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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en la localidad de Cuturivi, provincia de Cotopaxi teniendo
como objetivo identificar comunidades bacterianas y determinar los grupos funcionales
asociados a la rizosfera de la papa en la variedad de super chola (solanum tuberosum) a 3100
msnm, para la determinacion de los diferentes grupos funcionales se utilizé la metodologia de
(Bernal, 2015), donde se utiliza los medios de cultivo como: Agar Nutritivo (Microbiota
Total), Rosa de Bengala (Poblacién total de Hongos), Agar Ramos Callao (Solubilizadores de
fésforo), B de King (Pseudomonas), Agar Extracto de suelo (Bacterias Celuliticas), Watanabe
(Fijadores de nitrogeno) y Agar Caseina (Actinomicetos). Para la identificacion bacteriana se
realiz6 mediante secuenciacion del ARNr 16S en suelo, mediante la Secuenciacion de tercera
generacién mediante nanoporos (Oxford Nanopore Technologies) y Adicional para conocer el
estado de composicién del suelo se realiz6 un andlisis fisicoquimico en el laboratorio del
INIAP.

Con los datos se obtuvo que en este piso altitudinal los géneros con mas presencia son las
Arenimonas con 2,530 lecturas acumuladas, seguidas de Lactobacillus con 860 lecturas. Estos
géneros estan relacionados con la fijacion de nitrogeno en el suelo, lo que concuerda con el
analisis fisico donde obtuvimos valores de 150 ppm de nitrégeno considerado alto.

Por cada grupo se establecio cinco repeticiones en suelo y raiz mas un testigo ciego, donde se
establecid, nimero de colonias *grt y UFC *gr . El grupo funcional con mayor niimero de
colonias fue bacterias fijadoras de nitrogeno con 1,18*108 colonias*gr en suelo, y en raiz
1,06*108 colonias *gr?, seguido de bacterias solubilizadoras de fésforo con 2,08*10? ufc*gr
1 en suelo y raiz con microbiota total con 9,16*10* ufc*gr? respectivamente. Teniendo en
cuenta que también hay la presencia en suelo y raiz de los demas grupos en estudio.
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Existe una relacion entre las comunidades bacterianas presentes con los grupos funcionales de
mayor presencia y los resultados de niveles de elementos que tiene la rizosfera de la papa.
Palabras clave: Comunidades bacterianas, grupos funcionales, metagenémicos.
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COTOPAXI, 2022.”
AUTHOR: Armas Ochoa Galo Sebastian

ABSTRACT

This research aimed to identify bacterial communities and determine the functional groups
associated with the rhizosphere of the potato in the “Super Chola” variety (solanum tuberosum)
at 3100 masl to determine the different functional groups. The methodology of (Bernal, 2015)
was used in the locality of Cuturivi, Cotopaxi Province, where culture media are used such as
Nutrient Agar (Total Microbiota), Rose Bengal (Total Population of Fungi), Ramos Callao
Agar (Phosphorus solubilizers), King's B (Pseudomonas), Soil Extract Agar (Cellulitic
Bacteria), Watanabe (Nitrogen Fixers) and Casein Agar (Actinomycetes). Bacterial
identification was performed by sequencing 16S rRNA in soil using third-generation
sequencing with nanopores (Oxford Nanopore Technologies). Additionally, a physicochemical
analysis was carried out at the INIAP laboratory to know the state of soil composition. From
the data, it was obtained that in this altitudinal tier, the genre with the most significant presence
is Arenimonas with 2,530 accumulated readings, followed by Lactobacillus with 860 readings.
These genres are related to nitrogen fixation in the soil, which is consistent with the physical
analysis where values of 150 ppm of nitrogen were obtained, considered high.

Five repetitions were established in soil and root plus a blind control for each group, where the
number of colonies *gr-1 and CFU *gr -1 was established. The functional group with the
highest number of colonies was nitrogen-fixing bacteria with 1.18*108 colonies*gr-1 in the
soil, and 1.06*108 colonies*gr-1 in the root, followed by phosphorus-solubilizing bacteria with
2, 08*1012

cfu*gr-1, in soil and root with total microbiota with 9.16*1011 cfu*gr-1 respectively. So, there
is also the presence in soil and root of the other groups under study. There is a relationship
between the bacterial communities present with the functional groups of greater presence and
the results of the levels of elements that the potato rhizosphere has.

Keywords: Bacterial communities, functional groups, metagenomics.
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2. DESCRPCION DEL PROYECTO

El presente proyecto consistié en la identificacion de comunidades bacterianas, y determinacion
de grupos funcionales presentes en la rizosfera de la papa en el piso altitudinal de 3100 msnm, en
la provincia de Cotopaxi en la localidad de Cuturivi; para lo cual se procedio a recolectar muestras
de suelo y de raiz de la variedad super chola, de la cuales se identificd las Comunidades
bacterianas mediante andlisis metagendmicos en el laboratorio del Centro de Investigacion
Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) y se determind los grupos funcionales utilizando medios de
cultivo como: Agar Nutritivo ( Microbiota Total) , Rosa de Bengala( Poblacién total de Hongos),
Agar Ramos Callao ( solubilizadores de fosforo), B de King (Pseudomonas), Agar Extracto de
suelo (Bacterias Celuliticas), Watanabe (Fijadores de nitrogeno) y Agar Caseina(Actinomicetos).
Donde se realiz6 el conteo de colonias y UFC*gr-1 de suelo por cada uno de los grupos funcionales
mencionados, y a la par se establecid el analisis Fisico - Quimico del suelo analizado en el
Departamento de Suelos, Plantas y Aguas (INIAP).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun (Ferrera & Alarcén, 2001) menciona que en la actualidad el continuo deterioro del suelo ha
tenido gran impacto negativo en la comunidad microbiana, tanto que causa pérdidas econémicas
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 correlacion entre el tipo de suelo, especies de plantas y grupos microbianos

relacionados.

Las malas préacticas agricolas, el inadecuado manejo al recurso suelo y los desaciertos en la
planeacion agricola como el monocultivo, poca incorporacion de materia orgénica, promocion de
la erosion del suelo, inadecuados planes de fertilizacion, uso inadecuado de agroquimicos, entre
otros, han hecho que el suelo como recurso y como medio que constituye gran cantidad de
microorganismos benéficos haya perdido esos agentes naturales que de manera gratuita aportan y
promueven procesos biogeoquimicos naturales importantes para preservar la vida del suelo y sus
efectos.(Benjamin, 2019). De la misma forma esto provoca, un ambiente infértil dificulta la
produccién de nuevos cultivos, debido a que las plantas se vuelven mas vulnerables a
enfermedades y como consecuencia la produccidon agricola disminuye tanto en cantidad y
calidad.(Connor, 2019).

El mayor problema es la erosion del suelo, por el continuo desgaste fisico, la perdida de la base
nutricional y humica, tanto como en la actividad microbiana, donde se compromete con la
fertilidad y productividad en deterioro de la seguridad y soberania alimentaria. (Ferrera & Alarcon,
2001).

Ademas, el cambio climatico es otra condicidon que podria agudizar enormemente esta
problematica. En estudios elaborados por la Organizacion Meteorolégica Mundial (OMM, 2006),
se pronostica un fuerte aumento de temperatura, radiacion solar y vientos, ocasionando incremento
en la susceptibilidad de los suelos a sufrir algun tipo de degradacion como la desertificacion. Sin
embargo, para el 2050 la degradacion de los suelos y el cambio climatico afectara el rendimiento
global de los cultivos en un 10%, por lo que la produccion agricola podria verse reducida a la
mitad. (Goémez, 2019).



4. JUSTIFICACION

El suelo es considerado un espacio heterogéneo definido por sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas, que bajo condiciones naturales tiende a desarrollar un equilibrio dindmico entre sus
diferentes atributos, lo que genera las condiciones adecuadas para una diversidad de organismos
transformadores y descomponedores de sustratos. En general, se considera que la microbiota del
suelo, conformada principalmente por bacterias y hongos, juega un papel importante en la
fertilidad, reciclaje de nutrientes, evolucion, estructura y conservacion del mismo.(Reyes, 2007).

(Pozuelo, 1991), menciona que las raices cuando crecen cambian y evolucionan creando muchos
tipos de habitats; por ello determinan la densidad y diversidad de la comunidad bacteriana

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

La agricultura del mafiana, desafiada por la creciente demanda mundial de alimentos, la escasez
de tierras cultivables y los recursos junto con las maltiples presiones ambientales, debe gestionarse
de manera inteligente a través de enfoques modernos sostenibles y ecoeficientes; ésta debe ser mas
productiva, sostenible y respetuosa con el medio ambiente.(Connor, 2019).

Por lo antes establecido es muy importante y de irrelevancia cientifica conocer e identificar las
comunidades bacterianas y grupos funcionales en el agro sistema papa, para establecer un analisis
de la dindmica de estas en diferentes pisos altitudinales y el efecto de los diversos sistemas de

produccidn de papa.



5. Objetivo general

Identificar comunidades bacterianas y grupos funcionales asociados a la rizosfera de la papa

(Solanum tuberosum).

5.1 Objetivos especificos

e Analizar comunidades bacterianas asociados a la rizosfera de la papa.

e Determinar los grupos funcionales asociados a la rizosfera de la papa.



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

Tabla 1. Cuadro de actividades por objetivo

encontrados en la

rizosfera de la papa.

e Preparacion de medios de
cultivos especificos para cada
grupo funcional a encontrar.

e Preparacion de la muestras
UFC.

e Preparacion de disoluciones
seriadas.

e Determinacion de la
concentracion UFC.

grupo funcional
UFC x gramo de
suelo.

Objetivos Actividad (tareas) Resultado de la actividad Medio de verificacion
especificos
Identificar los e Delimitacion del 4area de e Agrupacion e Arbol de taxonomia del
consorcios estudio. taxondmica de NCBI para las bacterias
bacterianos e Muestreo de la rizosfera de la CONSorcios identificadas.
asociados a la papa en el area de estudio microbianos
rizosfera de la papa. e Analisis gendmico

microbioldgico

e Agrupacion de consorcios

microbianos
Determinar los e Escoger la metodologia e Grupos funcionales e Memoria fotografica.
diferentes grupos especifica de identidad en identificados. e Tabla de grupos
funcionales grupos funcionales. e Conteo de UFC por funcionales

identificados
e Tablas de conteo.

Fuente: Galo Armas 2022




7. FUNDAMENTACION TEORICA TECNICA

7.1 Origen de la papa (Solanum tuberosum)

Solanum tuberosum dio origen en la Cordillera de los Andes que se doméstico en Sudameérica
especificamente en Bolivia, entre los lagos Titicaca y Poopé hace unos 10,000 a 7,000 afios, segun
revela la investigaciones realizadas, las comunidades de cazadores y recolectores que habian
poblado el sur del continente, existen controversias y opiniones muy diversas en cuanto al origen

de la papa (Solanum tuberosum).(Rodriguez, 2010).
7.2 Papaen el Ecuador

La produccion de papa (Solanum tuberosum) en el Ecuador esta distribuida en tres zonas
geogréaficas: norte, centro y sur. La diferencia agroecoldgica se determina por las relaciones entre
clima, fisiografia y altura. En general, el cultivo de la papa en el pais se desarrolla en terrenos
irregulares, laderas hasta con mas de 45% de pendiente y en un rango de altitud de 2.400 a 3.800
m.s.n.m. en los pisos interandinos y subandidos. Desarrollandose en condiciones de subparamo
himedo, aunque el cultivo se encuentra en los valles bajos, debido a la presién demografica,
actualmente los desplazaientos son hacia el paramo asi consiguiendo un deterioro ambiental y el

riesgo de pérdidas de cultivos por heladas.(Rodriguez, 2010).

7.3 Taxonomia de Solanum Tuberosum

llustracion 1 Papa




Tabla 2. Taxonomia de papa (Solanum Tuberosum)
Reino Plantae
Division Magoliopyta
Clase Magnoliopsida
Subclase  Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanéaceas
Genero Solanum

Especie Teberosum

7.4 Microbiologia del suelo

Los microorganismos desarrollan un rol fundamental en la fertilidad de los suelos con sus
reacciones metabdlicas que ayudan a la incorporacién de materiales fisicos quimicos que asiste a
obtener una mejor fertilidad del suelo.(Soil, 2012).

7.5 Comunidades Bacterianas

Cuando se analiza una especie o grupo biolégico, es importante conocer el contacto ambiental y
bioldgico en el que se encuentra; con las especies que coexisten y en muchas ocasiones de las que
depende (hospedero). El conjunto de especies que conviven en un lugar y tiempo constituye las
comunidades. En un sistema microbiano el crecimiento celular forma poblaciones; las poblaciones
metabdlicamente relacionas se denominan gremios y el conjunto de estas agrupaciones
interaccionan formando comunidades microbianas. Por lo tanto, las comunidades microbianas
consisten en poblaciones de células de varias especies; que interactian entre si desarrollando

multiples actividades funcionales al interior de la comunidad y con su hospedero.(Zamudio, 2014).
7.6 Rizosfera

Es la zona especializada entre las raices y el suelo donde hay gran actividad microbiana y aumento

de biomasa de la misma.
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En la rizosfera se pueden encontrar gran cantidad de microorganismos, entre ellos hongos,
bacterias, actinomicetos, protozoarios y algas; estos microorganismos se encuentran establecidos
en asociacion con las raices, la cual puede ser de caracter benéfico o nocivo. En el primer caso,
algunos ejemplos son las micorrizas, bacterias fijadoras de nitrogeno, bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y agentes de control bioldgico; en el caso de los nocivos, se destacan todos

aquellos microorganismos fitopatdgenos.(Sevilla, 2015).
7.7 Caracteristicas de la Rizosfera

Siendo la rizosfera una zona rica en microorganismos, radica en gran medida ya que se encuentra
en el ambiente muy favorable para su desarrollo. Se a trabajado mucho en los ultimos afios para
que sean capases de promover el crecimiento de la planta o en su defecto tenga un efecto de
proteccion ante un organismo fitopatégenos. Relacionando la actividad microbiana entre un 2-5%
de las bacterias presentan en la rizosfera ejercen un efecto benéfico sobre el crecimiento y

desarrollo de la planta.(Probanza, 2012).
7.8 Interfaz suelo raiz

La principal funcion de la raiz es anclar al vegetal al suelo absorbiendo agua y minerales, la llegada
de los nutrientes a la planta, es el contacto que se produce al crecer la raiz por los poros del suelo
durante su alargamiento. El flujo masal, la planta absorbe iones como diferencias de potencial

hidrico entra la superficie de la raiz y del suelo.

Cuando la raiz se produce en menor concentracion de iones que origina una diferencia de
gradientes significativa con los del resto de la solucion del suelo. En estas condiciones los iones

se movilizan en direcciones a las raices y penetran en la planta. (Arrigo, 2001).
7.9 (Queé son las bacterias?

Son seres generalmente unicelulares que pertenecen al grupo de los protistas inferiores. Son células
de tamafio variable cuyo limite inferior esta en las 0,2my el superior en las 50m; sus dimensiones
medias oscilan entre 0,5 y 1m. Las bacterias tienen una estructura menos compleja que la de las
células de los organismos superiores: son células procariotas (su nucleo esta formado por un Gnico

cromosoma y carecen de membrana nuclear).(B. Lopez, 2019).
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7.10 Beneficios de bacterias en la rizosfera

Las rizosferas area del suelo que se encuentra unida a la raiz y que se extiende a pocos milimetros
de la superficie del sistema radicular. La cantidad de bacterias que se van a encontrar depende de
muchos factores como son: la temporada, el tipo de suelo, la vegetacion, el contenido de humedad,
el tipo de labranza y fertilizacion. Se caracteriza la zona por la interaccion tnica y dindmica de los
procesos biogeoquimicos que ocurren entre las raices de las plantas y microorganismos del suelo,
los cuales son altamente influenciados por los exudados radiculares, albergando una gran cantidad
de microorganismos que estimulan el crecimiento vegetal y reducen la incidencia de
enfermedades.(Velasco & Jiménez, 2020).

7.11 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), son bacterias vivas aisladas principalmente de la rizosfera que promueve el
crecimiento de las plantas mediante una amplia variedad de mecanismos. Varios estudios ponen
en relieve la inoculacion de plantas con PGPR pueden tener efectos considerables en la planta a
nivel fisiologico como molecular, sugiriendo la posibilidad de la biota del suelo pueda estimular a

las plantas a ser mas eficientes en la recuperacién de nutrientes.

Las rizobacterias incrementa la disponibilidad de nutrientes en la rizosfera al influir en el

metabolismo de las plantas mejorando su nutricion mediante diferentes mecanismos como:

e Fijacion de Nitrégeno sintesis de fitohormonas (auxinas, giberelinas, citocininas).

Vitaminas y enzimas.

e Sutilizadores de fosforo inorganico y mineralizacion de nitritos
e Oxidacion de sulfuros

e Incremento en la permeabilidad de la raiz

e Produccion de nitritos, acumulacién de nitratos.(Reyes, 2019)

7.12 Hongos

Los hongos constituyen uno de los mayores grupos de seres vivos que conservan un nicleo

diferenciado y organelos citoplasmaticos rodeado por membranas, muchos hongos poseen quitina
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en su pared celular como los polisacarido en cambio otros tienen celulosa en lugar de quitina sin

embargo poseen estructuras vegetativas filamentosas llamadas hifas.(Garcés, 2015).

7.13  Grupos funcionales

Los grupos funcionales se definen como patrones de atomos y sus caracteristicas pueden ser
afectadas por su estructura, solubilidad y reactividad al comportamiento quimico de las
moléculas.(Conrado, 2003).

7.14 Solubilizadores de fosforo

Para que las plantas puedan absorber todo el fosforo del suelo los microorganismos pueden ayudar
a solubilizar y mineralizar de forma organica e inorganica liberando acidos organicos y de enzimas
hidroliticas que ayuda a incrementar su movilizacion para el crecimiento vegetativo algunas
especies de las rizosferas son:

Bacillus subtilis

Pseudomonas putida

Aspergillus niger,

Penicillium bilaji; otras especies de los géneros, Thiobacillus Micrococcus y
Mycobacterium.(Beltran, 2015).

7.15 Bacterias celuloliticas

La celulosa siendo el polimero méas abundante del planeta teniendo la estructura molecular de un
homopolisacarido formado por moléculas lineales de forma paralela, las microfibrillas de celulosa
se forman al ser varias unidades inter e intermoleculares entre si forman zonas mas cristalinas,

mientras en otras zonas mas laxas o amorfas.(Bohorquez, 2007).

Los microorganismos celuliticos (hongos, filamentosos, bacterias, actinomicetos) los hongos son
la principal causa de degradacion de la celulosa en suelos himedos, caso contrario con las bacterias
que realizan una mejor labor en suelo semiéridos. (Salinas, 2019)
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Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen bacterias y hongos, aerobios y

anaerobios, termofilos y mesofilos que ocupan diversos habitats.
Entre las bacterias aerobias son:

Bacillus sp.
Vibrio sp.
Cytophaga sp.

>

>

>

» Pseudomonas sp.
» Thermobifida sp.
>

Cellulomonas sp.(Loaiza, 2017).

7.16 Actinomicetes

Los actinomicetos son bacterias filamentosas Gram positivas, que estan distribuidas en el medio
ambiente, son microorganismos con propiedades quitinoliticas, constituido con guanina y citosina

en su DNA diferencidndose de otras bacterias Gram positivas. (Gonzales, 2010).

Se los puede encontrar en superficies rocosas y en suelos rizosfericos, ricos en humos, sedimentos
marinos que son importantes para estimular su crecimiento de estos microorganismos. La mayor
parte son especies heterotrofas, aerobios, mesofilas ya que son pocos tolerantes a la acidez y a su

poca capacidad para retener agua.(Gonzales, 2010).

7.17 Bacterias fiadoras de nitrégeno

La fuente principal de nitrégeno en el ambiente es la atmosfera siendo un 78% de este elemento
en forma de gas, sin embargo, el nitrdgeno atmosférico solo es fijado por ciertas bacterias que
transforman este gas en compuestos nitrogenados que utilizan las plantas. En los suelos la fuente
esencial de nitr6geno es la materia orgéanica y sus formas disponibles son: nitrato (NO3-) y amonio
(NH4+) aunque las plantas absorben rapidamente ambas formas de nitrogeno, por lo general el
amonio es rapidamente transformado en nitrato. (Castellanos, 2007).

Después de que el nitrégeno se incorpora en la materia organica, frecuentemente se vuelve a

convertir en nitrdgeno inorganico a través del proceso denominado mineralizacion. La
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mineralizacion es el proceso por el cual el nitrégeno organico de los aminoacidos o proteinas es
transformado por los microorganismos en amonio (NH4 +) y después en nitrato (NO3 -).(Garcia,
2011).

La materia organica ya incorporada se convierte en nitrdgeno inorganico ya que se lo encuentra
por lo general en los primeros afios (inmdvil), esto es causado por los microorganismos que
absorben rapidamente las distintas formas de nitrogeno para poder descomponer los residuos de la
materia organica, hasta el momento que las plantas pueda absorber todo el nitrégeno cuando la

materia organica este descompuesto completamente. (Garcia, 2011).
7.18 Captadores de fosforo

Las micorrizas actian como captadoras de fosforo, se unen a las raices proporcionandoles los
alimentos necesarios ricos en azucares, la presencia de las micorrizas favorecen el sistema radical
asistiendo a la planta a una mejor absorcion de agua, nutrientes y protegiéndose de

patogenos.(Cruz, 2018).
7.19 Pseudomonas

Las pseudomonas son bacterias Gram negativas en formas de bastones, con una amplia flexibilidad
metabdlica y respiracidn aerobica, ya que poseen uno o varios flagelos polares que les confiere
movilidad. Se han identificado mecanismos que generan un aumento de nutrientes del suelo hacia
las plantas, produccion de fitohormonas y produccién metabolitos teniendo un efecto positivo

sobre el crecimiento de las mismas.(Braga, 2015).
8. PREGUNTA CIENIFICA

¢Mediante la secuenciacién gendmica y la utilizacion de medios especificos para el cultivo de
bacterias se puede analizar y determinar comunidades bacterianas y grupos funcionales asociados

a la rizosfera del cultivo de la papa?
9. METODOLOGIA

La investigacion realizada tiene una metodologia experimental con un método cualitativo y

cuantitativo.
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9.1 Instrumentos

Observacion directa
Revision bibliografica
Objetivo 1.- Identificar los consorcios bacterianos asociados a la rizosfera de la papa.

Actividad 1.- Delimitacion del area del estudio.

Para la delimitacion del area de estudio, se busca un predio que cuente con las condiciones
favorables al cultivo de papa, utilizando herramientas de ubicacion geogréafica (Google earth y
Andy GPS) se procede al levantamiento geogréafico con coordenadas y altitud exacta del piso
altitudinal.

lustracion 2. Mapa de la localidad muestreada

i lagaceta.com.6€

Latacunga

Fuente:(Google Maps 2022)

Tabla 3. Coordenadas de la localidad

Latitud Longitud Altitud
0°59°04’S 78°44°05”W | 3100 msnm

Actividad 2.- Muestreo de la rizosfera de la papa en el area de estudio.

Se utiliz6 la metodologia del manual establecido por (Baez et al., 2019) mencionando que las
muestras edaficas deben ser tomadas de areas que se localice libres de fertilizaciones inorganicas

y labores culturales, la profundidad para adquirir la muestra es de 20 a 30 cm.
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Se obtendra 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 1kg 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.
9.2 Empaquetado y etiquetado de muestras.

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

suelo con sigla A1, A2, A3 de donde fueron tomadas cada una, previo a su analisis.
Actividad 3.- Analisis genémico microbiol6gico

Se utilizar la técnica de la PCR (Reaccién de la cadena de la polimerasa) y para el analisis de

consorcios se utilizara un descriptor de cebadores (16SRNA).

Actividad 4. Agrupacion taxonémica de consorcios microbianos

Identificacién bacteriana a través de la secuenciacion del gen 16s.

Es una amplificacidn de los genes 16s de cada muestra y preparacién de librerias de ADN para
secuenciar en el MinlON Mk1B utilizando el kit de codigo de barras 16s 1-24 (SQK-16S024). Con
una secuenciacion de librerias 16s en el MinlON de Oxford Nanopore y posterior basecalling en
MIinKNOW vy un analisis de las lecturas resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en
EPI2ME.

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 realizara una revision bibliografica de las diferentes metodologias para el aislamiento
microbioldgico y se escogio la metodologia de (Bernal, 2015).Donde indica diferentes medios de

cultivos especificos para cada grupo funcional.

Para el recuento de las unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (UFC*g™) de suelo
utilizamos el manual de analisis de calidad para formulaciones con base en hongos
biocontroladores (determinacion de la viabilidad/ concentracion de UFC cuantificacion por

recuento en cajas Petri) (Baez et al., 2019).
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Actividad 2.- Preparacion de medios de cultivos especificos para cada grupo funcional a
encontrar

Dispensar a los medios:

» Medio agar nutritivo (Microbiota Total).
Para la elaboracion del medio agra nutritivo utilizamos 1000 ml de agua destilada y se pese 20g
de agar nutritivo. Se lo llevo 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.(Anexo 1).

> Rosa de bengala: (Poblacion Total de Hongos)

Para la elaboracion del medio de cultivo para hongos se utilizé frascos con tapa en la que colocan
1000 ml de agua destilada en la que se va colocando los reactivos en las cantidades establecidas
(Anexo 1), excepto la estreptomicina, colocado todos los reactivos lo llevamos a un agitador, hasta
obtener una mezcla homogénea que a la vez se va midiendo el pH, estabilizandolo en 5,5 para
luego colocarlo en el autoclave.

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.

» Ramos Callao: (Solubilizadores de Fésforo).
En un recipiente con tapa se colocé 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 (Anexo 1). 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, se afiade el agar.

> Agar Extracto de Suelo: (Bacterias Celuloliticas).
En un recipiente con tapa se coloc6 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 funcién
de los restantes volimenes que se van a utilizar (carboximetilcelulosa y extracto de suelo).



18

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 lo 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 un 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 el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion. Se lo retira y se deja decantar lo suficiente
para luego filtrarlo 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 solucién final
se toma 100 ml y se afiade a la solucion inicial del medio de cultivo, se lo lleva a la agitadora y se

regula el pH a 6.5, al final se afiade el agar (Anexo 1).

» Watanabe: (Bacterias Fijadores de Nitrégeno)
Para preparar 1000 ml de medio watanabe se mide 500 ml de agua destilada en una botella con
tapa rosca, se coloco la glucosa, el manitol y el &cido mélico. El almidon se diluye al calor en 50
ml de agua destilada, una vez bien diluido se lo afiade al medio, tomando en cuenta todos los
volumenes agregados. Se afiade las soluciones Il y 11l (tomando los reactivos en las cantidades
indicadas) se toman los volimenes especificados y se afiade al medio de cultivo (Anexo 1)

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.

» Agar Caseina : (Actinomicetos)
En un recipiente con tapa se coloc6 950 ml de agua destilada, se coloca la caseina, el fosfato
monopotasico. El almidén 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 lleva al
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 (Anexo 1).
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» B de King (Pseudomonas)

En un recipiente con tapa se colocdé 1000 ml de agua destilada donde, se agrega peptona, agar

purificado, K2HPO4 (anhidro), MgSO4 y 7 H20 (anhidro) hasta tener una solucion homogénea y

dirigir al autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

Actividad 3: Siembra e incubacién en los medios de cultivos.

Seleccionar las diluciones mas concentradas

Rotular las cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua

Sembrar 100 ul de las diluciones seleccionadas

Sellar la caja Petri sembrada con el papel Parafilm o papel plastico de cocina
Incubar entre 22°C y 25 C° por el tiempo estandarizado

Adicionar tres gotas de azul de lactofenol sobre la superficie del agar.
Contar un cuadrado de agar coloreado de aproximadamente 1 cm

Contar 300 conidios en total por muestra (germinados y no germinados)
Registro de los datos obtenidos segun la dilucion sembrada y la repeticion.

Calcular el porcentaje de germinacion. (Baez et al., 2019) .

Actividad 4. Preparacion de la muestra para recuento de UFC.

Tomar tres submuestras 1g para muestras solidas o 1ml con micropipeta para muestras
liquidas.

Colocar las submuestras en tubos de ensayos de 15mi

Adicionar a cada tubo 9ml de solucion estéril de triton X- 100 al 0.1%

Agitar en vortex hasta que la muestra se disperse completamente.

La suspension obtenida corresponde a la suspension madre o dilucion 10 (Baez et al.,
2019).

Actividad 5. Preparacién de disoluciones seriadas

Método de siembra por disoluciones seriadas

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

obtener resultados confiables contenga disoluciones.
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Proceso

Siembra en cajas Petri y se procede hacer con conteo del nimero de colonias que debe ser

multiplicado por el factor de diluciones para obtener las UFC por milimetro de nuestra original.

e Tomar 100ul (Iml) de la suspension madre y colocar en otro tubo con 9ml de solucién
estéril 0 agua destilada.

e Agitar en vortex vigorosamente el tubo hasta que la muestra se disperse completamente
(dilucion 1072).

e A partir de dilucion 1072 repetir los pasos anteriores tantas veces como sea necesario para
alcanzar el namero de diluciones deseadas. Marcar los tubos con el nombre de la dilucion
correspondiente (ej. 1072, 1073, 107, etc.) el numero de diluciones dependera de la
concentracion del producto generalmente se realiza hasta la dilucion 107", (Baez et al.,
2019) .

llustracion 3. Proceso de disoluciones seriadas

H| H
¢

Fdg=10 Fdc=10! Fdy=10® Fde=10' Fd =10 Fog=10° F=10'

h@

C Fdg=10 Fdc=10? Fdp=10° Fdz=10' Fd:=10° Fdg=10° Fdy =107

oAml | foami | 0,1 ml/ | oam

Fuente: (UpoTV - Conteo de Bacterias Viables, n.d.)

» Método de siembra por fragmento de raiz

Es una siembra directa consiste en introducir muestra vegetal (in6culo) 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 multiplicaciéon. Una vez sembrado, el medio de cultivo se

incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento. (UpoTV - Conteo de Bacterias Viables,
n.d.).
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Actividad 6. Determinacion de la concentracion UFC

Basados en la concentracion del producto reportada por el fabricante, seleccionar las diluciones a

sembrar para realizar el conteo destacar que en algunos casos se desconoce la concentracion y

entonces se debe seleccionar un rango m amplia de diluciones para sembrar.

Rotular las cajas Petri con medio de cultivo PDA con el nombre de la muestra,

Nombra de la muestra

Fecha

Numero de dilucidn siguiente a la del tubo que es utilizado para sembrar.

Tener 10 repeticiones (cajas inoculadas) por grupo funcional por diluciény por siembra de
raiz, es decir 5 cajas Petri por submuestra resultando en un total de 70 cajas muestras.
(Baez et al., 2019).



22

10. ANALISIS Y DISCUCION DE RESULTADOS

10.1 Identificacion de consorcios bacterianos

Figura 1. Arbol taxonémico por familias para las bacterias identificadas del piso altitudinal

de 3100 msnm.

Géneros Lecturas =
Arenimonas 2,530
Lactobacillus 860 #:: Mesohizobiom
Variovorax 628
Lysobacter 583 e Ramlibacter
Q @ 53
Ramlibacter 404 e Variovorax
Mesorhizobium 357
Devosia 348 ® Legionella
Legionella 229
root O O
Sphingomonas 173 @ Arenimonas
) )
Mucilaginibacter |137 e Lysobacter
Stenotrophomonas | 134
Lineage
Brevundimonas 121 Taxa - Not Classified ® Lactobacilius
@ Taxa - Classified

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), 2022.

Como se puede apreciar en la figura 1 el género con mayor prevalencia son las Arenimonas con
2,530 lectura, este género es considerado bacterias fijadoras de nitrégeno, concordando con lo
estipulado por (Souza, 2021), que textualmente que las arenimonas producen el aumento en la
abundancia de funciones relacionas con la obtencién de energia y transformacion de nitrégeno. El
segundo genero con mas lecturas es el de lactobacillus con 860 dentro de este género esta el grupo
funcional bacterias solubilizadoras de fosforo, esto corrobora con lo expuesto (Alvarez & Tucta,
2018) donde indica que los lactobacillus tienen la capacidad de solubilizar el fosforo organico en

el suelo beneficiando la absorcién de nutrientes por las plantas.
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10.2 Determinacién de grupos funcionales

Los andlisis a interpretar son acorde a datos obtenidos del conteo de colonias en el contador de
colonias en UFC*gr suelo mediante el uso de la cAmara Neubauer. Realizando la interpretacion de
los graficos de barras de las dos muestras suelo y raiz caracterizando los diferentes grupos
funcionales observados.

Grafico 1. Concentracion de colonias*gr-1 de Microbiota Total.

CONCENTRACION DE COLONIAS MICROBIOTA TOTAL

1,95E+07
1,90E+07
1,85E+07
1,80E+07
1,75E+07
1,70E+07
1,65E+07
1,60E+07
1,55E+07
1,50E+07
1,45E+07
1,40E+07

UFC*gr-1

SUELO RAIZ
PROMEDIO MICROBIOTA TOTAL
B microbiota total 1,90E+07 1,59E+07

GRUPOS FUNCIONALES
Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
Como se observa (grafico 1) existe presencia de poblacion total de bacterias con 1,90*10°

colonias*¥! en la muestra de suelo y en muestra de raiz con 1,59*10" colonias*gr, teniendo

mayor representacion en la muestra de suelo.
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Gréfico 2. Concentracion de colonias*gr-1 del grupo funcional Poblacion Total de Hongos
por siembra de disolucion de suelo y fragmento de raiz.

CONCENTRACION DE COLONIAS P.T.H

5,00E+07
4,50E+07
4,00E+07
3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

UFC*gr-1

SUELO RAIZ
PROMEDIO P.T.H
mP.TH 2,76E+07 4,33E+07

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 2) existe presencia de poblacion total de hongos con
2,76*10"colonias*gr? en la muestra de suelo y 4,33*107 colonias*gr en muestra de raiz, teniendo
mayor representacion en la muestra de raiz.

Gréfico 3. Concentracion de conidios *gr-1 del grupo funcional Poblaciéon Total de Hongos

por siembra de disolucion de suelo y fragmento de raiz.

CONCENTRACION DE UFCEN P.T.H

SE+11

7E+11

6E+11

N 5E+11
*QD

Q 4E+11
[V

= 3E+11

2E+11

1E+11

0

SUELO RAIZ
B ROSA DE BENGALA 2,52E+11 6,73E+11

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
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Como se observa (grafico 3) existe presencia de poblacion total de hongos con 2,52*10% ufc*gr?
en la muestra de suelo y 6,73 ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo mayor representacion en la

muestra de raiz.
Gréfico 4. Concentracion de colonias*gr-1 del grupo funcional de Solubilizadoras de fosforo.

CONCENTRACION DE COLONIASEN GRUPOS
FUNCIONALES
BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFORO

5,00E+07
4,50E+07
4,00E+07
3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06
0,00E+00

UFC*gr

SUELO RAIZ
PROMEDIO BACTERIAS SOLUBILIZADOAS DE FOSFORO
M Seriesl 4,44E+07 2,78E+07

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 4) existe presencia de bacterias solubilizadoras de fosforo con 2,78*10’
colonias*gr? en la muestra de suelo y 4,44*10" colonias*gr en muestra de raiz, teniendo mayor
representacion en la muestra de raiz.
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Gréfico 5. Concentracion de UFC*gr! en el grupo funcional bacterias solubilizadoras de

fosforo.
CONCENTRACION DE UFC EN GRUPO FUNCIONAL
BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFORO
2,50E+12
2,00E+12
o 1,50E+12
8)
5 1,00E+12
5,00E+11 -
0,00E+00
SUELO RAIZ
= RAMOS CALLAO 2,08E+12 5,66E+11

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado
por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 5) existe presencia de bacterias solubilizadoras de fosforo con 2,08*10*2
ufc*grt en la muestra de suelo y 5,66*10% colonias*gr* en muestra de raiz, teniendo mayor

representacion en la muestra de suelo.
Gréfico 6. Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional Bacterias celuloliticas.

CONCENTRACION DE COLONIAS EN GRUPO FUNCIONAL
BACTERIAS CELULOLITICAS

7,00E+07
6,00E+07
5,00E+07
4,00E+07
3,00E+07
2,00E+07
1,00E+07
0,00E+00

UFC*gr-1

SUELO RAIZ
PROMEDIO BACTERIAS CELULOLITICAS
B BACTERIAS CELULOLITICAS 4,82E+07 6,29E+07

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
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Como se observa (grafico 6) existe presencia de bacterias celuloliticas con 4,82*107 colonias*gr*
en la muestra de suelo y 6,29*10° colonias*gr~en muestra de raiz, teniendo mayor representacion

en la muestra de raiz.

Grafico 7. Concentracion de ufc*gr? del grupo funcional bacterias celuloliticas.

CONCENTRACION DE UFC EN GRUPO FUNCIONAL

BACTERIAS CELULOLITICAS
4,70E+11
4,60E+11
5 4,50E+11
) 4,40E+11
L
=) 4,30E+11
4,208411 -
4,10E+11
SUELO RAIZ
B EXTRACTO DE SUELO 4,62E+11 4,28E+11
GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 7) existe presencia de bacterias celuloliticas con 4,62*10™ ufc*gr?en
la muestra de suelo y 4,28*10%2 ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo mayor representacion en la

muestra de suelo.
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Gréfico 8. Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional Actinomicetos.

CONCENTRACION DE COLONIAS EN
ACTONOMICETOS

8,00E+07
7,00E+07
6,00E+07
5,00E+07
4,00E+07

UFC*gr

3,00E+07
2,00E+07
1,00E+07
0,00E+00

SUELO RAIZ
PROMEDIO ACTINOMICETOS
B Seriesl 4,47E+07 7,02E+07

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 8) existe presencia de actinomicetos con 4,47*10" colonias*gr™ en la
muestra de suelo y 7,02*107 colonias*gr™ en muestra de raiz, teniendo mayor representacion en
la, muestra de raiz.

Gréfico 9. Concentracion de UFC* gr-1 del grupo funcional Actinomicetos.

CONCENTRACION DE UFCEN ACTINOMICETOS

3,30E+11
3,25E+11
3,20E+11
3,15E+11

3,10E+11

UFC*gr

3,05E+11
3,00E+11

2,95E+11

2,90E+11
SUELO RAIZ

B ACTINOMICETOS 3,28E+11 3,03E+11
GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
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Como se observa (grafico 9) existe presencia de actinomicetos con 3,28*10'* ufc*gr? en la
muestra de suelo y 3,03*10'* ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo mayor representacion en la
muestra de suelo.

Gréfico 10. Concentracién de colonias* gr-1 del grupo funcional Bacterias Fijadoras de

Nitrégeno

CONCENTRACION DE COLONIAS EN GRUPO FUNCIONAL
BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

1,20E+08
1,18E+08
1,16E+08
1,14E+08
1,12E+08
1,10E+08
1,08E+08

1,06E+08
1,04E+08
1,02E+08
1,00E+08

SUELO RAIZ
PROMEDIO BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

UFC*gr-1

m BACTERIAS FIJADORAS DE

NITROGENO 1,18E+08 1,06E+08

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 10) existe presencia de bacterias fijadoras de Nitrégeno con 1,18*108
colonias*gr? en la muestra de suelo y 1,06*10% colonias*gr! en muestra de raiz, teniendo mayor

representacion en la muestra de suelo.
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Grafico 11. Concentracion de ufc*gr en el grupo funcional de baterias fijadoras de nitrgeno.
Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

CONCENTRACION DE UFC EN BACTERIAS FIJADORAS DE
NITROJENO

5,00E+11
4,00E+11

3,00E+11

UFC*gr
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0,00E+00
SUELO RAIZ

B WATANABE 4,62E+11 3,03E+11
GRUPOS FUNCIONALES

Como se observa (grafico 11) existe presencia de bacterias fijadoras de Nitrégeno con 4,62*10*
ufc*gr? en la muestra de suelo y 3,03*10' ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo mayor

representacion en la muestra de suelo.

Grafico 12. Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional Pseudomonas.

CONCENTRACION DE COLONIAS EN

PSEUDOMONAS
5,00E+07
4,00E+07
-
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>
1IOOE+O7 -
0,00E+00
SUELO RAIZ
PROMEDIO PSEUDOMONAS
B PSEUDOMONAS 1,58E+07 4,74E+07

GRUPOS FUNCIONALES

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
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Como se observa (grafico 12) existe presencia de pseudomonas con 1,58*107 colonias*gr™ en la
muestra de suelo y 4,74*108 colonias*gr? en muestra de raiz, teniendo mayor representacion en

la muestra de raiz.

Grafico 13. Concentracion de ufc*gr? del grupo funcional pseudomonas.

CONCENTRACION DE UFC EN PSEUDOMONAS
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Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 13) existe presencia de pseudomonas con 5,23*10 ufc*gr? en la
muestra de suelo y 5,59*10 ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo mayor representacion en la
muestra de raiz.

10.3 Concentracion de colonias *gr por grupo funcional en muestras de suelo y raiz.

Tabla 4. Concentracion de colonias*gr-1 por grupo funcional en muestras de suelo y raiz

Grupos Funcionales Suelo Raiz
MICROBIOTA TOTAL 1,90E+07 1,59E+07
P.T.H 2,76E+07  4,33E+07
B.SOLUBI. DE FOSFORO 2,78E+07  4,44E+07
BACTERIAS CELULOLITICAS 4,82E+07  6,29E+07
BACTERIAS FIJADORAS DE NITROJENO 1,18E+08 1,06E+08
ACTINOMICETOS 4,47E+07  7,02E+07
PSEUDOMONAS 1,58E+07  4,74E+07

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
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Grafico 14. Concentracion de colonias* gr en siete grupos funcionales.

CONCENTRACION DE COLONIAS EN LOS SIETE GRUPOS
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Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Como se observa (grafico 14) de los grupos funcionales y colonias en la rizosfera de la papa a
3100 msnm. Existe presencia de todos los grupos investigados, siendo los de mayor nimero de
colonias las Bacterias Fijadoras de Nitrogeno con 1,18*108 colonias*gr en suelo, Bacterias
Celuloliticas con 4,82*107 colonias*gr™ en suelo y Actinomicetos con 4,47*107 colonias*gr en
suelo, en la muestra de raiz se encontrd todos los grupos estudiados siendo los mas representativos
Bacterias Fijadoras de Nitrogeno con 1,06*108 colonias*gren raiz, Actinomicetos con 7,02*10’

colonias*gren raiz y Bacterias Celuloliticas con 6,29*%10 colonias*gr.

Estos datos son diferentes con la investigacion de (Nasimba, 2021), donde a 3800 msnm obtuvo
mayor presencia de Actonomicetos 2,0%10’ colonias*gr?, los resultados obtenidos varian ya que
la altura del suelo no es la misma; mientras que a 3100 se obtuvo mayor cantidad de colonias en
bacterias fijadoras de nitrogeno con 1,18*108 colonias*gr? ,concordando con lo estipulado por
(M. Lopez, 2010) esto puede deberse a que el suelo posee menos materia organica, e incide en su
fertilidad lo que hace obligatoria la fijacion bioldgica de nitrégeno para lo cual la reproduccion

masiva de estos microorganismos son necesarias.



Tabla 5. Concentracion de ufc*gr? por grupo funcional en muestras de suelo y raiz

CONIDIOS SUELO RAIZ
MICROBIOTA TOTAL 6,62E+11 9,16E+11
P.T.H 2,52E+11 6,728E+11
B.SOLUBI. DE FOSFORO 2,08E+12 5,664E+11
BACTERIAS CELULOLITICAS 4,62E+11 4,28E+11
BACTERIAS FIJADORAS DE NITROJENO 4,62E+11 3,032E+11
ACTINOMICETOS 3,28E+11 3,032E+11
PSEUDOMONAS 5,23E+11 5,592E+11

Elaborado por: (Galo Armas, 2022)

Grafico 15. Concentracion de ufc* gr-1 en siete grupos funcionales
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Elaborado por: (Galo Armas, 2022)
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Como se observa (grafico 15) en los grupos funcionales y UFC en la rizosfera de la papa a

3100msnm, existe presencia de todos los grupos investigados, presentando mayor nimero de UFC
Bacterias Solubilizadoras de Fésforo con 2,08*10%? ufc*gr?, Microbiota Total con 6,62*10%

ufc*gr! y Pseudomonas con 5,23*10% ufc*gr?, en muestra de suelo, en la muestra de raiz se

encontré todos los grupos estudiados teniendo mayor representacion

Microbiota Total con
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9,16*10* ufc*gr?, P.T.H con 6,72*10'! ufc*gr! y Bacterias Solubilizadoras de Fésforo con

5,66*10% ufc*gr.

Existe un comportamiento similar en las bacterias solubilizadoras de fosforo, para los dos pisos
altitudinales con 2,1*10? ufc*gr* a 3800msn , en comparacion en los 3100 msnm, con 2,08*10*2
ufc*gr? resultados que se asemejan al comportamiento mencionado por (Nasimba, 2021).
Concordando con lo estipulado por (Calvo et al., 2008), mencionando el estudio comparativo de
las dos alturas indica que respectivamente muestra una mayor poblacion de bacterias
solubilizadoras de fésforo, afirmando que influyen factores como el Ph del suelo siendo mas

alcalino, una altura menor y temperatura un poco mayor.
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CONCLUSIONES

Se identifico que en el piso altitudinal de 3100 los géneros con mas presencia son
Arenimonas con 2,530 lecturas acumuladas, seguido de Lactobacillus 860lecturas
acumuladas.

Los géneros presentes con menores lecturas acumuladas fueron, Variovorax, Lysobacter,
Ramlibacter, Mesorhizobium, Devosia, Legionella, Sphingomonas, Mucilaginibacter,
Stenotrophomonas, Brevundimonas.

Se determind que el grupo funcional de mayor presencia en suelo y raiz del piso altitudinal
de 3100 msnm son las Bacterias Fijadoras de Nitrogeno con 1,18*10% colonias*gr?, y
1,06*108 colonias*gr-* respectivamente.

Se determind los grupos funcionales con mayor nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) en suelo fueron, bacterias solubilizadoras de fésforo con 2,08*10? ufc*gr
!y enraiz Microbiota Total con 6,62*10% ufc*gr.

Se establecio que existe una relacion entre el andlisis metagenémico, los grupos

funcionales y el andlisis composicional del suelo.
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12. RECOMENDACIONES

e Se recomienda establecer el analisis diferencial de la abundancia y distribucion de los
grupos funcionales en diferentes pisos altitudinales.
e Se recomienda identificar comunidades bacterianas en la filosfera del cultivo de la papa,

para determinar las relaciones entre componen suelo y foliar.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Metodologia de Bernal 2015 (elaboracidon de medios de cultivos).
MEDIOS DE CULTIVO
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GRUPO FUNCIONAL Y MEDIO
UTILIZADO

DOSIS

POBLACION TOTAL DE BACTERIA
AGAR NUTRITIVO

Agua destilada « 1000 ml
Agar nutritivo - 209/
Ph - 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,
estabilizando en 7.0 con el uso de &cido clorhidrico 1N o hidroxido de sodio 1N. Se lo

esteriliza en la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.
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POBLACION TOTAL DE HONGOS
AGAR ROSA DE BENGALA
« 109/
D — Glucosa
o - 59
. Peptona micologica
o . 19l
Fosfato monopotasico 05 g/l
L + Uog
. Sulfato de magnesio hidratado
« 0.035g/
Rosa de bengala
n « 30 mg/l
Estreptomicina
« 1549/
Agar
) « 1000 ml
Agua destilada
- 55
pH

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, estabilizando
en 5.5 con el uso de &cido clorhidrico diluido o hidréxido de sodio en solucién. Se lo esteriliza
en la 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.
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BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE

FOSFORO

AGAR RAMOS CALLAO

Extracto de levadura . 29/
Glucosa - 209/
Fosfato tricalcico . 29/
Agua destilada « 1000 ml
Agar . 229¢/
pH - 7

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,
estabilizando en 7.0 con el uso de acido clorhidrico 1N o hidroxido de sodio 1 N, se afiade el

agar y luego se lo esteriliza en la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion

BACTERIAS CELULOLITICAS
AGAR EXTRACTO DE SUELO

. Fosfato dibasico de potasio (POsHK?>) -« 05049/
. Nitrato de amonio (NO3NHa) - 0159/
. Carboximetilcelulosa - 1254l
. Agar - 209/
. Extracto de suelo - 100 ml

. pH * 6.5
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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 volimenes 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 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 lo esteriliza en la

autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

ACTINOMICETOS

AGAR CASEINA

« Almidon soluble - 10g
« Caseina - 19

. KH2PO4 . 0.5g
« Agar - 109

- pH . 71
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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 la autoclave

por 15 minutos a 15 libras de presion.

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

WATANABE

Glucosa

Manitol

Almidon

Acido malico

Agar

pH

Solucion 11

Solucién I

Bromotimol azul al 1% en etanol

Agua destilada

59/l

59/

4.5 g/l

3.5¢l

1.75 g/l

6.8-7.2

50 ml

15 mi

2 mi

Aforar a 1000 ml
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SOLUCION I
H3BO3
. ZnS04. 7TH0
C0S0a. TH20
. CuSO0a. 4H0
. MnCl,. 4H,0
. Agua destilada

750 mg/l
550 mg/I
350 mg/I
21.8 mg/l
20 mg/l
1000 mi

SOLUCION II
FeSO4. 7TH0 0.8 g/l
MgSOa4. 7H20 4.0 g/l
. Na:MoOas. 7H,0 0.1180 g/l
CaCl. 2H20 4 g/l
. EDTA é&cido 0.8 g/l
. Solucién | 4 mi/l
. Agua destilada 1000 ml
SOLUCION 111
KH2PO4 40 g/l
. K2HPO4 60 g/l
Agua destilada 1000 ml
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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 mélico. El almidon 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 Il y 111 (tomando los reactivos en las cantidades
indicadas) se toman los volimenes 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 volimenes indicados y se descuentan para saber la cantidad faltante para completar
1000 ml. Se nivela el pH entre 6.8 y 7.2y se coloca el agar.

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

dentro de la cdmara de flujo se siembran 0.2 ml de la dilucion de la muestra correspondiente.

PSEUDOMONAS

B de King

COMPOSICION TEORICA (g/l de agua destilada) EI medio King B se elabora de acuerdo
con la férmula tedrica descrita por King, Ward y Raney (1).
Peptona 20
Agar purificado 12
K2HPO4 (anhidro) 1,5
MgSO4. 7 H20 (anhidro)) 1,5
«  Solubizan
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Anexo 3. Preparacion de los medios de cultivo especificos para cada grupo funcionales.
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Anexo 4. Soluciones de muestras de suelo y tamizacion de raices.
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Anexo 5. Verificacion de hongos y bacterias.
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Anexo 6. Conteo de colonias y conidios en la caAmara Neubauer.

—————
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Anexo 7. Conteo de conidios, Grupo Funcional Microbiota Total (Suelo)

MEDIO DE CULTIVO

AGAR NUTRITIVO

GRUPO FUNCIONAL

MICROBIOTA TOTAL

55

VARIEDAD SUPER CHOLA |
ALTITUD 3100 MSNM
TIPO DE MUESTRA SOLUCION DE SUELO Y RAIZ

SUELO COLONIAS RAIZ COLONIAS
E1l 40| E6 65
E2 106 | E7 76
E3 308 | E8 105
E4 133 E9 173
ES 361 E10 376
CAJAE1 1| 2| 3| 4| 5|6 7| 8/ 9/10/11|12|13| 14| 15|16 |17 | 18| 19 | 20 | SUM.TORIA |SUMATORIA/40 |TOTA | FORMULA
CUADRANTE 1 21 5| 3| 6| 0|7 5/ 0] 6 91 71 O 9| 4, 5| 9|11 111
CUADRANTE 2 21 1| 2| 3| 0|3 0| 3| 3 2 3 43 3,85
CAJA E2 1| 2| 3| 4| 5|6 7| 8 9/10|11|12 13 /14|15|16|17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 3] 6| 2| 0| 5|2 41 1| 7 5 5/ 6|12 91
CUADRANTE 2 6| 2| 5| 1| 3|7 6| 8 6| 6| 4 3| 0| 5| 6| 9| 2| 7| 3| 3 92 4,575
CAJAE3 1| 2| 3| 4| 5|6 7| 8/ 9(10(1112|13|14|15|16|17|18| 19| 20
CUADRANTE 1 9 3| 0 7| 1|6 1| 4| 9| 6| 6 0 5| 8 7! 7 95 4135 | 6626411
CUADRANTE2 | 10| 5|13| 5| 7|0 9| 1| 7 10 9| 5|13 11 126 5,525
CAJAE4 1| 2| 3| 4| 5|6 7| 8 9/10/11|12 13 |/14|15|16|17|18|19| 20
CUADRANTE 1 3] 0] 4] 3] 5|1 0| 0| 2| 6| 6 6 9| 7| 1 8 84
CUADRANTE 2 1 1] 0| 2| 01 o] 2] 1 4 2| 1 34 3,0
CAJAES 1| 2| 3| 4| 5|6 7 8| 9(10({1112|13|14|15|16|17|18|19| 20
CUADRANTE 1 8 0| 3| 1| 1|2 1] 3| 2| 1 12 55
CUADRANTE 2 9| 3| 2| 4| 4|3 O 1| 5 1| 7 3| 7 8| 6| 6 96 3,8

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 8. Conteo de conidios, Grupo Funcional Microbiota Total (Raiz).
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CAJAE6 1| 2 4, 5/ 6| 7, 8| 9 101112 (13|14 15| 16| 17 (18| 19| 20 | SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA
CUADRANTE1 | 11| 8| 7|13 |11| 7|12|13|17 121 7| 6 71 9|11 5/ 6/ 0 177 9,2

CUADRANTE 2 7| 8|10 9| 7|13]20] 9|13 711318 131116 1 11 191

CAJAE7 1| 2| 3| 4| 5 7, 8 9 10/11|12| 13|14 |15|16|17|18|19| 20

CUADRANTE 1 9| 8| 5| 6|10 2| 8|11 8| 0| O 7! 5 6 8| O 107 52

CUADRANTE 2 3| 0] 5| 4] 6 9| 6| O 8| 7 0| 11| 0|13 101

CAJAES 1| 2| 3| 4| 5| 6, 7| 8| 9 10/ 11|12 |13 |14 |15|16|17|18 | 19| 20

CUADRANTE 1 1] 0| 2 3| 2|14| 6| 0| 3 1 2| 4 0 1 42 235 5725 | 9.16E+11
CUADRANTE 2 4/ 3| 2| 0| 7| 3| 2| 0] 3 5 2 1 8 1 52

CAJA E9 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8, 9 10/11|12| 13|14 |15|16|17|18| 19| 20

CUADRANTE 1 0/ 0| 1| 0of O 3] 9/ 0] O 0| 0 2 0 0 6| 2 34 3,05

CUADRANTE 2 1) 6| 0/ 3] 5| 2| 0| 6| O 8 20 9 88

CAJAELO0 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8, 9 10/11|12|13|14|15|16|17|18|19| 20

CUADRANTE 1 7| 4| 8| 8/10|11]10|11| 5 6|11]|10 8| 9| 7|17|15| 4| 8 172

CUADRANTE2 |10| 9| 4| 7| 8|14| 5| 10| 10 11| 5|13 10(11)11| 6| 8|12|10 181 8,825

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 9. Conteo de conidios, Grupo Funcional Poblacién Total de Hongos (Suelo)

MEDIO DE CULTIVO

ROSA DE BENGALA

GRUPO FUNCIONAL

POBLACION TOTAL DE HONGOS

VARIEDAD

SUPER CHOLA

ALTITUD

3100 MSNM

TIPO DE MUESTRA

SOLUCION DE SUELO, RAIZ

S7

SUELO COLONIAS RAIZ COLONIAS
Al 349 | A6 230
A2 140 | A7 406
A3 194 A8 663
A4 435 | A9 321
A5 264 | A10 546
CAJA A1 1 23 4, 5 6| 7| 8/9| 10 11 (12|13 |14 15| 16 17 | 18 | 19 | 20 | SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA
CUADRANTE 1 2 211 3, 2| 1| 1] 1|1 1 0| 1| 1| O o] 2 20 1| 2| 2 26

2,45

CUADRANTE2 | 2| 3|0| 4| 1| 4| o| 3(3| 2| 1| 3| 7| 6| 4| 3| a| 3| 6|13 72
CAJA A2 1| 2/3| 4| 5| 6| 7| 8/9| 10| 11|12/13|14| 15/16| 17|18|19|20
CUADRANTE1 | 3| 1|1| 0| 3| 3| 2| 3[1| 3| of 3| 1| 2| 1| 5| 3| 1] 2| 1 39 2 075
CUADRANTE2 | 1| 0|3| 2| 4| 1| 1] o|1| o| 2| 1| o| 2| 2| 2| 3|11] 5| 3 44
CAJA3 1| 2/3| 4| 5| 6| 7/ 8/9] 10| 11|12/13|14| 15/16| 17|18|19|20
CUADRANTE1 | 1| 1|1| 0| 1| 3| 3| 0o|1| o] 4 2/ 0] 5/ 2| 2/0|0 28 L35 1575 | 2,52E+11
CUADRANTE2 | 1| 2|1| 0| 1| 1| 1] o|2| 3] o 2/ 0] 1 1| 3 26
CAJA A4 1| 2/3| 4| 5|/ 6| 7/ 8/9] 10| 11|12/13|14| 15/16| 17|18|19|20
CUADRANTE1 | 1| 3|o0| 1| 1| 2| 1| 2|1] 0] o 0| 1 0 0| 1 18 038
CUADRANTE2 | 1| 1|1| 0/ o] o o] of1| 1] o 2| 1 0 1] 0 14
CAJA A5 1| 2/3| 4| 5| 6| 7| 8/9| 10| 11|12/13(14| 15/16| 17|18|19|20
CUADRANTE1 | 1| 1|0| 0| 1| of 2| 1|1| o] o] 2| o| 2| 3| 1| o0 1 19 12
CUADRANTE2 | 3| 3[3| 1| 1| 1| o| 2|1 2| o] 1| 1 5/ 0] 0 0 29

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 10. Conteo de conidios, Grupo Funcional Poblacion Total de Hongos (Raiz)
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CAJA A6 1, 2| 3| 4/ 5/ 6/7/8| 9/10|11|1213|14|15|16| 17|18 19 20 | SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA
CUADRANTE 1 1) 7| 4110 8|12|5|2]15 6 19 10 6 145

CUADRANTE 2 1) 4] 8| 6| 5| 3|/3|8| 2 8 2 5 71 5,4

CAJA A7 1, 2| 3| 4, 5/ 6/7/8| 9/10|11/1213|14|15|16|17|18)| 19 20

CUADRANTE 1 1, 0 0| O 5| 1|0|0] 2|25 0 1} 1, 0| 0|13| O 5 59

CUADRANTE 2 1, 2, 0| O 1| O|1|5| 4| 2| O 5| 3 4 33 2,3

CAJA A8 1, 2, 3| 4/ 5 6,78 9/10|11|12|13|14|15|16|17|18| 19 20

CUADRANTE 1 7| 2| 3(12|19| 2|5|2| 3 3] 3] 0 0 81 4,205 | 673E+11
CUADRANTE 2 011 0| O 1/0(0] 1 0] O 9| 0| 4 3 35 2,9

CAJA A9 1| 2| 3| 4 5 678 9/10|11|12|13|14|15|16|17|18| 19 20

CUADRANTE 1 2| 6(23| 3|31|16|6|2| 7 7|10, 8| 6|15 3 3 13 179

CUADRANTE 2 12| 9| 2| 5|12| 4|5|1| 9| 4| 1| 2|11|17| 1| 3|14| 6|15 12 145 8,1

CAJA A10 1, 2| 3| 4/ 5 6,78 9/10/11|12|13|14|15|16|17|18| 19 20

CUADRANTE 1 1) 1} 7| 2|{10| 1/1/0|11| 3|17 6 1 0 2 78

CUADRANTE 2 o 0 1, 1| 2y 0|0|2| O] 3| 1 0| 1 0 0 2 15 2,325

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 11. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Solubilizadoras de Fésforo

(Suelo)
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MEDIO DE CULTIVO RAMOS CALLAO
GRUPO FUNCIONAL BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFORO
VARIEDAD SUPER CHOLA
ALTITUD 3100 MSNM
TIPO DE MUESTRA SOLUCION DE SUELO Y RAIZ

SUELO COLONIAS RAIZ COLONIAS
C1 291|C6 286
C2 264 | C7 811
C3 354 |C8 258
C4 267 |C9 310
C5 215|C10 553

SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA

CUADRANTE 1 7 16111232722 |43|18|21|24|22|12|23 26|(12| 9|15 352
CUADRANTE 2 |22 15/31)11|13/10|16|18|13 |14 27 |11 11| 2 8 277 15,7
CUADRANTE 1 5| 4| 7 7| 9]/11|15] 3 8 12 4| 4/14| 5 136
CUADRANTE 2 8| 5 1 4| 9]12 1 2110] 5| 1] 1| 3 130 6,7
CUADRANTE 1 2 1/ 0 1] 2 1 9| 5 9 1 2| 1 49 13,02 2 08E+12
CUADRANTE 2 1 9| 1 11|11 5 11 4 4 1213 132 4,5
CUADRANTE 1 1) 4| 2| 9 4115] 2| 1 21 1, 0] 7] 2] 1 75
CUADRANTE 2 1 7| 1|10 11| 5 5 71 3] 1| 1 1 71 3,7
CUADRANTE 1 2 2] 1] 6] 2| 1] 7 13| 1] 2|13 4 5 1| 6 87
CUADRANTE2 |13 11 1) 7| 5] 1| 2| 2| 6| 7| 8| 2 9| 7| 9| 8|11|15 135 5,6

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 12. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Solubilizadoras de Fosforo (Raiz).
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SUMATORIA | SUMATORIA/40 TOTAL FORMULA
CUADRANTE1 |2 4 8| 1 5| 2| 8 11| 2 8 77
CUADRANTE2 |4 7 16| 5 6| 5| 4 4| 7 5 105 4,6
cwacr  [a]2) 3[a] 5| 6/7/8[5]10]11]12]13 14 15[ 1617 18[19]20
CUADRANTE1 |3 6 91|17 13| 6| 3 7| 8 11 147
CUADRANTE2 |3 11 8|21 8128| 2 11|14 4 171 8,0
cancs  [1]2 3[a] s 6 78] 0]10[11]12[13 14 15]16 17 18[15]20] 354 | 5666411
CUADRANTE1 |2 1 2| 4 1] 2] 1 5| 2 12 55
CUADRANTE 2 0 1] 1 1] 111 11 9 62 2,925
CUADRANTE1 |3 2 5 4 2] 1 45
CUADRANTE2 |3 1 5/ 0 2 3| 2| 6 0 46 2,3

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 13. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Celuloliticas (Suelo)

MEDIO DE CULTIVO

EXTRACTO DE SUELO
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GRUPO FUNCIONAL BACTERIAS CELULOLITICAS
VARIEDAD SUPER CHOLA
ALTITUD 3100 MSNM
TIPO DE MUESTRA SOLUCION DE SUELO Y RAIZ
SUELO COLONIAS RAIZ
F1 536 | F6 346
F2 400 | F7 988
F3 464 | F8 577
FA 650 | F9 807
F5 362 | F10 427
CAJAF1 1 2|/3| 4| 5/6| 7 8/9|10 11| 12| 13 |14 | 15|16 /17| 18| 19| 20| SUMATORIA | SUMATORIA/40 TOTAL | FORMULA
CUADRANTE 1 0| 1|6 1| 8{0| 2| 01| 3| O 3 0| 0] 5| 1 38 1925
CUADRANTE 2 0| 21| 0] 0|0 1/ 0|3 0| 1 0 21| 1| 0| 2 39
CAJAF2 1| 2/3| 4 5/6| 7/ 8/9|10|11|12| 13|14| 15|16 (17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 0/ 02| 1| 3/3| 1/0]0] 1 0 1 2| 8| 3 0 37 18
CUADRANTE 2 2| 00| 1] O0|1] 2| 0|1] 17 0 0 4, 1] O 1 35
CAJAF3 1/ 2|3| 4 5/6| 7| 8/9|10(11| 12| 13|14| 15|16|17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 1) 0(3| 1/13/0| 3| 2|1 1| 0| O 3 5| 1 9| 12 68 3875 2885 | 4,616E+11
CUADRANTE 2 3] 1/0]14 0| 9/ 31| 0| 2|11 8 0| 3 11 0 87
CAJAF4 11 2/3| 4 6/ 7 8/9/10|11| 12| 13|14| 15|16 |17 | 18| 19| 20
CUADRANTE 1 2|11/ 0| 5/19|3| 5/ 01| 15| 3| 0| O 17] 0| 1 11 2 98 435
CUADRANTE 2 0| 0j0| 1 1| 5/ 3]1/12| 0] 1| 9 1/ 0|13 0| 16 76
CAJAF5 11 2/3| 4 6| 7, 8/9/10|11|12| 13|14| 15|16 |17 | 18| 19| 20
CUADRANTE 1 1] 0/2| O 1/18| 0] 2 6| 21 3] 0 0 1| 24 8 99 2,475
CUADRANTE 2 3| 0/3] 7/12|3] 9| 0|2 3] 1 o 2y 6| 7| 3 9 74

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 14. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Celuloliticas (Raiz).
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CAJA F6 1 2 3| 4/ 5| 6| 7| 8/ 9/10|11|12|13| 14|15 16| 17| 18| 19|20 SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA
CUADRANTE 1 0,1, 0y 0 1, 2y O 1] O] 1| 0| 1 0f 0/ 0 O 0| 2| 11 0,6

CUADRANTE 2 1/ 0| 1| 0| O] O] 1] 1| 2| O] 1| O 0f 1, 0, O 2| 1| 13

CAJA F7 1/ 2| 3| 4/ 5| 6| 7| 8/ 9/10|11|12|13| 14|15 16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE 1 0,0/, 1,0 1, 1, 2 1] 1 0 0] 1 11 0] 0] 2| 1| 17 0,925

CUADRANTE 2 o1 1 2, 5 0, 1, 3] 0 0 0| O 0| 1| 2y 1| 0| 20

CAJA F8 1 2 3| 4/ 5| 6| 7| 8/ 9/10/11|12|13|14|/15|/16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE 1 01 0f 3, 0| 2| 0| O O 1| 2] O] 1] O 3| 1| 0] O 1| 16 104 2675 | 4.28E+11
CUADRANTE 2 0f 0| 1| 0| 2| 3| 1| 0| 1| O] O 2| 5] O 1 0] 1| 3| 5| 26

CAJA F9 1/ 2 3| 4/ 5| 6| 7| 8/ 9/10|11|12|13| 14|15 16| 17| 18| 19|20

CUADRANTE 1 1/ 0| 1| 0| 3| 0| 1| 0| 2 0/ 0 2| 1 4/ 0| 1| O 28 145

CUADRANTE 2 0/ 1 1/ 0 3, 6/ 4 0] O 1] 1] 0] O 0| 1| 0| 3 30

CAJA F10 1/ 2| 3| 4/ 5| 6| 7| 8| 9/10|11|12|13| 14|15 16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE 1 0| 0| 3| 2| 0| O] 3] 6| 1| 0] O 3] 0] 0] 1] O 2| 0| 26 1275

CUADRANTE 2 0/ 1 0f 3, 24 0/ O 1] 2] 0] O 0| 2 1, 0| O 8| 0| 25

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 15. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Fijadoras de Nitrogeno (Suelo)

MEDIO DE CULTIVO

WATANABE

GRUPO FUNCIONAL

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROJENO

VARIEDAD

SUPER CHOLA

ALTITUD

3100 MSNM

TIPO DE MUESTRA

SOLUCION DE SUELO Y RAIZ
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SUEL COLONIAS RAIZ COLONIAS
G1 1331 |B6 1016
G2 1411|B7 1116
G3 1329| B8 1127
G4 980 | B9 1209
G5 846|B10 850
CAJA B1 1/2/3/4|5/6| 7| 8| 9/10|11| 12| 13 |14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA
CUADRANTE 1 1/1{4|1|1/3] 0| 2| 2| 3| 5| 1] 2, 1, 1| 0] 0| 1 3 3 35 3,60
CUADRANTE 2 411|/3|4|5|6(10| 4| 7| 5| 5|12 2| 8| 6| 1| 4| 5 9 8 109
CAJA B2 1/2/3/4/5/6| 7 8 9|10|11| 12| 13|14 | 15| 16| 17| 18| 19|, 20
CUADRANTE 1 4/7/3|0(5/3| 0| 5] 7| 1 9 0O 1| 0| 0| 4 2 6 62
CUADRANTE 2 5/9/4|3/1|6| 6(10| 1| 5 0| 1| 4 1] 3| 1 3| 13 62 2,6 2,9 4,62E+11
CAJA B3 1/2|/3/4/5/6| 7 8 9|10|11| 12| 13 (14| 15| 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 9/4(9(1/4|3| 1| 2| 0| 2| 7 6| 6| 4 2 1 0 82
CUADRANTE 2 2(0/0(1|3|0| 0| O] 5| 3| 2 1| 6| 2 3 0 1 66 2,6
CAJA B4 1/2|/3/4|5/6| 7 8 9|10|11| 12| 13 (14| 15| 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 1/1{3|1|02| 4| 1| 1| 5| 0| 3| 2| 4, 1| 4| 7| 3 3 9 36
CUADRANTE 2 212|3]0|3|5| 5| 2| 1] 1] 1 4, 2| 2| 5| 4| 1 3 0 36 3,6
CAJA B5 112/3/4 6| 7, 8/ 9|10|11| 12| 13|/14| 15| 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 112{0(1|9/3| 0| 3| 2| 4|, 0| 1| O 1, 2| 1] 3| 1 2 3 55
CUADRANTE 2 1/6/2|1|2|0| 5| 2| 0| 6| 1| 3| 7| 0| 1| 2| 2| O 1 1 50 2,1

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 16. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Fijadoras de Nitrogeno (Raiz)

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian
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CAJA B6 1 2 3| 4/ 5/ 6| 7| 8| 9/10|11|12|13|14|15|16| 17| 18| 19| 20 | SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA
CUADRANTE1 | 4 5/ 7/ 1| 0| 5| 2 3| 0] 1| 1, 2, 2| O] 6| 1| 1| 2| 1| 2 46

CUADRANTE2 | O 4, 7| 4| 1| 5| 0| 4| 4| 8| 3| 3| 3| 1| 2 7| 4| 8| 0| 9 77 3,1

CAJA B7 1 2| 3| 4/ 5| 6| 7| 8 9/10|11|12|13|14|15|16| 17| 18|19| 20

CUADRANTE1 | 3 2| 1| 1| 4| 0| 4| 1| 2| 0| 2| 1| O0f O| 1| 1| 1| O| 3| 8 35

CUADRANTE2 | 1 o 2y 2| 3| 3| 1| 2| 1| 4, 0| 1} 1| 2| 0 1| 3| 3| 0| 2 32 1,7

CAJA B8 1 2 3| 4/ 5| 6| 7| 8 9/10|11|12|13|14|15|16|17|18|19| 20

CUADRANTE1 | 1 5| 0| O 1| 4] 8| 7| 0| 9| 4| 1| 7| 2 2| 1] 0] 1| 1 55 19 3.0E+11
CUADRANTE2 | 4 o/ 1} 1} 3| 1| 0| 0] 1| 1| 0] O] 2| 1 O] 1| 4| 1| 2 24 2,0

CAJA B9 1 2| 3| 4, 5| 6| 7| 8 9/10/11|12|/13|/14|15|16|17|18|19| 20

CUADRANTE1 | 2 1) 1| 2| 1] 2 0| 1| 2| 2 3| 0] 2| 2| 0| O] 1| 5| 2 30

CUADRANTE2 | 1 2| 0| 3| 1| 0] O] 1| 2| 1 o/ 1} 1| 3| 1| 0] 3| 1| 1 23 1,3

CAJA B10 1 2| 3| 4/ 5| 6| 7| 8 9/10|11|12|13|14|15|16| 17| 18|19| 20

CUADRANTE1 | 1 1) 0| 3| 3| 1| 0 2| 1 1) 1| 3| 5| 1| 0| 0| 1] 3] 6 34

CUADRANTE2 | 1 1] 0 1] 3] 1| O 1| 2 0| 0] 1] O 3| 1| 0] 2| 3| 2 23 1,4
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Anexo 17. Conteo de conidios, Grupo Funcional Actinomicetos (Suelo)

MEDIO DE CULTIVO AGAR CASEINA
GRUPO FUNCIONAL ACTINOMICETOS
VARIEDAD SUPER CHOLA
ALTITUD 3100 MSNM
TIPO DE MUESTRA SOLUCION DE SUELO Y RAIZ

SUEL COLONIAS RAIZ COLONIAS
B1 229|B6 888
B2 403 | B7 284
B3 606 | BS 698
B4 532 | B9 971
B5 463 |B10 669
CAJA B1 1|2/ 3|4/ 5/ 6/ 7 8/ 910|121 12|13|14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| SUMATORIA |SUMATORIA/40 |TOTAL |FORMULA
CUADRANTE1 [2| 0| 4| 0| 0o 2| 3] 0| 0| 1| o] 1| o| 2| 2| 2| 2| 1| o] 1 23
CUADRANTE2 [2] 0] o] 1| 1] o] 1[0 2| 2] 1] o] 2] 5] 1| 4| o] 2] 7] o 29 1,30
CAJA B2 1/2/3/4/5/6/78 9/10/11| 12|13| 14|15 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE1 |0| 5| 1| 1|3| 20|21 2| 1| 2| 2| 1| 6| 3| 0| 4| 1| 1 38
CUADRANTE2 [3] 1] o] 2| 1] o] 1] 1| 4| o] of 2] 1] 6] o] o] 1| 2] 6] o 31 1,7
CAJA B3 1|2/ 3|4/5/6|7|8/9/10(11| 12|13|14| 15| 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE1 [9| 4| 9| 1| 4| 3| 1] 2| 0| 2| 7] 1| 1 6| 4 2| 1 66 21 3,28E+11
CUADRANTE2 [2] 0] 0] 1| 3[o][o]o|s5]| 3] 2] 1] 5] 1] 6] 2| 1| 3| o] 1 36 2,6
CAJA B4 1/2/3/4[5/6/7/8 9/10/11| 12|13| 14|15 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE1 1] 1| 3| 1| 0]| 24|11 3] 2| 4] 1] 4| 7| 3] 3| 9 55
CUADRANTE2 |2 2| 3| 0| 3| 5| 5] 2| 1| 1| 1| 4| 4] 2| 2| 5| 4| 1] 3] o 50 2,6
CAJA B5 1| 2| 3|4/5/6|7|8/9/10(11| 12|13|14| 15| 16| 17| 18| 19 20
CUADRANTE1 [1| 2| 0| 1| 9| 3| 0| 3| 2| 4| o] 1| o| 1| 2| 1] 3| 1| 2| 3 39
CUADRANTE2 [1] 6| 2| 1| 2| 0| 5] 2| 0| 6| 1| 3| 7| of 1| 2| 2| o] 1] 1 43 2,1
Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian
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Anexo 18. Conteo de conidios, Grupo Funcional Actinomicetos (Raiz)

CAJA B6 1/2|/3/4|5/6/7|8/9/10] 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20|SUMATORIA |SUMATORIA/40 |[TOTAL | FORMULA
CUADRANTE1[4|5|7[1]0|5[2]3]o0] 1| 1| 2| 2| o] 6| 1| 2] 2| 1| 2 46

CUADRANTE2|0|4|7[4]1|5/0| 4|4 3] 3] 1| 2] 7| 4] 8 o] 9 77 3,1

CAJA B7 1/2/3]/4|5/6|7/8/9/10| 11|12 13|14|15| 16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE1[3|2|1|1]4|0]4]|1|2] o] 2| 1| of o 1| 1| 1] o] 3| 8 35
CUADRANTE2|1|0|2[2[3|3]1]2|1| 4| o 1| 1| 2| o] 1| 3] 3] o 2 32 1,7

CAJA B8 1/2/3/4|5|/6/7[8]/9]10] 11|12|13|14|15|16|17| 18| 19| 20

CUADRANTE1|1|5|0[0[1/4|8]7/0] 9] 4| 1| 7/ 2| 1| 2| 1| o] 1| 1 55 19 3 0E+11
CUADRANTE2|4|0|1[1[3/1]/0]0|1] 1] of o 2| 1| 1| o] 1| 4| 1| 2 24 2,0 ' ’
CAJA B9 1/2|/3]/4|5/6|7/8/9/10| 11|12 13|14|15| 16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE1[2|1|1|2]1|2]0]1|2| 2| 1| 3| o 2| 2| o] o] 1| 5| 2 30
CUADRANTE2|1|2|0[3|1|0o]o|1|2| 1| 1| of 1| 1| 3] 1| o] 3] 1| 1 23 1,3

CAJA B10 1/2(3]4|5/6|7|8[9/10] 11[12|13|14[15] 16|17 18| 19| 20

CUADRANTE1|1|1/0[3|3/1/0]2|1] 1| 1| 1| 3] 5| 1| ol o] 1| 3| &6 34
CUADRANTE2|1|1/0[1[3/1]/0]1/2] 1] o| o] 1] o] 3] 1] o] 2| 3 2 23 1,4

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian
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Anexo 19. Conteo de conidios, Grupo Funcional Pseudomonas (Suelo)

MEDIO DE CULTIVO B DE KING
GRUPO FUNCIONAL PSEUDOMONAS
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3100 MSNM
TIPO DE MUESTRA SOLUCION DE SUELO Y RAIZ

SUELO COLONIAS RAIZ
D1 228 | D6 557
D2 131| D7 779
D3 161 | D8 187
D4 137| D9 505
D5 133| D10 341

SUMATORIA | SUMATORIA/40 | TOTAL | FORMULA

CUADRANTE1 | 1 1) 0 0| 1| O 1| 2| 2| O] 1| O| 1| 1| 0| 2| 0| 2| 0| 3 18
CUADRANTE2 | 1 1) 0 1| 4| of O 1| 1| 1| 3| O O] 1| O 1| 5| 1| 1| O 22 1
jcmwap2 [ 1 - 2[ 3] 4] 5] 6] 7] 8] 9 10[11]12[13[14[15[16 17[18 19 20
CUADRANTE1 | 2 1) 0, 2y 1 0 O 1| 2y 1] O] 1| O] 1| 2 1] 1] 0 O] 1 17
CUADRANTE2 | 2 1) 1) 1| 0| 7 0 11 0 20 0] 0/ 1, O 1 0| 2 20 0,925
CUADRANTE1 | 1 2| 3| 8|17 0] 9| 1| 2| 3| 1| 0|1 0/10411| 2| 8| 0| O 89
CUADRANTE2 | O 1) 2| 424|11|11| 9| 3| 9| 3| O| 1| 1|22 3| 2| 0| 5| 4 115 51 3:27 | 5238411
jcmapa [ 1 2 3] 4] 5] 6] 7] 8] 9 10[11]12]13[14[15[16 17[18 19 20|
CUADRANTE1 | 2 6| 4/ 2| 1| 0| 3| 2| 6| 3| 2| 6|18, 8| 8| 5| 0| 6| 4| 1 87
CUADRANTE2 | 6 4, 6| 3| 5| 2| 8| 2| 3| 2| 5| 4| 3| 3] 2y 0] 1| 1| 2| 9 71 4,0
CUADRANTE1 | 3 2| 3| 1] 2| 1|18 7| 0| 4] 2| 1| 0] 5 3 6| 3 122
CUADRANTE 2 | 11 7| 3| 1| 0| O|11| 1|13| O| 1| 6| 4| 2| 9| 2|11| 3| 2| 6 93 5,375

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian



Anexo 20. Conteo de conidios, Grupo Funcional Pseudomonas (Raiz)
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57003 S 6 | SSSNSIN0N 5UMATORIA [ SUMATORIA/40 [ TOTAL [ FORMULA
CUADRANTE1 | 1 1, 1, 0| 0| Of 1| O Of 21| 1| 1| 1| 1| 2| 5| O 1| 1| 1 19
CUADRANTE2 | 1 0l 0] 2| 1 0] 1| 0| 1 0 1, 0 11 20 0] O 13 0,8
CUADRANTE1 | O 1) 0/ 1| 0] O 4| 2| 0| O 2 0| 7 0| 3 0 22
CUADRANTE 2 0| O 2 0] 0| 0| 2 3 0| 6 0| O 3 32 1,35
CUADRANTE1 | 6 4/ 3| 9|10 1| 3/10| 8 0 14| 0 15| 9 15 133 350 | 5,50E+11
CUADRANTE2 | 3 0| 5| 7|12 4114 7| 6 3 11| 3 0|11 13 118 6,275
CUADRANTE1 | 4 2| 3| 3,0 1 1) 0| O 4 3] 0 0|10 6 49
CUADRANTE2 | 1 3] 8| 3|10 0] 5| 0| 4 7 0| 3 4| 4 5 65 2,85
CUADRANTE1 | 4 2| 5| 4| 1 11| 6| 4| 8 4 7| 8 10| 8 2 96
CUADRANTE2 | 4 5| 4| 0|13 4, 4| 7|11 19 3] 5 10| 3 12 137 5,825

Elaborado por: Armas Ochoa Galo Sebastian




Anexo 21. Anélisis de Suelo INIAP
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ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALIMNA

Panamercans Sur Km. 1. SN Cutuglagua.
Tis. (02) 3007284 ¢ (02)2504240
Mail: kaboraton o.dsagdinap. gob.ec

LINinp

INSTITUTD NACIOMAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS

o

Lnsen

INFORME DE ENSAYO Mo: Z2-0082

NOMEBRE DEL CLIENTE: Chasi Vizuete Wilman Paclo FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: ZEOZ02Z
PETICIONARIO: Chasi Vizuete Wilman Paclo HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: =l
EMPRESA/NNSTITUCION: Chasi Vizuete Wilman Paclo FECHA DE ANALISIS: ooz
DIRECCION: Pujili FECHA DE EMISION: 04022022
ANALISIS SOLICITADO: 54
Analisis N P s B K Ca Mg Zn Cu Fe M CaMg| Mg/K | Ca*Mg/K E MO | oo Textura (%)
pH _ _ Bagan = IDENTIFICACION
meg/ g meg meg ey
Unidad e e e e e B L 100g | " | % |Arena|Limo |Arcilla) goopmm)
220227 | 801 (Me=Alf 150 (A 50 | A 53| B J047] B |178| A 1727 |Aa|S23)a| 20 [B) 62 A &8 Al 4.4 Bl 3,30 294 1266 2427 | 18 | a5 an 15 FRANCO Muestra 1
FRANCD
220228 | 744 [ 135 |aaoa| a|187] & |269] A |29 |21 ]alas]|al 26 | 8] 47| A ™ |a] &8s |wm| 2,86 272 10,48 33,14 | 31 |a 53 an 11 AREMOSD Muestra X
[anatisis | aseHs | w | ma* | cE. [ M Towal [N-NO3*[ K H2O* [PH20*] c1* [ IDENTIFICACION |
OBESERVACIONES: * Ensayos no solicilados por el clienie
MITODOLOGIA ISADS MTERFRETACION ABREVIATURAS
- = Sumiz: Ages (L35 (PECusag = Ohuen MasFreds pH CE = |Eundu|:| ridad Eléchnica
EL Fomfatc de Cabcic (Cu Falblin 2a = D ModFicads lae = moae N & Metm L Buaje Mo.s | Materia Orgdnica
[ = Carceming Lae = Liger Acidn LAl & Liga. Alciding LI Mo
Pl = Posc bautn Al = Alzulire o = L1t
Rt = R Gl . Tasics Bera)
WA TICNCRO DG LPSA DA INTERFRETACIKN
cE. = Fuxis Saturads ALAL Y M C.E. MOy ©1
Mo - Daorormato de Potanon B = Bajo NE = e Saline & = Sakre a8 = Bag
Al = Trulscas MadH W = Paxdic LE = Lig. Saline Wi = Py Selir|M. = [V
T = Tim b & = Al

Esie documenio mo puede ser reproducido ni fotal ni parciaimende sin la aprobacikn esoriia del laborasorio.
Loa resullados arba indcados S0 $51an Eaconados con o ohieto de Snsayo

RESPONSAEBLE DE LABORATORIO

MNOTA DE DESCARGO: La infomacian contenida en esie infome de snsays &5 o camoter confidencial, 5 dingido inicamente al destinatar de @ misma y S0 podrd Ser usada por eshe. 51l oo de eshe ooemeo Seciionion o 1 no &5 & destinaano del Msmo. S& ke rotioa gue cualquier
copia o distibucidn de esie se encuenira folalmente prohibédo. Si usted ha recibdo esie informe de ensaye por error, por favor nofilique inmediaiamenie al remfienie por esie misme medce y eimine La informacion

" Dpimdones de nempretacion eic, gue s& ndican en aake infonme constibuye una guia para el clants.

Fuente: INIAP



UNIVERSIDAD = CENTRO
TECNICA DE - DE IDIOMAS
Jdt-  COTOPAXI =
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 traduccién del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo
titulo versa: “IDENTIFICACION DE COMUNIDADES BACTERIANAS Y
GRUPOS FUNCIONALES ASOCIADOS A LA RIZOSFERA DE LA PAPA
(Solanum tuberosum), VAR. SUPER CHOLA EN EL PISO ALTITUDINAL
DE 3100 MSNM, CUTURIVI, COTOPAXI, 2022,” presentado por: Armas
Ochoa Galo Sebastian, egresado de la Carrera de: Agronomia, perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, lo realiz6 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, abril del 2022

Atentamente,

 CENTRO
y DEIDIOMAS

Mg. Mayra Clemencia Noroiia Heredia
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS-UTC

CI: 0501955470
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