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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en el piso altitudinal de 3800 msnm en la comunidad
de cuturivi chico, provincia de Cotopaxi tuvo como objetivo identificar consorcios
bacterianos y grupos funcionales asociados a la rizosfera del cultivo de la papa.

Para la presente investigacion se utilizé una identificacion bacteriana por secuenciacion
del gen 16S, para los grupos funcionales se utilizé la metodologia de (Bernal, 2005)
para la determinacion de grupos mencionados por medios especificos:

Microbiota total se utiliza Agar Nutritiva, Bacterias fijadoras de nitrégeno se utiliza
Watanabe

Bacterias Solubilizadores de fosforo se utiliza Agar Ramos Callao
Hongos se utiliza Rosa de Bengala

Actinomiceto se utilizé Agar Caseina

Bacterias celuloliticas se utiliza Agar Extracto de Suelo
Pseudomonas se utiliza B de king

Adicional para conocer el estado de composicion del suelo se realizé un analisis fisico-
quimico en el laboratorio del INIAP, de los datos obtenidos en el analisis metagenomico
se identificaron tres familias representativas Enterobacteriaceae, Xanthomonadaceae y
Rhodanobacteraceae de las cuales los géneros mas representativos fueron raoultella,
rhodanobacter y las especies con mayor abundancia fueron Raoultella ornithinolytica ,
Raoultella terrigena. Los grupos funcionales con mayor representacion fueron Bacterias
solubilizadoras de fosforo, actinomicetos y pseudomonas tanto en Colonias*gr y ufc*gr
respectivamente
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TITLE: ANALYSIS OF BACTERIAL CONSORCIUM AND FUNCTIONAL
GROUPS ASSOCIATED WITH THE POTATO (Solanum tuberosum)
RHIZOSPHERE, SUPER CHOLA VARIETY IN THE ALTITUDINAL FLOOR
OF 3800 masl.

AUTHOR: Nasimba Chanataxi Nathalia Belen

ABSTRACT
The present investigation was carried out in the altitudinal floor of 3800 meters above sea
level in the community of Cuturivi Chico, province of Cotopaxi, with the objective of
identifying bacterial consortia and functional groups associated to the rhizosphere of
potato crop.

For the present investigation, bacterial identification by sequencing of the 16S gene was
used; for the functional groups, the methodology of (Bernal, 2005) was used for the
determination of the groups mentioned by specific means:

Total microbiota using Nutrient Agar, Nitrogen Fixing Bacteria using Watanabe.
Phosphorus solubilizing bacteria using Ramos Callao Agar.

Fungi using Rose Bengal Agar

Actinomycete, Casein Agar was used.

Cellulolytic Bacteria using Soil Extract Agar

Pseudomonas B de king was used.

In addition, to know the state of soil composition, a physical-chemical analysis was
carried out in the INIAP laboratory. From the data obtained in the metagenomic analysis,
three  representative  families  Enterobacteriaceae, = Xanthomonadaceae and
Rhodanobacteraceae were identified, of which the most representative genera were
Raoultella, Rhodanobacter and the species with the highest abundance were Raoultella
ornithinolytica, Raoultella terrigena. The functional groups with the highest
representation were phosphorus solubilizing bacteria, actinomycetes and pseudomonads

in colonies*gr and cfu*gr respectively.
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2. DESCRPCION DEL PROYECTO

El presente proyecto consistié en la identificacion de consorcios bacterianos y la
determinacion grupos funcionales presentes en la rizosfera de la papa, los grupos
funcionales  encontrados fueron  bacterias fijadoras de nitrdgeno, bacterias
Solubilizadores de fosforo, hongos, actinomiceto, bacterias celuliticas, pseudomonas, asi
como también se determind la Microbiota total en los cuales se realizé el conteo de

colonias y UFC por cada uno de los grupos anteriormente descritos.

Las muestras recolectadas fueron tomadas dentro de la Provincia de Cotopaxi, localidad
de Cuturivi Chico a una altitud de 3800 msnm, donde dicho sector tiene como principal
rubro econdmico el cultivo de la papa, donde se recolecto dos muestras, una de raiz y
una de suelo de la variedad super chola para los grupos funcionales y adicionalmente dos
muestras de la rizosfera para los analisis meta-gendomicos y composicionales de suelo;
estos analisis se los realizo enel laboratorio de Microbiologia de la Universidad Tecnica
de Cotopaxi, en laboratorio de Biotecnologia del CIBE y Departamento de Suelos,
Plantas y Aguas (INIAP) respectivamente. La identificacion bacteriana se la realizé a
través del método de secuenciacidn en nanoporos con dispositivo MinlON, con
amplificacién de los genes 16s de la muestra y preparacion de librerias de ADN, para
secuenciar utilizando el kit de codigo de barras para posterior analisis de las lecturas
resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en EPI2ZME (una plataforma de analisis
basada en la nube que proporciona flujos de trabajo de analisis en tiempo real)Para el
analisis de los diferentes grupos funcionales se tomo la referencia metodologica de
(Bernal, 2005) donde se utiliz6 para: Microbiota total se utiliza Agar Nutritiva, Bacterias
fijadoras de nitrdgeno se utiliza Watanabe, Bacterias Solubilizadores de fosforo se utiliza
Agar Ramos Callao, Hongos se utiliza Rosa de Bengala, Actinomiceto se utilizd Agar
Caseina, Bacterias celuloliticas se utiliza Agar Extracto de Suelo y Pseudomonas se

utiliza B de king

De los grupos funcionales antes mencionados se realizd cinco repeticiones en suelo y
raiz mas un testigo blanco donde obtuvimos las UFC* gr "1 de cada uno.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

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

especies de plantas y grupos microbianos relacionados.

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

la sociedad ecuatoriana.(Ferrera & Alarcéon, 2001) .

La papa (Solanum tuberosum .) es uno de los cultivos alimenticios mas importantes a
nivel mundial, ocupa el cuarto lugar en importancia como alimento, después del maiz, el
trigo y el arroz. En el 2015, la produccién de papa del Ecuador fue de 345,900 t en una
superficie de 49.371 ha. El area sembrada en la Sierra ecuatoriana fue de 98.56%,
mientras que en la Costa y en la region Oriental fue de 1.11% y el 0.33% respectivamente.
Carchi, fue la provincia de mayor produccién, con un aporte del 28% del total nacional,
seguida de Chimborazo (23%), Cotopaxi (18%), Pichincha (12%) y Tungurahua (10%).
Las provincias restantes de la Sierra reportaron producciones bastante mas bajas. El
rendimiento promedio del cultivo a nivel nacional fue de 7.3 t/ha, que esconde una gran

variabilidad entre provincias. (Ferrera & Alarcon, 2001) .

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

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



4. JUSTIFICACION

La papa es uno de los rubros importantes de los sistemas de produccion de la Sierra
ecuatoriana, constituye una fuente importante de alimentacion e ingresos para la familia
campesina. El cultivo de papa se realiza en alturas comprendidas entre los 2700 a 3400
msnm, a lo largo del callejon interandino; sin embargo, los mejores rendimientos se
presentan en zonas ubicadas entre los 2900 y los 3300 msnm, donde las temperaturas
fluctdan entre 9 y 11°C (Andrade et al., 2002; Devaux et al., 2010; (Bolafios A, 2015).

La vegetacion es uno de los factores mas importante que incide en la dinamica de las
comunidades microbianas del suelo y que actia como regulador de la microflora edafica
(Remacle y De Leval, 1975). El papel fundamental de la comunidad macrofitica se debe
al aporte de materia organica mediante la deposicion de las hojas y de otros restos
vegetales, también por el lavado de las hojas a traves del agua de lluvia, asi como por la

liberacion radical de sustratos carbonados (Franklin y Waring, 1980).

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

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

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

especificos en cada regién (Bernal Gomez, 2006).

El conocimiento que tenemos hoy en dia sobre la estructura de las comunidades
microbianas que integran los agroecosistemas, a nivel de composicion, distribucion y
funcion, es muy escaso, pero suficiente como para poner de manifiesto su importancia.
Asi pues, la estructura de la comunidad microbiana de un ecosistema se puede considerar

el indicador bioldgico mas sensible del estado del mismo, puesto que reacciona de manera



rapida y reproducible en respuesta a los impactos antropogenicos realizados sobre él.
(Nuria Bonilla, 2012).

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

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



5. Obijetivo general

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

papa (Solanum tuberosum).

5.1.0bjetivos especificos

e Identificar los consorcios bacterianos 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

Objetivos especificos

Actividad (tareas)

Resultado de la actividad

Medio de verificacion

funcionales encontrados en la
rizosfera de la papa.

de identificacion de
funcionales.

grupos

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

Preparacion de la muestras UFC
Preparacion de disoluciones
seriadas

Determinacion de la concentracion
UFC

identificados.

» Conteo de ufc por grupo
funcional
Ufc x gramo de suelo

Identificar los consorcios > Delimitacion del area de estudio. » Agrupacion taxonomica > Arbol de taxonomia del
bacterianos asociados a la » Muestreo de la rizosfera de la papa de consorcios NCBI para las bacterias
rizosfera de la papa. en el area de estudio microbianos identificadas.
» Analisis gendmico microbiolégico
» Agrupacion de CONsOrcios
microbianos
Determinar los diferentes grupos » Escoger la metodologia especifica » Grupos funcionales » Memoria fotografica.

» Tabla de grupos
funcionales identificados
> Tablas de conteo

Fuente: Cruz, Chiquimba, Nasimba, Ortiz, 2021




CAPITULO I

7. FUNDAMENTACION TEORICA TECNICA

7.1. Grupos funcionales
Se define como grupos funcionales al conjunto de atomos presentes en a cadena de
carbono de un compuesto y que por sus caracteristicas de reactividad define el
comportamiento quimico de la molécula.(Orijel et al., 2008)

7.2. Microbiologia del suelo
Los microorganismos del suelo desempefia un rol vital en diferentes procesos del suelo,

muchos de los microorganismos que se encuentran en el suelo se diferencias y cumplen

funciones especificas.(Bernal Gomez, 2006)

7.3. Hongos
Siendo un grupo diverso los hongos no contienen clorofila y la mayoria de las especies

forman una pared celular rigida constituida por polisacaridos. Son organismos
quimiorganotrofos que viven en ambientes bastantes diversos. Algunos son acuaticos,
principalmente de aguas dulces, aunque se conocen unas pocas especies de hongos
marinos. La mayoria de los hongos tienen habitats terrestres, viven en el suelo o sobre
materia vegetal muerta y juegan un papel primordial en la mineralizacion del carbono
organico. (Amils, 2011)

7.4.Solubilizadores de fosforo
Estos agentes se encargan de pasar el foésforo organico a formas inorganicas para lograr

mayor asimilacion por las plantas. Este proceso involucra la transformacion de fosfatos
insolubles a formas disponibles para las plantas. Los microorganismos que participan en
la solubilizacion ocupan el 10 % de la poblacidn del suelo, se encuentran en la rizosfera
y algunas especies son:

Pseudomonas putida

Bacillus subtilis

Penicillium bilaji

Aspergillus niger; ademas de otras especies de los géneros Mycobacterium, Thiobacillus
y Micrococcus.(Virgen, 2009)

7.5. Bacterias celuloliticas
Todos los organismos capaces de la degradacion de la celulosa cristalina secretan un

conglomerado de células con diferentes niveles de especificidad y modo de accién, que
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actuan sinérgicamente para hidrolizar a la celulosa, dicho grupo se ha venido nominando
sistema o complejo celulasa, esta nominacién es confusa ya que s6lo en algunas bacterias
anaerobias las enzimas celuliticas se juntan en complejos multienzimaticos extracelulares
(Loaiza, 2017).

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen bacterias y hongos, aerobios y
anaerobios, termofilos y mesoéfilos que ocupan diversos habitats.

Entre las bacterias mas diversas y conocidas son las aerobias:

Cytophaga sp.
Vibrio sp.

>

>

» Bacillus sp.
» Cellulomonas sp.
» Pseudomonas sp.
>

Thermobifida sp.
(Loaiza, 2017)

La accién enzimatica es el factor mas importante en el proceso de degradacion de
celulosa donde los microorganismos tienen la capacidad de sintetizar exoenzimas
(celulasas), que van a actuar sobre la celulosa con lo cual la hidrolizaran en productos
que puedan ser usados como fuente de energia y carbono (Maria & Bohorquez,
2007),

7.6.Actinomicetes
Los actinomicetos forman un grupo ubicuo y heterogéneo de microorganismos gram

positivas, representando el 20 y 60 % de la poblacion microbiana total del suelo.

Se los puede encontrar en ambientes acuaticos tanto dulces como marinos, siendo
considerados microorganismos saprofitos (organismos cuyas células estan dotadas de
pared) cumpliendo un importante papel en la descomposicion de la materia organica y el

ciclo del carbono con la produccidn de enzimas hidroliticas y ligninoliticas.

La actividad metabolica de los actinomicetos, frecuentemente estd acompafiada por la
produccion de metabolitos secundarios (MS) de gran diversidad quimica, que
desempefian un papel primordial en el mantenimiento, sefializacion y colonizacion de su

habitat (Investigaci, n.d.)
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7.7.Bacterias fiadoras de nitrégeno
La fijacion bioldgica de nitrogeno por parte de la bacteria Rzizobium es el area dentro de

la microbiologia de suelos con de mayor investigacion en el Ecuador, por la importancia
de las leguminosas en los sistemas agroecoldgicos.

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno se encuentras en las leguminosas las cuales poseen
proteina que son de alimento para el ser humano y animal. Las bacterias pueden
aprovechar directamente el nitrégeno del aire, originando los compuestos absorbibles.
Dicha fijacion de nitrogeno se realiza en los nddulos radiculares, gracias a la catalisis del

complejo enzimatico nitrogenada.(Bernal Gomez, 2006)

7.8.Captadores de fosforo
Las micorrizas entran en este grupo de microorganismos, las cuales penetran o se unen a
las raices para que éstas les proporcionen los alimentos necesarios y con ello cumplan su
ciclo de vida. El beneficio que reciben las micorrizas son exudados de la raiz ricos en
carbohidratos, que las micorrizas utilizan como fuente de energia. Las micorrizas
favorecen el sistema radical, ayudando a la planta a una mejor absorcion de agua y
nutrientes. (Virgen, 2009)

7.9.Pseudomonas
Los microorganismos que pertesen a este grupo funcional, son bacterias diveras gram
positivas en forma de varillas con movilidad frecuente. Las pseudomonas se encuentran
en las plantas y suelos, siendo factores clave en el medio ambiente por que facilitan
procesos claves como son el ciclo del carbono, ciclo del nitrégeno, la biodegradacion y
descomposicién (Christopher Reuter, 2019).
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7.10. Interfaz suelo raiz
El agua y los nutrientes son absorbidos por las raices de las plantas debido a que éstas
penetran en un gran volumen de suelo. Las raicillas mas pequefias que se van formando
tienen una epidermis delgada por la que el agua penetra con facilidad, circulando a través
de las células de cada raiz hasta llegar al otro tipo de vasos llamados xilema. Esta via de
circulacion esta formada por células muertas que tienen mas o menos forma de tubo, de
manera que muchas células unidas forman largas tuberias por las que el agua asciende de
la raiz, a través del tallo, hasta las células de las hojas, en donde es requerida en la mayor

cantidad.

Las raices de las plantas son 6rganos con potencialidades extraordinarias; a pesar de ello,
han sido menos estudiadas que las hojas, debido quizd a que presentan mayores
dificultades para su estudio por su crecimiento y funcionamiento subterrdneo. Las raices
crecen y se ramifican continuamente durante las etapas activas de las plantas, de manera
que se van formando nuevas raices hacia las capas del suelo en las que existe mas agua y
también nutrientes que puedan ser absorbidos. Se ha visto que la forma y la disposicién
de las raices de las plantas varian de acuerdo con las especies y el ambiente en donde
crecen. Algunos tipos de plantas concentran sus raices en la superficie, otras en zonas
intermedias o profundas del suelo y otras méas exploran simultdneamente varias capas; de
este modo se reduce la competencia entre plantas diferentes, ya que pueden tener las
raices en diversos niveles. (Sepulveda-robles, 2015)

7.11. Rizosfera
En la rizésfera se pueden encontrar gran cantidad de microorganismos, entre ellos
hongos, bacterias, actinomicetos, protozoarios y algas; estos microorganismos se
encuentran estableciendo una asociacidn 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

fitopatogenos. (Virgen, 2009)
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7.12. Caracteristicas de la rizosfera

La rizosfera siendo una zona rica en microorganismos, radica en gran medida por el
hecho de que éstos encuentran aqui un ambiente muy favorable para su desarrollo. En la
rizosfera pueden desarrollarse tanto microorganismos benéficos como Fito patdgenos.

En este sentido, se han realizados muchas investigaciones en los ultimos afios para el
entendimiento de los microorganismos de interés agricola, es decir, todos aquellos que
sean capaces de promover el crecimiento de las plantas o en su defecto tengan un efecto
de proteccion ante organismos Fito patdgenos. Relacionado a la actividad microbiana,
estimaron que entre un 2-5 % de las bacterias presentes en la rizosfera ejercen un efecto

benéfico sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. (Virgen, 2009)

7.13. Qué son las bacterias?
Las bacterias son organismos unicelulares microscépicos, sin nucleo ni clorofila, que
pueden presentarse desnudas o con una capsula, aisladas o en grupos y que pueden tener
cilios o flagelos.
Las bacterias, como el resto de los seres vivos, necesitan una fuente de carbono para
poder sobrevivir. El origen de esta fuente de carbono sirve como criterio de
clasificacion para las bacterias. Ademas, se necesita una fuente de energia que sirva
para poder construir sus propias moléculas; el tipo de fuente de energia utilizada
también sirve como criterio de clasificacion. (No Title, n.d.)

7.14. Beneficios de bacterias en la rizosfera
La abundancia de bacterias en la rizosfera en comparacion con otros microorganismos
se puede deber a su rapido crecimiento y la habilidad que presentan de utilizar un
amplio rango de sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno. 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. Si hablamos del habitat especifico de las bacterias, algunas se pueden
encontrar adheridas a la superficie de las particulas de suelo como agregados o
interactuando especificamente con las raices de las plantas; sin embargo, la
concentracion de bacterias por gramo de suelo que se halla alrededor de las raices de
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las plantas en la llamada rizésfera es mucho mayor que en el resto del suelo. (Calvo
Vélez et al., 2008)

7.15. Consorcios microbianos

Un Consorcio Microbiano es una asociacién natural de dos o mas poblaciones
microbianas, de diferentes especies, que actlan conjuntamente como una comunidad en
un sistema complejo, donde todos se benefician de las actividades de los demas. La
asociacion refleja estilos de vida sinérgicos o sintroficos (que significa “comiendo
juntos”) en el que el crecimiento y el flujo ciclico de nutrientes se conduce mas efectiva
y eficientemente que en poblaciones individuales.

Funcionalmente, un consorcio microbiano supera la suma de sus partes; sus miembros
mantienen la compatibilidad metabolica y ecoldgica siempre y cuando las
transformaciones ambientales que se generan permitan que ellos coexistan

cercanamente.(Ochoa Carrefio & Montoya Restrepo, 2010)

7.16. Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

El estudio y entendimiento de las PGPR han sido temas de gran importancia en muchas
investigaciones a nivel mundial.

Las bacterias asociadas con la rizosfera de las plantas son capaces de generar varios
mecanismos por los cuales afectan positivamente su crecimiento y desarrollo de esta
capacidad no esta estudiada completamente, se conocen mecanismos directos e indirectos
para la promocién del crecimiento vegetal.

Los mecanismos directos se relacionan en:

» la produccion de fitohormonas de tipo auxinas y giberelinas o la regulacion de la
produccion de hormonas por parte de la planta. Asi mismo pueden afectar la
disponibilidad de nutrientes por la intervencion directa en los ciclos
biogeoquimicos. Es el caso de la fijacion biologica de nitrégeno y la
solubilizacion de nutrientes tan importantes como el fosforo.

Indirectamente las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) pueden
contribuir mediante la induccion de la resistencia sistémica a fitopatdgenos, el control
bioldgico de enfermedades, la produccion de antibioticos y de sideroforos (Camelo R. et
al., 2011).
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7.17. Origen de la papa ( Solanum tuberosum)
Se reporta que Solanum tuberosum se domesticé en Sudamérica, especificamente en
Bolivia, entre los lagos Titicaca y Poopd hace unos 10,000 a 7,000 afios, aunque los
primeros vestigios se encontraron en el cafion de Chilca, al sur de Lima en Perd que datan
de una antigliedad de hace 10,500 afios. Y aunque existe controversia y opiniones muy
diversas en cuanto al origen de la papa, sin duda se estima que el altiplano peruano-
boliviano es el centro de origen de este importante cultivo. (Lim, 2016)

7.18. Papa en el Ecuador
La papa ha sido por milenios un cultivo de alta prioridad en el Ecuador, es uno de los
principales cultivos con 421 mil toneladas de produccion al afio. La produccion esta
orientada principalmente para consumo interno, aproximadamente el 81% se pag. -11-
Comercializa para consumo en fresco y las industrias utilizan el resto para
procesamiento.
La produccion de papa en Ecuador se distribuye en tres zonas geograficas: norte, centro
y sur. Las diferencias agroecoldgicas estan determinadas no por la latitud, sino por las
relaciones entre clima, fisiografia y altura. En general, el cultivo de la papa en el pais se
desarrolla en terrenos irregulares, en 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 subandinos.
Se trata de una planta de clima templado-frio El frio excesivo perjudica especialmente a
la patata, ya que los tubérculos quedan pequefios y sin desarrollar. Si la temperatura es
demasiado elevada afecta a la formacion de los tubérculos y favorece el desarrollo de

plagas y enfermedades. (Chicaiza & Cuy, 2018).
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7.19. Taxonomia de Solanum Tuberosum
Figural. papa

Tabla 2.Taxonomia de la papa (Solanum tuberosum)

Reino Plantae

Divisiéon Magoliopyta

Clase Magnoliopsida

Subclase | Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceas

Genero Solanum

Especie Teberosum

8. PREGUNTA CIENIFICA

Mediante la secuenciacion genomica y la utilizacion de medios especificos para el cultivo
de bacterias se puede identificar y determinar consorcios bacterianos y grupos funcionales

asociados a la rizosfera del cultivo de la papa?
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CAPITULO 11

9. METODOLOGIA

La investigacion realizada tiene una metodologia experimental con un método cuali y
cuantitativo con instrumentos de observacion directa y revision bibliografica que fueron
utilizados en el desarrollo de la misma

Objetivo 1.- ldentificar los consorcios bacterianos asociados a la rizosfera de la papa.

Actividad 1.- Delimitacion del area del estudio.

Para la delimitacion del &rea de estudio, se busco un predio que cuente con las condiciones
favorables al cultivo de papa, utilizando herramientas de ubicacion geografica (Google
earth y Andy GPS) se procede al levantamiento geografico con coordenadas Yy altitud
exacta del piso altitudinal.

Figura 2.Mapa de la localidad muestreada

COTOPAXI

1 Latacunga
2 laMana
3 Pangua
4 Puiili

5 Salcedo
6 Saquisili
7 Sigchos

\ Puiili

Tabla 3. Coordenadas de la localidad

Latitud Longitud Altitud

-1,010050 -78.756025 | 3800 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) donde indica que
las muestras edaficas deben ser tomadas de areas que se encuentre libres de fertilizaciones

inorganicas y labores culturales, la profundidad para obtener la muestra es de 20 a 30 cm.

Se obtuvo tres muestras de suelo mediante el método de zig- zag de manera aleatoria con
sus puntos GPS correspondientes de cada muestra, aproximadamente se obtendra un 1kg
de toda el &rea de estudio. Se procedio a retirar materiales extrafios que no son parte del
microbiota del suelo, para facilitar la preparacion del medio de cultivo.
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2.1. Empaquetado y etiquetado de muestras.

Las muestras fueron 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 microbiologico
Se utilizo la técnica de la PCR (Reaccién de la cadena de la polimerasa) y para el

analisis de consorcios se utilizard un descriptor de cebadores (16S).

La identificacion bacteriana se la realiz6 a través del método de secuenciacion en
nanoporos con dispositivo MinlON, con amplificacion de los genes 16s de la muestra y
preparacion de librerias de ADN, para secuenciar utilizando el kit de codigo de barras
para posterior analisis de las lecturas resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en
EPI2ME (una plataforma de analisis basada en la nube que proporciona flujos de trabajo

de analisis en tiempo real)

Actividad 4. Agrupacion taxonomica de consorcios microbianos.
Para la estructuracion de arboles taxondémicos se analizo los datos resultante y se utilizo
el flujo bioinformatica online 16s en EP12ME.

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 realiz6 una revision bibliografica de las diferentes metodologias para el aislamiento
microbioldgico y se escogid la metodologia de (Bernal, 2005).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 (determinacién 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 elaboracidon del medio agra nutritivo se utilizo 1000 ml de agua destilada y se
pesan 20 gr 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 (Anexo 1).

* Agar extracto de suelo: (bacterias celuloliticas).

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 diluyo en 50 ml de agua destilada, con la ayuda de un agitador
y se lo coloco 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 tomo 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 llevao a la agitadora y se regula

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

* Rosa de bengala: (hongos)

Para la elaboracion del medio de cultivo para hongos se utilizo frascos con tapa en la que
se coloco 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.
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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

* Watanabe: (fijadores de N)

Para preparar 1000 ml de medio watanabe se mide 500 ml de agua destilada en una botella
con tapa rosca, se coloca la glucosa, el manitol y el &cido malico. El 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 Il (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 preparo 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.

* Caseina agar: (actinomicetos)

En un recipiente con tapa se coloca 950 ml de agua destilada, se coloco 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 ebullicion, entonces se lo pasa a la
formulacién final. Se lo lleva a la agitadora, se estabiliza el pH en 7.0, y se coloca el
agar, para luego esterilizar en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (Anexo
1).

* Ramos Callao: (solubilizadores de fosforo).

En un recipiente con tapa se coloca 1000 ml de agua destilada en la que se fue 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 homogeénea, a la vez

que se mide el pH, estabilizdndolo en 7.0, se afiade el agar.
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Actividad 3: Siembra e incubacién en los medios de cultivos.

Para el cumplimiento de esta actividad utilizaremos la metodologia de (Baez et al., 2019)
donde resumimos los siguientes pasos a seguir.

1) Seleccionar las diluciones mas concentradas

2) Rotular las cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua

3) Sembrar 100 ul de las diluciones seleccionadas

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

6) Adicionar tres gotas de azul de lactofenol sobre la superficie del agar.

7) Contar un cuadrado de agar coloreado de aproximadamente 1 cm

8) Contar 300 conidios en total por muestra (germinados y no germinados)

9) Registro de los datos obtenidos segun la dilucion sembrada y la repeticion.

10) Calcular el porcentaje de germinacion.

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

En la misma metodologia para siembra y incubacion (Baez et al., 2019) para recuento se
detalla

Se tomo las tres submuestra de 1 kg para las muestras solidas o 1 ml con micropipeta para
muestras liquidas, se colocaron las sub-muestras en los tubos de ensayo de 15 ml y se
adiciono a cada tubo de 9 ml de agua destilada para agitarlo en vortex hasta que la muestre
se disperse completamente. Se obtuvo una suspensién madre o disolucion 1072,

Actividad 5. Preparacion de disoluciones seriadas

Para el cumpliemto de esta actividad se utilizé la metodologia de (Baez et al., 2019) donde
resumimos los siguiente pasos : Siembra en cajas Petri y se procede hacer con conteo del
namero de colonias que debe ser multiplicado por el factor de diluciones para obtener las
UFC por milimetro de nuestra original.

Se tomd 1 ml de la suspensién madre y se colocé en un tubo de ensayo con agua
esterilizada, para agitarlo en el vortex vigorosamente el tubo hasta que la muestra se
disperse completamente y a partir de esa disolucion se repiti6 el mismo proceso
anteriormente mencionado cuantas veces fueron necesarias. Se marcaron los tubos de
ensayo para su identificacion con el nimero de disolucion que sea. (Baez etal., 2019)
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Figura 3.Proceso de disoluciones seriadas
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Fuente: (UpoTV - Conteo de Bacterias Viables, n.d.)

» Meétodo 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 multiplicacion. Una vez sembrado, el
medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento. (UpoTV -

Conteo de Bacterias Viables, n.d.).

Actividad 6. Determinacién de la concentracion UFC

Para esta actividad utilizamos la metodologia de (Baez et al., 2019) donde sintetizamos los
siguientes pasos

1) Se las cajas Petri con medio de cultivo PDA con el nombre de la muestra,

2) Nombra de la muestra

3) Fecha

4) Numero de dilucion siguiente a la del tubo que es utilizado para sembrar.

5) Tener 10 repeticiones (cajas inoculadas) por grupo funcional por dilucion y por
siembra de raiz, es decir 5 cajas Petri por submuestra resultando en un total de 70

cajas muestras.
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CAPITULO 111

10.ANALISIS Y RESULTADOS

10.1. Identificacion de consorcios bacterianos
Figura 4.Arbol de taxonomia para las bacterias identificadas por familia del piso
altitudinal de 3800 msnm

Gemmatimonadaceae

Enterobacteriaceae

Legionellaceaes

Rhodanobacteraceae

Xanthomonadaceae

root
Bradyrhizobiaceae

Hyphomicrobiaceae

Sphingomenadaceae

Comamonadaceae

Alcaligenaceas

Lineage
Taxa - Not Classified
Taxa - Classlﬁed Gemmataceae

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

Como se observa en la (figura 4) de las 187,794 lecturas analizadas con un rendimiento
total de 296,2 Mbases, con una longitud de secuencia promedio de 1,577, con una
puntuacion de calidad promedio de 13,26 se muestra el arbol taxondémico por familias
para las bacterias identificadas asociadas a la rizosfera de la papa , encontramos 11
familias, entre la mas representativa tenemos la Enterobacteriaceae. Seguiendola la
familia Xanthomonadaceae y Rhodanobacteraceae.
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Tabla 4.Tabla de familias con mayor representacion en el arbol taxonémico con
relacién a los grupos funcionales.

Familia

Lecturas
acumulativos

GRUPO FUNCIONAL

Enterobacteriaceae 75,596 Bacterias solubilizadoras de
fosforo

Xanthomonadaceae 7,042 Fijadoras de nitrégeno
Rhodanobacteraceae 3,628 Fijadoras de nitrégeno
Gemmatimonadaceae 2,921 bacterias celuloliticas
Legionellaceae 2,11 poblacion total de bacterias
Comamonadaceae 1,667 Pseudomonas
Bradyrhizobiaceae 1,444 fijadoras de nitrégeno
Sphingomonadaceae 1,256 Fijadoras de nitrogeno
Alcaligenaceae 1,242 Fijadoras de nitrégeno
Gemmataceae 1,171 poblacion total de bacterias

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

Como se muestra en la (tabla 3) las familias Enterobacteriaceae, Xanthomonadaceae y

Rhodanobacteraceae son de mayor prevalencia con lecturas acumulativas de 75,596,

7,042 y 3,628 respectivamente: en relacion a los grupos funcionales obtenidos de la

muestra podemos decir que la familia enterobacteriaceae pertenecen al grupo funcional

bacterias solubilizadoras de fosforo seguido de la familia xanthomonadaceae y

rhodanobacteraceae son parte del grupo funcional fijadoras de nitrogeno. Mismas que

segun (Lorena et al., 2012) describe que estas bacterias se caracterizan por ser bacterias

solubilizadoras de fosforo, fijadoras de nitrogeno, la presencia de estas tres familias con

sus caracteristicas funcionales podrian incidir por un alto contenido de fosforo y y un

contenido medio de nitrogeno obtenido en el analisis de suelo con 52 ppm de P y 48 ppm

de N respectivamente (anexo 10).
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Figura 5.Arbol de taxonémia del NCBI para las bacterias identificadas por género
del piso altitudinal de 3800 msnm
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root
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Fuente: (CIBE, 2021)

Como se observa en la (ilustracion 5) de las 187,794 lecturas analizadas con un rendimiento
total de 296,2 Mbases, con una longitud de secuencia promedio de 1,577, con una puntuacion de
calidad promedio de 13,26 se muestra el arbol taxonémico por familias para las bacterias
identificadas asociadas a la rizosfera de la papa, encontramos 10 géneros, entre la mas
representativa tenemos Raoultella seguida de Rhodanobacter, como principales géneros en

relacién a lecturas acumulativas.
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Tabla 5. Tabla de género con mayor representacién con relacién a los grupos
funcionales

Genero Lecturas GRUPO FUNCIONAL
comulativos

Raoultella 4,468 | Bac.solubilizadoras de fosforo
Rhodanobacter 3,146 | fijadoras de nitrégeno
Stenotrophomonas 3,014 | Pseudomonas
Gemmatimonas 2,449 | bacterias celuloliticas
Lysobacter 2,409 | fijadoras de nitrégeno
Legionella 2,047 | poblacion total de bacterias
Bradyrhizobium 962 | fijadoras de nitrogeno
Devosia 894 | fijadoras de nitrogeno
Reyranella 687 | poblacion total de bacterias
Mucilaginibacter 677 | poblacion total de bacterias

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

Como se muestra en la (tabla 4) el género raoultella, rhodanobacter y stenotrophomonas

son de mayor prevalencia con lecturas acumulativas de 4,468 , 3,146 y 3,014
respectivamente: en relacion a los grupos funcionales obtenidos de la muestra podemos
decir que el género raoultella pertenecen al grupo funcional bacterias solubilizadoras de
fosforo seguido del genero rhodanobacter y stenotrophomonas son parte del grupo
funcional fijadoras de nitrégeno y pseudomonas, esto coincide con lo planteado por
(Montalvillo, 2002) donde el género raoultella y rhodanobacter pertenecen al grupo
funcional anteriormente mencionado, la presencia de estos generos con sus caracteristicas
funcionales podrian incidir en el alto contenido de fosforo obtenido en el analis de suelo
con 52 ppm de P (anexo 10).
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Figura 6.Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas por especie
del piso altitudinal de 3800 msnm
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Fuente: (CIBE, 2021)

Como se muestra en la (figura 6) de las 187,794 lecturas analizadas con un rendimiento total
de 296,2 Mbases, con una longitud de secuencia promedio de 1,577, con una puntuacién de
calidad promedio de 13,26 se muestra el arbol taxonémico por familias para las bacterias
identificadas asociadas a la rizosfera de la papa, encontramos 10 especies, la mas
representativa tenemos a la especie Raoultella ornithinolytica como principal expecie en

relacion a lecturas acumulativas .
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Tabla 6. Tabla de especies con mayor representacion en el arbol taxonémico con
relacion con los grupos funcionales.

Especie Lecturas GRUPO FUNCIONAL
acomulativos
Raoultella ornithinolytica 4,09 | Poblacion total de bacterias
Raoultella terrigena 2,291 | Poblacion total de bacterias
Stenotrophomonas pavanii 2,039 | Bacteria fijadora de nitrogeno
Gemmatimonas 1,887 | Poblacion total de bacterias

phototrophica

Arenimonas daechungensis 1,428 | Poblacion total de bacterias
Rhodanobacter caeni 1,39 | Poblacion total de bacterias
Stenotrophomonas 1,241 | Pseudomonas

maltophilia

Lysobacter dokdonensis 1,214 | Poblacion total de bacterias
Legionella tunisiensis 927 | Poblacion total de baterias
Gemmatimonas aurantiaca 708 | bacterias celuloliticas

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

Como se muestra en la (tabla 5) la especie Raoultella ornithinolytica , Raoultella terrigena
y Stenotrophomonas pavanii son de mayor prevalencia con lecturas acumulativas de 4,09
, 2,291y 2,039 respectivamente: en relacion a los grupos funcionales obtenidos de la
muestra podemos decir que la especie Raoultella ornithinolytica pertenecen al grupo
funcional poblacion total de bacterias seguido de la especie Raoultella terrigena vy
Stenotrophomonas pavanii son parte del grupo poblacion total de bacterias y bacterias
fijadoras de nitrogeno. la presencia de estas especies con sus caracteristicas funcionales
podrian icnidir con el contenido de fosforo y materia organica obtenido en el analisis de
suelo con 52 ppm de P y 13% de MO (anexo010).



29

10.2. Determinacion de grupos funcionales
Grafico 1.Concentracion de colonias*gr-1 de Microbiota total del suelo
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 1) encontramos presencia de poblacién total de bacterias con
1,26*107 colonias*gr* en la muestra de suelo y en muestra de raiz con 5,68*10°

colonias* gr!, teniendo mayor representacion en la muestra de suelo.

Grafico 2.Concentracion de UFC*gr-1 de Microbiota total del suelo
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)
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Como se observa (grafico 2) encontramos presencia de poblacion total de bacterias con
5,6*10* ufc*grt en la muestra de suelo y 5,9%10* ufc*gr en muestra de raiz, teniendo

mayor representacion en la muestra de raiz.

Con el analisis realizado(anexo 10) donde se demuestra que la rizosfera del piso
altitudinal de 3800 msnm contiene 13% de materia orgénica, con lo dicho por (Calvo
Vélez et al., 2008) en su “Estudio de las poblaciones microbianas de la rizosfera del
cultivo de papa en zonas alto andinas™. La cantidad de materia organica influye en la
presencia de poblacion total de bacterias al tener una alta cantidad es donde la presencia
se hace mayor.

Grafico 3.Concentracion de colonias*gr-1 de Poblacion total de hongos.
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)
Como se observa (grafico 3) encontramos presencia de poblacion total de hongos con

7,84*108 colonias*gr en la muestra de suelo y 2,52*108 colonias*gr* en muestra de raiz,

teniendo mayor representacion en la muestra de suelo.
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Grafico 4.Concentracion de ufc *gr-1 de Poblacion total de hongo
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 4) encontramos presencia de poblacion total de hongos con
6,8*10™ ufc*gr! en la muestra de suelo y 1,2*10* ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo

mayor representacion en la muestra de raiz.

Como se presenta en el analisis de suelo (Anexo 16) la cantidad de la materia organica
presente en la rizosfera del piso altitudinal de 3800 msnm es de 13%, se puede manifestar
la presencia de poblacion total de hongos. Con lo dicho por (Pacasa-Quisbert et al.,
2017), en su “Estudio Comunidad de hongos filamentosos en suelos del Agro ecosistema
de K’iphak’iphani, Comunidad Choquenaira-Viacha”, y corroborado por otro autor
(Pfenning & Abreu, 2011) en su “Investigacion Hongos del suelo sapréfitos y patdégenos
de plantas”, donde nos indican que la alta presencia de materia organica influye en el
grupo funcional mencionado, la poblacion total de hongos ayuda en la descomposicion
de la materia organica, y otras sustancias que se presentan en la rizosfera. Siendo de suma

importancia para los cultivos.
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Grafico 5.Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional de Solubilizadoras
de fosforo
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 5) encontramos presencia de bacterias solubilizadoras de
fosforo con 1,35*107 colonias*gr* en la muestra de suelo y 3,64*10° colonias*gr? en
muestra de raiz, teniendo mayor representacion en la muestra de suelo.

Grafico 6.Concentracion de UFC*gr-1 en el grupo funcional bacterias
solubilizadoras de fosforo
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)
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Como se observa (grafico 6) encontramos presencia de bacterias solubilizadoras de
fosforo con 2,1*10% ufc*gr? en la muestra de suelo y 9,14*10% ufc*gr?! en muestra de

raiz, teniendo mayor representacion en la muestra de suelo.

Con el anélisis realizado (Anexo 16), donde nos indica que el suelo tiene un ph de 5,88
que es medio &cido y un alto contenido de fosforo con 52 ppm hay existencia del grupo
funcional antes mencionado, segln 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

Grafico 7.Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional Bacterias
celuloliticas

CONCENTRACION DE COLONIAS EN BACTERIAS CELULOLITICAS

7,00E+06
6,00E+06
5,00E+06
4,00E+06

3,00E+06

colonias *gr

2,00E+06

1,00E+06

0,00E+00
SUELO RAIZ
W BACTERIAS CELULOLITICAS 4,18E+06 6,30E+06

GRUPO FUNCIONAL
Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 7) encontramos presencia de bacterias celuloliticas con
4,18*10° colonias*gr* en la muestra de suelo y 6,30*10° colonias*gr* en muestra de

raiz, teniendo mayor representacion en la muestra de raiz.
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Grafico 8.Concentracion de ufc*gr-1 de grupo funcional bacterias celuloliticas.
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 8) encontramos presencia de bacterias celuloliticas con
1,1*10% ufc*gr? en la muestra de suelo y 1,3*10'? ufc*gr! en muestra de raiz, teniendo

mayor representacion en la muestra de raiz.

Como menciona (Rodriguez & Llengue, 2016) en su “Estudio Aislamiento y seleccion
de bacterias celuloliticas a partir de compost de residuos orgénicos”. Las bacterias
celuloliticas estdn asociadas a la presencia de poblacion total de bacterias y hongos
aerobicos o anaerdbicos. Cuanta mayor materia organica contenga se vera gran cantidad
de bacterias celuloliticas que son los responsables del desdoblamiento de celulosa que

permite que la planta pueda absorberla.
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Grafico 9.Concentracién de colonias* gr-1 del grupo funcional Actinomicetos
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Como se observa (grafico 9) encontramos presencia de actinomicetos con 2,01*10’
colonias*gr en la muestra de suelo y 5,11*10° colonias*gr* en muestra de raiz, teniendo

mayor representacion en la muestra de suelo.

Grafico 10.Concentracion de UFC* gr-1 del grupo funcional Actinomicetos
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)
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Como se observa (grafico 10) encontramos presencia de actinomicetos con 1,0%10%
ufc*grt en la muestra de suelo y 7,5%10'* ufc*gr en muestra de raiz, teniendo mayor

representacion en la muestra de suelo.

Como menciona (Gonzélez , 2010) en su “Estudio los actinomicetos: una visién como
promotores de Crecimiento vegetal”. Siendo promotores de crecimiento vegetal se
enfocan en agentes controladores de patdgenos del suelo mediante la solubilizacion de

fosfatos lo que nos demuestra el alto contenido de fosforo.

Grafico 11.Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional Bacterias Fijadoras
de Nitrogeno
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 11) encontramos presencia de bacterias fijadoras de nitrogeno
con 4,98*108 colonias*gr en la muestra de suelo y 1,12*10" colonias*gr en muestra

de raiz, teniendo mayor representacion en la muestra de raiz.
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Grafico 12. Concentracion de ufc*gr-1 en el grupo funcional de baterias fijadoras
de nitrégeno
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 12) encontramos presencia de bacterias fijadoras de nitrogeno
con 7,0%10% ufc*gr? en la muestra de suelo y 6,5*10™ ufc*gr! en muestra de raiz,

teniendo mayor representacion en la muestra de suelo.

Como menciona (Suelo, n.d.) Donde menciona que la cantidad de materia organica que
se encuentre presente en el suelo es la principal fuente de nitrdgeno, lo que se relaciona
con el analisis realizado donde se demuestra que el piso altitudinal de 3800 msnm cuenta

con 13% de materia organica presente(anexo 16)
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Grafico 13.Concentracion de colonias* gr-1 del grupo funcional Pseudomonas
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observa (grafico 13) encontramos presencia de pseudomonas con 1,89*10’
colonias*gr en la muestra de suelo y 6,00*10° colonias*gr* en muestra de raiz, teniendo

mayor representacion en la muestra de suelo.

Grafico 14.Concentracion de ufc*gr-1 del grupo funcional pseudomonas.
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)
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Como se observa (grafico 14) encontramos presencia de pseudomonas con 1,2*10%?
ufc*grt en la muestra de suelo y 5,6%10' ufc*gr en muestra de raiz, teniendo mayor

representacion en la muestra de suelo.

Como menciona (Uribe et al., 1999) en su “Estudio de Diversidad de pseudomonas
fluorescentes en cultivos de papa de la regién Cundiboyacense y su actividad antagonista
in vitro sobre Rhizoctonia solani”. El microhdbitat especifico y por consiguiente la
composicion y actividad de los microorganismos a nivel rizosférico deben estar
principalmente determinados por los exudados secretados por la planta y algunas
condiciones fisicas y quimicas del suelo como materia organica, pH, humedad y
nutrientes minerales para el desarrollo de Microbiota incluyendo Pseudomonas. Esto se
corrobora con el analisis de suelo (anexo 16), 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.

10.3. Concentracion de colonias *gr? por grupo funcional en muestras de
suelo y raiz
Tabla 7.Concentracién de colonias*gr-1 por grupo funcional en muestras de suelo y raiz

GRUPOS FUNCIONALES SUELO RAIZ

PTH 7,8E+06 2,5E+06
ACTINOMICETOS 2,0E+07 5,1E+06
B.SULUBI.DE FOSFORO 1,4E+07 3,6E+06
PSEUDOMONAS 1,9E+07 6,0E+06
BACTERIAS CELULOLITICAS 4,2E+06 6,3E+06
FIJADORAS DE NITROGENO 5,0E+06 1,1E+07
MICROBIOTA TOTAL 1,3E+07 5,7E+06

Elaborado por: (Nasimba, 2021)
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Grafico 15.Concentracion de colonias* gr-1 en siete grupos funcionales.
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observar (grafico 15) encontramos los grupos funcionales y colonias en la
rizosfera de la papa a 3800 msnm. Existe presencia de todos los grupos investigados,
siendo los que mayor nimero de colonias presentan los actinomicetos, pseudomonas y
solubilizadoras de fosforo, con 2,0*107 colonias*gr?, 1,9%107 colonias *gr? y 1,4*10’
colonias *gr respectivamente en muestra de suelo, en la muestra de raiz se encontr6
todos los grupos estudiados siendo los més representativas bacterias fijadoras de
nitrégeno con 1,1*107 colonias *gr?*,seguida de bacterias celuloliticas 6,3*10° colonias
*gr! y pseudomonas con 6,0*10° colonias*gr?, los datos obtenidos difieren con la
investigacion de (Cruz, 2021) quien menciona en su estudio a 3400 msnm obtuvo mayor
presencia de Pseudomonas, Bacterias solubilizadoras de fosforo y Poblacion total de

bacterias donde los mismos presentan mayor nimero de colonias en suelo.
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Tabla 8.Concentracion de ufc*gr-1 por grupo funcional en muestras de suelo y raiz

CONIDIOS SUELO RAIZ
P.TH 6,8E+11 1,2E+12
ACTINOMICETOS 1,0E+12 7,5E+11
B.SOLUBI. DE FOSFORO 2,1E+12 9,1E+11
PSEUDOMONAS 1,2E+12 5,6E+11
MICROBIOTA TOTAL 5,6E+11 5,9E+11
WATANABE 7,0E+11 6,5E+11
EX.SUELO 1,1E+12 1,3E+12

Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Grafico 16.Concentracion de ufc* gr-1 en siete grupos funcionales
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Elaborado por: (Nasimba, 2021)

Como se observar en el (grafico 16) de los grupos funcionales y UFC en la rizosfera de

la papa a 3800 msnm. existe presencia de todos los grupos investigados, siendo los que

mayor nimero de ufc presentan bacterias solubilizadoras de fosforo con 2,1*10% ufc*gr

! seguida de pseudomonas con 1,2*10%2 ufc*gr! y actinomicetos con 1,0*10*2 ufc*gr?,
en muestra de suelo, en la muestra de raiz se encontr6 todos los grupos estudiados siendo
los més representativas bacterias celuloliticas, poblacion total de hongos y bacterias
solubilizadoras de nitrogeno, los datos obtenidos difieren con la investigacién de (Cruz,
2021) quien menciona en su estudio a 3400 msnm obtuvo mayor presencia de Poblacion

EX.SUELO

1,1E+12
1,3E+12
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total de bacterias, bacterias celuloliticas y bacterias solubilizadoras de fosforo donde los

mismos presentan mayor nimero de ufc*gr de suelo.

11.CONCLUSIONES

» En el piso altitudinal de 3800 msnm en el suelo asociado a la papa var. Super
chola se identificé como la familia mas representativa fue Enterobacteriaceae con
75,596 lecturas acumulativas seguida de la familia Xanthomonadaceae con 7,042
lecturas acumulativas.

» En el piso altitudinal de 3800 msnm en el suelo asociado a la papa var. Super
chola se identificé como el género con mayor representacion fue Raoultella con
4,468 lecturas acumulativas, seguida del genero Rhodanobacter con 3,146 lecturas
acumulativas.

» En el piso altitudinal de 3800 msnm en el suelo asociado a la papa var. Super
chola se identificé la especie mas representativa Raoultella ornithinolytica con
4,09 lecturas acumulativas, seguida de la especie Raoultella terrigena con 2,291
lecturas acumulativas

» Los grupos funcionales con mayor presencia en la rizosfera del cultivo de la papa
fueron solubilizadoras de fosforo y en segundo lugar pseudomonas.

» Se determiné que los grupos funcionales con mayor presencia estan dentro de las

familias con mayores lecturas acumulativas.

12.RECOMENDACIONES

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

» Se recomienda identificar consorcios bacterianos en el area foliar del cultivo

de la papa, para determinar las relaciones entre componen suelo y foliar.
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14. ANEXOS
Anexo 1. Protocolo de elaboracion de los medios de cultivos para los siete grupos
funcionales,.
MEDIOS DE CULTIVO

GRUPO FUNCIONAL Y MEDIO UTILIZADO DOSIS
POBLACION TOTAL DE BACTERIAS

AGAR NUTRITIVO

» Agua destilada 1000 ml
»  Agar nutritivo 20 g/l

» 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, estabilizandolo en 7.0 con el
uso de acido clorhidrico 1N o hidréxido de sodio 1N. Se lo esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15
libras de presién.

POBLACION TOTAL DE HONGOS

AGAR ROSA DE BENGALA

» D-—Glucosa 10 g/l

» Peptona micoldgica 5g/l

» Fosfato monopotasico 1g/l

» Sulfato de magnesio hidratado 0.5 g/l

» Rosa de bengala 0.035g/I
» Estreptomicina 30 mg/I
» Agar 15 g/l

» Agua destilada 1000 ml
» Ph 5.5
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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, estabilizdndolo en 5.5 con el uso de 4cido clorhidrico diluido
o hidréxido de sodio en solucion. Se lo esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.
Luego, la estreptomicina se diluye en 10 ml de agua y se la 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

» Extracto de levadura 2 g/l

» Glucosa 20 g/l

» Fosfato tricalcico 2g/l

» Agua destilada 1000 ml
» Agar 22 g/l

» 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, estabilizdndolo en 7.0 con el uso de acido clorhidrico
1N o hidréxido de sodio 1 N, se afiade el agar y luego se lo esteriliza en el autoclave por 15 minutos a 15 libras

de presion.

BACTERIAS CELULOLITICAS

AGAR EXTRACTO DE SUELO

» Fosfato dibasico de potasio (PO4HK3) 0.5 g/l
» Nitrato de amonio (NO3NH,) 0.15 g/l
» Carboximetilcelulosa 1.25 g/l
» Agar 20 g/l
» Extracto de suelo 100 ml
» 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 funcién de los restantes
volumenes que se van a utilizar (carboximetilcelulosa y extracto de suelo).

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

El extracto de suelo se lo obtiene mediante la recoleccién 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
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a 15 libras de presién. 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 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. El medio se lo esteriliza en el

autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

ACTINOMICETES

AGAR CASEINA

» Almiddn soluble 10g
» Caseina lg
» KH2PO4 05¢g
» Agar 10g
» pH 7.1

PROCEDIMIENTO:

En un recipiente con tapa se coloca 950 ml de agua destilada, se coloca la caseina, el fosfato monopotasico.
El almiddn debe ser diluido a parte al calor en 50 ml de agua destilada hasta que esté transparente, sin llegar
a ebullicidn, entonces se lo pasa a la formulacién final. Se lo lleva a la agitadora, se estabiliza el pH en 7.0, vy
se coloca el agar, para luego esterilizar en el autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

WATANABE

» Glucosa 5g/l

» Manitol 5g/l

»  Almiddn 4.5g/l

» Acido malico 3.5g/l

» Agar 1.75 g/l
» pH 6.8-7.2
» Solucién i 50 ml

» Solucion Il 15 ml

» Bromotimol azul al 1% en etanol 2 ml

» Agua destilada Aforar a 1000 ml|
SOLUCION |

» H3BO3 750 mg/I
» ZnS04. 7H,0 550 mg/I
» CoS0,. 7H,0 350 mg/I
» CuSO,. 4H,0 21.8 mg/I
» MnCl. 4H,0 20 mg/I
» Agua destilada 1000 ml
SOLUCION I

» FeSO4. 7H20 0.8 g/l

» MgS0O,. 7H,0 4.0g/l

» Na;MoO4. 7H,0 0.1180 g/I
» CaCl,. 2H,0 4g/l

» EDTA &cido 0.8 g/l

» Solucion | 4 ml/l

» Agua destilada 1000 ml
SOLUCION 11l

» KH,PO, 40 g/|

» K;HPO,4 60 g/I

» Agua destilada 1000 ml

PROCEDIMIENTO:
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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 4cido malico. El almiddn se diluye al calor en 50 ml de agua destilada, una
vez bien diluido se lo afiade al medio, tomando en cuenta todos los volumenes agregados. Se afiade las
soluciones Il y Il (tomando los reactivos en las cantidades indicadas) se toman los volumenes especificados y
se anade 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 el autoclave. Luego dentro de la
camara de flujo se siembra 0.2 ml de la dilucién de la muestra correspondiente.

Pseudonomas

B de King

COMPOSICION TEORICA (g/! de agua destilada) El medio King B se elabora de acuerdo con la férmula tedrica
descrita por King, Ward y Raney (1).

Ingredientes
Peptona 20
Agar purificado 12
K2HPO4 (anhidro) 1,5
MgS04. 7 H20 (anhidro)) 1,5
Proceso:
e Todos estos son para 1 litro
e Creo que cada alumno necesita 1 litro para su experimento

Fuente: Chasi, Cruz, Chiquimba, Nasimba, Ortiz. 2021



Anexo 2. Tabla de conteno en cdmara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional poblacion total de bacterias (Microbiota total)

MEDIO DE AGAR
CULTIVO NUTRITIVO
GRUPO MICROBIOTA
FUNCIONAL TOTAL
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3800

SOLUCION DE SUELO
TIPO DE MUESTRA Y RAIZ

RAIZ
SU.COLONIAS COLONIAS

El 222 |E6 20
E2 160 | E7 50
E3 104 | E8 79
E4 73| E9 99
E5 69 | E10 36

CUADRANTE 1

51

SUMATORIA

FORMULA

41

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

56

28

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

30

54

CUADRANTE 2

42

5,58E+11
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CUADRANTE 1 14 3 1 2| 4 0 1 42
CUADRANTE 2 4 3 0 3 2 0 3 5 2 6/ 0| 1, 3| 0| 2| 8 O 1 52
CUADRANTE 1 7 4 8 11| 10| 11 5 6| 11| 10 8| 9| 7| 17| 15| 4 8 172
CUADRANTE 2 10 14 5| 10| 10| 11 5| 13 10| 11| 11| 6| 8| 12 10 181
RAIZ
s s G 7 BIaG) suwierorin | rormuLA
CUADRANTE 1 0 6 0 2 0 0 4 0 0| 4] 3| 3| 4, 3| 3| 2 4 49
CUADRANTE 2 0 2 0 1 2 7 3 2 3 0 o 7| 4| 0| 1| 3 5 42
CUADRANTE 1 0 0 0 3 5 0 0 3 2| 0 1y 0] O 0| 2| O 2 40
CUADRANTE 2 0 0 1 0 0 0 0 0 1] 0] 0| 8 5| 1{10] O 2 40
CUADRANTE 1 0 2 9 11 6 8 5| 12 7 7 9| 6| 0| 8| 6| 9 4 115 5 88E+11
CUADRANTE 2 0 4 3 6 7 8 3| 11| 10 33| 8 9| 6| 8| 3 2 140
CUADRANTE 1 0 0 1 0 3 9 0 0 5 0 0| 2| 4 0 0] 0] 2] 6 2 34
CUADRANTE 2 1 6 3 2 0 6 0 8 6| 20 0| 3] 0| 1| 9| 6 5 88
CUADRANTE 1 5 0 3 4 2| 11 8| 12 5/ 11| 8| 6| 1| 4| 5| 8| O 0 96
CUADRANTE 2 3 3 1 2 6 7| 10 91




Anexo 3. Tabla de conteno en cdmara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional poblacion total de hongos.
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MEDIO DE ROSA DE
CULTIVO BENGALA
POBLACION
GRUPO TOTAL DE
FUNCIONAL HONGOS
VARIEDAD SUPER CHOLA
ALTITUD 3800 MSNM
SOLUCION DE
TIPO DE MUESTRA |  SUELO, RAIZ
RAIZ
SUELO COLONIAS COLONIAS
Al 28| A6 24
A2 42| A7 37
A3 129 A8 33
A4 55| A9 16
A5 138 | A10 16
CAJA Al 1 2| 3| 4| 6| 7| 8 9|10/ 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19 20 | SUMATORIA | FORMULA
CUADRANTE 1 2 1] 1| 2| 1| 1| o] 1| a 0 32
CUADRANTE 2 0 1] 2| 2| 8] 3| 3] o 1 66
CAJA A2 1 2| 3| 4| 6| 7| 8 9|10/ 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19 20
CUADRANTE 1 2 1| 2| 1| 1| 6| o] 2|18 12 4 9| 9 10 85| 6,78E+11
CUADRANTE 2 0 1] 3| 1| 5| 6| 0| 3| 9| 4 7| 12 2| 14| 17 3 115
CAJA 3 1 2| 3| 4| 6| 7| 8 9|10/ 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19 20
CUADRANTE 1 1 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1 1 1 1 1) 1] 1| 1 20
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CUADRANTE 2 4 2| 3 6| 5| 6| 20 3 5 4| 10 1 7 2 1 8 98

CAJA A4 1 2 3| 4 7, 8 9|10 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20

CUADRANTE 1 31 7 6| 4 0| 5| 20 1 20 60 0 100 278

CUADRANTE 2 1 1 0| 0| 10| 20f O] O] 2 10 0 2 2 0 2 0 1 4 59

CAJA A5 1 2 3] 4 6| 7| 8 9|10 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20

CUADRANTE 1 0 0 2| 3| 4 1, 0| 8| 2 6 0 37

CUADRANTE 2 3 4 O 0| 2| 4| 0| 4| 14 6 0 0 3 0 0 0 3 11 58
MUESTRA DE RAIZ

CAJA A6 1 2 3| 4 6/ 7| 8 9|10 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20 | SUMATORIA FORMULA

CUADRANTE 1 2 16 23| 26| 13| 4| 25| 7 2 4| 21 11| 10 17| 33| 15| 15 12 274

CUADRANTE 2 1 6| 12| 6| 8| 8| 14| 2| 12 1 5 6 2 0 8 0 5 3 114

CAJA A7 1 2 4, 6| 7| 8 9|10 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20

CUADRANTE 1 1 4 2| 3| 1] 2| 4] 44 28 13 137

CUADRANTE 2 12 1 2| 0 O] 9/ 0] 1 9 0 5 1 7 81

CAJA A8 1 2 4, 6| 7| 8 9|10 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20

CUADRANTE 1 16 8| 10| 29| 0| 1| O] 0| 16 0 0 0 140 1.25E+12

CUADRANTE 2 17 1| 0] 1, 0] 1 2 21 0 79

CAJA A9 2 6/ 7| 8 9|10 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20

CUADRANTE 1 10| 33| 9| 38| 11| 3| 18| 14, 13| 15| 14 6| 25 21| 11 6 9 13 346

CUADRANTE 2 17 19| 31| 14| 3| 12] 5| 19| 9 5 3| 26 23 4 10| 21| 16| 26 31 325

CAJA A10 1 2 3 6 8/ 9|10, 11| 12| 13 14| 15 16| 17| 18| 19 20

CUADRANTE 1 0| O 2 2 9 0 6 5 38

CUADRANTE 2 4 1 0 2| 0| 4 1 0 26
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Anexo 4. Tabla de conteo en camara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional actinomicetos

MEDIO DE
CULTIVO AGAR CASEINA
GRUPO
FUNCIONAL ACTINOMICETOS
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3800
TIPO DE
MUESTRA SOLUCION DE SUELO Y RAIZ

SUEL COLONIAS RAIZ COLONIAS
B1 82 |B6 79
B2 247 | B7 19
B3 86 | B8 59
B4 280| B9 23
B5 143 |B10 33
CAJA B1 1 2 3 4 6 7 8 9 10|11 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20| SUMATORIA | FORMULA
CUADRANTE 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0| 1| 0| 3 0 0| O 14
CUADRANTE 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 1, 8/ 0| O 0 1|20 41
CAJA B2 1 2 3 4 6 7 8 9| 10|11 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 5 3 6 4 3 8 15| 10| 3|10 5 6| 6| 7| 3| 8| 18| 12| 11 150
CUADRANTE 2 6 5 4 10 9| 18| 20| 13| 11| 5| 16| 17| 16| 3| 9|11 5| 10| 25 225| 1,02E+12
CAJA B3 1 2 3 4 6 7 8 9| 10|11 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20
CUADRANTE 1 0 1 0 2 0 0 0 3 1 21 0 7 67
CUADRANTE 2 2 0 0 1 0 0 0 5 1 1 1 0 36
CAJA B4 1 2 3 4 6 7 8 9| 10|11 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20




56

CUADRANTE 1 10 20 9 14 12| 34 11 5| 20| 14| 10| 30| 33|29 10| 8 13| 18 309

CUADRANTE 2 20 44 20 45 19| 10 2| 11| 14| 8| 20, 10| 14| 7| 17|13 15| 17 322

CAJA B5 1 4 7 8 10(11| 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE 1 0 1 3 10| 1 1 0 2 46

CUADRANTE 2 4 8 5 3 0 5 2 0 6| 2 5 15| 0] 1 0 0 68
RAIZ

CAJA B6 1 2 3 7 8 9/ 10(11| 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20| SUMATORIA | FORMULA

CUADRANTE 1 7 1 1 0 0 1 2 1 10| 4| 9 3 58

CUADRANTE 2 8 7 7 11 32 8 3 5| 12 2 4 7 152

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

CUADRANTE 1 11 2 5 1 4 8 3 3 0] 3 4 3 10 1] 2 5 86

CUADRANTE 2 0 6 7 4 4 4 0 6 0 5 73

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

CUADRANTE 1 3 5 1 3 7 3 3 0 0 4| 10 66 7 5E+11

CUADRANTE 2 5 8 7 6 4 0 2 1 3 1| 3 75

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

CUADRANTE 1 4 3 6 5 4 5 4 0 3] 11 5 99

CUADRANTE 2 4 5 4 5 1 2 0 7 11, 7 3 99

CAJA B10 1 2 3 4 6 7 8 9/ 1011 12| 13| 14|15| 16| 17| 18| 19| 20

CUADRANTE 1 3 5 3 2 6 7 4 6 6 15 2 3|12 1 10 102

CUADRANTE 2 1 7 15 8 1 7 1 4 11 6 11, 5 1) 2 4 10 124
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Anexo 5. Tabla de conteo en camara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional bacterias solubilizadoras de fosforo.

GRUPO BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FUNCIONAL FOSFORO
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3800
TIPO DE SOLUCION DE SUELO Y
MUESTRA RAIZ

SUELO COLONIAS RAIZ COLONIAS
C1 171|C6 52
C2 140| C7 17
C3 123|C8 66
ca 80| C9 47
C5 161
Tt e A BNBING] suwsvoria | FormuLa
CUADRANTE 1 17 23 19 25 45| 53| 42| 30| 38| 29| 33| 37| 20|26| 33|32 15| 19| 7 578
CUADRANTE 2 32 22 38 19 20| 24| 28| 20| 24|18| 30| 14| 15|24, 6| 34| 17| 20| 17 448
ome |1 2 3 4| 6 7| s ol 10uf 1f 13 1415|1627 18| 1520
CUADRANTE 1 5 4 7 10 11| 17| 19| 17| 22| 8| 17 12| 13| 22| 11| 14| 14| 24| 11 269
CUADRANTE 2 16 8 22 20 8| 17| 13| 14| 17| 9| 17 9| 6|20 12| 2 4| 11) 21 257 2 08E+12
anc |1 20 3 a6 7| 8| ol wiuf 1 13 el 1607 18 /20
CUADRANTE 1 6 7 2 5 6 8 6 4| 19|10 8 8| 2|11 8| 3 2 6| 5 130
CUADRANTE 2 4 13 2 13 13| 16| 15| 14| 7| 16| 10 5| 5|14 11| 10| 14| 18| 15 229
CUADRANTE 1 8 5 9 6 5 6 6 7| 18] 5 8 201 12| 9| 7| 4| 12 6| 5 169
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CUADRANTE 2 8 4 9 4 8| 1 13| 8/ 3| 9| 7| 2/13] 7| 3| 3| 8| 8 133
CUADRANTE 1 4 5 6| 11 13| 6| 8| 15| 18 12| 13| 10| 13| 4|16 191
CUADRANTE 2 10 9 16| 14| 10 11 11/14| 4] 7| 8|12 6| 9] 12| 13|15 200

RAIZ
)Tttt s G NG suwisroria | FormuL
CUADRANTE 1 2 3 4 3 1| 10 4| 7| 6| 7/ 9| 317 11| 8 6 2|12 134

CUADRANTE 1

12

CUADRANTE 2 4 5 7 5 5 2 7 6| 5 4 1) 2| 5| 4| 7 9 3| 5 105
CUADRANTE 1 3 5 6 9 21| 10 6| 17| 6| 10| 11| 8| 14| 10| 12| 18 6| 14 204
CUADRANTE 2 9 10 11 14 24| 18 10| 8] 30 6 7| 13| 8| 17| 14| 13| 11| 15 254

110

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

13

134

91

CUADRANTE 2

10

12

102

9,07E+11
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Anexo 6. Tabla de conteo en camara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional pseudomonas.

MEDIO DE
CULTIVO B DE KING
GRUPO
FUNCIONAL PSEUDOMONAS
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3800
TIPO DE SOLUCION DE SUELO Y
MUESTRA RAIZ

SUELO COLONIAS RAIZ
D1 270| D6 60
D2 265| D7 42
D3 146| D8 146
D4 130| D9 17
D5 133|D10 35

SUMATORIA | FORMULA

CUADRANTE 1 0 2 4 3 0 1 2 4 3| 4| o0 1| 1| 0| 6| O 2| 0| 3 42
CUADRANTE 2 11 0 0 3 4 0 4 4/ 1| 5 0 o/ 1| 3| of| 5 3 1] 1 54
CUADRANTE 1 1 3 2 0 2 0 2 o| 2| 4 1 o| o] of 4| o 2 ol 1 24| 1,23E+12
CUADRANTE 2 3 3 2 3 17 0 0 5/ 5| 0| 4 ol 0| 4, 2| 0 4 0] 4 56
CUADRANTE 1 3 0 8 14 9| 19 1 4| 12| 3 0| 23| 13|24| 25|21| 13| 9| O 228




CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

12

13

29

5

10

15| 19

11

12

18

16

23| 16| 32

28

11

18

6

20

6

16

11

60

314

236

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

CUADRANTE 1

CUADRANTE 2

10

118

49

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

— O | — —
7
0
4

CUADRANTE 2

11

19

10

12

137

CUADRANTE 2 11 10 15 12 5| 14 12 6 7] 15| 11 9| 7]13| 15| 16 1 2| 10 198
ouaos a| 2| sl &l sl 7 8l ol 0luf 12 131415 16[17 18 9]0 |
CUADRANTE 1 6 11 8 0 2| 14 7 4| 12| 0| 14 12| 1110, 1| 10| 20 0| 14 160
CUADRANTE 2 24 12 10 9 9| 11 14| 22 0| 7 8 14| 6| 13| 9|11 7 8| 13 220
RAIZ
SUMATORIA| FORMULA
CUADRANTE 1 0 0 0 2 1 1 0 0 5| 4 3 0o/ 2y 0| 05 O 3 0/ O 21

5,59E+11
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Anexo 7. Tabla de conteo en camara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional fijadoras de nitrogeno.

MEDIO DE
CULTIVO WATANABE
FIJADORAS
GRUPO DE
FUNCIONAL NITROGENO
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3800
TIPO DE SOLUCION DE
MUESTRA SUELO Y RAIZ
SUELO COLONIAS RAIZ
E1 122 | E6 56
E2 9|E7 65
E3 47 |E8 63
E4 16|E9  |198
ES 55| E10 | 180
SUMATORIA
CUADRANTE 1 3| 10| 14| 5/ 7|8 7| 6 7 4| 0 6/ 4/ 0/18) 1| 6 5 4 1 116
CUADRANTE 2 5 1| 4| 6|10/14] 10| 8 3] 1312 7| 5/10] 5| 3| 0 10 3 8 137

CUADRANTE 1 4 2| 3 4|/10| 2 1| 3 1 2| O 1| 3| 0] 3| 1| 3 0 4 3 50
CUADRANTE 2 30 0| 6 1] 9| 1 2| O 1 1| 3 3/ 0 O] 3] 3| 4 2 0 3 72
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CUADRANTE 1 5 7 9 6 10 4 97
CUADRANTE 2 11 20 13 13 7| 4 13 143
CUADRANTE 1 4 0 3 4|10 0 0 2 74

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

RAIZ

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

CUADRANTE 1

CUADRANTE 2

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

CUADRANTE 2




Anexo 8. Tabla de conteo en camara neubauer y cuenta colonias del grupo funcional bacterias celuloliticas.

MEDIO DE EXTRACTO DE
CULTIVO SUELO
GRUPO BACTERIAS
FUNCIONAL CELULOLITICAS
VARIEDAD CHOLA
ALTITUD 3800
SOLUCION DE
TIPO DE MUESTRA SUELO Y RAIZ
SUELO COLONIAS RAIZ
F1 56| F6 30
F2 7| F7 30
F3 22|F8 |158
FA 48| F9 76
F5 76| F10 | 21

SUMATORIA

CUADRANTE 1

121

CUADRANTE 2

75

CUADRANTE 1 2 7| 3 7 3 5 14 2 8| 18 3 3 112
CUADRANTE 2 2 0f O 0 0 27 6 3 13 4 10 0 82
CUADRANTE 1 4 7, 5 24 10 6 12 9 41 11 15| 16 162
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CUADRANTE 2 6 7| 4| 13| 10| 5| 12 8 4 9 8| 12 4| 17 16 8 12| 16 7| 17 195
CUADRANTE 1 21 39| 12 13 23 9 0 35 2 32 4 225
CUADRANTE 2 2 5| 7 2| 32 1 3| 10 6 8 0| 2| 11 2 19 1 9 10 4 13 147
CUADRANTE 1 1 3] 6 6| 27| 20 2 1 6 6 5/ 3 5 6 13 3 0 7 30| 18 168
CUADRANTE 2 16| 21| 12| 13 3 7 3 7 3 8 6 5 138

RAIZ SUMATORIA

CUADRANTE 1

o

o

=

o

=

N

o

22

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

w

N

N

N

N

()}

w

16

33

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

w

N

(e)]

46

35

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

w

o

13

(%]

38

59

CUADRANTE 2

CUADRANTE 1

o

[uny

o

o

o

[any

N

o

90

24

CUADRANTE 2

30
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Anexo 9. Recoleccion de muestras de la rizosfera de la papa.
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Anexo 10. Preparacion de medios de cultivo para los siete grupos funcionales
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Anexo 12. Disoluciones para muestra de suelo
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Anexo 13. Reposo en estufa para el crecimiento de bacterias y hongos.
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Anexo 15. Conteo de conidios en camara Neubauer




Anexo 16. Analisis de suelo
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INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS FLANTAS ¥ AGUAS

Fanamericana Sur KEm. 1. /M Cutuglagua.
Tifs. (02) 3007284 [

(D2)2504240

Mlail: laboratorio.dsa@iniap.gob.ec

INFORME DE ENSAYO No: 21-0536

NOMEBRE DEL CLIENTE: Chasi Vizuete Wilman Paoclo FECHA DE RECEPCI_lf}N DE MUESTRA: 22062021
PETICIONARIO: Matalia Masimba HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 15:30
EMPRESA/INSTITUCION: Matalia Masimba FECHA DE ANALISIS: 05072021
DIRECCION: Pujili FECHA DE EMISION: 0e/o7r2021

AMNALISIS SOLICITADO: 54

E
Analisis N =] 5 B K Ca Mg Zni Cu Fe Mni Ca/Mg |Mg/K Ca+Mg/K | Bases MO Co* Textura (%)
megf meg! meg! meg! Clase .
Unidad PH ppm ppm ppm ppm 100g 100g 100g ppm ppm ppm ppm 100g k) % | Arena | Limo | Arcilla| Textural IDENTIFICACION
21-2071 5,88 Me Ac 48 M) 52 A 16 M 046 |B| 025 M| 1280 |A 223 & 7.2 |Aa 7.2 |A 364 |A 12,1 |Mm 5,75 B, 91| 60,13 15,284 13 43 42 15 FRANCO Lote Nasimba
Analisis Al+H* | A | Na * CE * N_ Total*| N-NO3 | K H20* | P H2O* cr PH2O*
Unidad megi100g dS/m Ya ppm ppm ppm ppm ppm IDENTIFICACION
DBSERVACIONES: * Ensayos no sclicitados por el cliente
METODOLOGEA LS ADA INTERPRETACKMN AEREVIATURAS
- Sisads: e [1:2.5) P s by = Olsian Medifcsdo pH Elsmarnic CE = |Eonducti'.'i|:|ad Eléctrica
5B = Fusslato da Caldo Cu Fe MnZn = Ol Micificado A0 = Ackdc H o= Neuto B = Baio WO, = |Materia Qrganica
B - CuFcuirmiies Lao = Liger. Ackio LAl = Lge Akaing M o= nheda
FH = Frac. Neum & = Arcaio A = Ao
ARG = Reguisren Ca T T (Born)
RIETODOLOGIA LSADA MTERPRETACION
CE. = Pasta Sabor ada Al+H_&l y Ha [3 MOy T
LT Dty ornatn de Potesion B = Eao ME = MNoZamo & = Saino B Eajo
Al = Titalcitn MalH M = Medic Lz = Lig. Salno WE = Maflry Seanlimec: | M. Medic
T = Teénico A Al

JOEE ALONSO
LITCRRO
MALATAT

IVAM RODRICGD

MO SRLS A T AT AT e




Anexo 17. Cronograma
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ACTIVIDADES ABRIL

MAYO

JUNIO

JULIO

AGOSTO

Desarrollo del plan de investigacion

Revisién bibliografica

Georeferenciacidn y analisis microbioldgico

Recoleccion de muestras en cada localidad

Preparacion de los medios de cultivos, e
identificacion de cajas Petri de acuerdo a los
tratamientos y repeticiones

Siembra de muestras

Recoleccidn de datos obtenidos en el
experimento

Analisis de datos y discusiones

Defensa

Fuente: Cruz, Chiquimba, Nasimba, Ortiz. 2021
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Anexo 18. Avala de ingles

- UNIVERSIDAD = CENTRO
TECNICA DE - DE IDIOMAS
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 traduccion del resumen del proyecto de mvestigacion al Idioma Inglés presentado por el NASIMBA
CHANATAXIT NATHALIA BELEN, de la Camera de INGENIERIA AGRONOMICA de la
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES, cuyo titulo versa
“ANALISIS DE CONSORCIOS BACTERIANOS Y GRUPOS FUNCIONALES ASOCIADOS A
LA RIZOSFERA DE LA PAPA (Solanum tuberosum). VAR. SUPER CHOLA EN EL PISO
ALTITUDINAL DE 3800 msnm, COTOPAXIT, 2021.”, lo realizé 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
certificado de la manera ética que estime conveniente.

Latacunga. agosto del 2021

Atentamente.

CENTRO

Mg. Diana Karina Taipe Vergara DE IDIOMAS
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS

C.C.1720080934




