosforo
insoluble puede ser influenciada por otros factores.

10.2.3. Determinacion de Actinomicetos.

Gréfico 5. Concentracion de colonias*gr-1 de Actinomicetos.
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Gréfico 5), encontramos 3,18*10" colonias *gr* en la muestra de
suelo y 9,58*106 colonias*gr en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe

mayor cantidad de actinomicetos asociados a la rizosfera de la papa en la muestra de suelo.

Gréfico 6. Concentracion de UFC*gr-1 de Actinomicetos.
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Gréafico 6), encontramos 3,12*11 UFC*gr! en la muestra de suelo
y 5,14*10' UFC*gr? en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor
cantidad de actinomicetos en el conteo de UFC asociados a la rizosfera de la papa en la

muestra de raiz.

Lo que nos permite determinar una mayor presencia microbiana relacionada al suelo en si
mas no a la raiz lo cual (Pérez-Corral et al., 2017) menciona que se debe a las diferencias
encontradas en el nimero de actinomicetos aislados, con relacién a los diferentes medios se
debe generalmente al contenido de nutrientes en cada uno de ellos y a los requerimientos por
parte de los microorganismos.

Por lo que se concluye que la diferencia significativa de presencia de actinomicetos en suelo
se debe a que, los actinomicetos presentan versatilidad nutricional y en la mayoria de los
casos al usar medios formulados se encuentran diferencias cuantitativas en los aislados,

inclusive de la misma muestra de suelo (Pérez-Corral et al., 2017).

10.2.4. Determinacion de Pseudomonas.

Gréfico 7. Concentracion de colonias*gr-1 de Pseudomonas.
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Gréafico 7), encontramos 3,56*10" colonias*gr™ en la muestra de
sueloy 3,41*107 colonias *gr en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe

mayor presencia de pseudomonas en relacion al resto de grupos funcionales en estudio.

Gréfico 8. Concentracion de UFC*gr-1 de Pseudomonas.
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Elaborado por: (Cruz, 2021)

Como se observa en el (Grafico 8), encontramos 6,87*10'* UFC*gr™ en la muestra de suelo

y 8,64*10 UFC*gr? en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe una
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cantidad superior de pseudomonas en la muestra de raiz y en relacion al resto de grupos

funcionales en estudio.

Se determina que al ser pseudomonas el grupo funcional con mas UFC de los siete grupos
funcionales se debe segin (Uribe et al., 1999) en su estudio de Diversidad de pseudomonas
fluorescentes en cultivos de papa de la region Cundiboyacense y su actividad antagonista in
vitro sobre Rhizoctonia solani. EI microhabitat especifico y por consiguiente la composicién
y actividad de los microorganismos a nivel rizosféricos deben estar principalmente
determinados por los exudados secretados por la planta y algunas condiciones fisicas y
quimicas del suelo como materia organica, pH, humedad y nutrientes minerales para el
desarrollo de microbiota incluyendo pseudomonas. Esto corrobora con el analisis de suelo
emitido por el INIAP (Anexo 22) en el cual presenta una cantidad de micro y macro
nutrientes entre medios y altos ademas una alta actividad microbiana, las condiciones del
suelo muestreado presenta caracteristicas ideales para el desarrollo éptimo de pseudomonas
y por ende una mayor concentracién de UFC en el conteo respectivo.

10.2.5. Determinacion de Bacterias celuloliticas.

Gréfico 9. Concentracion de colonias*gr-1 de Bacterias celuloliticas.
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Elaborado por: (Cruz, 2021)

Como se observa en el (Gréfico 9), encontramos 9,32*10° colonias *gr™ en la muestra de suelo

y 8,60*10° colonias *gr! en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor
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presencia de bacterias celuloliticas en relacion a la raiz, pero en contraste con los siete grupos

funcionales en estudio es uno de los mas bajos.

Gréfico 10. Concentracion de UFC*gr-1 de Bacterias celuloliticas.
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Grafico 10), encontramos 1,77*10'2 UFC*gr en la muestra de suelo y
4,56*%10 UFC*gr? en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe mayor

presencia de bacterias celuloliticas en relacion a la raiz.

Algunos estudios evidencian la ocurrencia y abundancia de microorganismos celuloliticos en
su habitat natural, en estrecho contacto con las plantas, determinado por factores fisicos,
quimicos y ambientales (Santamaria-baldera et al., 2019) lo cual concuerda con la menor
actividad celulolitica asociados a la rizosfera de las plantas en comparacion con los aislados

bacterianos.

Por lo que se referencia que la materia organica en abundancia tiene una influencia en la

microbiota de estas bacterias (Santamaria-baldera et al., 2019).

10.2.6. Determinacion de Poblacion total de hongos.

Gréfico 11. Concentracién de colonias*gr-1 de Poblacion total de hongos.
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Como se observa en el (Gréafico 11), encontramos 2,27*107 colonias *gr* en la muestra de suelo
y 8,72*10° colonias*gr™ en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe una
cantidad superior de hongos en el suelo. Sin embargo, presenta una presencia baja de colonias

en relacion al resto de grupos funcionales en estudio.

Gréfico 12. Concentracién de UFC*gr-1 de Poblacion total de hongos.
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Elaborado por:(Cruz, 2021)

Como se observa en el (Grafico 12), encontramos 5,82*10* UFC*gr en la muestra de suelo y

4,44*101 UFC*gr en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe una cantidad
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superior de hongos en el suelo. Sin embargo, presenta una presencia baja de UFC en relacién
al resto de grupos funcionales estudiados.

Lo cual segtn (Pozuelo, 1991) menciona que en el caso de las poblaciones de hongos se sabe
que éstas son mas competitivas en suelos acidos, sin embargo, cuando se habla de rizosfera, los
exudados producidos por las plantas pueden jugar un rol tan determinante como el tipo de suelo.
Por esta razdn las poblaciones de hongos en el estudio a pesar de poseer pH mas acido son
bajas. Todo esto indica que la dinamica microbiana en la rizosfera puede variar
considerablemente de la dindmica poblacional del suelo, y la presencia de microorganismos
puede estar altamente influenciada por los exudados vegetales y por otras poblaciones propias
de la rizosfera.

10.2.7. Determinacion de bacterias fijadoras de nitrégeno.

Gréfico 13. Concentracién de colonias *gr-1 de Bacterias fijadoras de nitrdgeno.
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Como se observa en el (Gréafico 13), encontramos 8,18*10° colonias *gr! en la muestra de
sueloy 5,66*10° colonias *gr en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe
una cantidad superior de bacterias fijadoras de nitrogeno en el suelo. Sin embargo, presenta
una presencia baja de BFN tanto en suelo como en raiz de UFC en relacién al resto de grupos

funcionales estudiados.

Gréfico 14. Concentracion de UFC*gr-1 de Bacterias fijadoras de nitrégeno.
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Elaborado por: (Cruz, 2021)

Como se observa en el (Grafico 14), encontramos 3,12*10 UFC*gr! en la muestra de suelo
y 2,16*10 UFC*gr?! en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe
presencia minima de bacterias fijadoras de nitrogeno en relacion al resto de grupos

funcionales.

10.3. Determinacion de grupos funcionales asociados a la rizosfera de la papa.

Grafico 15. Concentracion de colonias *gr-1 de los grupos funcionales asociados a la
rizosfera de la papa.
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Como se observa en el (Gréfico 15), del conteo de colonias de los grupos funcionales con mayor
presencia de colonias a 3400 msnm en la rizosfera de la papa en la variedad super chola, siendo
los que mayor niimero de colonias presentan a pseudomonas con 3,56*107 colonias *gr en la
muestra de suelo y 3,41*107 colonias *gr en la muestra de raiz. Seguido de Bacterias
solubilizadoras de fésforo con 3,33*10" colonias *gr! en la muestra de suelo y 1,490*10’
colonias *gr* en la muestra de raiz y poblacion total de bacterias con 3,04*107 colonias *gr*
en la muestra de suelo y 2,96*107 colonias *gr en la muestra de raiz. Los datos obtenidos
difieren con la investigacion realizada por (Nasimba, 2021) quien menciona en su estudio a
3800 msnm obtuvo mayor presencia de actinomicetos, pseudomonas y solubilizadoras de
fosforo, en muestra de suelo, en la muestra de raiz se encontr6 todos los grupos estudiados
siendo los mas representativas bacterias fijadoras de nitrogeno, bacterias celuloliticas y
pseudomonas.

Gréfico 16. Concentracion de UFC*gr-1 de los grupos funcionales asociados a la rizosfera
de la papa.
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Como se observa en el (Grafico 16), encontramos como grupos funcionales con mayor
presencia a poblacion total de bacterias con 2,41*102 UFC *gr! en la muestra de suelo y
1,06*10* UFC *gr en la muestra de raiz. Seguido de bacterias celuloliticas con 1,78*10%
UFC *gr! en la muestra de suelo y 4,56*10* UFC *gr! en la muestra de raiz y bacterias
solubilizadoras de fosforo con 1,67*10%2 UFC *gr! en la muestra de suelo y 5,24*10 UFC
*gr! en la muestra de raiz. Los datos obtenidos difieren con la investigacion realizada por
(Nasimba, 2021) quien menciona en su estudio a 3800 msnm obtuvo mayor presencia de
bacterias solubilizadoras de fosforo, pseudomonas y actinomicetos , en muestra de suelo, en la
muestra de raiz se encontro todos los grupos estudiados siendo los mas representativas bacterias

celuloliticas, poblacion total de hongos y bacterias solubilizadoras de nitrégeno.

11. CONCLUSIONES
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En el piso altitudinal de 3400 msnm en el suelo asociado a la rizosfera de la papa
Var. Super chola se identificd como las familias dominantes en la muestra de suelo
la Enterobacteriaceae con 34,238 lecturas acumuladas, Seguido de
Xanthomonadaceae con 2,009 lecturas acumuladas.

El género mas dominante en la muestra de suelo la Raoultella con 1,949 lecturas
acumuladas, seguido de Arenimonas con 1,002 lecturas acumuladas.

La especie mas dominante en la muestra de suelo; Raoultella ornithinolytica con
1,097 lecturas acumuladas, seguido de Arenimonas daechungensis con 949 lecturas
acumuladas, seguido de Raoultella terrigena con 840 lecturas acumuladas.

Los grupos funcionales de mayor presencia en la rizosfera del cultivo de la papa
antes descritos fueron bacterias celuloliticas y bacterias solubilizadoras de fosforo.
Se determind que los grupos funcionales de mayor presencia estan dentro de las

familias con mayor cantidad de lecturas acumulativas.

12. RECOMENDACIONES

Se recomienda aplicar la investigacion en los pisos altitudinales bajos de 3000
msnm, 2500 msnm y asi tener una vision general en todos estos parametros en toda
la comunidad productiva de la papa

Se recomienda identificar consorcios bacterianos en el area foliar del cultivo de la

papa, para determinar las relaciones entre componen suelo y foliar.
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Anexo 1. Protocolo de diluciones seriadas para Microbiota total del suelo.
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 el suelo.

Esta técnica esta basada en los Protocolos de siembra de partes vegetales en diferentes medios
de cultivo propuesto por (Baez et al., 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, Cruz Francisco,
Chigquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. Para el reconocimiento de

microorganismos utilizando diluciones seriadas para suelo.
Materiales y métodos

e Micropipetas 1000 pl y 100 pl
e Vortex

e Balanza electrdnica

e Cajas Petri

e Asas de Drigalski

e Mechero de alcohol

e Matraz

e Incubadora

e Tubos de ensayo

Procedimiento

e Se debe pesar 10 g 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.

e Tras la suspensién 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 dilucién tomariamos 1 ml de solucién que pasaremos a otro tubo con
9ml de agua destilada y asi repetiremos la operacién hasta conseguir las soluciones

esperadas.



o1

e Una vez realizadas las diluciones hacemos la siembra de la dilucion 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 asa 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
el crecimiento de colonias de microorganismos.

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

Anexo 2. Protocolo de diluciones seriadas para raiz (maceracioén) 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 (Baez et al., 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, Cruz Francisco,
Chiquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. Para el reconocimiento de

microorganismos utilizando diferentes métodos de siembra en medio de cultivo.
Materiales y métodos

e Micropipetas 1000 ul y 100 pl
e \ortex

e Balanza electrdnica

e (Cajas Petri

e Asas de Drigalski

e Mechero de alcohol

e Incubadora

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion

e Papel para film
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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 dilucién tomariamos 1 ml de solucion que pasaremos a otro tubo con
9ml de agua destilada y asi repetiremos la operacidon hasta conseguir las soluciones
esperadas.

e Una vez realizadas las diluciones hacemos la siembra de la dilucion 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 asa 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
el crecimiento de colonias de microorganismos.

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

Anexo 3. 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 (Baez et al., 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, Cruz Francisco,
Chigquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. 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
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Mechero de alcohol
Incubadora
Vasos de precipitacién

Papel para film

Procedimiento

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

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

Al 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.
Una vez realizadas las siembras de fragmentos de raiz, sellamos con papel parafilm.
Posteriormente introducimos las cajas a la incubadora y esperamos 5 dias hasta observar
el crecimiento de colonias de microorganismos.

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

Anexo 4. Protocolo de medio de cultivo PDA.

Introduccion

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

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

Esta técnica esta basada en el Manual de Protocolos Microbioldgicos propuesto por (Baez et

al., 2019) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi

Paolo, Cruz Francisco, Chiquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. En la preparacion

de medios de cultivo para la concentracion de unidades formadoras de colonias de

microorganismos del suelo.

Materiales y métodos

PDA de 500g

Cajas Petri

Autoclave

Cémara de flujo

Alcohol al 95%

Frascos de precipitacién de 400 ml
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Agua destilada
Balanza electrénica

Procedimiento

Primero debemos proceder a esterilizar y rotular las cajas Petri en la cAmara de flujo.
Luego pesar el agar para la cantidad de cajas Petri (20ml * caja), en este caso seran 18
lo que equivale a 14,049 de PDA en 180ml de agua destilada.

Agitar por 5 minutos para homogeneizar el caldo.

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

Dejar enfriar en el bafio Maria por 2 minutos.

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.

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

que no se disuelva al momento de la siembra.

Anexo 5. Protocolo de medio de cultivo Tryptone soya Agar.

Introduccion

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

presentes en plantas o suelo como agentes benéficos o infecciosos.

Esta técnica est4 basada en el Manual de Protocolos Microbiol6gicos propuesto por (Baez et

al., 2019) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi

Paolo, Cruz Francisco, Chiquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. En la preparacion

de medios de cultivo para la concentracion de unidades formadoras de colonias de

microorganismos del suelo.

Materiales y métodos

Tryptone soya agar de 5009

Cajas Petri

Autoclave

Cémara de flujo

Alcohol al 95%

Frascos de precipitacion de 400 ml
Agua destilada

Balanza electronica
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Procedimiento

Primero debemos proceder a esterilizar y rotular las cajas Petri en la camara de flujo.
Luego pesar el agar para la cantidad de cajas Petri (20ml * caja), en este caso seran 18
lo que equivale a 14,049 de Tryptone soya agar en 180ml de agua destilada.

Agitar por 5 minutos para homogeneizar el caldo.

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

Dejar enfriar en el bafio Maria por 2 minutos.

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.

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

que no se disuelva al momento de la siembra.

Anexo 6. Protocolo de medio de cultivo de Agar nutritivo.

Introduccion

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

que estan presentes en plantas o suelo como agentes benéficos o infecciosos.

Esta técnica est4 basada en el Manual de Protocolos Microbiol6gicos propuesto por (Baez et

al., 2019) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por Chasi

Paolo, Cruz Francisco, Chiquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. En la preparacion

de medios de cultivo para la concentracion de unidades formadoras de colonias de

microorganismos del suelo.

Materiales y métodos

Agar nutritivo de 5009

Cajas Petri

Autoclave

Cémara de flujo

Alcohol al 95%

Frascos de precipitacion de 400 ml
Agua destilada

Balanza electrénica
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Procedimiento

Primero debemos proceder a esterilizar y rotular las cajas Petri en la camara de flujo.
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 60 ml de agua destilada.

Agitar por 5 minutos para homogeneizar el caldo.

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

Dejar enfriar en el bafio Maria por 2 minutos.

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.

Por ultimo 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 Técnica de tincién.

Introduccion

La Técnica de tincidn 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 esta basada en el Manual de Protocolos Microbiol6gicos propuesto por (Cuervo

Mulet, 2010) y fue replicada en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi por

Chasi Paolo, Cruz Francisco, Chiquimba Erik, Nasimba Nathalia y Ortiz Amanda. En la

determinacion de microorganismos Gram positivos y Gram negativos pertenecientes a la

rizosfera del cultivo de papa.

Materiales y métodos

Mechero de bunsen o de alcohol
Asa de siembra 0 aguja

Pinza

Portaobjetos

Palillos

Microorganismos

Aceite de inmersion
Microscopio

Colorante para la tincion: solucion de cristal violeta, lugol, safranina y etanol 95%
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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 lo
colocamos en el portaobjetos estirandose sobre toda la superficie.

e e agregamos una gota de agua luego extendemos 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
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 8. Toma de datos y recoleccion de muestras
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Anexo 11. Preparacion de fragmentos de raiz
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Anexo 12. Siembra de diluciones de suelo y fragmentos de raiz
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Anexo 15. Tabla de conteo de poblacion total de bacterias

POBLACION TOTAL DE BACTERIAS

Suelo
i 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
R1 Cuadrante 1 27 30 30 51 30 33 62 25 37 39 2% 41 35 42 13 15 34 37 30 34 33,6
Cuadrante2 41 29 41 29 23 15 29 27 57 32 23 33 24 24 52 43 23 16 268 15 30,2
R2Z Cuadrante 1 10 10 6 10 5 5 7 11 7 9 6 6 9 5 8 12 17 10 10 12 8,8
Cuadrante 2 & 916 7 9 5 10 7 13 9 7 8 4 10 12 16 4 9 10 8 9,0
R3 Cuadrante 1 18 21 18 33 24 37 31 24 23 36 37 33 26 28 35 23 40 35 40 18 29,0
Cuadrante 2 40 31 34 44 8 29 31 18 14 19 37 31 8 28 7 25 24 6 20 24 239
R4 Cuadrante 1 3 4 2 6 8 8 2 6 8 10 7 9 5 2 a4 2 0 3 0 4 4,7
Cuadrante 2 3 5 6 7 811 7 4 7 2 7 8 8 11 2 8 [ 5 4 3 6,1
R5 Cuadrante 1 0 2 4 4 1 0 2 o 2 1 2 a4 2 4 3 0 5 7 1 5 2,5
Cuadrante 2 2 3 310 1 0 4 0 6 4 o 3 2 3 4 2 4 10 0 1 31
Raiz
i 2 3 4 5 & 7 8 9% 110 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
R1 Cuadrante 1 75 95 11 92 54 11 68 75 11 40 78 2 74 10 40 11 21 79 65 12 46,2
Cuadrante2 94 76 12 52 12 68 72 43 75 &5 42 7 45 63 36 98 36 34 57 65 526
R2Z Cuadrante 1 11 75 83 63 45 65 80 1 92 2 72 2 11 94 96 11 87 26 87 94 559
Cuadrante2 98 78 45 62 11 63 76 65 11 11 59 4 94 87 72 76 61 34 76 67 57,5
R3 Cuadrante 1 12 22 34 11 90 94 57 78 72 70 79 40 80 60 52 60 90 64 60 50 58,8
Cuadrante2 83 52 73 46 87 99 53 75 64 67 71 34 76 62 45 58 83 58 67 51 652
R4 Cuadrante 1 39 36 50 40 70 55 70 78 60 45 60 82 49 75 70 50 60 60 67 64 59,0
Cuadrante2 32 42 45 34 64 46 79 86 75 57 76 67 81 65 76 46 54 66 76 46 60,7
RS Cuadrante 1 45 48 54 66 35 50 76 75 80 94 54 F3 80 45 65 62 80 87 93 63 66,3
Cuadrante2 36 46 51 64 33 52 67 73 8 91 53 73 76 32 66 76 8l 9 15 62 61,5

31,9

26,5

5,4

49,4

56,7

62,0

59,8

63,9

5,10E+12

1,42E+12

4,23E+12

8,60E+11

4,49E+11

7,90E+12

9,07E+12

9,92E+12

9,57E+12

1,02E413

Anexo 16. Tabla de conteo de bacterias solubilizadoras de fosforo

BACTERIAS SOLUBIUZADORAS DE FOSFORO

Suelo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Rl Cuadrante 1 2 4 0 3 3 4 3 4 2 3 4 2 1 2 10 112 2 7 10 1 9,0
Cuadrante 2 3 4 4 3 1 2 1 4 3 4 1 1 3 4 8 86 1 6 9 2 7,5
R2 Cuadrantel 32 10 8 9 3 4 3 4 7 3 6 3 3 0 11 99 12 10 10 7 12,2
Cuadrante 2 3 1 4 3 3 3 4 5 3 1 3 4 3 1 25 7 24 o 0 6 52
R3 Cuadrante 1 39 54 36 33 36 46 5 46 15 25 44 30 44 38 36 60 18 21 38 20 36,8
Cuadrante 2 3 5 4 112 2 14 2 10 7 7 3 7 1 4 3 4 10 4 4 4 55
R4 Cuadrante 1 4 5 17 24 14 20 14 20 19 24 13 6 9 18 14 50 18 22 18 13 17,1
Cuadrante 2 3 3 1 3 31112 0 2 0 3 4 1 1 3 2 5 1 2 4 372
R5 Cuadrante 1 1 0 3 o 7 1 7 1 5 0 1 4 1 2 5 62 2 14 4 1 6,1
Cuadrante 2 1 2 5 1 2 1 1 5 4 2 1 5 5 1 2 o 0 o 3 2 2,2
Raiz
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Rl Cuadrante 1 1 2 3 3 3 1 2 5 4 1 3 3 5 3 1 3 3 1 1 1 2,5
Cuadrante 2 4 2 5 3 1 2 3 4 4 5 4 3 3 7 3 4 4 2 5 (3 3,7
R2 Cuadrante 1 0 3 4 3 4 2 2 3 2 1 1 1 1 1 3 2 1 5 5 3 25
Cuadrante 2 2 1 11 5 3 2 0 3 2 4 1 3 1 4 6 5 0 1 1 1 3,3
R3 Cuadrante 1 i 2 2 1 3 3 4 7 3 1 3 3 2 3 6 2 2 2 2 1 2,7
Cuadrante 2 0 514 & 3 1 2 3 2 9 2 11 19 4 2 2 5 1 0 5 4,8
R4 Cuadrante 1 0 2 2 0 4 0 O 4 0 2 5 12 21 10 2 2 0 1 0 3 3,5
Cuadrante 2 1 110 0o 5 2 4 4 2 6 1 o0 7 4 1 1 7 5 0 3 32
RS Cuadrante 1 i 4 7 7 3 2 6 2 3 3 2 2 3 4 8 2 2 4 3 12 4,0
Cuadrante 2 1 0 7 4 1 1 7 5 0 3 4 0 2 6 o 2 2 2 2 2,7
Anexo 17. Tabla de conteo de poblacion total de hongos
POBLACIONTOTAL DE HONGOS
Suelo
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
R1 Cuadrante 1 oo 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 25 0 0 0 1 2 23
Cuadrante 2 1 2 0 1 3 1 1 1 2 1 2 1 11 5 3 2 0 3 2 4 23
R2 Cuadrantel 26 15 7 10 11 9 11 10 22 11 10 16 19 14 1 29 7 9 5 7 125
Cuadrante 2 2 0 4 6 4 3 5 0 2 4 0 2 4 6 0 2 2 2 4 6 29
R3 Cuadrante 1 0 3 1 1 6 3 3 5 1 3 3 3 2 3 5 2 3 2 3 2 27
Cuadrante 2 9 4 1 0 5 3 2 2 1 1 3 3 2 1 2 4 6 4 3 1 29
R4 Cuadrantel 10 0 7 0 0 3 0 4 2 1 7 2 5 2 1 0 1 4 1 1 26
Cuadrante 2 4 2 5 3 1 2 3 4 4 6 3 2 1 3 0 4 5 5 3 4 32
RS Cuadrante 1 8 0 0 3 1 1 2 2 0 1 1} 0 0 2 1 2 4 2 2 3 17
Cuadrante 2 1 3 3 2 1 2 4 6 4 4 5 3 5 9 3 0 6 4 2 3 35
Raiz
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20
R1 Cuadrante 1 8 4 2 2 1 9 4 3 1 5 4 4 6 2 i} 3 0 1 5 0 34
Cuadrante 2 15 2 1 3 4 0 2 1 [} 3 2 3 0 1 5 5 3 4 3 24
RZ Cuadrante 1 3 3 2 2 3 1 2 3 8 1 4 5 2 4 3 3 4 4 1 1 30
Cuadrante 2 2 5 4 4 2 0 4 0 4 0 2 3 1 6 1 0 2 0 4 1 23
R3 Cuadrante 1 6 9 6 1 1 5 6 1 1 3 5 1 3 4 4 0 6 8 3 2 38
Cuadrante 2 4 3 0 3 2 3 0 5 0 [} 4 2 [} 3 1 2 6 0 0 1 20
R4 Cuadrante 1 2 0 4 6 4 2 2 5 4 4 2 3 4 5 6 5 2 0 4 4 34
Cuadrante 2 3 6 3 0 6 2 2 3 6 3 2 4 5 0 4 1 6 0 1 1 29
RS Cuadrante 1 1 4 2 0 4 1 2 4 3 1 1 4 5 2 1 1 2 1 3 2 22
Cuadrante 2 2 1 2 4 1 3 6 0 0 9 4 1 0 5 3 2 2 1 3 2 26

87
21,1

10,2

23

77

28

29

26

29

26

29

32

2,4

1,32E+12
1,39E+12
3,38E+12
1,62E+12

6,56E+11

4,92E+11
4,64E+11
5,96E+11
5,36E+11

5,32E+11

3,64E+11

1,286+12

4,04E+11

4,60E+11

4,16E+11

2,64E+11

4,16E+11

4,56E+11

5,04E+11

3,80E+11

2,41E+12

9,34E+12

1,67E+12

5,24E+11

5,82E+11

4,496+11

Colonias

Colonias

Colonias

354

544

Colonias

75

113

321

348

94

Colonias

185

142

389

139

278

Colonias

50

75

210

57

2,28E+07
3,98E+07
2,14E+07
4,07E+07

2,71E+07

3,35E+07
3,98E+07
1,98E+07
2,55E+07

2,96E+07

3,54E+07
5,44E+07
2,06E+07
2,26E+07

3,37E+07

7,50E+06
1,13E+07
3,21E+07
3,48E+07

9,40E+06

1,85E+07

1,42E+07

3,89E+07

1,39E+07

2,78E+07

5,00E+06

4,40E+06

7,50E+06

2,10E+07

5,70 +06

61

3,04E+07

2,96E+07

3,336+07

1,90E+07

2,27E407

8,72E406



Anexo 18. Tabla de conteo de actinomicetos

ACTINOMICETOS
Suelo
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Anexo 19. Tabla de conteo de pseudomonas

PSEUDOMONAS
Suelo
i1 2 3 4 5 6 7 8 9 110 11 12 13 14 15 16 17 18 19
R1 Cuadrante 1 5 5 3 6 4 512 6 7 0 7 5 4 5 3 4 2 1 7
Cuadrante 2 3 6 8 6 7 5 6 4 9 5 5 3 11 18 5 2 4 21 17
R2 Cuadrante 1 2 4 2 3 2 4 5 2 3 1 4 3 8 5 1 3 5 5 10
Cuadrante 2 4 3 9 510 3 7 0 8 3 8 3 5 6 11 2 1 8 0
R3 Cuadrante 1 2 0 4 2 6 5 3 3 6 6 4 3 4 7 6 4 6 5 4
Cuadrante 2 i1 2 8 4 4 7 4 3 4 4 8 4 7 3 4 7 4 5 3
R4 Cuadrante 1 i1 4 0 4 1 3 8 7 4 1 4 2 4 15 5 4 5 2 3
Cuadrante 2 5 0 3 6 3 3 4 3 12 4 2 5 13 4 6 4 6 7 2
R5 Cuadrante 1 4 0 0 2 2 3 2 3 1 2 4 0 3 3 0 5 3 0 0
Cuadrante 2 0 2 3 3 3 1 3 3 0 2 2 1 2 2 2 2 0 0 0
Raiz

i 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
R1 Cuadrante 1 2 10 8 10 3 6 15 8 6 10 17 14 3 17 5 19 10 6 9
Cuadrante 2 8 7 19 10 8 9 12 14 17 11 22 12 13 17 9 18 10 6 15
R2 Cuadrante 1 3 0 1 4 3 410 0 4 15 10 8 3 4 2 4 3 0 4
Cuadrante 2 0 4 7 11 415 6 0 4 6 3 3 8 3 10 5 7 8 3
R3 Cuadrante 1 o 3 2 4 4 9 6 3 3 9 3 7 4 5 2 2 3 8 15
Cuadrante 2 3 3 416 0 5 6 4 5 2 16 5 7 11 8 [ 4 10 18
R4 Cuadrante 1 3 1. 0 2 4 3 2 3 3 3 4 4 10 7 4 4 6 6 3
Cuadrante 2 2 3 4 1 6 2 0 2 8 4 4 1 3 1 3 0 3 1 1
R5 Cuadrante 1 04 2 1 0 2 1 0 2 3 1 0 2 13 6 0 2 1 2
Cuadrante 2 & 0 0 3 4 2 3 0 3 3 1 2 1 2 0 1 0 3 0

Anexo 20. Tabla de conteo de bacterias celuloliticas

BACTERIAS CELULOLITICAS

Suelo

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

R1 Cuadrante 1 8 13 10 18 17 12 6 17 24 18 21 28 16 22 18 13 20 26 28
Cuadrante2 34 11 10 18 16 10 21 17 11 14 28 10 13 24 8 15 16 14 16

R2 Cuadrante 1 6 5 5 4 7 2 3 91 6 12 9 12 3 5 6 4 5 6
Cuadrante 2 4 314 2 7 3 9 4 9 5 4 9 6 12 6 3 5 10 7

R3 Cuadrante 1 3 2 515 712 8 3 8 9 6 4 3 38 3 5 3 3 7
Cuadrante 2 3 4 6 5 2 1 9% 3 3 10 9 L 2 11 8 5 11 5 1

R4 Cuadrante 1 4 114 6 4 6 5 9 10 4 7 8 8 3 4 14 10 8 26
Cuadrante 2 4 6 7 9 10 7 16 12 7 14 5 6 7 5 7 3 5 6 5

R5 Cuadrante 1 8 715 17 10 43 9 22 27 11 20 32 46 13 28 12 25 24 13
Cuadrante2 12 15 20 3 4 6 8 4 4 16 3 21 30 17 10 1% 18 11 15

Raiz

12 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18

R1 Cuadrante 1 5 2 411 7 2 312 1 8 2 3 1 4 2 2 2 3 4
Cuadrante2 10 0 6 10 6 1 5 7 10 2 5 2 1 3 2 1 1 2 6

R2 Cuadrante 1 3 0 2 2 3 1 1 3 3 13 5 4 2 2 2 4 1 2 0
Cuadrante 2 4 0 2 1 3 1 2 20 2 8 4 3 1 3 11 5 5 0 1

R3 Cuadrante 1 2 2 3 4 1 1 0 4 3 1 4 0 3 0 5 3 2 1 2
Cuadrante 2 12 2 1 2 1 2 1 0 5 ) 7 2 2 2 4 3 3 1

R4 Cuadrante 1 o 0 2 3 0 1 1 1 2 1} 1 0 8 2 4 13 3 0 2
Cuadrante 2 2 51 0 0 2 3 3 6 2 2 0 2 1 2 4 6 2 1

R5 Cuadrante 1 3 2 0 2 510 4 2 3 3 2 1 0 1 11 0 7 3 2
Cuadrante 2 2 21 1 0 1 0 0 10 1 0 0 1 0 3 1 3 2 1
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3,12E+11

2,64E+11

6,36E+11
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3,24E+11
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Anexo 21. Tabla de conteo de bacterias fijadoras de nitrégeno

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

63

Suelo Colonias
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20
R1 Cuadrante 1 1 0 1 1 1 0 0 4 0 0 0 1 2 10 1 0 1 1 0 0 12 16 2,56E+11 36 3,60E+06
Cuadrante 2 oo 7 1 1 2 1 4 1 1 [} 3 0 2 1 10 6 0 0 0 20
R2 Cuadrantel1 11 5 4 1 2 1 3 0 0 1 1} 0 2 6 1 2 2 2 0 7025 21 3,28E+11 73 7,30E+06
Cuadrante 2 o o 2 1 2 1 2 1 3 5 0 1 0 1 6 0 3 0 3 1 16
R3 Cuadrante 1 0 0 0 21 0 0 1 0 O 5 0 0 0 1 0 0 0 0 2 06 16 2,52E+11  3,12E+11 82 8,20E+06 8,18E+06
Cuadrante 2 1 3 3 3 210 2 2 4 1 2 1 [} 1 5 2 0 1 6 2 26
R4 Cuadrante 1 10 1 0 3 1 3 3 1 0 4 2 2 0 10 4 1 2 1 4 22 22 3,44E+11 103 1,03E+07
Cuadrante 2 2 2 2 0 2 0 0 4 0 5 0 1 0 0 11 0 0 1 10 3 22
R5 Cuadrante 1 0 2 0 010 2 0 5 0 6 0 2 5 2 2 2 3 1 3 0 23 24 3,80E+11 115 1,15E+07
Cuadrante 2 2 4 0 0 2 1 0 4 4 1 2 2 0 5 11 2 3 2 0 5 25
Raiz Colonias
12 3 4 5 8 7 8 9 10 1 12 13 14 15 18 17 18 18 20
Rl Cuadrante 1 0 21 0 0 2 2 0 0 O 0 2 1 1 1 2 0 0 0 1 08 12 1,34E+11 105 1,05E+07
Cuadrante 2 121 0 1 0 1 3 2 [} [} 1 0 2 2 12 2 1 0 0 16
R2 Cuadrante 1 0 2 2 01 3 0 1 0 4 1 0 0 1 2 2 1 2 1 1 12 16 2,56E+11 37 3,70E+06
Cuadrante 2 2 6 5 0 6 0 0 0 1 2 1} 1 0 0 1 3 0 3 3 720
R3 Cuadrante 1 211 2 1 3 0 2 2 3 2 0 0 1 3 3 2 2 2 2 17 15 2,36E+11  2,16E+11 49 4,90E+06 5,66E+06
Cuadrante 2 3 4 3 1.1 0 2 0 1 0 2 0 0 1 0 0 3 1 0 3 13
R4 Cuadrante 1 51 1 1 3 5 2 1 0 1 0 1 0 0 0 0 2 1 1 2 14 14 2,16E+11 a7 4,70E+06
Cuadrante 2 01 1 1 0 1 0 1110 2 1} o 2 0 2 0 2 2 2 0 14
RS Cuadrante 1 0 2 0 0 1 1 0 0 1 0 1} 0 0 0 2 1 0 3 1 1 07 12 1,88E+11 45 4,50E+06
Cuadrante 2 21 3 1 2 0 1 0 0 3 3 3 0 1 1 4 4 2 2 1 1,7
Anexo 22. Analisis de suelo INIAP
MC-LASPA-2201-01
0 INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS |
é ° ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA (\
= INIRP i ak or e LT A ’pn
e Tis. (02) 3007284 / (02)2504240 ‘
S— Mail: laboratorio. dsa@iniap.gob.ec
INFORME DE ENSAYO No: 21-0534
NOMBRE DEL CLIENTE: Chasi Vizuete Wilman Paolo FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: 2210612021
PETICIONARIO: Javier Cruz HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 15:30
EMPRESA/INSTITUCION: Javier Cruz FECHA DE ANALISIS: 05/07/2021
DIRECCION: Pujili FECHA DE EMISION: 09/07/2021
ANALISIS SOLICITADO: s
T
Andlisis N P s 8 K Ca_| Mg Zn Cu Fo Mn_[CaMg [Mg/K |Ca+Mg/K |Bases| Mo [co: Textura (%)
meq | meq/ | meq/ meq/ Tlase

Unidad PH pom | ppm | ppm | ppm | 1 mnj 100g | ppm | ppm | ppm | ppm 1009 | % | % |Aena|Limo
21-2069 592 |MeAc| 43 M| 79 | A 21 M| 09 [B]| 063 |A[1560|A| 349 [A]| 32 [M]| 62 |JA| 299 |A]| 69 M 447 5,57| 30,48 1971 115 (A 41 44

1

FRANCO Lote Cruz

Arcilla| Textural | IDENTIFICACION

AwH | At | Nat CE.* |N.Total'| N-NO3 | KH20* | PH20* | CI* | PH20*
1 dSim % pom ppm ppm pom ppm__| IDENTIFICACION

R [ 1
ACIONES: * Ensayos no solicitados por el cliente
METO00LOGIA USADA INTERPRETACION
o = suelo: Agaa (125]  [PRCamg = sen Modficado oH Elemento |c€ = [Conductividad Eléctrica
58 = Fostiode Calcie [CuFeMaZns Oen Modtesdo e = Aaco N = fewo e = B [mwo = [Materia Organica
a . Curcuming Lae = LpocAcde LA = LgeAdaio [M = Medo
PN = Poctiesw A s Aceino A= Am
RC - Rocyseren Gl T = Town Boo)
METODOLOGIA USAOA INTERPRETACION
TRERET—. ARHAY Na CE moyc
MO, = cromota de otasion B = foo s = fossmo s = S0 (B = a0
ok = Ttaisn weon M= Medo s = 1 sem ws = vy Salro[M. = Vedo
r=  Tomo o = A

JOSE ALONSO

LUCERO

MALATAY

LABORATORISTA RESPONSABLE DE LABORATORIO
ser total ni [ escrita del lsboratorio.
Los resultados aniba indicados con el cbjeto de ensayo
vede sor sotal ni ia aprobaciin escrita del labaratorio.

L tados ariba indicados con el bjeto de ensayo
NOTA DE DESCARGO: L es de caricter confidencial, esta arigido Unicamente al destinatario de la mesma y solo podra ser usada por este. Si el lector ofaxnoes el mismo, se jor copia o

Gistrbucion de este se encuentra totaimente prohibido. S usted ha recibido este informe de ensayo por &, por favor notifique nmediatamente al remitents por este mismo medio y siimine la informacion
* Opiniones de interpretacion etc,que se indican en este informe constituye una guia para el cliente.
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Anexo 23. Informe de Identificacion bacteriana a través de la secuenciacion del gen 16s.

(Suelo rizosférico)

% OL Escuela Superior Guayaquil - Ecuador
Politécnica del Litoral Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 269

Guayaquil, 19 de julio de 2021
OFICIO CIBE-0060-2021

Sefior

Wilman Paolo Chasi Vizuete
UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
Ciudad.-

De mi consideracion:
En atencién a lo solicitado mediante Propuesta Técnico-Econdmica de Servicios

Especializados No. FT-010-2021, anexo al presente, reporte de laboratorio, de acuerdo al
siguiente detalle:

Nombre del servicio: Identificacion bacteriana a través de la
secuenciacion del gen 16s. (Suelo
rizosférico)

Meétodo de andlisis: Secuenciacion en nanoporos con
dispositivo MinlON.
Laboratorio encargado: Fitopatologia y Microbiologia

Agradecemos su confianza y esperamos poderle servir en un futuro cercano.

Atentamente, %P O

JUAN Ecuelo Suparier

Firmado digitalmente P'-'Harmccﬂdmmm
MANUEL e ios Centro de
CEVALLOS Fecha:2021.07.19 "’Vesﬂgaclones
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Juan Manuel Cevallos, PhD. Cuador
Director General
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
Escuela Superior Politécnica del Litoral
Adj: Reporte de laboratorio
€Ec: Archivo
| Elaborado por: Reina Nolivos Moran
www.espol.edu.ec Bespol  f @espol ¥ @espol ©) @espoll
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Centro de
Investigaciones
Biotecnolégicas del Ecuador

N° de propuesta: FT-010-2021
FECHA: 4 de julio del 2021

Fitopatologia

Péagina 1de 6

REPORTE DE LABORATORIO

Identificacion del Cliente

Nombre del solicitante: Wilman Paolo Chasi Vizuete

RUC: 0502409725

Empresa: Universidad Técnica de Cotopaxi

Teléfono: 0984203033

e-mail: wilman.chasi@utc.edu.ec

Direccion: Latacunga

Detalles de la muestra analizada

Nombre:

- Muestra 1: Suelo cultivo papa, 3800 msnm,

- Muestra 2: Suelo cultivo papa, 3400 msnm,

Prov. Cotopaxi. Canton Pujili, Sector Cuturivi.

Prov. Cotopaxi. Canton Pujili, Sector Cuturivi.

Tipo de muestra: Suelo rizosférico

Numero de muestras: 2

Empaque: Bolsa ziploc plastica

Fecha de recepcion: 14/06/2021

Fecha de pruebas: 21/06/2021 al 04/07/2021

Analisis: Identificacion bacteriana a través de la

secuenciacion del gen 16s.

Asignacion de codigos de barra para la

secuenciacion: Método: Secuenciacion en nanoporos con
- Barcode 01 (A05): ADN obtenido de muestra dispositivo MinION.
de suelo 1.
- Barcode 02 (B05): ADN obtenido de muestra
de suelo 2.
- Barcode 03 (C05): Control negativo (agua)
Flujo de trabajo experimental:
Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WWwWWw.es p OI . ed v.ec
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Centro de
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Biotecnolégicas del Ecuador

Pagina 2 de 6

1. Amplificacion de los genes 16s de cada
muestra y preparacion de librerias de ADN
para secuenciar en el MinION Mk1B utilizando
el kit de codigo de barras 16s 1-24 (SQK-
16S024).

2. Secuenciacion de librerias 16s en el MinION
de Oxford Nanopore y posterior basecalling en
MinKNOW.

3. Analisis de las lecturas resultantes en el flujo

bioinformatico online 16S en EPI2ME.

RESULTADOS

1. Control de calidad e identificacion:

= Figuras claves

LECTURAS ANALIZADAS

187,794

PUNTUACION DE CALIDAD PROMEDIO

13.26

Reads per Barcode ID

ID vV Read Count

barcode01 [N 133,534
barcode02 [ 54,260

i= Reads per Run ID

d67e6370c6d5f7574bdaf252dof... 187,794

RENDIMIENTO TOTAL

296,2 Mbases

LONGITUD DE SECUENCIA PROMEDIO

1,977

EXCLUDEALL
EXCLUDE

EXCLUDE

Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WWWwW.es pol . ed v.ec
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2. Informacién de la poblacion microbiana
Precisién |
100% Il CLASSIFIED Lecturas dlasificadas Lecturas sin clasificar promedio
<1%  UNCLASSIFIED 183’452 342 93% ~
2.1 Lecturas por codigo de barra:
IDENTIFICACION
™ Recuento de lecturas
codigo de barras01 [ 130.534
codigo de barras02 [l 53,260
2.2 Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas de la muestra de suelo 1.
- Se muestran los 12 primeros taxones a nivel de género con una abundancia > 0.5 %:
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root (I °
° o © Reyranella
o ° ° ° @ Gemmatimonas
Lineage
( Taxa - Not Classified ’ E
@ Taxa - Classified E
Taxén Lecturas
acumuladas
Raoultella 4,468
Rhodanobacter 3,146
Stenotrophomonas 3,014
Gemmatimonas 2,449
Lisobacter 2.409
Legionella 2,047
Bradyrhizobium 962
Devosia 894
Reyranella 687
Maucilaginibacter 677
Pseudomonas 646
Sphingomonas 639
2.3 Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas de la muestra de suelo 2
- Se muestran los 12 primeros taxones a nivel de género con una abundancia > 0.5 %:
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. . © Raoultella

@ Stenatrophomonas
et (HECEN@EN) @ o o

@ Arenimonas

Lineage ° ° ® Legionell
(Taxa - Not Classified S
@ Taxa - Classified

Taxoén Lecturas acumuladas
Raoultella 1,949
Arenimonas 1,002
Legionella 497
Stenotrophomonas 412
Lysobacter 232
Bradyrhizobium 225
Pseudomonas 220
Reyranella 214
Citrobacter 150
Gemmatimonas 146
Klebsiella 120

Ramlibacter 116

3. Exportacion de resultados en formato CSV.

Se ha adjuntado un archivo de Excel con los taxones identificados en contraste con la base de datos de la
NCBI. El archivo contiene una tabla con los descriptores de las guias y la hoja con los taxones segin los
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codigos de barra, 01 y 02. Se puede bajar el archivo en el siguiente vinculo.

NOTA: El enlace puede borrarse en 10 dias. Por favor bajar toda la informacion antes de esta fecha.

Comentarios:

1. Paralaconfiguracion del analisis 16s en EPI2ME se configuro:

- El puntaje de calidad de las lecturas para ser consideradas validas: 7.

- Elvalor E de BLAST, definida en 0.01.

- Cobertura minima requerida de la secuencia para que el enlace se considere una coincidencia: 30.
- P_ident BLAST minimo requerido para que el enlace se considere una coincidencia:77

- Numero méaximo de hits por secuencia: 3

2. Referencia al niimero total de lecturas analizadas y su clasificacion:

- Lecturas clasificadas: es el nimero de lecturas para las que hay un taxid disponible ("Clasificacion
exitosa")

- Lecturas sin clasificar: es el niimero de lecturas para las que no hay ningtn resultado BLAST disponible
("Sin clasificacion") o el resultado no cumple los criterios establecidos al principio ("Clasificacion por
debajo del umbral de control de calidad").

3. Los arboles de taxonomia del NCBI muestra los taxones clasificados para la muestra, donde el grosor de
las ramas del linaje es proporcional al nimero de lecturas pertenecientes a cada taxon.

4. Elcodigo de acceso para la visualizacion de los resultados en EPI2ME es mediante: Acceso EPI2ME
NOTA: El enlace puede borrarse en 10 dias. Por favor bajar toda la informacién antes de esta fecha.

5. Los datos crudos (raw data) y basecalling son accesibles en el siguiente enlace: Raw data soils
NOTA: El enlace puede borrarse en 10 dias. Por favor bajar toda la informacion antes de esta fecha.

6. El filo dominante en ambas muestras de suelo fue Proteobacteria. Con una abundancia relativa > 3%., las
familias dominantes en la muestra de suelo 01 fueron Enterobacteriaceae y Xanthomonadaceae. En la
muestra de suelo 02, ademas de estas 2 familias se identifico Gemmataceae. El género Raoultella se
mantuvo como el més abundante en ambas muestras de suelo.

Firmado digitalmente
por BYRON JESUS
DIAZ CARDENAS
Ing. Byron Diaz Cardenas
Técnico de investigacion I
E-mail: byjediaz@espol.edu.ec
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Anexo 24. Aval de traduccién

UNIVERSIDAD E CENTRO
TECNICA DE - DE IDIOMAS
COTOPAXI w

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica
de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccion del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo versa:
“ANALISIS DE CONSORCIOS BACTERIANOS Y GRUPOS FUNCIONALES
ASOCIADOS A LA RIZOSFERA DE LA PAPA (Solanum tuberosum), Var. SUPER
CHOLA EN EL PISO ALTITUDINAL DE 3400 msnm. COTOPAXI. 2021.”
presentado por: Cruz Almagro Francisco Javier, egresado de la Carrera de: Ingenieria
Agronomica, perteneciente a la Facultad De Ciencias Agropecuarias Y Recursos
Naturales, lo realizo bajo mi supervision y cumple con una correcta estructura gramatical
del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionario hacer uso del
presente aval para los fines académicos legales.

Latacunga, septiembre del 2021

Atentamente,
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CENTRO

Mg. C. Wiliner Patricio Collaguazo Vega DE IDIOMAS
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS-UTC

CI: 1722417571




