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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en la provincia de Cotopaxi en dos localidades productivas
de maiz criollo con diferente sistema productivos, organico en Salache y convencional en
Guaytacama con una altitud de 2910 msnm respectivamente y como objetivo identificar
poblaciones de grupos funcionales y relacionar los grupos funcionales asociados a la rizosfera
del maiz (Zea mays L.), Se utilizé medios de cultivos por cada grupo funcional en dos tipos de
muestras suelo, mediante la metodologia de (Bernal, 2005) como: (Microbiota total se utiliza
Agar Nutritiva, Bacterias fijadoras de nitrogeno se utiliza Watanabe, Solubilizadoras de fosforo
se utiliza Agar Ramos Callao, Hongos se utiliza Rosa de Bengala y Actinomiceto se utilizd
Agar Caseina). Adicional para conocer el estado de composicidn del suelo se realiz6 un andlisis
fisico-quimico que fue procesado en el laboratorio del (INIAP). Por cada grupo se establecieron
seis repeticiones en el suelo de Salache y en el suelo de Guaytacama.

Con los datos obtenidos en la investigacion se puede decir que los grupos funcionales en el
cultivo de maiz criollo en el piso altitud de 2700 a 2910 msnm, descrito anteriormente, con
mayor numero de colonias en microbiota total con 11,9E+12, hongos =7,5E+12,
solubilizadoras de fosforos =2E+12, actinomicetos =6,3E+12, pseudonomas =7,9E+12,
bacterias celuliticas =9,1E+12 teniendo en cuenta que en la localidad de Salache presento mayor
presencia de microbiota total.

Existe una relacion entre la funcionalidad de grupos encontrados con el analisis de suelos
(INIAP), permitiendo distinguir en el suelo de Salache tiene un pH de 8,55 y el suelo de
Guaytacama un pH de 7,46, teniendo en cuenta un promedio medio en el suelo de Salache tiene
mas vida microbiana con nos expresa en la M.O. = 0.70%, mientras que en el suelo de
Guaytacama con un promedio bajo de M.O. =0,45%.

Palabras clave: Grupos funcionales, microbiana, conteo de colonia, rizosfera.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out in the province of Cotopaxi in two productive
localities of Creole corn with different production systems, organic in Salache and conventional
in Guaytacama with an altitude of 2190 masl respectively and with the objective of identifying
populations of functional groups and relating the functional groups associated with the
rhizosphere of corn (Zea mays L.), Culture media were used for each functional group in two
types of soil samples, using the methodology of (Bernal, 2005) such as: (Micro Nutrient Agar
was used for total biota, Watanabe used nitrogen-fixing bacteria, Ramos Callao Agar for
phosphorus solubilizers, Rose Bengal Mushrooms and Casein Agar was used for
Actinomycetes). Additionally, to know the state of soil composition, a physical-chemical
analysis was carried out that was processed in the (INIAP) laboratory. For each group, six
replicates were established in the Salache soil and in the Guaytacama soil.

With the data obtained in the investigation, it can be said that the functional groups in the Creole
maize crop on the altitude floor of 2,700 to 2,910 m.s.n.m, described above, with the highest
number of colonies in total microbiota with 11.9E+12, fungi =7.5E+12, phosphorus solubilizers
=.2E+12, actinomycetes =6.3E+12, pseudonyms =7.9E+ 12, cellulitic bacteria =9.1E+12 taking
into account that in the town of Salache | present a greater presence of total microbiota.

There is a relationship between the functionality of groups found with the soil analysis (IN1AP),
allowing to distinguish between the Salache soil having a pH of 8.55 and the Guaytacama soil
having a pH of 7.46, taking into account an average average in the Salache soil has more
microbial life with us expressed in the M.O. = 0.70%, while in the Guaytacama soil with a low
average O.M. =0.45%.

Keywords: Functional groups, microbial, colony count, rhizosphere.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO
El presente proyecto consistié en la identificacion y relacion de grupos funcionales presentes
en la rizosfera de maiz en dos localidades productivas. Los grupos funcionales encontrados
fueron: fijadoras de nitrogeno, solubilizadoras de fésforo, hongos, actinomiceto, bacterias
celuloliticas, asi como tambien se determind el microbiota total en los cuales se realizé el

UFC*gr por cada uno de los grupos anteriormente.


mailto:liseth.hidalgo1063@utc.edu.ec

Las muestras recolectadas fueron tomadas en dos localidades productivas en el piso altitudinal
de 2910 msnm, con manejos agricolas de forma organico en Salache y de forma convencional
en Guaytacama, los cuales se recolecto muestras de suelo del cultivo de maiz, para realizar
analisis microbiologicos en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi y de
caracteristicas fisicas-quimicas en el laboratorio de suelos del Centro Experimental Santa

Catalina (INIAP).

Para el andlisis de los diferentes grupos funcionales se tomé de referencia la metodologia de
(Bernal, Gustavo, 2005) la misma que se utilizé para los analisis de bacterias fijadoras de
nitrégeno, solubilizadoras de fosforo, hongos, actinomiceto, bacterias celuloliticas,
pseudomonas, se utiliz6 medios de cultivos como: Agar Nutritivo, Rosa de Bengala, Agar

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

3. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
La erosién del suelo, con el consiguiente desgaste fisico, pérdida de la base nutrimental
y hiimica, como de la actividad microbiana, comprometiendo su fertilidad y productividad en
detrimento de la seguridad y soberania agroalimentaria de la sociedad ecuatoriana (Ferrera &

Alarcén, 2015).

La degradacion de los suelos hace referencia a la alteracion negativa o disminucion de
una o varias de las ofertas de bienes, servicios o funciones ecosistémicos, provocada por
procesos naturales o antrépicos (de accion humana), y causando la pérdida del componente

ambiental. (Camacho, 2019)

En la actualidad, el continuo deterioro del suelo ha tenido un impacto negativo en la
comunidad microbiana del suelo y ha causado pérdidas economicas 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



relacién entre el tipo de suelo, especies de plantas y grupos microbianos relacionado. (Ferrera

& Alarcon, 2015)

Las malas practicas agricolas, el inadecuado manejo al recurso de suelo y los
desaciertos en la planeacién agricola como el monocultivo, poca incorporacion de materia
organica, promocion de la erosion del suelo, inadecuados planes de fertilizacion, uso
inadecuado de agroguimicos, 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 produccion de nuevos
cultivos, debido a que las plantas se vuelven mas vulnerables a enfermedades y causa disminuir

produccion agricola tanto en cantidad y calidad. (Connor, 2019).

4. JUSTIFICACION
El suelo es considerado un espacio heterogéneo definido por sus propiedades fisicas,
quimicas y biologicas, 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 el 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).

La agricultura del mafana, desafiada por la creciente demanda mundial de alimentos, la
escasez de tierras cultivables y los recursos junto con las multiples 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).



Los suelos son una de las principales reservas mundiales de biodiversidad y albergan
mas del 25 % de la diversidad bioldgica del planeta. Asimismo, mas del 40 % de los organismos
vivos en los ecosistemas terrestres estan asociados a los suelos durante su ciclo bioldgico.
Donde se busca disminuir el uso de quimicos toxicos para conservar la biodiversidad bacteriana.

(FAO, 2020)

Es muy importante y de irrelevancia cientifica conocer e identificar los grupos
funcionales en las localidades productivas del maiz, para establecer un andlisis dinamico en los
pisos altitudinales de 2910 mnsm. Y diversos efectos que produce en la planta. En bldsqueda
de un equilibrio entre el uso de productos quimicos y productos organicos que permite mejorar

la produccion, tener costos bajos y evitar impacto en el ambiente.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
e Analizar los grupos funcionales asociados a la rizosfera de dos localidades productivas
de maiz (Zea mays L.) en el piso altitudinal de 2910 msnm.

5.2 Objetivos especificos

e Identificar los grupos funcionales asociados a la rizosfera del maiz.
e Relacionar los grupos funcionales con las caracteristicas fisicas-quimicas de dos

localidades productivas del maiz.



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

Tabla 1. Actividades de los objetivos planteados.

OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE VERIFICACION
Delimitacion del area de estudio

ldentificar los  grupos Muestreo de la rizosfera de dos localidades _
productivas de maiz. Grupos funcionales

funcionales asociados a la

rizosfera del maiz (Zea

Preparacion de medios de cultivo especificos para

identificados en dos localidades

productivas de maiz

Tablas de datos de colonias y UFC

mays L.). cada grupo funcional a encontrar.
Determinar las colonias que existen del suelo
organico y suelo con quimico en cultivo de maiz.
Relacionar los  grupos
funcionales con las

caracteristicas fisicas-
guimicas de suelos de dos
localidades productivas de

maiz (Zea mays L.).

Muestreo del suelo de dos localidades productivas
de maiz.

Anadlisis fisico -quimico de suelos de produccion

Caracterizacion fisica quimica

de dos localidades productivas.

Resultados de analisis de suelos
Tabla relacionar

Memoria fotogréafica

Elaborado por: (Hidalgo, 2023)




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

7.1 CULTIVO DE MAIZ (Zeamays L.)

7.1.1 Generalidades

Acosta (2009), menciona en su investigacion que el maiz se origind en una parte restringida de
Mexico y los tipos més desarrollados emigraron posteriormente hacia otros sitios de América.
Cristébal Col6n quien descubrié América lo vio por primera vez en la isla de Cuba en octubre
de 1492. El maiz surgié aproximadamente entre los afios 8 000 y 600 a.c. en Mesoameérica,
probablemente a lo largo del acantilado occidental de México Central o del Sur, a 500 km de la

Ciudad de México.

7.1.2. Origen y zonas de produccion

El maiz es una planta monoica anual, su tallo es una cafia maciza, erguida con 8 o mas nudos.
La altura es muy variada respondiendo a factores genéticos y ambientales (Chanataxi, 2016).
Las raices primarias originadas en la primera etapa de desarrollo de la planta son reemplazadas
por raices que emergen posteriormente de los primeros 4-5 nudos del tallo. El sistema radicular

no supera el metro de profundidad.

Imagen 1. (Hidalgo 2023)



7.1.3  Descripcion taxonoémica

El maiz (Zea mays L.) corresponde a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas.
Algunas especies conocidas del género Zea, frecuentemente llamadas teocintle y otras del
género Tripsacum, catalogadas como arrocillo o maicillo, son individuos salvajes, parientes de

Zea mays. Denominada especie del nuevo mundo debido a que su centro de origen es América.

Al principio los taxnomos clasificaron los géneros Zea y Euchlaena al cual pertenecia el
teocintle como dos diferentes. En la actualidad, a raiz de la compatibilidad para la hibridacion
entre estos grupos y por estudios citogenéticos, se aprobd que ambas pertenecen al género Zea.
El teocintle y Tripsacum son una fuente importante de caracteristicas deseables para el

mejoramiento (Paliwal et al., 2001).

Tabla 2. Segun Cabrerizo, (2012) el maiz se puede clasificar de manera taxonémica.

Reino Vegetal
Subreino Embryobionta
Division Angiospermae

Clase Monocotyledoneae

Orden Poales
Familia Poaceae

Género Zea
Especie Mays
Nombre
cientifico zeamays L

Fuente: (Hidalgo, 2023).

El maiz es un cultivo de clima templado-célido, sensible a las heladas. Su ciclo se divide
en tres etapas: germinacion, etapa vegetativa y etapa reproductiva. El ciclo entre siembra y
cosecha es muy variable, existen hibridos considerados precoces con ciclos cortos de 70-80

dias, ciclos intermedios de 85 y 90 dias y ciclos tardios entre 95y 110 dias (Parera, 2017).



Todo el ciclo estd influenciado directamente por la temperatura y disponibilidad de
agua, ademas de otros factores como: salinidad, alcalinidad, enfermedades y plagas que pueden
afectar de forma significativa. (Parera, 2017).

7.1.4 Descripcion morfoldgica

El maiz es una planta anual, herbacea, monoica; presenta gran desarrollo vegetativo,
alcanzando de 2m a 2,5 m de altura, por lo tanto, Ospina (2015), describe la morfologia de los
organos del maiz de la siguiente manera: Raiz: es el primer componente del embrion que brota
cuando la semilla germina, las raices pueden profundizar hasta 1,8m. El sistema radical presenta
tres tipos de raices:

- Las raices primarias.
- Las raices adventicias.

- Las raices de sostén.

7.1.4.1 Tallo:
Es el soporte de hojas, flores, frutos y semillas, su funcion es transportar sales minerales y agua
desde la raiz hasta la parte aérea de la planta; esta compuesto por una epidermis exterior
protectora, una pared de haces vasculares y una médula de tejido esponjoso color blanco (Green,

2013).

7.1.4.2 Hojas:
Posee entre 15 y 30 hojas que crecen en la parte superior de los nudos, la cara superior de la
hoja es pilosa, y la cara inferior es glabra, tiene numerosas estomas que permiten el proceso

respiratorio (Green, 2013).

7.1.4.3 Flores:
El maiz es una planta mondica, es decir, presenta en la misma planta flores masculinas y

femeninas. Las flores masculinas se agrupan en una panicula terminal llamada espiga, y las
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femeninas se retnen en varias panojas 0 mazorcas que nacen de las axilas de las hojas del tercio
medio de la planta (Green, 2013).

7.2.Materia Organica

El uso de materia organica se ha convertido en la base para el desarrollo de la agricultura
organica. Sin embargo, es un error considerar que la agricultura organica es simplemente “no
usar productos sintéticos”. La agricultura organica debe considerar dos aspectos esenciales: (a)
la diversidad estructural y de procesos, y (b) el manejo ecolégico del suelo y nutricion (Brenes,
2003).

La materia organica del suelo contiene cerca del 5% de N total, pero también contiene otros
elementos esenciales para las plantas, tales como fdsforo, magnesio, calcio, azufre y
micronutrientes (Anonimo, 1988; Graetz, 1997). Durante la evolucion de la materia organica
en el suelo se distinguen dos fases: la humidificacion y la mineralizacién (Gros y Dominguez,
1992). La humidificacion es una fase bastante rapida, durante la cual los microorganismos del
suelo acttan sobre la materia organica desde el momento en que se la entierra.

Los hongos, segun Wild (2012), pueden representar el 70% de la poblacion microbiana y
constituyen el segundo de los dos grandes grupos de microorganismos del suelo. Todos son
eucariotas heterotrofos y se incluyen entre las especies que necesitan nitrégeno, ya sea en forma
de sales minerales o de compuestos organicos nitrogenados, pues estan desprovistos de
capacidad fijadora. Las especies edéaficas presentan gran diversidad en cuanto a exigencias en
sustratos carbonados, variando desde los que pueden utilizar hidratos de carbono, alcoholes y
acidos organicos sencillos hasta los que son capaces de descomponer compuestos
polimerizados, como la celulosa y la lignina.

Este es el caso de los que son paréasitos obligados de los vegetales superiores o de los que han
desarrollado una simbiosis obligada con determinadas plantas, como las micorrizas. Los

saprofitos comunes en el suelo pueden ser eficaces transformadores de sustratos edaficos en
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tejidos microbianos. Algunos de ellos pueden asimilar entre el 30 y 50% del carbono presente
en la materia organica que descomponen, lo que representa una tasa de conversién muy superior
a la de las bacterias, que es del 5 al 20%. Esto significa que el crecimiento muy rapido de los
hongos puede originar una elevada demanda del nitrégeno disponible en el suelo, aunque ésta
puede quedar mitigada por su relacion C/N, que es superior a la que presentan las bacterias
(Wild, 1992).

7.3.Ph

7.3.1. Definicién de pH

PH, término que indica la concentracién de iones hidrdégeno en una disolucion. Se trata de una
medida de la acidez de la disolucion. ElI pH también se expresa a menudo en términos de

concentracion de iones hidronio.(Nufiez,2010)

7.2.1. Escala de los niveles de pH en que se puede encontrar un suelo

NIVELES DE ACIDEZ DE LOS SUELOS
Extremamente dcido <4 5
Fuertemente acido 45-55
Medianamente dcido 5,6-6
Ligeramente dcido 6,1-6,1
Neutro 6,6-7.3
Medianamente basico | 7.4-7.8
Basico 7.9-84
Ligeramente alcalino 79-84
Alcalino 9.1-10
Fuertemente alcalino =10

Tabla 3. Clasificacion de los suelos segun el nivel de pH en que se encuentra

7.2.2. Importancia del pH en el suelo

El pH es uno de los parametros mas importantes que influyen en la fertilidad del suelo. Indica
si contiene niveles toxicos de aluminio y manganeso, si es bajo el contenido de elementos
basicos como el calcio y el magnesio, y si se le puede regular con la adicion de sustancias como
el oxido de calcio. La disponibilidad de otros nutrientes esenciales para la planta depende de
los valores de pH. Conociendo el valor de pH del suelo es posible diagnosticar problemas de

nutrientes para un buen desarrollo de las plantas. (Nufiez,2010)
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7.3.Microbiologia del suelo

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

7.4.Grupos funcionales

7.4.1. Rizosfera

Es la zona especializada entre las raices y el suelo donde hay gran actividad microbiana y
aumento de biomasa de la misma. Reino Plantae Division Magoliopyta Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae Orden Solanales Familia Solanaceas Género Solanum Especie Teberosum
10 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 nitrégeno, bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y agentes de control bioldgico; en el caso de los nocivos,
se destacan todos aquellos microorganismos fitopatdgenos (Sevilla, 2015).

7.4.2. 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 ha trabajado mucho en los
ultimos afios para que sean capaces de promover el crecimiento de la planta o en su defecto
tenga un efecto de proteccion ante un organismo fitopatdgenos. Relacionando la actividad
microbiana entre un 2-5% de las bacterias presentes en la rizosfera ejercen un efecto benéfico
sobre el crecimiento y desarrollo de la planta. (Probanza, 2012).

7.5. Qué 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 los 0,2m y el superior en los 50m; sus
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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).

7.6. Beneficios de bacterias en la rizosfera

Las rizosferas son el 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 fertilizacién. Se caracteriza la zona por la
interaccidn Unica y dinamica 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).

7.7.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 en su pared celular como los polisacaridos en cambio otros tienen celulosa en lugar de
quitina sin embargo poseen estructuras vegetativas filamentosas llamadas hifas. (Garcés, 2015).
7.8.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, 2009).

7.9.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 &cidos organicos y
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de enzimas hidroliticas que ayuda a incrementar su movilizacion para el crecimiento vegetativo
algunas especies de las rizosferas es:

v Bacillus subtilis

v Pseudomonas putida

v Aspergillus niger,

v Penicillium bilaji; otras especies de los géneros, Thiobacillus Micrococcus y

Mycobacterium. (Beltran, 2015).

7.10. 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 intra e intermoleculares entre si forman zonas mas
cristalinas, mientras en otras zonas mas laxas o amorfas. (Bohdrquez, 2010).
Los microorganismos celuloliticas (hongos, filamentosos, bacterias, actinomicetos) son la
principal causa de degradacion de la celulosa en suelos humedos, caso contrario con las
bacterias que realizan una mejor labor en suelos semiaridos. (Salinas, 2019). Los
microorganismos degradadores de celulosa incluyen bacterias y hongos, aerobios y anaerobios,
termofilos y mesofilos que ocupan diversos habitats. Entre las bacterias aerobias estan:

v Bacillus sp.
Vibrio sp.
Cytophaga sp.
Pseudomonas sp.

Thermobifida sp.

S N N NS

Cellulomonas sp. (Loaiza, 2017).
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7.11. Actinomycetes

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 diferenciandose de otras bacterias Gram positivas. (Gonzalez, 2019). Se
los puede encontrar en superficies rocosas y en suelos rizosféricos, ricos en humus, sedimentos
marinos que son importantes para estimular su crecimiento de estos microorganismos. La
mayor parte son especies heterdtrofas, aerobios, mesofilas ya que son pocos tolerantes a la
acidez y a su poca capacidad para retener agua. (Gonzélez, 2019).

7.12. Pseudomonas

Las pseudomonas son bacterias Gram negativas en formas de bastones, con una amplia
flexibilidad metabdlica y respiracion aerdbica, 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 produccidon metabolitos teniendo un
efecto positivo sobre el crecimiento de las mismas. (Braga, 2015).

8. PREGUNTA CIENTIFICA
¢Mediante la utilizacion de medios de cultivos de bacterias se puede identificar y relacionar los

grupos funcionales asociados a la rizosfera de dos localidades productivas del maiz?

9. METODOLOGIA
Obijetivo 1: Analizar los grupos funcionales asociados a la rizosfera de maiz en dos localidades
productivas en el Canton Latacunga.
Actividad 1. Delimitacion del area de estudio.
Para la delimitacion del area de estudio, se busca un predio que cuente con las condiciones
favorables al cultivo de maiz, utilizando herramientas de ubicacion geografica (Google-Earth,
2021) se procede al levantamiento geografico con coordenadas y altitud exacta del piso

altitudinal.
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Figura 1. Ubicacion geogréfica del lugar de toma de muestras (piso altitudinal).

Provincia Cotopaxi
Canton Latacunga

Localidad Salache
Altitud 2.777 m.s.n.m

Fuente:(Google-Earth, 2023) Elaborado por: (Hidalgo, 2023).

Figura 2. Ubicacion geogréafica del lugar de toma de muestras (piso altitudinal).

Provincia Cotopaxi
Cantdn Latacunga
Parroquia Guaytacama

Localidad La Libertad
Altitud 2.906 m.s.n.m

Tanicuchi

Santuario Catdlico Sefor
del Arbol de Cuicuno

a ’ Joseguango Alto,;

Santisima Cruz

Miraflores Saquisili g aytacama (5]
Saqui
Provefrut S,AQ
Parque de la
Parroquia Alaquez
= Iglesia barrio
el oquia San Jose
-)alo -Latacunga - .
*Casa Patrimonial §£8 LI

Fuente:(Google-Earth, 2023) Elaborado por: (Hidalgo, 2023).
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Actividad 2. Muestreo de la rizosfera del suelo del cultivo de maiz.

Se utilizar 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 inorganica y muestras de areas utilizando agroguimicos,
la profundidad para obtener la muestra es de 20 a 30 cm (INIAP, 2009).

Se obtendran tres muestras de suelo mediante el método de zig- zag de manera aleatoria con
sus puntos GPS correspondientes de cada muestra, en el area de muestras libres de fertilizantes
y muestras con la utilizacion de fertilizantes, 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 preparacién del medio de cultivo.

Empaquetado y etiquetado de muestras.

Las muestras seran colocadas en funda ziploc con su respectiva identificacion del lugar o parte
del suelo con siglas Al, A2, A3 de donde fueron tomadas en el suelo con produccion organica
y el suelo convencional en el cultivo de maiz, previo a su andlisis.

Objetivo 2: » Relacionar los grupos funcionales con las caracteristicas fisicas-quimicas en
las dos localidades productivas.

Actividad 1: Escoger la metodologia especifica para el cultivo y aislamiento

Se realiz6 una revision bibliografica de las diferentes metodologias para el aislamiento
microbioldgico de grupos funcionales y se escogio la metodologia de (Bernal, Gustavo, 2005).
Para el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC*gr™) de suelo utilizamos Manual
de anélisis de calidad para formulaciones con base en hongos biocontroladores (determinacion
de viabilidad / concentracion de unidades formadoras de colonia, cuantificacion por recuento

en cajas Petri) (Béez 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 agar 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, estabilizando 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 coloc6 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 colocd 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
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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 recoleccidn 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 la 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 solucidn 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 Nitrogeno)

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 4cido malico. EI almidén 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 Il (tomando los reactivos en las
cantidades indicadas) se toman los volumenes 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.
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> Agar Caseina : (Actinomicetos)

En un recipiente con tapa se colocd 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 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 (Anexo 1).

> B de King (Pseudomonas)

En un recipiente con tapa se coloco 1000 ml de agua destilada donde, se agrega peptona, agar
purificado, K2HPO4 (anhidro), MgSO4 y 7 H20 (anhidro) hasta tener una solucién homogénea

y dirigir a la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

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

Seleccionar las diluciones méas concentradas.

= Rotular las cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua.

= Sembrar 100 ul de las diluciones seleccionadas.

= Sellar la caja Petri sembrada con papel Parafilm o papel plastico de cocina.
= Incubar entre 37°C por el tiempo estandarizado.

= Registro de los datos obtenidos segun la dilucién sembrada y la repeticion.

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

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

= Tomar las dos muestras de suelo que se va a disolver en agua destilada y llevar al
agitador

= Colocar 6 tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada y colocar 1 ml de muestras del
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suelo

= Se repite en cada tubo de ensayo y la muestra final se va a contaminar en las cajas petry
con las diferentes disoluciones.

= Adicionar a cada tubo 9 ml de solucion esteril de triton X- 100 al 0.1%.

= Agitar en vortex hasta que la muestra se disperse completamente.

= Lasuspension obtenida corresponde a la suspensién madre o diluciéon 1076 (Béez et al.,

2019).

Actividad 5. Preparacion de diluciones seriadas

Meétodo de siembra por diluciones seriadas

Se realiza la distribucion de las cajas petry para cada medio de cultivo asignado, por el cual se
va a dividir en dos sistemas diferentes de suelo, con eso se lleva a cabo la contaminacion de los
medios de cultivo con las diluciones de 107 de los dos suelos organico y convencional, esto

nos permite identificar los grupos funcionales y conteo requerido.

Proceso

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

multiplicado por el factor de diluciones para obtener las UFC por milimetro de nuestra original.
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Diluciones seriadas
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Fuente: (UpoTV - Conteo de Bacterias Viables, n.d.)

= Tomar 100 ml (1 ml) de agua destilada en un tubo de ensayo de 100 ml en cual se

Ileva con 10 gr de suelo asignado y llevar al agitador.
= Extraer 1 ml de muestra y disperse en los tubos de ensayo siguiente

= Agitar en vortex vigorosamente el tubo hasta que la muestra se disperse

completamente (dilucion 1072).

= A partir de la dilucién 1072 repetir los pasos anteriores tantas veces como sea
necesario para alcanzar el numero de diluciones deseadas. Marcar los tubos con el
nombre de la dilucién correspondiente (ej. 1072, 1073, 1074, etc.) El nimero de
diluciones dependera de la concentracion del producto generalmente se realiza hasta

la dilucion 1078, (Baez et al., 2019).

Actividad 6. Determinacién de la concentracion UFC

Basados en la concentracion del producto reportada por el fabricante, seleccionar las diluciones
a sembrar los dos tipos de suelos en medios de cultivos requeridos, ya realizada las diluciones

se contamina de manera uniforme cada muestra y proceder a que se desarrolle de manera exitosa
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para su respectivo conteo y que en algunos casos se desconoce la concentracion y entonces se

debe seleccionar un rango mas amplio de diluciones para sembrar.

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

=  Nombre de la muestra

= Fecha

= Ndmero de dilucion siguiente a la del tubo que es utilizado para sembrar.

= Tener 6 repeticiones (cajas inoculadas) de los dos sistemas productivos cada grupo se
divide en 6 cajas de muestras con suelo organico y 6 con suelo convencional, siendo un
total de 84 cajas con sus muestras contaminadas para determinar los grupos funcionales

propuestos.
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
10.1.1dentificacién de grupos funcionales.

Grafico 1. Poblacion de colonias UFC*gr! de Microbiota Total.
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Elaborado por:(Hidalgo, 2023)
Se observa en el (Gréfico. 1), en la muestra de suelo organico de Salache la presencia de
microbiota total 2.07*10'? UFC* gr! y en cambio el suelo convencional de Guaytacama
presenta menor cantidad de microbiota total 5.36*10'! UFC*gr?, teniendo mayor

representacion en la muestra de suelo de Salache.

Con el andlisis realizado (Anexo 10) se demuestra que la rizosfera del piso altitudinal de 2190
msnm contiene 0.70 % de materia organica, con lo dicho por (Calvo Vélez et al., 2008) En su
estudio de las poblaciones microbianas de la rizosfera del cultivo de maiz en zonas andina. La
cantidad de materia organica influye en la presencia de poblacidn total de bacterias al tener una

alta cantidad, es donde la presencia se hace mayor.

Esto corrobora con el andlisis de suelo emitido por el INIAP. (Anexo 20), en el cual presenta
una cantidad alta de actividad microbiana y las condiciones del suelo organico de Salache,
presenta caracteristicas ideales para el desarrollo 6ptimo de microbiota total y por ende existen

mayor poblacion de UFC en el conteo respectivo.
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Grafico 2. Poblacion de colonias UFC*grt de Solubilizadoras de fosforo
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Elaborado por: (Hidalgo, 2023)
Se observa en el (Grafico. 2), en la muestra de suelo organico de Salache, la presencia de
solubilizadoras de fdsforo 1.36*10'2 UFC*gr?, en cambio en el suelo convencional de
Guaytacama presenta menor cantidad de solubilizadores de fésforo: 8.8*10'! UFC*gr?,

teniendo mayor representacion en la muestra de suelo organico de Salache.

Con el analisis realizado (Anexo 20), donde nos indica que el suelo tiene un ph de 8,55 que es
alcalino y un alto contenido de fosforo con 66.89 ppm hay existencia del grupo funcional antes
mencionado, segun la investigacion de (Eleonora & Pineda, 2014) con su “Estudio La
solubilizacion de fosfatos como estrategia microbiana para promover el crecimiento vegetal”,
la cual nos indica que la presencia de un alto contenido de fosforo atribuye a la presencia del

grupo funcional

Los microorganismos Solubilizadores de fésfato (MSF) constituyen un grupo importante de
Microorganismos promotores del crecimiento vegetal, pues estan involucrados en un amplio
rango de procesos que afectan la transformacion del fosforo, siendo componentes integrales del

ciclo edéafico de este nutriente. (Fankem et al., 2006).
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En ambientes naturales, la rizosfera de diferentes especies de plantas es afectada por los
Microorganismos promotores del crecimiento vegetal, incluidos los MSF; estos altimos
microorganismos movilizan fosfato inorganico insoluble desde la matriz mineral hasta el suelo
donde puede ser absorbido por las raices, y las plantas les suministran compuestos carbonados

que son metabolizados para el crecimiento microbiano (Pérez et al., 2007).

Grafico 3. Poblacion de colonias de UFC*gr* de Actinomicetos.

POBLACION TOTAL DE
ACTINOMICETOS
1,18E+12

N 8,39E+11

L ® ACTINOMICETOS SUELO

g’ SALACHE

5 m ACTINOMICETOS SUELO
GUAYTA

CRUPO FUNCIONAL

Elaborado por: (Hidalgo, 2023)

Se observa en el (Gréfico. 3), en la muestra de suelo organico de Salache la presencia de
actinomicetos 1.18*10'2 UFC*gr, en cambio el suelo convencional de Guaytacama presenta
diminuta cantidad de actinomicetos 8.39*10' UFC*gr?, teniendo mayor representacion en la
muestra de suelo de Salache.

La presencia de actinomicetos en la muestra de suelo de Salache es de 0.70 de materia organica
presente en la rizosfera de maiz y poco tolerantes a la alcalino, la mayoria de las especies crecen
en rango de temperatura de 25 °C A 30 °C, raz6n por la cual requiere pH alcalino para su optimo
crecimiento de actinomicetos estos datos comprueban con el analisis de suelo del INIAP.,
(UNAM, 2010) manifiesta que los actinomicetos son los responsables de la degradacion de

materia organica en el suelo, mesofauna y temperaturas son aspectos que controlan la densidad
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de estos microorganismos que se han encontrado de manera abundante con una fertilidad buena
y excelente intercambio de nutrientes entre suelo y planta.

Segun (Madhaiyan et al., 2009) manifiesta que los actinomicetos son capaces de colonizar la
raiz de la planta, de esta manera se encuentran generando efectos benéficos sobre el crecimiento
de la planta, actuando en el ciclo de nutrientes y como agentes de control bioldgico.

Grafico 4. Poblacién de colonias de UFC*gr-1 de Pseudomonas.
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Elaborado por:(Hidalgo, 2023)

Se observa en el (Gréfico. 3), en la muestra de suelo organico de Salache la presencia de
Pseudomonas 1.17*10'? UFC*gr, en cambio el suelo convencional de Guaytacama presenta
menor cantidad de Pseudomonas 8.40%10'! UFC*gr, teniendo mayor representacion en la
muestra de suelo de Salache.

Segun (Ochoa et al., 2013), las pseudomonas generan el incremento de la disponibilidad de
fosforo y el nivel alto nitrogeno en forma asimilable con 34.97% ppm en nivel medio estos
datos son corroborados del analisis de suelo del (Anexo 20). condiciones del suelo muestreado
presentan caracteristicas ideales para el desarrollo 6ptimo de Pseudomonas y por ende una
mayor concentracion de UFC en el conteo respectivo. Siendo un microorganismo responsable

de la degradacion aerdbica en relacion al ecosistema y promotora del crecimiento vegetal.
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Grafico 5. Poblacion de colonias de UFC*gr de Bacterias celuloliticas.
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Elaborado por: (Hidalgo, 2023)

Se observa en el (Gréafico 5), la cantidad de 1,06*10* colonias*gr™ en la muestra de suelo de
Salache de forma organico y al contrario el suelo convencional Guayta se mira 7,91*10
colonias*gr?, lo que nos permite determinar que existe mayor presencia de microbiota total en
la muestra de suelo convencional Guayta.

Segun (Florez et al., 2016) las bacterias celuloliticas se encuentran en la descomposicion del
suelo, los datos obtenidos de colonias gr* -1 y UFC gr* -1 con infiere con la capacidad de
producir enzimas extracelulares, responsables de la hidrélisis de la celulosa que esta protegida
fisicamente la cual varias entre los aislamientos, permitiendo la clasificacion de las bacterias
para aprovechar de mejor manera en la rizosfera. Se determin6 que en el sistema productivo

convencional presento una mayor presencia de bacterias celuliticas.

A mayor presencia de vida microbiana y la presencia y abundancia de microorganismos
celuliticos en su habitat natural, en estrecho contacto con las plantas, determinado por factores
fisicos, quimicos (Santamaria-baldera et al., 2019) lo cual concuerda con la menor actividad

celulitica asociados a la rizosfera de las plantas en comparacién con los aislados bacterianos.
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Grafico 6. Poblacion de colonias de UFC*gr de hongos.
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Elaborado por:(Hidalgo, 2023)

Se observa en el (Gréafico. 6), en la muestra de suelo organico de Salache la presencia de hongos
1.03*10% UFC*gr, en cambio el suelo convencional de Guaytacama presenta menor cantidad
de Pseudomonas 7.76*10 UFC*gr?, teniendo mayor representacion en la muestra de suelo de
Salache.

Segun (Pozuelo, 1991) El suelo organico hay mas presencia de materia organica y presencia de
vida microbiana y la presencia y abundancia de microorganismos 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, Contribuyen al ciclado de nutrientes, mediante la
descomposicion de la materia organica; forman simbiosis con las plantas (micorrizas) para
explorar un volumen mayor de suelo y captar agua y nutrientes; por otra parte, los patégenos
regulan las poblaciones de plantas.

Por esta razén las poblaciones de hongos en el estudio a pesar de poseer pH mas acido son
bajas. Todo esto indica que la dindmica microbiana en la rizosfera puede variar
considerablemente de la dindmica poblacional del suelo, y la presencia de microorganismos
puede estar altamente influenciada por los liquidos vegetales y por otras poblaciones propias

de la rizosfera.
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Grafico 7. Poblacion de colonias de UFC*gr de Bacterias fijadoras de nitrégeno.
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Elaborado por:(Hidalgo, 2023)

Se observa en el (Gréfico. 7), en la muestra de suelo orgénico de Salache la presencia de
fijadores de nitrdgeno 1.46*102 UFC*gr?, en cambio el suelo convencional de Guaytacama
presenta menor cantidad de fijadores de nitrogeno 7.76*10* UFC*gr?, teniendo mayor
representacion en la muestra de suelo de Salache.

De acuerdo al analisis de suelo realizado en el INIAP se obtuvo 34.87 ppm de fijadores de
nitrogeno en el suelo organico de Salache, cumple la funcion de suministrar a las plantas el
nutriente vital que no pueden obtener del aire por si mismas. algunas bacterias se asocian a las
plantas aprovechando el nitrogeno, para promover un mejor desarrollo y rendimiento en el

cultivo de cebolla rama en suelo franco arenoso.
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10.2.Relacionar los grupos funcionales con las caracteristicas fisica-quimicas de los

suelos de dos localidades productivas del maiz.

Tabla 4. Poblaciones de UFC*gr por grupos funcionales en dos localidades productivas de

maiz.

Bact 11,9 5.5
Hong 7,5 4,9
SF 6,3 5,5
ACT 11,2 4,7
SEU 7,9 6,1
BC 9,1 3,5
Promedio 53,9 30,2
9,0 5,0

Elaborado por:(Hidalgo, 2023)
Grafico 8. Poblaciones de colonias de UFC*gr* de los grupos funcionales asociados a la

rizosfera de maiz.
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Elaborado por:(Hidalgo, 2023)
En el (Gréafico 8) los grupos funcionales de UFC*gr en la rizosfera del maiz a 3100 msnm,
existe presencia de todos los grupos investigados, siendo los de mayor UFC* gr-1,
solubilizadoras de fosforo con 11.2*10%, se encontr6 todos los grupos estudiados siendo los

mas representativos en Bacteria Celulolitas con 9.1*10'?, Pseudonomas con 7.9*10%? y
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Microbiota total con 11.9*10'2, Los datos obtenidos de los grupos funcionales tienen mayor

presencia de UFC*gr* de suelo organico de Salache de maiz.

El andlisis de suelo (INIAP) presenta un promedio bajo en el suelo organico mas vida
microbiana con M.O. = 0.70 %, mientras que en el suelo convencional con un promedio bajo

de M.O. =0.13 % presentando una vida microbiana baja.

Tabla 5. Poblaciones de UFC*gr-1 por grupos funcionales en dos sistemas productivos de

cebolla rama.

Orgénico %  Convencional
%
M.O 0,7 0,13

pH 8,55 7,46
Elaborado por:(Hidalgo, 2023)

Grafico 9. Analisis de Suelo (INIAP) de los grupos funcionales asociados a la rizosfera de
cebolla rama.
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Elaborado por:(Hidalgo, 2023)

En el (Gréfico 9) se observa que el suelo organico presento un porcentaje de materia organico
de 0.70 baja y el suelo convencional un porcentaje de 0,13 bajo. Identificando que el suelo

organico esta en un rango éptimo para cultivo de maiz.
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Teniendo en cuenta que el suelo organico de Salache se identificé un pH de 8,55 alcalino vy el
suelo convencional en Guaytacama con un pH de 7,46. Cumple el rango establecido para el
cultivo de maiz. (FAO, 2017) menciona que la materia organica es un parametro importante,
que se utiliza como indicador de calidad del suelo y esta relacionado directamente con las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Ademas, su cuantificacion se requiere para

recomendar la cantidad y el tipo de enmiendas que se debe aplicar al suelo

Tabla 6. Anélisis de Suelo (INIAP) de los grupos funcionales asociados a la rizosfera de

maiz.
SALACHE GUAYTA
N 34,87 ppm 30,02 ppm
P 66,89 ppm 69,5 ppm
Fe 21 ppm 65 ppm

Elaborado por:(Hidalgo, 2023)

Grafico 10. Analisis de Suelo (INIAP) de los grupos funcionales asociados a la rizosfera de
maiz.
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En el (Grafico 10) se observa con mayor presencia elementos quimico a 3180 msnm en la
rizosfera de cebolla rama, siendo que mayor nimero de elementos quimicos presentan en
nitrégeno con 47,95 ppm en el suelo convencional, al igual con un alto cantidad de fosforo
218,26 ppm, presenta hierro con 85 ppm en la muestra de suelo organico, con la diferencia que

las bacterias celulitas, mostro un alto valor en la muestra de suelo organico
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11. CONCLUSIONES

e Se determind en el suelo orgénico en el cultivo de cebolla rama los grupos funcionales
como: microbiota total =11,9E+12, hongos =7,5E+12, solubilizadoras de fdsforos
=11,2E+12, actinomicetos =6,3E+12, pseudonomas =7,9E+12, bacterias celuliticas
=9,1E+12 teniendo en cuenta que en la localidad de Salache mayor presencia de

actinomicetos

e Existe una relacién entre la funcionalidad de grupos encontrados con el analisis de
suelos (INIAP), permitiendo distinguir en el suelo organico tiene un pH de 8,55 y el
suelo convencional un pH de 7,46, teniendo en cuenta un promedio medio en el suelo
organico mas vida microbiana con M.O. =0.70%, mientras que en el suelo convencional

con un promedio bajo de M.O. =0,45%.

12. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar nuevas metodologias para medios de cultivo para fijadores de
nitrogeno y bacterias celuliticas.
Se recomienda determinar los grupos funcionales en diferentes pisos climaticos a 3500

m.n.s.m
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14. ANEXOS

Anexo 1. Metodologia de Bernal 2015 (elaboracion de medios de cultivos).

MEDIOS DE CULTIVO

GRUPO FUNCIONAL Y MEDIO UTILIZADO DOSIS

POBLACION TOTAL DE BACTERIAS

AGAR NUTRITIVO

e Agua destilada ° 800 ml
e Agar nutritivo ° 16 g/l
e Ph ° 7.0

PROCEDIMIENTO:

En un frasco con tapa se coloca 800 ml de agua destilada y se pesan 16 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
esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion. Se la deja al ambiente para

ser llevado a la autoclave

POBLACION TOTAL DE HONGOS

AGAR ROSA DE BENGALA
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e D - Glucosa ° 8 g/l

e Peptona micologica ° 4 g/l

e Fosfato monopotasico ° 1 g/l

e Sulfato de magnesio hidratado ° 0.8 g/1

e Rosa de bengala ° 0.028 g /1
e Estreptomicina ° 24 mg/1
e Agar ° 12 g/l

e Agua destilada ° 800 ml

e Ph ° 5.5

PROCEDIMIENTO:

En un recipiente con tapa se coloca 800 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 acido clorhidrico diluido o hidréxido de sodio en
solucidn. Se esteriliza en la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion y se procede

agregar la estreptomicina.

PROCESO 2

Luego, la estreptomicina se diluye en 10 ml de agua y se la aflade 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

e Extracto de levadura ° 1,6 g/l
e Glucosa ) 16 g/l

e Fosfato tricalcico ° 1,6 g/l
e Agua destilada ° 800 ml
e Agar ° 17,6 g/l
e Ph ° 7

PROCEDIMIENTO:

En un recipiente con tapa se coloca 800 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 &cido clorhidrico 1N o hidroxido de sodio 1 N, se
afiade el agar y luego se lo esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de
presion.Luego se procede a repartir en las cajas petry, se procede agregar a las 12 cajas para

las dos contaminaciones de los dos suelos diferentes.

BACTERIAS CELULOLITICAS

AGAR EXTRACTO DE SUELO
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e Fosfato dibasico de potasio (POsHK?) ° 0.5 g/l
e Nitrato de amonio (NO3NH4) ° 0.15 g/l
e (Carboximetilcelulosa ° 1.25 g/l
e Agar ° 20 g/1
e Extracto de suelo ° 100 ml
e Ph ° 6.5

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 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
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afiade el agar. El medio se esteriliza en la autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

WATANABE
° Glucosa 4 g/l
° Manitol 4 g/l
° Almidon 3.5¢/1
o Acido mélico 2.8 g/l
° Agar 1.4 g/l
) pH 6.8-7.2
° Solucion 11 50 ml
° Solucién 1T 15 ml
° Bromotimol azul al 1% en etanol 1.6 ml
° Agua destilada Aforar a 800 ml
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SOLUCION |
° H3BOs ° 750 mg/1
° ZnS0Oq4. TH20 ° 550 mg/1
° CoSO04. TH20 ° 350 mg/1
° CuSOs. 4H0 ° 21.8 mg/l
° MnClz. 4H.0 ° 20 mg/l
° Agua destilada ° 800 ml
SOLUCION I
° FeSOs. 7TH20 ° 0.8 g/l
° MgSOs. 7TH20 ° 4.0 g/l
o NaxMo0Og4. 7H20 ° 0.1180 g/1
° CaCly. 2H.0 ° 4 ¢/l
° EDTA é4cido ° 0.8 g/l
° Solucién 1 ° 4 ml/l
° Agua destilada ° 500 ml
SOLUCION 111
° KH2PO4 ° 40 g/l
° KoHPO4 ° 60 g/l
° Agua destilada ° 500 ml

PROCEDIMIENTO:

Para preparar 800 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 acido 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 Il (tomando los
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reactivos en las cantidades indicadas) se toman los volumenes 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 7.2 y 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 camara de flujo se siembran 0.2 ml de la dilucion de la muestra correspondiente.

PSEUDOMONAS
B DE KING

° Peptona ° 10 g/l

° Agar purificado ° 6 g/l

° K2HPO4 (anhidro) ° 0.75¢g/1

° MgSO4. 7 H20 (anhidro)) ° 0.75¢g/1

° Solubilizante ° 800ml
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.

Fuente: (Bernal,Gustavo, 2005) Elaborado por: (Hidalgo, Chasi, Ortiz, Nasimba,
Chiquimba 2023)



Anexo 2. Recoleccion de muestras de suelo.
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Anexo 3. Preparacion de los medios de cultivo especificos para cada grupo funcionales




Elaborado por: (Hidalgo, 2023)
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Anexo 4. Disoluciones de muestras de suelo
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Elaborado por: (Hidalgo, 2023)
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Anexo 5. Verificacion de hongos y bacterias.

Elaborado por: (Hidalgo, 2023)
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Elaborado por: (Hidalgo, 2023)
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Anexo 6. Poblacion de grupo funcional Microbiota Total (Suelo Orgénico Salache)
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Anexo 7. Poblacion de grupo funcional Microbiota Total (Suelo Convencional)
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Anexo 8. Poblacion de grupos funcionales Poblacion de Hongos (Suelo Organico)
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Anexo 9. Poblacion de grupos funcionales Poblacion de Hongos (Suelo Convencional)
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Anexo 10. Poblacién de grupos funcionales de Solubilizadores de fosforo (Suelo Orgéanico)
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Anexo 11. Poblacién de grupos funcionales de Solubilizadores de fosforo (Suelo Convencional)
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Anexo 12. Poblacion de grupos funcionales de Actinomicetos (Suelo Orgéanico)
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Anexo 13. Poblacién de grupos funcionales de Actinomicetos (Suelo Convencional)
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Anexo 14. Poblacién de grupos funcionales de Pseudomonas (Suelo Organico)
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Anexo 15. Poblacién de grupos funcionales de Pseudomonas (Suelo Convencional)
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Anexo 16. Poblacion de grupos funcionales de Bacteria Fijadoras de Nitrogeno (Suelo Organico)
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Anexo 17. Poblacion de grupos funcionales de Bacteria Fijadoras de Nitrogeno (Suelo Convencional)
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Anexo 18. Poblacion de grupos funcionales de Bacteria Fijadoras de Nitrogeno (Suelo Organico)
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Anexo 19. Poblacion de grupos funcionales de Bacteria Fijadoras de Nitrogeno (Suelo Convencional)
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Anexo 20. Analisis de Suelo INIAP
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AT,

INSTITUTO NACIOMAL DE INVESTIGACIOMES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
LABORATORIO DE AMALISIS DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS
Panamericana Sur Km. 1. S/N Culuglagua.

Tiks. (D2} 3007284 [ (022504240
Mail: laboratono. dsagiiniap. gob ec

Lansen

INFORME DE ENSAYO No: 23-0074

NOMBRE DEL CLIENTE: Hidalgo Moya Liseth Michelle FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: 24/02/2023

PETICIONARIO: Hidalge Moya Liseth Michalle HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 14:00

EMPRESANNSTITUCION: Hidalgo Moya Liseth Michalle FECHA DE AMALISIS: 27022023

DIRECCION: Ay lalo y Av. Gribaldo Mifios FECHA DE EMISION: 08032023

AMALISIS SOLICITADO: 54
E
Analisis Ph N P 3 =] K Ca Mg Zn Cu Fa Mni CalMpg| Mg/ |Ca+Mg/K | Bases MO co.* Textura (Y} IDENTIFICACKIN
meg/ g/ mieg! ey Clasa

Unidad ppm ppm ppm ppm 100g 100g 1004 pom pom poam ppm 100g % % | Mrena | Limo | Arcilla | Textural
FRAMNOD- Owgdnico,

23-0468| 787 | LAl | 3115 M| XE3E) A ) 1385 | M| 053 (B 100 | A 980 Al 208 |A] 90 JA] 23 | M 8% |A| GBS |M| 474 2,08 11,76 1304 | 162 |M 73 0 7 ARENOED Patocalle 1 cebolla
FRANCO- Conwencional,

23-0469| 661 PN 4785 IMj133 75 | A 2583 | A |029 | B | 085 |A] 518 [A) 1,20 |A| 26 |B] 44 | A 5] Al a7 |B| 433 1,40 746 723 | 045 |B E7 24 5 AREMOED Fatocalle 1 cebolla
FRANCO- Organico, Salsche,

23-0470| 855 Al 3487 M| G689 | A 1609 | M| 264 |A] 16T | A 949 |A] 475 | &) 17 (B 33 [ M 21 |m| 58 M| 198 | 2E7 B57 1554 | 0.7 | B E1 28 11  |ARENOSED Maiz
FRANDO- Conwencional,

23-0471| 746 PN 0,02 |M) GOS0 | A 475 B |0X|a|0as |A| 558 |A] 097 [A] 24 |B) 26 | M G5 |a| a0 |B) 574 2,13 14,33 701 | 013 | B 75 18 7 ARENOED puaytacams

Analisis Al+H* alr Ha* C.E.* H. Total | H-NO3* | K H2OD® | P H2D" cr* pH KCI® IDENTIFICACION

pom ppm eyl 100g W ppm  |mey 100g|  ppm pom [
DBESERVACIONES: * Ensayos no solicitados por el cliente
MITODOLOGIA LISADA INTERPRETACION HEREVIATURSS
o= SusoAges(l23] [PKCamg = e Mot ph Earrasiu CE = |C|:|nu.u:|n.'|da|:| Eléctmica
50 = Fafsin ds Calcio (Cua Fio e 2 = Do Miadificada Ae & Acdas H = Pty & = Bie ML = |Mat:r|a Orgdnica
s - Curcaming Lhs & Liges Acide LA & L Mo M o= Rladio
PH & Prac. baum Al & Aleding A = Al
RC =  Fasguieras Cal T = Tioges [Bas)
MAITOOOLOGLA LIEADA INTERPRETACION
cr. = Fuics Saurada BeHALy Ma CE WOy E
L] Dicromaiz de Potaas B = B ME =  MoSaine & = Saline: B = B







