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RESUMEN
La presente investigacion se realizo en la rizosfera de la papa, variedad super chola en el piso
altitudinal de 3800 msnm en la comunidad de Cuturivi Chico de la provincia de Cotopaxi, tuvo
como objetivo identificar consorcios bacterianos y determinar los grupos funcionales asociados a
la rizosfera del cultivo de la papa.

La identificacion bacteriana se la realizé a través del método de secuenciacion en nanoporos con
dispositivo MinlON, con amplificacidn de los genes 16s de la muestra y preparacion de librerias
de ADN, para secuenciar utilizando el kit de codigo de barras para posterior analisis de las lecturas
resultantes en el flujo bioinformatico online 16S en EPI2ME. Para el anélisis de los diferentes
grupos funcionales se tomd de referencia metodologica la metodologia de Gustavo Bernal, misma
que se utiliz6 para la determinacion de bacterias fijadoras de nitrogeno, bacterias solubilizadoras
de nitrégeno, hongos, actinomiceto, bacterias celuloliticas, pseudomonas. De los grupos
funcionales antes mencionados se realizo cinco repeticiones en suelo y raiz mas un testigo ciego
donde obtuvimos el nimero de colonias *gr-1y las (Unidades formadoras de colonias) UFC *gr -
1 de cada uno. Adicional para conocer el estado de composicion del suelo se realizd un analisis
fisico-quimico que se envio al laboratorio del INIAP.

De los datos obtenidos en la investigacion se puede decir que se identific6 como las familias
dominantes en la muestra de suelo la Enterobacteriaceae con 75,596 lecturas acumuladas,
caracterizan por ser solubilizadoras de fésforo, seguido de Xanthomonadaceae con 7,042 lecturas
acumuladas mismas que se caracteriza por poseer bacterias fijadoras de nitrogeno. EI género mas
dominante es Raoultella con 4,468 lecturas acumuladas, seguido de Rhodanobacter con 3,146
lecturas acumuladas. La especie mas dominante la Raoultella ornithinolytica con 2,993 lecturas
acumuladas, seguido de Gemmatimonas phototrophica con 1,803 lecturas acumuladas, esto podria
incidir en el alto contenido de nitrégeno y fosforo obtenido en el analisis de suelo con 48 ppm de
Ny 52 ppm de fosforo (P) respectivamente.

El grupo funcional de mayor numero de colonias en este tipo de suelo y piso altitudinal antes
descrito fueron Pseudomonas donde encontramos 3,75*107 Colonias*gr* en la muestra de suelo y
1,76*107 Colonias*gr en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que existe una cantidad
superior de Pseudomonas en relacién al resto de grupos funcionales en estudio. En Unidades
formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC*gr?1), encontramos 4,70*10% UFC*gr? en la
muestra de suelo de y 5,25*10' UFC*gr! en la muestra de raiz lo que nos permite determinar que
existe mayor cantidad de microorganismos asociados a la rizosfera de la papa en la muestra de
raiz.

Palabras clave: Microorganismos, grupos funcionales, metagenémico.
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ABSTRACT
The purpose of this research study was to identify bacterial consortia and determine the functional
groups associated with the rhizosphere of the potato crop, super chola variety, at an altitudinal
level of 3800 meters above sea level in the community of Cuturuvi Chico in the province of
Cotopaxi.

Bacterial identification was performed through the nanopore sequencing method with MinlON
device, with amplification of the 16s genes of the sample and preparation of DNA libraries for
sequencing using the barcode kit for subsequent analysis of the resulting readings in the online
16S bioinformatics flow in EPI2ME. For the analysis of the different functional groups, the
methodology of (Bernal, Gustavo, 2005) was used as a methodological reference for the
determination of nitrogen-fixing bacteria, nitrogen-solubilizing bacteria, fungi, actinomycete,
cellulolytic bacteria, pseudomonas. Of the functional groups mentioned, five repetitions were
carried out in soil and root plus a blind control where were obtained the number of colonies*gr?
and the (Colony-forming units) CFU*gr! of each one. In addition, a physical-chemical analysis
was performed to determine the soil composition, which was sent to the ‘INIAP’ laboratory.

From the data obtained in the research, Enterobacteriaceae was identified as the dominant families
in the soil sample with 75,596 cumulative readings, these are characterized by being phosphorus
solubilizers followed by Xanthomonadaceae with 7,042 cumulate readings, which are
characterized by having nitrogen-fixing bacteria. The most dominant genus is Raoultella with
4,468 cumulative readings, followed by Rhodanobacter with 3,146 cumulative readings. The most
dominant species was Raoultella ornithinolytica with 2,993 cumulative readings, followed by
Gemmatimonas phototrophica with 1,803 cumulative readings, which could be related to the high
nitrogen and phosphorus content obtained in the soil analysis with 48 ppm of nitrogen (N) and 52
ppm of phosphorus (P), respectively.

The functional group with the highest number of colonies in this type of soil and altitudinal level
described above was Pseudomonas, where we found 3,75*107 colonies*gr? in the soil sample and
1,76*107 colonies*gr? in the root sample, which allows us to determine that there is a higher
quantity of Pseudomonas in relation to the rest of the functional groups under study. In Colony
Forming Units per gram of soil (CFU*gr 1), was found 4,70*10%2 CFU*gr ! in the soil sample and
5,25%10%2 CFU*gr? in the root sample, which allows us to determine that there are more
microorganisms associated with the rhizosphere of potato in the root sample.

Keywords: Microorganisms, functional groups, metagenomics.
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1.1. Linea de investigacion:
1.1.1. Linea 1: Andlisis, conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.

2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El presente proyecto consistié en la identificacion de consorcios bacterianos y la determinacion de
grupos funcionales presentes en la rizosfera de la papa, los grupos funcionales encontrados fueron
bacterias fijadoras de nitrdgeno, bacterias solubilizadoras de fosforo, hongos, actinomicetes,
bacterias celuloliticas, 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
econdémico el cultivo de papa, donde se recolecto dos muestras, una de raiz y una de suelo de la
variedad Leona Blanca para los grupos funcionales y adicionalmente dos muestras de la rizosfera
para los analisis metagendmicos y composicionales del suelo; para la realizacion de la analitica de
la investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, en el laboratorio de Biotecnologia del CIBE y Departamento suelo, plantas y Agua de
(IN1AP) respectivamente.

Para el andlisis de los diferentes grupos funcionales se tomd la referencia metodoldgica de (Viera
& Bernal, 2005), donde se utiliz6 para:

Poblacion Toral de Bacterias (AGAR NUTRITIVO)
Poblacion Total de Hongos (AGAR ROSA DE BENGALE)
Bacterias Solubilizadoras de Fosforo (AGAR RAMOS CALLAO)

Bacterias Celuloliticas (AGAR EXTRACTO DE SUELO)



Actinomicetes (AGAR CASEINA)
Bacterias Fijadoras de Nitrogeno (WATANABE)
Pseudomonas (B DE KING)

Cada medio utilizado fue para grupos funcionales especificos en los cuales fueron ubicados con

una poblacion de suelo y raiz significativa.

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

testigo blanco donde obtuvimos las UFC por gr de cada uno.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La papa es uno de los rubros importantes de los sistemas de produccion de la Sierra ecuatoriana,
constituye una fuente importante de 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)

Actualmente, la diversidad de papa en el pais proviene de la agricultura familiar, siendo una fuente
de sustento para miles de agricultores en medio de la pandemia de covid-19 y la apremiante
situacién econdmica que el pais vive en la actualidad. Este cultivo es importante, también, porque
puede soportar sequias, heladas y crecer desde el nivel del mar hasta los 4000 metros de altitud.

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

La vegetacion es uno de los factores mas importante que incide en la dindmica de las comunidades
microbianas del suelo y que actia como regulador de la microflora edafica (Remacle y De Leval,
1975). EIl 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 través del agua de lluvia, asi como por la liberacion radical de sustratos carbonados (Franklin y
Waring, 1980)



La raiz se puede considerar como la interfase entre la vida terrestre y el sustrato mineral que aporta
un numero elevado de elementos esenciales (Epstein, 1972). El estudio de la interaccion entre el
sistema radical de una planta y su inmediato entorno edéafico es técnicamente dificil e implica un
enfoque multidisciplinario para evaluar los factores que influyen sobre las caracteristicas de la

zona de contacto directo entre suelo y raiz.

(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 edéafico.

El &rea de las micorrizas se encuentra en una situacion de avance de las investigaciones, tratando
de obtener cepas eficientes en el biocontrol contra patdgenos y como biofertilizantes. Es verdad
que en el mercado existe una gama amplia de productos a base de micorrizas importadas del
exterior y de otros microorganismos con una versatilidad 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 region (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 funcién, es muy escaso, pero
suficiente como para poner de manifiesto su importancia. Asi pues, la estructura de la comunidad
microbiana de un ecosistema se puede considerar el indicador bioldgico mas sensible del estado
del mismo, puesto que reacciona de manera rapida y reproducible en respuesta a los impactos
antropogénicos realizados sobre él. (Nuria Bonilla, 2012)

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

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



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

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 humica, como de la actividad microbiana, comprometiendo su fertilidad y
productividad en detrimento de la seguridad y soberania agroalimentaria de la sociedad
ecuatoriana.(Ferrera & Alarcon, 2001)

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los cultivos alimenticios mas importantes a nivel
mundial, ocupa el cuarto lugar en importancia como alimento, después del maiz, el trigo y el arroz.
En el 2015, la produccion de papa del Ecuador fue de 345,900 t en una superficie de 49.371 ha. El
area sembrada en la Sierra ecuatoriana fue de 98.56%, mientras que en la Costa y en la region
Oriental fue de 1.11% y el 0.33% respectivamente. Carchi, fue la provincia de mayor produccion,
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 & Alarcén, 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, disminucion de fertilidad, etc.

Todas estas pueden ser englobadas en una sola: la degradacion del suelo. (Naturales, 2017)



5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Analizar los consorcios bacterianos y grupos funcionales asociados a la rizosfera de la papa

(Solanum tuberosum).

5.2.  Obijetivos Especificos
1. Identificar los consorcios bacterianos asociados a la rizosfera de la papa.

2. Determinar los grupos funcidnales asociados a la rizosfera de la papa.



6. TABLA DE ACTIVIDADES POR OBJETIVO

Tabla 1. Cuadro de actividades por objetivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

ACTIVIDAD (TAREAS)

RESULTADO DE LA
ACTIVIDAD

MEDIO DE VERIFICACION

Identificar los CoNsorcios
bacterianos asociados a la

rizosfera de la papa.

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

Anélisis gendmico microbiano.
Agrupacion  taxonémica  consorcios

microbianos.

e Agrupaciéon taxonémica de

consorcios bacterianos.

Andlisis arbol de taxonomia del
NCBI  para las

identificadas.

bacterias

Determinar los diferentes grupos
funcionales encontrados en la

rizosfera de la papa.

Escoger la metodologia especifica para el
cultivo y aislamiento.

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

Siembra e incubacién en los medios de
cultivos.

Preparacion de la muestra para recuento
de UFC.

Preparacion de soluciones seriadas.

Determinacion de la concentracion UFC.

e Grupos funcionales
identificados.

e Conteo de UFC por grupo
funcional.

e Conteo de UFC por gramo de

suelo.

Tabla de grupos funcionales
identificados.

Tabla de conteo por colonias y
UFC.

Elaborado por: Cruz, Chiquimba, Nasimba & Ortiz, 2021.




CAPITULO 2

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1.  Grupos Funcionales
Participan de manera directa o indirecta en diferentes etapas de los ciclos de nutrientes siendo parte
del proceso de revegetalizacion e recirculacion de la materia organica, con la interaccione entre si

con la planta, factores fisicos y quimicos del suelo, indicadores de calidad edafica o como
herramienta biotecnoldgica disponible para reducir su erosion. (Beltran Pineda et al., 2017)

Segun (Beltran Pineda & Lizarazo-Forero, 2014), también funcionan como organismos,
bioindicadores para identificar turbios en el suelo o la fertilidad a nivel biologico. Permitiendo la
restauracion de suelos contaminados por varios factores o en proceso de descertificacion con el

objetivo de mejorar las propiedades fisica -quimicas del ente vivo el suelo.

7.2.  Microbiota del suelo
Los microorganismos son una parte importante del sistema agricola y desempefian un papel
esencial en la rizosfera, que se define como la zona del suelo donde el sistema radical de cualquier
planta incide sobre la poblacion y actividad microbiana. (Rodriguez-Sahagun et al., 2020)

7.3. Hongos
Los hongos son microorganismos especificos dominantes en el suelo carente de raices por su
biomasa, su actividad metabolica del entorno radical y en el proceso descomposicion de material
vegetal (colonizan con las hifas por su mayor didmetro y extensién) mineralizacién y receptor de
nutrientes de las plantas, este asociado con la concentracion de carbono en la solucion del suelo y

degradacion como la celulosas, hemicelulosas y ligninas. (Calvo Vélez et al., 2008)

7.4.  Solubilizadores de fosforo
Capacidad bacteriana liberando el fosforo en la solucién del suelo mediante la accion metabdlica
del microorganismo y de raices de las plantas. Para obtener una efectividad en base a la capacidad
de los aislados para colonizar la rizosfera y mantener su actividad bioldgica, esta influenciados por
factores como el pH, salinidad y temperatura. (Beltran Pineda, 2015). Los microorganismos

solubilizadores de fosfato (MSF) constituyen un grupo importante de PGPM, pues estan



involucrados en un amplio rango de procesos que afectan la transformacion del fésforo, siendo

componentes integrales del ciclo edafico de este nutriente. (Fernandez-Travieso, 2016)

7.5.  Bacterias celuliticas

Organismos comunes que se encuentran en el suelo, como en forestales, abonos y tejidos vegetales
en descomposicion que actlan sinérgicamente para hidrolizar la celulosa y metabolizar azucares
solubles producidos.(Gaitan & Perez, 2007). Segun (Florez et al., 2016) los hongos son los
causantes principales de la degradacion de la celulosa en el suelo, para favorecer en su captacion
de carbono y energia. La celulosa siendo principal componente de la pared celular por lo tanto la
disminucién o aumento de los mismo indica modificaciones en el contenido de la materia organica
del suelo. (Huallpa Aro, 2018)

7.6.  Actinomicetos
Son grupos bacterianos Gran- positivo que tiene la capacidad de producir enzimas biodegradativas
como (quitinasas, glucanasas, peroxidasas,) en temperaturas entre 25 y 30 °C y baja tolerancia a
la acidez, con un pH de 7 para su reproduccion, con una amplia distribuciéon por diferentes
ambientes, la mayoria son saprofitos y degradadores de materia organica y actian como agentes

de biocontrol en la rizosfera del suelo. (Franco-Correa, 2011)

7.7.  Bacterias fijadoras de nitrégeno

Las bacterias producen enzimas que el nitrogeno asimila en forma gaseosa a la atmosfera, fijando
el nitrdgeno dentro de la biomasa bacteriana, estan ubicadas de manera libre en el suelo y fijas en
la raiz. Dentro de las bacterias simbidticas fijadoras de nitrogeno encontramos dos grupos de
organismos. Al primer grupo pertenecen bacterias moviles del suelo, (Rhizobium) que son atraidas
hacia la raiz por compuestos que ésta libera, permite que el suelo tenga un intercambio constante
de nutrientes y minerales evitando efectos erosivos y perdida en la fertilidad del suelo. (Garcia,
2011)

El segundo grupo esta formado por Actinomicetos (bacterias Gram positivas) que modulan raices,
bacterias filamentosas que viven en simbiosis con plantas actinomicinas. La fijacion bioldgica del
nitrégeno se realiza en los nodulos radiculares. Los nodulos son el resultado de una perfecta

relacion de simbiosis entre la planta y las bacterias. (Mantilla et al., 2008)
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7.8. Pseudomonas
Son meséfilos de gran negativo que crecen bajo condiciones aerobias y de pH neutro a temperatura
de 20°, producen el incremento de fosforo y nitrégeno en forma asimilable para la planta debido a
la produccion de fitohormonas estimuladoras de actividad vegetativa. Segun (Carrasco, 2016). Se
caracteriza por su diversidad metabolica e informacién genética para la producciéon de vias
enzimaticas incluido las fuentes de carbono, promueven el crecimiento de la planta de manera
consistente y reduciendo también la incidencia de enfermedades causadas, sobre todo, por un

amplio rango de hongos patdgenos del suelo. (Reuter, n.d.)

7.9.  Mecanismos de defensa
Inhibicion de los patégenos por compuestos antimicrobianos

Competencia por el hierro
Competicion por sitios de colonizacion

Nutrientes exudados por la raiz (Cazorla, 2000)
8. INTERFASE SUELO-RAIZ

La estructura del suelo es un factor fundamental que influye sobre las condiciones en que se
desarrollan las raices y por tanto define en parte la interfase raiz-suelo. La raiz es considerada
como la interfase entre la vida terrestre y el sustrato mineral que aporta un nimero elevado de
elementos esenciales. El estudio de la interaccion entre el sistema radical de una planta y su
inmediato entorno edafico es técnicamente dificil e implica un enfoque multidisciplinario para
evaluar los factores que influyen sobre las caracteristicas de la zona de contacto directo entre suelo
y raiz. (Dr . Francisco Berm(dez de Castro y Naya, 2012)

9. RIZOSFERA
Relacion anica entre la raiz de la planta y los microorganismos del suelo, entre ellos hongos,

bacterias, actinomicetos, protozoarios y algas vinculados a la raiz, debemos tener en cuenta
que puede ser de caracter nocivo o benéfico. La regidn del suelo es influenciada por las
secreciones de las raices y la actividad microbiana. También es una zona de amortiguamiento
microbiano en donde la microflora, protege a la planta del ataque de patdgenos. (Sevilla,
2015)
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9.1. Caracteristicas de la rizosfera
e El crecimiento de las raices provoca alteraciones profundas que modifican los aspectos

de minerales y mecanicos.

e Las raices liberan cantidades consideradas de materia orgéanica.

e El medio donde se forman las raices para la poblacion microbiana es muy inestable.

e Las raices empiezan a crecer evolucionan la cual se determina la densidad y diversidad
de la comunidad bacteriana rizosferica junto con las condiciones fisicas- quimicas del

medio edéafico.

10. LAS BACTERIAS
Microorganismos de vida libre o asociativas que habitan en la rizosfera estimulando el crecimiento

a través de mecanismos como: sintesis de sustancias reguladoras de crecimiento vegetal, fijacion
de nitrogenos, solubilizacidn de nutrimentos, produccion de sideroforos y control de fitopatogenos
del suelo. Los efectos benéficos de las bacterias del suelo son amplios y van desde la fijacion de
nitrégeno y la descomposicion de la materia organica hasta la hidrdlisis de agroquimicos y
subproductos metabdlicos, y el mejoramiento de la biodisponibilidad de nitratos, sulfatos, fosfatos

y metales esenciales. (Loredo et al., 2004)

11. CONSORCIOS BACTERIANOS
Permiten estudiar los microorganismos para establecer y permanecer en distintos ambientes en el

suelo, los microorganismos y las bacterias del suelo no actian de manera aislada, sino que
refuerzan mediante multiples relaciones de sinergismo y antagonismos lo que beneficia a un
equilibrio establece del sistema edaficos. Se ha registrado mayor efectividad de los consorcios
bacterianos para la degradacion de compuestos xenobidticos y derivados organicos con respecto a
cepas bacterianas individuales. (Avellaneda-torres, 2012)

12. RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL
Son bacterias que habitan en la rizosfera, “el suelo” se encuentran unidas a la raiz, mejorando la

adaptacion y productividad de las especies vegetales a través del tiempo albergando en elevados
niveles de microorganismos estimulando el crecimiento vegetal y reduciendo la incidencia de
enfermedades, y puede ser considerado como una alternativa para disminuir la aplicacion de

fertilizantes de sintesis quimica. (Elias & Arroyo, 2018)
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13. CARACTERISTICAS GENERALES

13.1. Origen de la papa
Su origen en la zona andina de Ameérica del sur, donde se cultiva en zonas que favorece su
crecimiento, por ser una fuente de vegetal, por su alto contenido de carbohidratos y proteinas
encontrados en cereales etc. (Calvo Vélez et al., 2008a). En Ecuador, las papas se cultivan hasta
una altitud de 4.000 metros sobre el nivel del mar y los productores han elevado su
comercializacion ya que es una fuente de ingreso dentro de la soberania alimentaria y el rubro en
el futuro. (El Telégrafo, 2019)

La papa es el cuarto rubro econémico principal del mundo, después del trigo, el arroz y el maiz. Si
bien las papas son relativamente bajas en nutrientes, tienen un alto contenido de carbohidratos, lo
que las convierte en una buena fuente de energia. Poseen el mayor contenido proteico (alrededor
del 2,1% del peso del producto fresco) de la familia de la raiz y el tubérculo, y proteina de buena
calidad, con aminoacidos adecuados para las necesidades humanas. También son ricas en vitamina
C: una papa de tamafio mediano contiene casi la mitad de la cantidad diaria recomendada. (FAO,
2006)

13.2. Boténica de la papa (Solanum tuberosum)
La papa pertenece a la familia de las solanaceas, es una planta herbacea anual dicotiledonea,

aunque puede considerarse perenne por su capacidad de reproducirse vegetativamente a través de
los tubérculos. Los tubérculos son tallos subterrdneos acortados y engrosados con cogollos que
almacenan nutrientes y la parte comercial del cultivo, ya que sirven como producto de consumo y
semilla asexual. Posee abundantes raices fibrosas que alcanzan profundidades de 30 a 40 cm, lo

que le da a la planta un buen anclaje. (Agropecuaria et al., 2015)



13.3. Clasificacién taxonémica

La papa pertenece a la siguiente categoria taxonémicas

Tabla 2. Clasificacion Taxonémica

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dicotiledonea
Orden Solanales

Familia Solanaceae

Genero Solanum

Especie Solanum tuberosum

Elaborado por: Chiquimba, 2021.
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CAPITULO 11l

14. PREGUNTA CIENTIFICA
¢Mediante la secuenciacion genémica y la utilizacion de medio especificos para cultivos de
bacterias se puede identificar y determinar consorcios bacterianos y grupos funcionales asociados
a la rizosfera del cultivo de la papa

15. METODOLOGIA
Investigacion experimental con el método cuantitativa — cualitativa con observacion directa y

revision bibliografica.

15.1. Método de conteo de UFC.
El conteo en cada grupo funcional en un medio de cultivo sera mediante una solucion seriada a

cudl se contabilizara 107 es la norma que recomienda para el conteo en la camara de Neubauer.

Posterior se aplica la formula de UFC por gramo de cultivo para obtener promedios de 10 x 10
UFC.

Objetivo 1: Identificar los consorcios bacterianos asociados a la rizosfera de la papa.

Actividad 1. Delimitacion del area de estudio.
Para la delimitacion del &rea de estudio, se busca un predio que cuente con las condiciones

favorables al cultivo de papa, utilizando herramientas de ubicacion geogréafica (Google earth y
Andy GPS) se procede al levantamiento geografico con coordenadas y altitud exacta del piso

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

COTOPAXI

7 s M

! Parga
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S

Coordenadas Altitud

-1.015860 (LAT) 3800 msnm

-78.737723 (LONG)

Fuente: Google Earth, 2021.

Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Actividad 2. Muestreo de la rizosfera del suelo del cultivo de papa.
Se utilizar 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 inorganica
y labores culturales, la profundidad para obtener la muestra es de 20 a 30 cm.

1. Recoleccion
Se obtendra tres muestras de suelo mediante el método de zig- zag de manera aleatoria con sus

puntos GPS correspondientes de cada muestra, aproximadamente se obtendra un 1kg de toda el
area de estudio. Se procede a retirar materiales extrafios que no son parte del microbiota del suelo,

para facilitar la preparacién del medio de cultivo.

2. Empaquetado y etiquetado de muestras.
Las muestras seran colocadas en funda ziploc con su respectiva identificacion del lugar o parte del

suelo con sigla Al, A2, A3 de donde fueron tomadas cada una, previo a su analisis.
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Actividad 3. Analisis gendmico microbiano.
Se utilizo la técnica de la PCR (Reaccion de la cadena de la polimerasa) y para el analisis de
consorcios se utilizara un descriptor de cebadores (16SRNA).

Para la identificacion bacteriana se la realizo a traves de la secuenciacion del gel 16s, para lo cual
se asigno codigos de barras para la secuenciacion:

-Barcode 01 (AO5): ADN obtenido de la muestra de suelo 1.
-Barcode 02 (B05): ADN obtenido de la muestra de suelo 2.
-Barcode 02 (C05): Control negativo (agua).

-Donde amplificaron los genes 16s de cada muestra y preparacion de librerias de ADN para
secuencias en el MinlON Mk1B utilizando el kit de codigo de barras 16s 1-24 (SQK-165024).

-Secuenciacion de librerias 16s en el MinlON de Oxford Nanopore y posterior basecalling en
MinKNOW.

Actividad 4. Agrupacion taxonémica de consorcios bacterianos.

1. Arbol de taxonomia para las bacterias identificadas de la muestra de suelo.
Para la estructuracion de arboles taxonomicos se andliso los datos resultante y se utilizo el flujo

bioinformatico 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 realizara una revision bibliografica de las diferentes metodologias para el aislamiento
microbiologico y se escogio la metodologia de (Viera & Bernal, 2005), donde indica diferentes
medios de cultivos especificos para cada grupo funcional.

Para el recuento de UFC/ gr' de suelo utilizamos manual de analisis de calidad para formulaciones
con base de hongos biocontroladores (determinacion e viavilidadlidad/concentracion de UFC
cuantificacion por recuento en cajas Petri). (Baez et al., 2019)

Actividad 2: Preparacion de medios de cultivos especificos para cada grupo funcional a
encontrar.
Para realizar los medios de cultivo especificos se utilizara los siguientes reactivos y

procedimientos indicados.

Medios de cultivo
o Agar nutritivo: Poblacion Total de Bacterias (microbiota total). (Anexo 1)

o Agar Rosa de Bengala: Poblacion Total de Hongos. (Anexo 2)
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o Agar Ramos Callao: Bacterias Solubilizadoras de fésforo. (Anexo 3)
o Agar extracto de suelo: Bacterias Celuloliticas. (Anexo 4)

o Agar Caseina: Actinomicetes. (Anexo 5)

o Watanabe: Bacterias Fijadoras de Nitrégeno. (Anexo 6)

e B de King: Pseudomonas. (Anexo 7)

Actividad 3: Siembra e incubacion 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.

Seleccionar las diluciones mas concentradas.

Rotular las cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua.

Sembrar 100 ul de las diluciones seleccionadas.

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

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

Contar un cuadrado de agar coloreado de aproximadamente 1 cm.

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

© 0o N o g B~ wbhPRF

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 de (Baez et al., 2019), para recuento detalla los siguientes pasos.

Se tomo tres submuestras 1g para muestras solidas o 1ml con micropipeta para muestras liquidas,
luego se coloco las submuestras en tubos de ensayos de 15ml. También se adiciono a cada tubo
9ml de solucion estéril de tritobn X- 100 al 0.1%. Se agito en el vortex hasta que la muestra se
disperse completamente. La suspension obtenida corresponde a la suspensién madre o dilucion
107L
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Actividad 5. Preparacion de soluciones seriadas.

1. Método de siembra por disoluciones seriadas.
Se realizo cuando la muestra de microorganismos supera los 300 UFC facilitando el conteo y

obtener resultados confiables contenga disoluciones.

2. Proceso.
Se sembro en cajas Petri y se procedi6 a hacer con conteo del nimero de colonias que debe ser

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

%

Fdo=10' Fde=10° Fd.=10° Fdg=10° Fdy =107

foami | 0,1 ml/ 0,1ml

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

Se tomo 100ul (Iml) de la suspension madre y se coloco en otro tubo con 9ml de solucién estéril
de Triton X-100 al 0.1%, luego se agito en el vortex vigorosamente el tubo hasta que la muestra
se disperse completamente (dilucion 1072). A partir de dilucion 102 repetir los pasos anteriores
tantas veces como sea necesario para alcanzar el nimero de diluciones deseadas. Se marco con el
nombre de la dilucion correspondiente (ej. 1072, 1073, 107, etc.) el nimero de diluciones dependera

de la concentracion del producto generalmente se realiza hasta la dilucion 1077, (Baez et al., 2019)

3. Método de siembra por fragmento de raiz.
Es una siembra directa consiste en introducir muestra vegetal (indculo) a una medida de las

diferentes zonas de la raiz y posterior colocar en una solucién 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.).
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Actividad 6. Determinacién de la concentracion UFC.
Basados en la concentracion del producto reportada por el fabricante, se selecciond las diluciones

a sembrar para realizar el conteo, se destacé que en algunos casos se desconoce la concentracion

y entonces se debe seleccionar un rango mas amplia de diluciones para sembrar. (Baez et al., 2019)

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

Nombra de la muestra

Fecha

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

Tener 9 repeticiones (cajas inoculadas) por grupo funcional por dilucion y se siembra 120

diluciones, es decir nueve cajas Petri por submuestra resultando en total de 120 muestras.
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16. ANALISIS Y DISCUCION DE RESULTADOS

16.1. Identificacién de consorcios bacterianos

Figura 2. Arbol taxonémico por familias para las bacterias identificadas del piso

altitudinal de 3800 msnm.

Gemmatimonadaceas
Enterobacteriaceae
Legionellaceae
Rhodanobacteraceae
Xanthomonadaceae
raiz

Bradyrhizobiaceae

Hyphomicrobiaceag

Sphingomonadaceae

Comamonadaceae

Alcaligenaceas
linaje
Taxones - No clasificados
Taxoncs - Clasiticados Gemmataceae

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), 2021.
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Como se observa en la (Figura 3), 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 11 familias, entre la mas representativa tenemos

la Enterobacteriaceae.

Familia Lecturas Acumulativas Grupo Funcional

Enterobacteriaceae 75,596 Bacterias Solubilizadoras de
Fosforo

Xanthomonadaceae 7,042 Bacterias Fijadoras de Nitrégeno
Rhodanobacteraceae 3,628 Poblacién Total de Bacterias
Gemmatimonadaceae 2,921 Bacterias celuloliticas
Legionellaceae 2,110 Poblacion Total de Bacterias
Comamonadaceae 1,667 Pseudomonas
Bradyrhizobiaceae 1,444 Bacterias Fijadoras de Nitrégeno
Sphingomonadaceae 1,256 Poblacion Total de Bacterias
Alcaligenaceae 1,242 Bacterias Fijadoras de Nitrogeno
Gemmataceae 1,171 Poblacion Total de Bacterias

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), 2021.
Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se muestras en la (Tabla 3), las familias Enterobacteriaceae, Rhodanobacteraceae y
Rhodanobacteraceae son las de mayor prevalencia con lecturas acumulativas de 75,596, 7,042 y
3.628 respectivamente; podemos decir que dentro de la familia Enterobacteriaceae existe bacterias
pertenecientes al grupo funcional bacterias solubilizadoras de fésforo, seguido de las familias
Xanthomonadaceae, Bradyrhizobiaceae y Alcaligenaceae son parte del grupo de bacterias
fijadoras de nitrégeno, esto corrobora con lo expuesto por (Lara Mantilla et al., 2007) donde
textualmente indica que los solubilizadores de fosforo y las bacterias fijadoras de nitrégeno son
grupos funcionales que proporcionan al medio compuestos nitrogenados aprovechados por los

vegetales.
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Figura 3. Arbol taxonémico por género para las bacterias identificadas del piso

altitudinal de 3800 msnm.

Gemmalimonas
Mugilaginibacter

Raoultella

Legionela
raiz
Rhodanobacter
Lyscbacter
Stenctrophomenas
Pseudomonas
Bradyrhizobium
Devosia
linaje
Taxones - No clasificados
Reyranella

Taxones - Clasificados
Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), 2021.
Como se observa en la (Figura 4), el arbol taxonémico por géneros para las bacterias identificadas

del piso altitudinal de 3800 msnm en el cultivo de papa, encontramos 11 géneros, entre el mas
representativo es el Raoultella.
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Tabla 3. Tabla de genero con mayor representacién y relacion con los grupos funcionales.

Género Lecturas Acumulativas Grupo Funcional
Raoultella 4,468 Bacterias Solubilizadoras de
Fdsforo

Rhodanobacter 3,146 Poblacion Total de Bacterias
Stenotrophomonas 3,014 Bacterias Fijadoras de Nitrdgeno
Gemmatimonas 2,449 Bacterias celuloliticas
Lysobacter 2,409 Bacterias Fijadoras de Nitrogeno
Legionela 2,047 Poblacion Total de Bacterias
Bradyrhizobium 962 Bacterias Fijadoras de Nitrégeno
Devosia 894 Poblacion Total de Bacterias
Reyranella 687 Poblacion Total de Bacterias
Mucilaginibacter 677 Poblacion Total de Bacterias

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), 2021.

Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se muestras en la (Tabla 4), el género Raoultella, Rhodanobacter y Stenotrophomonas son

las de mayor prevalencia con lecturas acumulativas de 4,468, 3,146 y 3,014 respectivamente;

podemos decir que el género Roaultella pertenece al grupo funcional bacterias solubilizadoras de

fésforo, seguido de los géneros Rhodanobacter, Stenotrophomonas, Lysobacter y Bradyrhizobium

son parte del grupo de bacterias fijadoras de nitrégeno, esto corrabora con lo expuesto por

(Sanclemente & Patifio, 2014) donde menciona que estos grupos funcionales tiene un proceso de

amplia dispersion en los suelos del mundo, cuyas bases biolégicas estan relativamente bien

entendidas, lo que puede apoyar al desarrollo sostenible para la nutricion de los cultivos.
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Figura 4. Arbol taxonémico por especie para las bacterias identificadas del piso

altitudinal de 3800 msnm.

Gemmatimonas aurantiaca

Gemmatimonas phototrophica

Raaoultella ormithinolytica

raiz Raoultella terrigena

Legionella tunisiensis

Rhodanobacter caeni

Rhodanobacter spathiphylli

Dokdonensis de Lysobacter

Stenatrophomonas maltaphilia
linaje
Taxones - No clasificados Stenotrophomonas pavanii
Taxones - Clasificados

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), 2021.
Como se observa en la (Figura 5), el arbol taxondmico por especie para las bacterias identificadas

del piso altitudinal de 3800 msnm en el cultivo de papa variedad Leona Blanca, encontramos 10

especies, entre la mas representativa tenemos la especie Raoultella ornithinolytica.
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Tabla 4. Tabla de especie con mayor representacion y relacion con los grupos funcionales.

Especie Lecturas Acumulativas Grupo Funcional

Raoultella ornithinolytica 2,993 Bacterias Solubilizadoras de
Fosforo

Gemmatimonas phototrophica 1,803 Bacterias celuloliticas

Stenotrophomonas pavanii 1,782 Bacterias Fijadoras de Nitrogeno

Raoultella terrigena 1,451 Bacterias Solubilizadoras de
Fosforo

Rhodanobacter caeni 1,390 Poblacion Total de Bacterias

Dokdonensis de Lysobacter 1,173 Bacterias Fijadoras de Nitrégeno

Stenotrophomonas 1,089 Bacterias Fijadoras de Nitrégeno

maltophilia

Legionella tunisiensis 816 Poblacion Total de Bacterias

Rhodanobacter spathiphylli 682 Poblacion Total de Bacterias

Gemmatimonas aurantiaca 646 Bacterias celuloliticas

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), 2021.

Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en la (Tabla 5), las especies Raoultella ornithinolytica y Gemmatimonas

phototrophica son las de mayor prevalencia con lecturas acumulativas de 2,993 y 1,803

respectivamente; podemos decir que el género Roaultella ornithinilytica pertenece al grupo

funcional bacterias solubilizadoras de fésforo, seguido de las especies Rhodanobacter caeni,

Legionella tunisiensis y Rhodanobacter spathiphylli son parte del grupo de poblacion total de

hongos, esto coincide con lo expuesto por (Calvo Vélez et al., 2008c) que nos menciona que el

componente microbiano del suelo es importante para la salud de los ecosistemas y tambien sirve

de proteccion a la planta frente al ataque de patogenos.
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16.2. Determinacion de Grupos Funcionales.
La interpretacion de los resultados se los realizo de acuerdo a los datos obtenidos por el conteo de

colonias mediante el Contador de colonias en UFC*gr y del conteo de conidios mediante el uso de

la Camara de Neubauer en conidios*gr. A continuacion, se realiza la descripcion de las Figuras de
barras.

16.3. Concentracion de colonias*gr y UFC*gr de las muestras obtenidas de suelo y
raiz.

Grafico 1. Concentracion de colonias*gr™ de Poblacion Total de Bacterias.

Concentracion de colonias en Poblacion Total de
Bacterias
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Grafico 1), encontramos 1,02*107 colonias*gr* en suelo y 1,05*10’
colonias*gr en raiz, lo que nos permite determinar que las bacterias predominan mucho mas en

las muestras de la raiz que en las muestras de suelo.

La muestra de raiz tuvo mayores presencia, en el Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30)
y (Calvo Vélez et al.,, 2008c) nos menciona que en suelos con un pH de 5.6, existen los
microorganismos mas beneficiosos para los cultivos, ademas la abundancia de bacterias en la
rizosfera en comparacion con otros microorganismos puede deberse a su rapido crecimiento y

capacidad para utilizar una amplia gama de sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno. La
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cantidad de bacterias que se encontraran depende de muchos factores como: la temporada, el tipo

de suelo, la vegetacion, el nivel de humedad, el tipo de labranza y fertilizacién.

Grafico 2. Concentracion de UFC*gr de Poblacion Total de Bacterias.

Concentracion de UFC en Poblacion Total de Bacterias
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Gréfico 2), encontramos 2,30*10'? UFC*gr? en suelo y 3,06*10%
UFC*gr? en raiz, lo que nos permite determinar que ambas muestras tienen gran presencia de

microorganismos, siendo la muestra de raiz la de mayor presencia.

La microbiota total juega un papel fundamental en la nutricion de la planta y en su defensa frente
a enfermedades con una gran variedad de microorganismos, el Analisis Microelemental del INIAP
(Anexo 30), se observa elementos necesarios para el desarrollo de microbiota total en los medios
de cultivo se presentd de forma favorables debido a las condiciones que se presentaron en el
laboratorio, con lo que expresa (De TomateRodriguez Limach & Julia, n.d.) y nos dice que la
poblacion microbiana en la rizosfera es considerablemente mayor que la de los suelos sin raices y

es fisioldgicamente mas activa, es decir, las poblaciones microbianas son mayores en la rizosfera.
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Grafico 3. Concentracion de colonias*gr? de Poblacion Total de Hongos.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Grafico 3), encontramos 2,16*10° colonias*gr? en suelo y 1,02*10’
colonias*gr? en raiz, lo que nos permite determinar que existe gran cantidad de hongos en las

muestras de raiz asociados a la rizosfera de la papa.

Segun (Pacasa et al., 2017) menciona que la mayor abundancia de hongos se encuentra en las capas
superficiales del suelo, pero (Auxiliadora et al., 2009) en un su experimento que realizo menciona
que aunque existe una alta poblacion microbial que se concentra en la rizosfera. ElI Analisis
Microelemental del INIAP (Anexo 30), nos muestra un pH de 5.88 en el cual se desarrollaron los
hongos, esto corrobora con lo expuesto por (Pereira et al., 2007) donde nos dice que pH entre 4,8
y 7,8 tiene efecto significativo sobre el desarrollo de los mismos.
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Grafico 4. Concentracion de UFC*gr de Poblacion Total de Hongos.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Gréafico 4), encontramos 2,07*10%2 UFC*grtensueloy 9,72*10" UFC*gr
Len raiz, lo nos permite determinar que la muestra de suelo tiene mayor abundancia de hongos en

la muestra de suelo.

La presencia de hongos resulto mas favorables en la muestra de suelo, debido a que se present6 en
mayor cantidad en la cantidad de conidios, lo que indica que ain en ausencia de un suelo con pH
de 5.88, este grupo funcional puede desarrollarse, ya que necesita varios nutrientes en el suelo,
como es el caso del Ca. En el Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), el calcio tiene un
valor alto lo que lo que se puede corroborar con lo expresado con (Higuera, 2019) y nos dice que
los hongos metabolizan compuestos muy dificiles de degradar, ademés producen enzimas y
metabolitos que contribuyen al ablandamiento y a la transformacion de sustancias organicas y su

distribucion en el suelo estd determinada por la disponibilidad de carbono organico.
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Grafico 5. Concentracion de colonias*gr? de Bacterias Solubilizadoras de Fdsforo.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Grafico 5), encontramos 1,87*10" colonias*gr? en suelo y 1,33*10’
colonias*gr! en raiz, lo que nos permite determinar que existe presencia de bacterias

solubilizadoras de fésforo en la muestra de suelo.

Segun (Chan-Cupul et al., 2018) menciona que uno de los macronutrientes que las plantas
requieren para su adecuado desarrollo y crecimiento, ademas la disponibilidad de P para las plantas
estd relacionada con su concentracion en la disolucion de suelo, lo que en el Analisis
Microelemental del INIAP (Anexo 30), se detectd un pH de 5.88 que hace referencia a la muestra
obtenida y que el fosforo tiene mas representacion y un valor alto que hace que las bacterias
solubilizadoras de fosforo puedan ser observadas con mayor visibilidad.

Los valores de UFC por gramo de suelo son superiores, (M. Torres & Lizarazo, 2006) quien
menciona que las bacterias solubilizadoras de fosforo existen efectivamente como parte de la
microflora nativa de los suelos y sus niveles poblacionales fluctian entre 1,7 y 1,58 colonias*gr*

de suelo y de raiz.
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Grafico 6. Concentracion de UFC*gr-1 de Bacterias Solubilizadoras de Fosforo.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Grafico 6), encontramos 5,61*10? UFC*gr! en suelo y 1,08*10%?
UFC*gr-1 en suelo, lo que nos permite determinar que existe mayor presencia de fosforo en la

muestra de proveniente del suelo.

El desarrollo de bacterias solubilizadoras de fosforo en el medio de cultivo especifico, tuvieron
mas presencia en la muestra de suelo debido a que segun (SMART, 2020) nos dice que los tipos
de compuestos de fésforo que existen en el suelo son principalmente determinados por el pH del
suelo y por el tipo y la cantidad de los minerales en el suelo, ademas de que el rango de pH 6ptimo
para la disponibilidad maxima del fésforo es de 6.0-7.0. Lo que podemos observar que en el
Andlisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), nos muestra un porcentaje de fésforo en una
cantidad alta, y también que el pH encontrado es de 5.88, es decir, que a pesar de encontrar un pH

bajo son capaces de desarrollarse.
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Grafico 7. Concentracion de colonias*gr?* de Bacterias Celuloliticas.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Gréafico 7), encontramos resultados de 7,18*10° colonias*gr? en suelo y
9,16*10° colonias*gr? en raiz, lo que nos permite determinar que en ambas muestras existe

presencia de bacterias celuloliticas.

Las bacterias celuliticas tienen la capacidad de la degradacion de la celulosa en los residuos solidos
organicos, segun (Andrea Viteri Florez & Arturo Castillo Guerra Silvio Edgar Viteri Rosero, 2016)
menciona que debido a que gran parte de la vegetacion que pasa a formar parte del suelo es
celulosa, la descomposicion de este carbohidrato tiene una importancia muy especial, de ahi los
microorganismos del suelo que catabolizan la hidrélisis del material vegetal. Lo que nos permite
concluir que tanto en la muestra de suelo y raiz estas bacterias estan presentes debido a que el
suelo contiene una materia orgénica lo que hace posible el desarrollo de estas bacterias y

corroborando con el Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30).
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Grafico 8. Concentracion de UFC*gr! de Bacterias Celuloliticas.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Grafico 8), encontramos resultados de 4,20*10* UFC*gr'en suelo y
7,48*10" UFC*gr!en raiz, lo que se puede determinar que existe mayor presencia de bacterias

celuloliticas en la muestra proveniente del suelo.

Estas bacterias tienen la habilidad de producir celulasas, enzimas que pueden hidrolizar la celulosa,
(Herrera, 2015) menciona que los microorganismos celuloliticos colonizan una gran variedad de
ambiente con mayor capacidad provenientes del suelo, ademés estos producen una variedad de
modulos enzimaticos que acttan sinérgicamente sobre la celulosa. Algunos nutrientes no se los
puede encontrar en el Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), debido a que no existen

muchos reportes sobre la regulacion de la produccion de celulasas.
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Grafico 9. Concentracion de colonias*gr de Actinomicetes.
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Elaborado por: Chiquimba, 2021.

Como se observa en el (Grafico 9), encontramos resultados de 2,35*10" colonias*gr™ en suelo y
2,49*107 colonias*gr™ en raiz, lo que nos permite determinar que existe mayor presencia cantidad
de actinomicetes asociados a la rizosfera de la papa en la muestra de raiz.

Esto nos permite concluir que los actinomicetos pueden desarrollarse en ambientes con pH &cidos
y alcalinos teniendo en cuenta que esto sirve de fuente para el desarrollo de actinomicetos; lo que
corrobora a lo expuesto por (Guevara et al., 2017), menciona que el habitat de los actinomicetos
es variado, desde ambientes terrestres, también menciona que la temperatura dptima para su
crecimiento y reproduccion es de 20 °C a 42 °C y con pH 6ptimo cerca de 5.5. En donde en el
Anélisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), nos muestra un pH de 5.88, para lo cual los

actinomicetes se desarrollaron normalmente.
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Gréfico 10. Concentracion de UFC*gr! de Actinomicetes.
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Como se observa en el (Gréfico 10), encontramos resultados de 5,35*10' UFC*gr en suelo y
2,47*10%? UFC*gr! en raiz, lo que nos permite determinar que existe gran cantidad de

actinomicetes asociados a la rizosfera de la papa.

El desarrollo de actinomicetes en el medio de cultivo especifico nos dice que la poblacién es de
gran interés para determinar la calidad del suelo, porque su presencia demuestra que el suelo es
sano y que mantiene los niveles de nutrientes elevados para ser productivo corroborando tambien
con el Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30). Segun (Franco-Correa, 2010), menciona
que los actinomicetos existen en abundancia en el suelo y que la capacidad de dichos
microorganismos para colonizar preferencialmente las interfases suelo-raiz, donde mantienen
poblaciones de individuos. Ademas, también menciona que, aunque hay numerosos estudios
referentes a las interacciones de actinomicetos se conocen escasamente, por lo que se requieren
investigaciones que permitan la confirmacion experimental adicional sobre actividades y

mecanismos relacionados.
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Gréfico 11. Concentracion de colonias*gr? de Bacterias Fijadoras de Nitrdgeno.
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Como se observa en el (Grafico 11), encontramos resultados de 4,98*108 colonias*gren suelo y
4,24*10* colonias*gr™ en raiz, lo que nos permite determinar que existe mayor presencia de

bacterias fijadoras de nitrogeno en las muestras de suelo.

Segun (Ideagro, 2011) menciona que las bacterias fijadoras de nitrdgeno de los géneros utilizan
con mayor frecuencia como fertilizantes organicos en la agricultura, por lo que los mecanismos de
accion de estas bacterias son diversos. Ademas, también nos dice que el nitrdgeno fijado en el
suelo por las bacterias se encuentra disponible directamente justo en el lugar donde es requerido.
Lo que corrobora con la muestra del Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), donde nos
presenta un contenido de nitrogeno medio el cual hace posible que estas bacterias estén mas

presentes en el suelo.
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Gréfico 12. Concentracion de UFC*gr! de Bacterias Fijadoras de Nitrégeno.
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Como se observa en el (Gréafico 12), encontramos resultados de 3,92*10* UFC*gr? en suelo y
5,34*10' UFC*gren raiz, lo que nos permite determinar que contienen mayor presencia de

bacterias fijadoras de nitrogeno en la muestra de raiz.

En este grupo funcional se presentd con mayor incidencia de bacterias fijadoras de nitrégeno en la
muestra que representa a la raiz, ya que segun (Ideagro, 2011) menciona que estas bacterias estan
mas presentes en la raiz que en el suelo debido a que en el suelo se encuentran bacterias moviles
que son atraidas hacia la raiz por compuestos que ésta libera. Lo que corrobora con el Analisis
Microelemental del INIAP (Anexo 30), tiene un porcentaje medio de nitrégeno lo que hace posible
que estas bacterias se desarrollen gracias a la interaccion que existe entre las bacterias moviles con

la rizosfera.
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Gréfico 13. Concentracion de colonias*gr™ de Pseudomonas.
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Como se observa en el (Gréafico 13), encontramos resultados de 3,75*107 colonias*grten suelo y
1,76*10" colonias*gr en raiz, lo que nos permite determinar que existe mayor presencia de

pseudomonas en las muestras de suelo.

Segun (Reuter, 2015) menciona que las Pseudomonas se encuentran tipicamente en las plantas y
en el suelo, donde actan como actores clave en eventos cruciales para el medio ambiente, ademas
producen un aumento en la disponibilidad de fosforo y nitrogeno en forma asimilable para la planta
debido a la actividad vegetativa. Lo que se puede corroborar con el Analisis Microelemental del
INIAP (Anexo 30), que se puede encontrar N y P que quiere decir que la muestra de suelo es
adaptable para que se puedan desarrollar las pseudomonas.
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Grafico 14. Concentracion de UFC*gr de Pseudomonas.
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Como se observa en el (Gréfico 14), encontramos resultados de 4,70*10* UFC*gr en suelo y
5,25%10" UFC*gr? en raiz, lo que nos permite determinar que existe mayor presencia de

pseudomonas en la muestra de la raiz.

Las pseudomonas se presenté en mayor cantidad de conidios*gr* en la raiz, lo que segn con lo
expuesto por segin (Pérez Alvarez et al., 2015), menciona que las pseudomonas se encuentran
presentes en el suelo y en el agua lo que corrobora con el Andlisis Microelemental de INIAP
(Anexo 30), ademés se puede observar que existe mayor presencia en la raiz y esto es debido a
que las Pseudomonas presentan una gran capacidad para utilizar diversidad de nutrientes, razon

por la que se explica su ubicuidad.
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16.4. Promedio general de colonias encontrados en los siete Grupos Funcionales.
Gréfico 15. Promedio general de Colonias.
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Como se observa en el (Grafico 15), encontramos 3,75*10 colonias*gr® en suelo de
pseudomonas en el séptimo grupo funcional, 2,49*10" colonias*gr™ en raiz de actinomicetes en el
quinto grupo funcional y 1,87*10 colonias*gr en suelo de bacterias solubilizadoras de fosforo
en el tercer grupo funcional, lo que nos permite determinar que los grupos funcionales mas

representativo son las Pseudomonas y Actinomicetes.

Ademas de su capacidad Unica para degradar una gran variedad de compuestos organicos, (Reuter,
2015) menciona que las Pseudomonas también son conocidas por su mayor tolerancia a las
condiciones ambientales desfavorables para el crecimiento de muchas otras bacterias y crecen

Optimamente bajo condiciones aerobias y de pH neutro.

Segun (Bogota, 2010) nos menciona que los actinomicetes se pueden encontrar en superficies

rocosas y en suelos rizosféricos, ricos en humus, basura y estiércol, sedimentos marinos. La
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mayoria de las especies son heterotrofas y crecen en un rango de temperatura entre 25 ° Cy 30 °
C y no son muy tolerantes a la acidez, por lo que requieren un pH neutro para un Optimo
crecimiento, aunque crecen en un rango de pH entre 5.0 y 9.0, lo que se puede verificar en el
Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), que nos dice que la muestra de suelo tiene un pH
de 5,88, lo que nos permite determinar que ese suelo es apto para el desarrollo de estos

microorganismaos.

Segun (C. Torres & Reyes, 2014), menciona que en la mayoria de los suelos, el P constituye el
50% -70% del P total, aunque puede variar entre el 10% y el 90%, segun el tipo de suelo, lo que
se puede verificar en el Analisis Microelemental del INIAP (Anexo 30), que nos muestra que tiene

un porcentaje de alto de fosforo y que este tipo de suelo puede desarrollar este tipo de bacterias.

Como podemos observar en el (Gréafico 15) en los grupos funcionales y colonias en la rizosfera
de la papa a 3800 msnm, existe la presencia de todos los grupos funcionales investigados, siendo
los que mayor nimero de colonias presenta en suelo, los actinomicetes, pseudomonas y
solubilizadoresde fosforo, esto es diferente a lo obtenido en la investigacion de (Ortiz, 2021) donde
los mismos grupos en suelo a 3400 msnm, presentaron mayor numero de colonias. En la muestra
de raiz se encontr6 todos los grupos estudiados, siendo los mas representativos los actinomicetes
y pseudomonas, los datos obtenidos difieren con la investigacion de (Ortiz, 2021) donde los

mismos presentan mayor nimero de colonias y UFC*gr* de suelo.
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16.5. Promedio general de UFC encontrados en los siete Grupos Funcionales.

Gréfico 16. Promedio general de UFC.
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Como se observa en el (Gréfico 16), encontramos 5,61*10'2 conidios*gr! en suelo de bacterias
solubilizadoras de fésforo en el tercer grupo funcional, 5,33*10%? conidios*gr? en suelo de
actinomicetes en el quinto grupo funcional y 4,70*10* conidios*gr? en suelo de pseudomonas en
el séptimo grupo funcional, esto quiere decir que existe una gran presencia de estos
microrganismos. A su vez el séptimo grupo funcional 5,25*10'2 conidios*gr? en raiz de

pseudomonas también se encontrd presencias de los mismo.

El desarrollo de bacterias solubilizadoras de fésforo en los medios de cultivo se present6 favorable
en las condiciones en las cuales fueron expuestos en el laboratorio ya que las muestras fueron
tomadas del suelo cercano a la rizosfera la cual tiene mayor presencia de microorganismos como
se muestra en el Anélisis Microelemental del INIAP (Anexo 30) y lo expresado por (Sanclemente
& Patifo, 2014) que nos dicen que es uno de los nutrientes necesarios para los cultivos ya que el
98% de los suelos tiene una inadecuada presencia de P, ya que esta condicién induce deficiencias

en distintos grados de severidad.
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La presencia de actinomicetes nos indica que existe una gran cantidad de estos microorganismos,
asi como expresa el (Area de Edafologia y Quimica Agricola, 2021) donde nos dice que los
actinomicetes son numerosos y estan distribuidos no solamente en el suelo, sino que también estan
contenido en abonos ya que generalmente prefieren los medios alcalino, esto nos quiere decir que
a pesar de que le medio de cultivo fue realizado a un pH de 7.1 estos microorganismos pueden
desarrollarse sin ningin problema debido a que contienen los nutrientes necesarios en el suelo para

su respectivo desarrollo.

La presencia de pseudomonas tanto en muestras de suelo como en raiz, nos indica que el cultivo
se desarroll6 de una buena manera, asi lo expresa (Nieto, 2016) que nos dice que las Pseudomonas
acttan de una doble manera, la primera promueven el crecimiento vegetal y la segunda suprimen
a los microorganismos patdgenos. Ademas, la supresion de enfermedades parece estar relacionadas
con la secrecidn de metabolitos antimicrobianos, la competencia por el hierro y la mayor facilidad

para colonizar la rizosfera.

Como podemos observar en el (Grafico 16) en los grupos funcionales y colonias en la rizosfera
de la papa a 3800 msnm, existe la presencia de todos los grupos funcionales investigados, siendo
los que mayor nimero de UFC presenta en suelo son las bacterias solubilizadoras de fosforo,
actinomicetes y pseudomonas, en donde esto es diferente a lo obtenido en la investigacion de
(Ortiz, 2021) donde los mismos grupos en suelo a 3400 msnm, presentaron un menor niamero de
colonias. En la muestra de raiz se encontrd todos los grupos estudiados, siendo los mas
representativos las pseudomonas y poblacion total de bacterias, donde los datos obtenidos difieren
con la investigacion de (Ortiz, 2021) donde los mismos presentan mayor nimero de UFC*gr de

suelo.
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17. CONCLUSIONES

>

En el piso altitudinal de 3800 msnm en el cultivo de papa var. Leona Blanca se identifico
como las familias mas representativas Enterobacteriaceae con 75,596 lecturas

acumulativas, seguia de la familia Xanthomonadaceae con 7,042 lecturas acumulativas.

Los género mas representativos son Raoultella y Rhodanobacter con 4,468 y 3,146 lecturas

acumulativas respectivamente.

Las especies mas representativas son Raoultella ornithinolytica con 4,09 lecturas
acumulativas, seguida de Gemmatimonas phototrophica con 1,803 lecturas acumulativas.

Los grupos funcionales de mayor presencia en la risosfera asociada al cultivo de la papa
antes descritos fueron bacterias solubilizadoras de foforo con 5,61*10* UFC*gr* seguido
de actinomicetes con 5,33*10*2 UFC*gr'y pseudomonas con 4,70*10'? UFC*gr.

Se deternimo que los grupos funcionales de mayor presencia estan dentro de las familias

con mayor lecturas acumulativas.
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18. RECOMENDACIONES

> Se recomienda realizar la misma metodologia de investigacion en pisos altitudinales
bajos de 2500 — 3000 y asi tener una vision general de todos estos parametros en toda

la comunidad productiva de la papa.

> Se recomienda identificar consorcios bacterianos en el area foliar del cultivo de papa,

para determinar las relaciones entre estos componentes.
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20. ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo especifico para Poblacion Toral de Bacterias.

e Ph

GRUPO FUNCIONAL Y MEDIO DOSIS
UTILIZADO
POBLACION TOTAL DE BACTERIAS
AGAR NUTRITIVO
e Agua destilada e 1000 ml
e Agar nutritivo e 209/l
e« 7.0

PROCEDIMIENTO:

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

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

Anexo 2. Medio de cultivo especifico para Poblacion Total de Hongos.

« POBLACION TOTAL DE HONGOS

e AGAR ROSA DE BENGALA

. D — Glucosa
. Peptona micoldgica
. Fosfato monopotasico

. Sulfato de magnesio hidratado

e 109/
e 59¢l/
e 14l
e 059
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. Rosa de bengala e 0.035¢/l
. Estreptomicina e 30 mg/l

. Agar o 159/

. Agua destilada e 1000 ml
. pH e 55

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, estabilizadndolo en 5.5 con
el uso de &cido clorhidrico diluido o hidroxido 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 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.

Anexo 3. Medio de cultivo especifico para Bacterias Solubilizadoras de Fosforo.

o BACTERIAS SOLUBILIZADORAS
DE FOSFORO
o« AGAR RAMOS CALLAO
. Extracto de levadura e 29l
. Glucosa e 209/
. Fosfato tricalcico o« 29l
. Agua destilada e 1000 ml
. Agar o« 22¢/
. pH o 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
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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.

Anexo 4. Medio de cultivo especifico para Bacterias Celuloliticas.

BACTERIAS CELULOLITICAS
AGAR EXTRACTO DE SUELO

. Fosfato dibasico de potasio (POsHK?) « 050/
. Nitrato de amonio (NOsNH.) e 0.15¢/
. Carboximetilcelulosa e 1.25¢/
. Agar e 209/l

. Extracto de suelo e 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 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 lo obtiene mediante la recoleccion de tierra de jardin rica en humus. Se
limpia la hojarasca o impurezas de la superficie, se toma aproximadamente 1 kilogramo de suelo
el mismo que se tamiza a 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 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
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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. El medio se lo esteriliza en la

autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion.

Anexo 5. Medio de cultivo especifico para Actinomicetes.

ACTINOMICETES

AGAR CASEINA

. Almidon soluble « 109¢
. Caseina e 1g
. KH2 PO4 e 05¢g
. Agar « 109
. pH e 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 formulacion final. Se lo lleva a
la agitadora, se estabiliza el pH en 7.0, y se coloca el agar, para luego esterilizar en el autoclave

por 15 minutos a 15 libras de presion.




Anexo 6. Medio de cultivo especifico para Bacterias Fijadoras de Nitrdgeno.

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

WATANABE
. Glucosa
. Manitol 59/l
. Almidén 59/
. Acido mélico 4.54/l
. Agar 354/
. pH 1.75 g/l
. Solucién II 6.8 7.2
. Solucién 1 50 ml
. Bromotimol azul al 1% en etanol 15ml
. Agua destilada 2ml
Aforar a 1000 ml
SOLUCION |
. H3BO3 750 mg/l
. ZnS04. TH0 550 mg/I
. Co0S04. 7TH20 350 mg/l
. CuSO4. 4H20 21.8 mg/l
. MnClz. 4H20 20 mg/I
. Agua destilada 1000 ml
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SOLUCION I

. FeSO4. 7H,0 « 08yl

. MgSOa4. 7TH20 e 40 g/I

. Na;MoOa. 7H20 o 0.1180¢/l

o CaCly. 2H20 e 4gl

. EDTA éacido e 0.80ql

. Solucién | e 4 ml/

. Agua destilada e 1000 mi
SOLUCION I

. KH2PO4 e 409/

. KoHPO4 e 609/

. Agua destilada e 1000 ml

PROCEDIMIENTO:

Para preparar 1000 ml de medio watanabe se mide 500 ml de agua destilada en una botella
con tapa rosca, se coloca la glucosa, el manitol y el &cido malico. El 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 1ll (tomando los
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.
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Se coloca 6 ml en cada tubo y se esteriliza a 15 libras por 15 minutos en el autoclave.
Luego dentro de la camara de flujo se siembran 0.2 ml de la dilucién de la muestra

correspondiente.

Anexo 7. Medio de cultivo especifico para Pseudomonas.

PSEUDOMONAS

B de King

COMPOSICION TEORICA (g/l de agua destilada) EI medio King B se elabora de

acuerdo con la formula tedrica descrita por King, Ward y Raney (1).

Peptona 20

e Agar purificado 12

e K2HPO4 (anhidro) 1,5

e MgSO4. 7 H20 (anhidro)) 1,5

e Solubizan

Elaborado: Chasi, Cruz, Chiquimba, Nasimba & Ortiz, 2021.
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Anexo 8. Analisis Genomico del Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador
(CIBE).

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

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

Sefor

Wilman Paolo Chasi Vizuete
UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
Ciudad.-

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

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

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

Método de andlisis: Secuenciacién en nanoporos con
dispositivo MinlON.
Laboratorio encargado: Fitopatologia y Microbiologia

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

Atentamente, %P O

JUAN Ecunio Supate:

Firmado digitalmente & Poiécnica del Utorgs
MANUEL  potispi g0 de
CEVALLOS  fecha- 20210719 vestigaciones
CEVALLOS #0500 Biotecnolégicas
del Ecuador
Juan Manuel Cevallos, PhD.
Director General
Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador
Escuela Superior Politécnica del Litoral
Adj: Reporte de laboratorio
Ce: Archivo
[ Elaborado por: [ Reina Nolivos Moran
www.espol .edu .ec M espol f @espol W @espol ©) @espoll
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Centro de
Investigaciones Fitopatologia
Biotecnolégicas del Ecuador

Pagina 1 de 6
N° de propuesta: FT-010-2021
FECHA: 4 de julio del 2021
REPORTE DE LABORATORIO
Identificacion del Cliente

Nombre del solicitante: Wilman Paolo Chasi Vizuete
RUC: 0502409725 Empresa: Universidad Técnica de Cotopaxi
Teléfono: 0984203033 e-mail: wilman.chasi@utc.edu.ec
Direccion: Latacunga

Detalles de l1a muestra analizada

Nombre:
- Muestra 1: Suelo cultivo papa, 3800 msnm,
Prov. Cotopaxi. Canton Pujili, Sector Cuturivi. Tipo de muestra: Suelo rizosférico
- Muestra 2: Suelo cultivo papa, 3400 msnm,

Prov. Cotopaxi. Canton Pujili, Sector Cuturivi.

Nimero de muestras: 2 Empaque: Bolsa ziploc plastica

Fecha de recepcion: 14/06/2021 Fecha de pruebas: 21/06/2021 al 04/07/2021

Analisis: Identificacion bacteriana a través de la

secuenciacion del gen 16s.

Asignacion de codigos de barra para la

secuenciacion: Método: Secuenciacion en nanoporos con
- Barcode 01 (A05): ADN obtenido de muestra dispositivo MinION.
de suelo 1.

- Barcode 02 (B05): ADN obtenido de muestra
de suelo 2.

- Barcode 03 (C05): Control negativo (agua)

Flujo de trabajo experimental:

Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WwWw, eSpOI .edu.ec

7/ /////////4/4/44/4//4//4/4//4/4//44/4//44///4/4/4/4444444//2
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Centro de
@ Investigaciones Fitopatologia
Biotecnolégicas del Ecuador

Pagina 2 de 6

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

2. Secuenciacion de librerias 16s en el Min[ON
de Oxford Nanopore y posterior basecalling en
MinKNOW.

3. Analisis de las lecturas resultantes en el flujo

bioinformatico online 16S en EPI2ME.

RESULTADOS
1. Control de calidad e identificacion:
i= Figuras claves
LECTURAS ANALIZADAS RENDIMIENTO TOTAL
187,794 296,2 Mbases
PUNTUACION DE CALIDAD PROMEDIO LONGITUD DE SECUENCIA PROMEDIO

13.26 1 Are

i= Reads per Barcode ID

ID Vv Read Count
barcode0t1 [N 133,534
barcode02 [N 54,260

= Reads per Run ID

d67e6370c6d5f7574bdaf252d9f... 187,794

Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WWWwW, eSpOI .edu.ec

2z p LA/ .44/
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:= Nivel de calidad XPORTACION PNG

PROMEDIO MODO

13,3 13,95

LOW QUALITY |
<7

'
4k A
'
'

Read Count

'
2k :

0 5 10 15
Quality Score

2. Informacion de la poblacién microbiana

Precision

100% [l CLASSIFIED

K Lecturas clasificadas Lecturas sin clasificar promedio
T essne 183,452 342 93%
2.1 Lecturas por coédigo de barra:
IDENTIFICACION

v Recuento de lecturas

codigo de barrasO1 [ 130.534

codigo de barras02 [l 53,260

2.2 Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas de la muestra de suelo 1.

- Se muestran los 12 primeros taxones a nivel de género con una abundancia > 0.5 %:

Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (5693-4) 2269 610 WwWWw.esp OI . ed vu.ec

2z p LA/ .44/
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Centro de
Investigaciones Fitopatologia
Biotecnolégicas del Ecuador
Pagina 4 de 6
. . © Raoultella
©® Lysobacter
°
© Stenotrophomonas
. ° © Rhodanobacter
° o e Legionella
@ ° o © Pseudomonas
° © Bradyrhizobium
°
° © Devosia
root CHENC °
° ° © Reyranella
o ° ° ° © Gemmatimonas
Lineage
() Taxa - Not Classified
@ Taxa - Classified
Tax6 Lecturas
axon
acumuladas
Raoultella 4,468
Rhodanobacter 3,146
Stenotrophomonas 3,014
Gemmatimonas 2,449
Lisobacter 2,409
Legionella 2,047
Bradyrhizobium 962
Devosia 894
Reyranella 687
Mucilaginibacter 677
Pseudomonas 646
Sphingomonas 639
2.3 Arbol de taxonomia del NCBI para las bacterias identificadas de la muestra de suelo 2
- Se muestran los 12 primeros taxones a nivel de género con una abundancia > 0.5 %:

Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WWW, eSpOI . ed v.ec

2z p LA/ .44/
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Pagina § de 6

@ @ o Raoultela

© Stenotrophomonas

ot (EEEE@END @ - o

© Arenimonas

= Lineage ° ° © Legionella

 Taxa - Not Classified

@ Taxa - Classified
Tax6n Lecturas acumuladas
Raoultella 1,949
Arenimonas 1,002
Legionella 497
Stenotrophomonas 412
Lysobacter 232
Bradyrhizobium 225
Pseudomonas 220
Reyranella 214
Citrobacter 150
Gemmatimonas 146
Kilebsiella 120
Ramlibacter 116

3. Exportacion de resultados en formato CSV.

Se ha adjuntado un archivo de Excel con los taxones identificados en contraste con la base de datos de la
NCBI. El archivo contiene una tabla con los descriptores de las guias y la hoja con los taxones segiin los

Guayaquil - Ecuador
Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WWWwW, eSpOI .edu.ec

2z p LA/ .44/



Centro de
Investigaciones Fitopatologia
Biotecnolégicas del Ecuador

Pagina 6 de 6

codigos de barra, 01 y 02.

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

Comentarios:

1. Para la configuracion del analisis 16s en EPI2ME se configuro:

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

- El valor E de BLAST, definida en 0.01.

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

- Numero maximo de hits por secuencia: 3

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

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

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

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

4. El codigo de acceso para la visualizacion de los resultados
NOTA: El enlace puede borrarse en 10 dias. Por favor bajar toda la informacion antes de esta fecha.

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

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

: ﬁé"“ Firmado digitalmente
425 por BYRON JESUS
[ DIAZ CARDENAS
Ing. Byron Diaz Cardenas
Técnico de investigacion [
E-mail: byjediaz@espol.edu.ec

Guayaquil - Ecuador

Campus Gustavo Galindo Velasco - Km. 30.5 Via Perimetral - Pbx: (593-4) 2269 610 WWW.eSpOI .ed v.ec
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Anexo 9. Recoleccion de muestras de la rizosfera de la papa
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Anexo 11. Preparacion de los medios de cultivo especificos para cada grupo funcionales.
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Anexo 14. Verificacién de apariciéon de hongos y bacterias.
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Anexo 15. Conteo de colonia 'y co
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Anexo 16. Conteo de conidios, Grupo Funcional Poblacion Total de Hongos (SUELO).

R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO
N° COLONIAS| 13
Cuadrante 1 24 27 37 30 23 35 123 89 71 67 53 60 68 46 32 56 50 11 27 29 958 485
Cuadrante 2 110 49 52 53 37 15 70 50 35 45 64 47 17 63 32 37 47 77 52 29 981
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 35
Cuadrante 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 2 1 1 0 0 0 0 2 12 14
Cuadrante 2 2 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 6 0 0 0 0 25 0 4 2 44 '
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 12
Cuadrante 1 8 4 2 7 6 20 15 4 0 3 6 7 9 2 4 1 5 12 11 10 136 63
Cuadrante 2 0 2 16 10 7 1 4 8 6 10 12 5 9 7 2 1 4 5 3 3 115 '
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 30
Cuadrante 1 8 9 6 12 1 7 12 6 9 5 6 7 12 7 5 17 2 0 6 2 139 66
Cuadrante 2 0 1 12 6 3 1 3 3 8 6 1 1 11 2 7 10 21 18 6 124 '
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 18
Cuadrante 1 1 0 1 3 4 2 0 0 3 1 0 1 2 4 2 3 1 0 0 2 30 19
Cuadrante 2 4 2 1 0 6 1 1 2 4 2 2 1 7 1 0 3 4 0 1 2 44 '
Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio
Anexo 17. Conteo de conidios, Grupo Funcional Poblacion Total de Hongos (RAIZ).
R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO
N° COLONIAS| 14
Cuadrante 1 0 0 0 1 2 1 11 3 1 1 1 0 0 7 1 3 3 4 1 0 40 35
Cuadrante 2 0 1 0 0 3 3 0 9 5 6 15 0 4 2 8 0 2 0 0 2 60 '
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 62
Cuadrante 1 0 0 4 2 3 3 7 5 1 6 1 3 9 4 3 3 8 14 2 3 81 12,08
Cuadrante 2 10 16 28 11 13 11 12 16 28 19 20 26 18 17 21 28 24 35 28 21 402
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 |15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 135
Cuadrante 1 0 2 1 0 2 2 1 0 1 1 3 8 29 3 2 18 13 2 17 15 120 69
Cuadrante 2 27 11 14 15 21 26 5 2 5 9 2 3 8 0 2 1 0 1 4 1 157 '
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 194
Cuadrante 1 14 4 0 17 11 3 2 6 3 1 2 5 4 3 4 5 4 3 2 0 93 a6
Cuadrante 2 13 11 0 5 9 2 11 4 5 2 4 1 2 2 1 5 3 8 3 1 92 ’
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 |15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 104
Cuadrante 1 2 0 1 5 10 3 1 12 3 1 3 3 8 6 4 1 2 13 0 2 80 23
Cuadrante 2 8 9 4 5 2 2 27 7 7 1 2 0 1 4 2 0 0 4 2 3 90 '

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio




Anexo 18. Conteo de conidios, Grupo Funcional Actinomicetes (SUELO).
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R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA PROMEDIO

N° COLONIAS| 97

Cuadrante 1 20 21 11 10 18 28 32 26 27 25 28 30 27 13 32 19 24 28 35 28 482

Cuadrante 2 37 36 52 45 34 37 59 75 67 30 48 52 99 62 70 48 62 70 38 46 1067 38,7
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 170

Cuadrante 1 8 4 4 9 6 12 25 9 21 18 7 13 24 3 17 30 17 31 11 27 296

Cuadrante 2 42 28 22 33 52 30 28 42 25 15 26 49 52 60 37 33 57 35 47 757 26,3
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12 | 13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 161

Cuadrante 1 12 17 23 26 14 15 20 16 23 22 17 18 12 25 30 26 24 28 21 21 410

Cuadrante 2 22 20 52 14 64 34 53 34 19 52 46 25 21 59 47 32 56 48 52 64 814 30,6
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 332

Cuadrante 1 10 18 33 42 37 49 37 22 25 28 12 32 15 18 22 24 32 12 27 30 525

Cuadrante 2 15 32 28 12 42 52 36 62 53 42 53 60 78 63 55 38 43 52 47 34 897 35,6
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 417

Cuadrante 1 36 28 24 36 28 20 13 31 24 27 36 16 20 24 10 19 11 29 16 15 463

Cuadrante 2 31 42 30 48 53 62 47 54 59 75 42 54 49 57 60 28 33 52 39 32 947 353

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio

Anexo 19. Conteo de conidios, Grupo Funcional Actinomicetes (RAIZ).

R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11|12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA PROMEDIO

N° COLONIAS| 78

Cuadrante 1 1 6 9 0 3 2 4 4 1 1 0 7 16 11 1 1 0 0 7 1 75

Cuadrante 2 17 18 7 8 6 7 30 21 47 15 32 28 36 29 36 3 12 23 1 17 393 11,7
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11|12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 305

Cuadrante 1 0 2 8 19 6 7 2 5 13 0 8 7 12 4 1 2 5 1 16 0 118

Cuadrante 2 8 12 18 9 12 13 25 18 30 33 28 22 27 31 30 8 6 14 3 14 361 12,0
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11|12 | 13 | 14 |15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 359

Cuadrante 1 21 4 25 5 14 16 1 30 17 1 9 10 26 10 5 6 8 14 8 9 239

Cuadrante 2 19 16 16 5 23 4 36 20 26 27 32 18 36 32 38 7 19 31 4 23 432 16,8
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 271

Cuadrante 1 17 10 5 13 8 13 7 17 16 6 7 28 24 15 12 10 16 16 6 9 255

Cuadrante 2 29 30 18 11 28 9 22 25 24 17 24 15 26 37 41 10 14 25 11 21 437 17,3
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11|12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 234

Cuadrante 1 22 11 13 12 24 16 6 7 18 6 10 19 25 19 24 10 8 13 14 23 300

Cuadrante 2 26 22 12 14 25 14 24 27 31 26 27 27 34 35 38 14 20 26 16 23 481 19,5

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio
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Anexo 20. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Solubilizadoras de Fésforo
(SUELO).

R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 | 14|15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO

N° COLONIAS| 194

Cuadrante 1 36| 14 67 21| 10| 23] 20| 22| 16| 18 22| 76 6| 17| 13| 20| 30| 11| 38 21 501

Cuadrante 2 16) 21 40 8 11| 21| 16| 10| 18] 13| 20| 37| 21| 28] 18] 22| 11| 30| 12| 22 39 22,4
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 | 13 | 14 |15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 202

Cuadrante 1 14) 200 28] 19| 30/ 33 22| 26 40| 22| 15| 21) 23 5| 11] 21] 19| 14| 30| 12 425

Cuadrante 2 16) 27) 22| 28] 14 21) 27| 17| 18 6| 20/ 17| 16| 29| 25| 20| 18 23] 22| 15 401 20,7
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11 |12 13| 14|15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 273

Cuadrante 1 41 38 48| 45| 40| 61 87| 51| 24| 36| 64| 78] 25| 47| 36| 8| 96 60 71| 67 1101

Cuadrante 2 300 37| 69| 72| 57| 23] 44] 37| 87 58 68 72| 61 75| 87| 59| 77 8| 85| 78 1256 58,9
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 | 14|15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 98

Cuadrante 1 100 15| 25| 20| 19| 31) 37 40| 36| 61| 47| 62| 39 56| 67| 38 27| 48 37| 35 750

Cuadrante 2 66| 50 47| 52| 31| 42| 58 32| 54 27| 58 61 39 42| 60| 73] 67 31 11| 30 931 42,0
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 1112 13| 14|15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 170

Cuadrante 1 25| 32| 20| 25 9| 18 23] 17| 10| 20| 13| 17| 32 27| 37| 30| 47 39| 36 50 527

Cuadrante 2 32| 36 27| 30 35 38 35 40| 28 20 26/ 35 33 25 20 30 42 52| 77 69 730 31,4

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio

Anexo 21. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Solubilizadoras de Fésforo
(RAILZ).

R1 1 2 3 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 16 |17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO

N° COLONIAS| 275

Cuadrante 1 3 4 3 2 2 1 3 2 4 2 5 3 5 1 3 3 1 5 4 5 61

Cuadrante 2 3 3 1 3 4 4 3 3 7 4 1 3 5 3 3 8 6 2 0 3 84 36
R2 1 2 3 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 16 |17 | 18 | 19| 20

N° COLONIAS| 163

Cuadrante 1 2 0 2 3 4 1 0 1 5 2 3 3 2 1 4 7 1 4 7 4 56

Cuadrante 2 5 0 4 4 2 1 3 0 5 0 8 10 4 2 0 5 9 1 2 2 67 3,1
R3 1 2 3 8 9 |10 11|12 |13 |14 |15 |16 |17 | 18| 19| 20

N° COLONIAS| 64

Cuadrante 1 6 2 8 0 4 3 4 2 5 12| 11 5 1 2 3 5 2 4 4 6 89

Cuadrante 2 16 9 6 15 9 4 5 5 9 8 11| 12 8 1 2 7 5 4 1 2 139 5,7
R4 1 2 3 8 9 |10 11|12 |13 |14 |15 16 |17 |18 | 19| 20

N° COLONIAS| 75

Cuadrante 1 8 2 6 3 4 32| 18] 17| 21| 30| 13| 27| 26/ 16| 15 1 1 2 3 8 253

Cuadrante 2 8 7 7 12 9 of 11| 12| 11 7| 12 9 12 of 10 11| 11| 10| 12 9 189 11,1
RS 1 2 3 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 16 |17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 90

Cuadrante 1 5 7 8 10 9 5| 13 10 8 8 11| 19 7 7 6 7 7|10 6 10 173

Cuadrante 2 7 12 10 71 13] 12] 1 8 12 13 14 10] 10 11 8 13] 18] 17| 15[ 12 233 10,2

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio




Anexo 22. Conteo de conidios, Grupo Funcional Pseudomonas (SUELO).
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R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20 SUMA PROMEDIO

N° COLONIAS| 625

Cuadrante 1 3 2 4 2 3 0 10 6 0 3 4 14 [ 2 7 6 4 2 0 2 80

Cuadrante 2 1 5 5] 3 1 5 2 7 2 7 5 9 7 5 5 5] 14 4 8 5 107 4,7
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20

N° COLONIAS| 547

Cuadrante 1 18 21 27 23 30 47 38 52 49 39 36 57 27 63 51 33 36 26 54 37 764

Cuadrante 2 60 43 50 67 a7 70 37 a1 67 86 72 85 79 87 57 63 89 78 81 99 1363 53,2
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 (13 | 14 |15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 259

Cuadrante 1 28 45 37 33 37 28 a7 36 41 52 75 67 72 65 38 50 62 75 63 57 1008

Cuadrante 2 45 62 27 56 60 57 62 70 57 70 67 75 86 a7 67 84 78 72 86 45 1323 58,3
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20

N° COLONIAS| 239

Cuadrante 1 1 0 1 2 3 3 2 0 1 1 1 2 0 0 0 0 0 3 0 1 21

Cuadrante 2 10 7 8 3 4 3 13 7 3 1 2 1 1 1 1 0 0 2 0 0 67 2,2
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20

N° COLONIAS| 205

Cuadrante 1 11 26 17 8 14 16 12 25 19 21 30 26 28 32 21 18 28 27 33 34 446

Cuadrante 2 32 a4 50 25 30 24 18 28 30 26 25 30 36 32 40 36 46 50 57 33 692 28,5

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio

Anexo 23. Conteo de conidios, Grupo Funcional Pseudomonas (RAIZ).

R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20 SUMA PROMEDIO

N° COLONIAS| 104

Cuadrante 1 35 27 14 20 16 12 27 15 18 14 24 18 29 28 19 26 12 24 15 21 414

Cuadrante 2 8 35 17 11 18 23 22 57 68 30 76 46 31 82 25 29 87 36 42 62 805 30,5
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N® COLONIAS| 93

Cuadrante 1 13 32 16 11 22 26 18 8 13 17 8 15 16 18 7 11 10 24 30 36 351

Cuadrante 2 6 24 13 8 16 18 23 28 31 9 23 30 a3 67 14 18 35 19 32 48 505 21,4
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 289

Cuadrante 1 7 4 1 14 8 25 21 2 14 12 2 7 12 5 12 5 10 15 68 21 265

Cuadrante 2 3 13 0 3 2 9 9 36 27 7 4 19 8 5] 4 8 30 42 25 17 272 13,4
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20

N° COLONIAS| 111

Cuadrante 1 50 77 07 75 83 66 87 54 84 37 48 52 62 75 69 86 48 50 67 58 1295

Cuadrante 2 60 57 82 76 3 55 62 61 72 69 30 28 43 67 79 57 36 45 62 77 1186 62,0
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20

N° COLONIAS| 282

Cuadrante 1 15 31 13 30 23 34 27 13 33 21 35 20 26 28 43 21 38 62 68 47 633

Cuadrante 2 20 23 16 21 17 34 42 62 69 25 40 23 a2 63 57 30 37 70 67 76 834 36,7

Elaborado por

: Chiquimba Pinan Erik Vinicio
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Anexo 24. Conteo de conidios, Grupo Funcional Poblacion Total de Bacterias (SUELO).

RL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 |15 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO

N° COLONIAS| 145

Cuadrante 1 17] 13] 19] 11| 19] 13 of 17| 21] 11) 10] 21) 27| 20/ 21| 12| 18] 20 11| 21 331

Cuadrante 2 22| 13 25 7| 19| 27| 32] 22] 27) 35| 21| 16| 27| 36 12| 17| 22 8 27| 16 431 19,1
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 45

Cuadrante 1 1 6 3 6| 11 10 3 5| 14| 12| 15| 26| 12 5 77 1 6 8 9 8 188

Cuadrante 2 4 16 8 15 3 5 2 4 5 71 13 12 6 13 4 11 7 9 29 8 181 9,2
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 |15 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 226

Cuadrante 1 7 2 5 8 10, 11 2l 1 6 13| 12| 23] 15 ol 11] 10 7] 15| 12] 10 199

Cuadrante 2 0 8 3 14 2 3] 13 10 8| 2 7| 15| 23] 20 9 4 32| 21| 13 27 258 11,4
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 16

Cuadrante 1 15| 32| 26| 18] 25| 13| 11| 13| 22| 29| 15| 26| 12| 17| 10| 16| 22| 28| 26| 37 413

Cuadrante 2 4 7| 15| 24| 11) 23] 10 9] 13] 11 6 13| 15| 25| 11| 15| 13] 15| 13| 27 280 17,3
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 | 15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 78

Cuadrante 1 13| 23] 25| 18] 17| 19 4] 18] 25 ol 18] 37| 14| 16| 14| 19| 14) 22| 20 19 364

Cuadrante 2 2 6| 12| 28 6 4 7| 10 15 3| 18] 14] 11] 21] 29 9 15 9 2] 14 235 15,0

s

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio

Anexo 25. Conteo de conidios, Grupo Funcional Poblacion Total de Bacterias (RAIZ).

R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10| 11 |12 |13 | 14|15 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO

N° COLONIAS| 35

Cuadrante 1 13| 18] 22| 12| 18] 19 8 20 27| 18] 15| 24| 22| 15| 12| 18] 14| 32| 21| 16 364

Cuadrante 2 6 15 14| 16 10| 10| 17| 14 7 8 6 17| 14 24| 22 7l 23] m| 21 13 275 16,0
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 |12 |13 | 14|15 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 173

Cuadrante 1 of 32| 18 17| 16| 21| 11| 16| 24| 18] 23| 12| 14| 24| 32| 21| 19| 30| 25 17 399

Cuadrante 2 3 7 4] 18 9 2 7 6 3 4 15| 11| 17] 24| 22| 15| 28 17 713 232 15,8
R3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 |12 |13 | 14|15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 193

Cuadrante 1 23| 32 5| 14 16| 19| 10| 21| 29| 15| 20/ 53] 28 23] 18 18 9 7| 32| 18 410

Cuadrante 2 12| 27] 25| 28| 21| 34| 30| 22| 37| 32| 18] 20] 26| 28] 35 24 22| 25 12| 14 492] 226
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 46

Cuadrante 1 25| 28| 42| 18 38 22| 21| 18] 52| 36| 25| 32| 41 29| 36 27| 25 17| 21| 23 576

Cuadrante 2 4 17| 15| 22| 27] 12| 21| 18 8 15| 12| 21| 19| 10| 14 6| 13| 21| 18 25 318|224
RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 |12 |13 | 14|15 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 78

Cuadrante 1 15| 27) 320 27 18| 20 12| 19| 21| 28 15| 42| 21| 28] 17| 25| 15 23| 16| 27 448

Cuadrante 2 5| 12| 13 21] 17| 22| 19| 18] 23] 12| 17| 18 15 26| 12| 18 9 4 12 20 313 19,0

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio




Anexo 26. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Celuloliticas (SUELO).
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R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA PROMEDIO
N° COLONIAS| 49
Cuadrante 1 5 0 2 6 0 2 3 1 2 5 2 3 7 1 2 0 2 10 1 58
Cuadrante 2 2 4 0 1 3 2 3 2 0 a 7 3 2 3 2 10 3 0 5 58 2,9
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 48
Cuadrante 1 4 11 3 5 4 9 7 6 4 3 6 8 2 4 4 [ 5 11 4 111
Cuadrante 2 6 4 7 5 6 8 5 7 3 a 6 7 9 4 8 4 17 8 5 130 6,0
R3 1 2 3 i 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 |13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 70
Cuadrante 1 1 0 3 5 2 1 0 2 4 0 1 0 2 0 1 0 3 4 1 30
Cuadrante 2 1 0 2 3 1 0 2 1 0 5 1 0 1 1 2 3 1 0 2 26 14
R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20
N° COLONIAS| 170
Cuadrante 1 1 1 0 0 ] 0 0 1 0 1 1 2 0 0 0 1 1 0 1 11
Cuadrante 2 2 0 4 1 1 0 1 0 2 0 1 0 0 0 5} 0 1 0 0 20 0,8
RS 1|2 |3|a4|5|6| 7| 8|9 |10/|11|12|13|14|15| 16|17 | 18| 19| 20
N° COLONIAS| 37
Cuadrante 1 1 0 1 3 2 0 3 1 4 5 2 8 0 3 0 1 7 2 2 45
Cuadrante 2 2 1 2 3 1 2 5 2 0 0 3 1 3 4 0 0 2 3 2 36 2,0
Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio
Anexo 27. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Celuloliticas (RAIZ).
i R1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 SUMA PROMEDIO
}|N° COLONIAS| 91
1| Cuadrante 1 20 18 22 16 23 28 23 0 9 25 23 10 4 27 15 9 8 296
)| Cuadrante 2 8 7 4 13 2 7 5 3 2 6 9 2 1 2 5 1 3 91 9,7
R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
'|N° COLONIAS| 59
}| Cuadrante 1 1 0 0 1 0 1 2 0 1 1 10 1 0 4 5 1 1 35
}|Cuadrante 2 1 2 0 1 3 1 3 [} 1 1 0 4 0 2 3 1 2 38 1,8
| ms 1|2 |3|4|5|6|7|8|9|10|11|12|13|14|15|16| 17| 18| 19| 20
3|N° COLONIAS| 72
"|Cuadrante 1 1 0 4 2 7 1 8 0 13 3 2 2 2 3 10 8 16 90
}|Cuadrante 2 4 3] 3 19 5] 9 5 13 4 12 18 7 23 20 25 18 13 219 7,7
) R4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
)|N° COLONIAS| 191
Cuadrante 1 0 1 2 0 1 3 2 2 3 1 1 3 1 1 3 2 1 38
!/ Cuadrante 2 0 5 2 3 4 3 7 5 5 3 3 4 1 1 4 0 4 70 2,7
H RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
||N° COLONIAS| 45
1| Cuadrante 1 1 2 2 2 1 1 2 1 3 2 0 1 1 2 2 1 0 28
1 1 11 0 0 0 1 3 0 2 1 2 1 2 1 1 1 30 1,5

3| Cuadrante 2

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio
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Anexo 28. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Fijadoras de Nitrégeno
(SUELO).

R1 1 2 3 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17 |18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO

N° COLONIAS| 63

Cuadrante 1 1 0 1 0 1 1 1 o 0 1 3 2 0 1 0 1 1 16

Cuadrante 2 0 0 0 3 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 14 08
R2 1 2 3 6 7 8 9 [10 ) 11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17 |18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 51

Cuadrante 1 1 1 0 1 0 0 2 2 1 5 5 3 3 2 3 4 6 43

Cuadrante 2 2 2 0 3 3 1 0 1 1 1 0 1 1 3 1 1 7 32 19
R3 1 2 3 6 7 8 9 |10 )11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 47

Cuadrante 1 0 1 4 0 1 0 1 3 0 1 0 1 1 1 1 2 0 21

Cuadrante 2 1 1 2 3 1 5 2 o 2 1 2 0 1 0 2 5 2 43 16
R4 1 2 3 6 7 8 9 [10 )11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17 |18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 42

Cuadrante 1 3 0 0 1 1 1 4 4 2 2 0 6 2 2 0 1 5 43

Cuadrante 2 28 3| 15| 27| 32 30, 20 3 0 5 1 0 6 0 3 2 2 184 5.7
RS 1 2 3 6 7 8 9 [10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17 |18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 46

Cuadrante 1 1 0 3 2 1 0 5 3 2 1 2 0 0 3 2 5 3 33

Cuadrante 2 0 0 1 3 3 3 2 1 10 11 0 8 3 1 2 6 1 61 24

Elaborado por

: Chiquimba Pinan Erik Vinicio

Anexo 29. Conteo de conidios, Grupo Funcional Bacterias Fijadoras de Nitrégeno
(RAILZ).

R1 1 2 3 6 7 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 SUMA | PROMEDIO

N° COLONIAS| 74

Cuadrante 1 0 1 1 1 1 0 2 0 1 3 2 0 1 0 4 3 2 1 27

Cuadrante 2 0 0 0 1 1 1 0 2 1 0 0 1 2 1 0 0 2 0 1 14 1,0
R2 1 2 3 6 7 10 | 11 | 12 (13| 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 25

Cuadrante 1 0 0 0 0 3 1 1 1 2 2 0 2 1 1 3 4 6 3 32

Cuadrante 2 0 0 0 0 1 3 4 3 5 3 0 0 3 0 1 2 1 3 9 7 45 1,9
R3 1 2 3 6 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 37

Cuadrante 1 4 3 1 0 8 4 6 12 3 2 3 3 4 1 5 16 21] 26 21 8 161

Cuadrante 2 2 1 2 3 3 1 3 0 1 3 4 3 0 1 4 2 3 9 6 52 53
R4 1 2 3 6 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 32

Cuadrante 1 0 0 0 2 1 8 13 7 11 6 28| 25 17| 26 3 0 4 3 0 155

Cuadrante 2 1 0 0 0 1 7 2 3 0 1 3 0 3 3 9 0 1 4 40 49
RS 1 2 3 6 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

N° COLONIAS| 44

Cuadrante 1 1 0 2 1 1 12| 20 12 3 3 10 4 2 6 4 2 5 0 0 24

Cuadrante 2 2 0 0 0 2 7 4 5 0 2 3 6 0 0 5 0 5 2 3 1 47 35

Elaborado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio
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Anexo 30. Analisis de suelo

MC-LASPA-2201-01

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS n
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA (\
U

)
é . LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS 9
'"In Panamericana Sur Km. 1. S/N Cutuglagua. 4/

i oo Tis. (02) 3007284 / (02)2504240 ‘

o
PTG PN AR Mai: hbormono.dsamng gobec

INFORME DE ENSAYO No: 21-0536

NOMBRE DEL CLIENTE: Chasi Vizuete Wilman Paolo FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: 22/06/2021
PETICIONARIO: Natalia Nasimba HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 15:30
EMPRESA/INSTITUCION: Natalia Nasimba FECHA DE ANALISIS: 050772021
DIRECCION: Pujili FECHA DE EMISION: 09/07/2021
ANALISIS SOLICITADO: 54
I
Analisis N P s B K Ca Mg Zn Cu Fe Mn_[CaMg |Mg/K |[Ca+Mg/K |Bases| MO |CO.-* Textura (%
meqg/ meq/ meg/ meq/ Clase
Unidad PH ppm ppm ppm ppm 100¢ 1 1 ppm ppm ppm ppm 100g % % | Arena| Limo | Arcilla| Textural | IDENTIFICACION
212071 | 588 I MeAc| 48 IM 52 ] Al 16 | M| 046 I B] 025 {M| 1280 |A | 223 JA| 7.2 IA 72 |a| 364 IA 12.1 ]M 5.75| 89 60. 15, 13 |A 43 42 15 |FRANCO Lote Nasimba
Analisis Al+H* l A l Na* CE.* |[N.Total'| N-NO3 | KH20* | PH20* | CI | PH20*
Unidad 1 dS/m % ppm opm pom opm oom | IDENTIFICACION
[ i i | T [ |
OBSERVACIONES: “Ensayos no por el cliente
METODOLOGKA UTADA
. i Apen (123) [Prcame = [Erv— Elemento ce = |Conductividad Eléctrica
fin - P T Onem Moascas e = Acso N o= Newo 8 Bajo wo.= |Materia Organica
I* - Curtumime jLAc = Liger Aciso W= Uge Acaro - Meaw
[PN = Prac Newtro N = Acabno A = Ano
RC_= Roguersn Cal T = Tamoo Saro)
METOOOOCHA USADA INTERPRETACION
e - [Rre— AHALY N2 CE. [T
Mo, - Ourematn se Poteson 8 = B0 ING = NoSako 8§ = Satno 8 = 8ao
Jasem - Thutacstn NaOM v = Mecio Ls = Ug Satro M8 = MySarolM = Meao
[r = Tomo A = Ao
St oo | D—
JOSE ALONSO IVAN RODRIGO
LUCERO S SAMANTEGO
MALATAY MAIGUA
RESPONSABLE DE LABORATORIO
Este no puede ser un a2 escrila del
LOS resutados amiba NOICAcOs 500 e3tan relacionados con el cteio de ensayo
Este no puece ser i otal e nla escrita del
LOs resutados arida NACAcos 300 estan retacionados con el objelo de ensayo
NOTA DE DESCARGO La informacion corfenita en este informe de ensayo es e caracter o313 AINgoo e al de 1a mesma y s0lo POGra ser uUSaGa por este 5i of lecior de esle COMEO SleCITONICo O fax NO @3 of destinatano del MISMO. se le NOUACA que Cudguier CODa O

Sstribucion Oe este se encuent'a fotaimente profibico. 5t usted ha reciiido este NforMe OF ENSaYO PO BTDF. POF favor notifique NMediatamente al remmente POf este MISMO MEGO y elimine ia Informacion

* Opiniones de interpretacion etc que se ndican en este informe constituye una guia para el cliente.

Fuente: INIAP, 2021



Anexo 31. Cronograma de Actividades
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ACTIVIDADES

ABRIL

JUNIO

JULIO

AGOSTO

Desarrollo del plan de

investigacion

Revision bibliogréafica

Georeferenciacion y analisis

microbioldgico

2

3

4

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

Recoleccion de datos obtenidos

en el experimento

Analisis de datos y discusiones

Defensa

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




Anexo 32. Aval del Centro de Idiomas

UNIVERSIDAD a 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 al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo
versa: “IDENTIFICACION DE CONSORCIOS BACTERIANOS Y GRUPOS
FUNCIONALES ASOCIADOS A LA RIZOSFERA DE LA PAPA (Solanum
tuberosum), var. LEONA BLANCA EN EL PISO ALTITUDINAL DE 3800 msnm.
COTOPAXI, 2021” presentado por: Chiquimba Pinan Erik Vinicio, egresado de la
Carrera de: Ingenieria Agrondémica, perteneciente a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales, lo realizé bajo mi supervisiéon y cumple con una
correcta estructura gramatical del Idioma.

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

Latacunga, Septiembre del 2021

Atentamente,

0P

Mg. Patricia Marcela Chacon Porras
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
C.C. 0502211196

CENTRO
DEIDIOMAS




