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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar taxonémicamente los microorganismo hongos
y bacterias mediante una extracciéon de ADN gendmico el cual se extrajo de las muestras
edaficos y foliares del cultivo de tomate rifién que se encontraba ubicado en el canton Chambo
provincia de Chimborazo uno bajo el sistema de produccién orgénico y el otro bajo un sistema
de produccion convencional, la extraccion se realizo con un kit de extraccion de ADN Power
soil-Quiagen, el secuenciamiento se dio mediante la tecnologia Illumina-Miseq (Argonne-
Illinois-USA), las secuencias brutas obtenidas de la misma fueron en formato FASTAQ, del
mismo que se utilizé programas bioinformaticos como el programa Rtudio x64 4.0.5 base de
datos para el procesamiento DADA2 y para la clasificacion de hongos se utilizé la base de datos
UNITE, del mismo modo para la clasificacion de bacterias se utilizd la base de datos SILVA.
Los analisis obtenidos fueron a nivel de filo, clase, orden, familia y género tanto para hongos y
bacterias. Para hogos los filos encontrados a nivel de hoja y suelo para los dos sistemas de
produccion fue Ascomycota, Basidiomycota y Mortierellomycota, entre los géneros mas
evidentes fueron Cladosporium Rhodotorula, Neocosmospora, Botryotinia, Fusarium. De la
misma manera para bacterias el principal filo a nivel de hoja y suelo bajos los dos sistemas de
produccion fue Proteobacteria, Crenarchaeota, Bacterodia, de la misma manera géneros como:
Acinetobacter, Athrobacter, Bacillus, Steroidobacter y Sphingomonas. Mediante este estudio se
pudo encontrar gran diversidad de microorganismos presentes tanto a nivel de hojas y suelo

bajo los dos sistemas de produccion y como estos se interaccionan con el manejo agricola.

Palabras clave: <TOMATE RINON (Solanum lycopersicum L.) >, <METAGENOMICA>,
<HONGOS>, <BACTERIAS>, <TAXONOMIA> <GENERO>, <INTERACCION=>,
<SUELO-HOJA>.

1261-UPT-DBRA-2022
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ABSTRACT

The objective of this research was the taxonomic identification of fungal and bacterial
microorganisms present in the edaphic and foliar part of the rifidn tomato crop under organic
and conventional production systems. The research was based on the extraction of genomic
DNA from edaphic and foliar samples of the rifion tomato crop under organic and conventional
production systems in the Chimborazo province, Chambo canton. The extraction was performed
using a Power soil-Quiagen DNA extraction kit. The sequencing was performed with [llumina-
Miseq technology (Argonne-Illinois-USA), the raw sequences obtained were in FASTAQ
format, and bioinformatics programs such as Rtudio x64 4.0.5 database were used for DADA2
processing and for the classification of fungi the UNITE database was used, and for the
classification of bacteria the SILVA database was used. The analyses obtained were at the
phylum, class, order, family, and genus level for fungi and bacteria. For fungi, the Phyla found
at leaf and soil level for the two production systems were Ascomycota, Basidiomycota, and
Mortierellomycota. Among the most evident genera were Cladosporium Rhodotorula,
Botryotinia, Fusarium. Similarly, for bacteria, the main phylum at the leaf and soil level under
the two production systems was Proteobacteria, Crenarchaeota, Bacterodia, and at the genus
level were Acinetobacter, Athrobacter, Bacillus, and Sphingomonas. Concluding this study, the
most abundant genus at the fungal level was Ascomycota, while at the bacterial level it was
Proteobacteria. It is recommended that similar studies be conducted in other locations to

compare results and contribute to the data obtained in this study.

Keywords: <RINON TOMATO (Solanum lycopersicum L.)> <GENOMIC DNA>,
<FUNGAL - BACTERIAL>, <TAXONOMIC>, <EDAPHIC - FOLIAR>.

—

Silvana Patricia Célleri Quinde

C.C. 0602669830
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INTRODUCCION

En la actualidad se ha venido considerando la gran importancia que tiene la interaccién de los
microorganismos del suelo con las plantas especialmente bacterias y hongos, que representan la
mayor parte de la biodiversidad en los agro-ecosistemas y estos microorganismos estan

involucrados en multiples funciones como el ciclo de nutrientes y la sanidad vegetal (Hernandez et
al, 2010, p. 134).

Durante las Ultimas décadas la alteracién de diversos ecosistemas agricolas por el uso de
fertilizantes sintéticos, plaguicidas y la conversion de tierras para la produccién de alimentos
estd provocando cambios en la biodiversidad microbiana, sin embargo los efectos de la
produccién agricola convencional en los suelos, cultivos y en la diversidad microbiana todavia

no esta bien esclarecida (Hernandez et al, 2010, p. 134).

Los ultimos estudios microbianos que estudian la diversidad, deben considerar los
microorganismos y el ambiente abiotico relacionado (Hernandez et al, 2010, p. 134). Se debe considerar
todos los elementos necesarios para la nutricion vegetal, en el cual participa enzimas especificas

principalmente de origen microbiano (Hernandez et al, 2010, p. 134).

Debido a que la mayoria de estos procesos enzimaticos que lideran la descomposicién y el
reciclaje de nutrientes, residen en la capacidad metabdlica de los microorganismos presentes en
el suelo, la biodiversidad microbiana y su abundancia se le considera como factores determinantes

en el mantenimiento de los ecosistemas (Hernéndez et al, 2010, p. 134).

Particularmente en todas las plantas existen una serie de elementos quimicos fundamentales para
su desarrollo, estan clasificados como macro y micro nutrientes, los cuales para la asimilacion de
los mismos, involucran diversos microorganismos como bacterias, actinomicetos, hongos entre

Otros (Hernandez et al, 2010, p. 134).

Muchos estudios de diversidad microbiana han sido realizados basados en aquellos
microorganismos cultivables en laboratorios , sin embargo en la actualidad se conoce apenas el 1
% de los microorganismos presentes en los suelos que son cultivables en medios sintéticos
artificiales (Madden et al, 2015, p. 5-7). Con el fin de suplir esta deficiencia técnica y eliminar el sesgo
metodoldgico, surge la aproximacion metagendmica, el cual busca analizar la informacion
genética de diversas comunidades de microorganismos presentes en un ambiente particular,

independiente de su cultivo (Madden, et al, 2015, p. 5-7).



Este enfoque involucra herramientas de biologia molecular, como el aislamiento el ADN de un
ambiente determinado, sea edafico o foliar, por ejemplo en el caso de metagenémica dirigida de
la amplificacion de secuencias o barcodes, seguido de secuenciamiento de alto desempefio y de
Gltima generacion (Madden, et al, 2015, p. 5-7). Dado que la Provincia de Chimborazo, el cantdn
Chambo es considerado como uno de los productores de hortalizas de importancia a nivel local y
nacional y particularmente en el caso del tomate rifion (Solanum lycopersicum L), la diversidad
microbiana es un recurso natural todavia desconocido, este estudio buscé conocer a profundidad
la diversidad microbiana tanto flngica como bacteriana del suelo y de la parte aérea y el efecto
de diferentes sistemas de produccion (organico y convencional) sobre esta diversidad.

Problema

Se desconoce del efecto de los sistemas de produccion sobre la diversidad microbiana edéafica y
foliar del cultivo de tomate (Soglanum lycopersicum L). El estudio de estos microorganismos a
través del enfoque metagendmica dirigida usando secuenciamiento de nueva generacion (NGS) y
metabarcoding, nos permitira conocer la diversidad, adaptacion e interaccion con los factores
bidticos y abidticos en el suelo y la planta. La caracterizacion de los microorganismos como
hongos y bacterias a nivel taxondmicos nos permitird descubrir nuevas aplicaciones y analizar el
potencial de la microbiana natural y alterada en el cultivo de tomate. El estudio de los
microorganismos de la forma tradicional ha sido realizada por métodos denominados
dependientes de cultivo, sin embargo, se conoce que el porcentaje de microorganismos cultivables
es pequefa, y diversos métodos moleculares han permitido conocer la diversidad total de la

microbiota de muchos ambientes y/o cultivos (Amorim et al, 2018, p. 55).

Justificacion

Considerando el papel fundamental de los microorganismos en los sistemas agricolas, la gran
diversidad de especies existentes en el Ecuador y de la ausencia de estudios de microorganismos

en especies agricolas en nuestro pais, este estudio permitira conocer la diversidad microbiana, su

estructuracion y como ésta influye con el manejo agronémico de los suelos agricolas.

Objetivos



Objetivo general

Estudiar el microbioma fungico-bacteriano, edafico y foliar del cultivo de tomate rifion (Solanum

lycopersicum L.) bajo sistemas de produccién organica y convencional en invernadero
Obijetivos especificos

o Identificar los principales grupos taxondmicos de hongos y bacterias presentes en la parte
edéfica y foliar del cultivo de tomate rifion (Solanum lycopersicum L.), bajo sistemas de

produccién organico y convencional

o Comparar la diversidad microbiana edafica y foliar en cultivos de tomate rifién (Solanum

lycopersicum L.), bajo sistemas de produccion organico y convencional

Hipotesis

Nula

La composicion, estructura y diversidad del microbioma fungico-bacteriano en cultivos de
tomate rifion (Solanum lycopersicum L), no difieren bajo sistemas de produccién organico y
convencional

Alterna

La composicion, estructura y diversidad del microbioma flngico-bacteriano en cultivos de

tomate rifidn (Solanum lycopersicum L.), difieren bajo sistemas de producciéon organico y

convencional

CAPITULO I



1. MARCO TEORICO REFERENCIA

1.1. Biodiversidad microbiana

Un ecosistema sostenible dependiente de los flujos de nutrientes a través de los niveles tréficos
estd medido principalmente por los microorganismos que habitan en su medio. Debido a la
degradacion ambiental y a las malas practicas agricolas, la biodiversidad microbiana natural de
los suelos han sido objeto de numerosas variaciones, lo que ha dado lugar a modificaciones en el
funcionamiento de las comunidades microbianas nativas del mismo (Calderoli et al, 2016, p. 6). NO
solamente las funciones microbianas son fundamentales para entender los procesos que se
desarrollan en el suelo, sino también los microorganismos vienen hacer un enorme reservorio de
diversidad genética. La evolucion de las formas de vida taxondmicas (abundancia y riqueza)
contribuird a la generacion de conocimientos bésicos acerca de la identificacion de los taxones
mas representativos (Calderoli et al, 2016, p. 6). Sin embargo, lo méas valioso de esa informacion, es
poder establecer la interaccion entre la diversidad estructural (Grupos microbianos presentes) y
funcional de las comunidades microbianas de los suelos. Para entender todas las relaciones entre
la diversidad taxonémica y las funciones microbianas, se necesitan tanto técnicas clasicas como
de alta resolucién que permitan detectar las relaciones biolégicas de la matriz del suelo que incide

directa o indirectamente en su calidad y por Gltimo en la productividad de los cultivos (Calderoli et
al, 2016, p. 6).

La diversidad microbiana es primordial para garantizar todos los ciclos de nutrientes y procesos
gue intervienen en la descomposicién vegetal en cualquier ecosistema terrestre entre los procesos
biolégicos estan; reduccidn, oxidacion, descomposicion de la materia organica y mineralizacion,
asi como interacciones inter-especificas que se establecen, estan reguladas por microorganismos
gue habitan en ese nicho (Rodriguez et al, 2004, p. 267-271). EI aumento en el conocimiento de la
diversidad microbiana se ha venido convirtiendo en una de las lineas de investigacion mas
importantes de la ecologia microbiana; pues los aportes en el conocimiento de la funcién,
estructura, evolucion y relacion de las poblaciones que las componen, la postulan como una fuente

emergente en la investigacién médica y biotecnoldgica (Rodriguez et al, 2004, p. 267-271).

1.2. Microbioma



Rodriguez et al, (2010, p. 185) afirma: “La microbiota o microbioma, se define como una comunidad
microbiana presentes en un superficie, esta comunidad de microorganismos formada por una
mezcla microscépica de miles y millones de actinomicetos, hongos, bacterias y protozoos, etc.,

cumplen un rol esencial en los procesos biogeoquimicos de la materia”.

1.2.1. Microbioma del suelo.

Rodriguez et al, (2010, p. 185), afirma: “El suelo es uno de los ecosistemas muy complejos y
diversos del planeta que albergan millones de millones de microorganismos. EI conocimiento que
existe sobre la salud del suelo estd directamente relacionado con la presencia de los
microorganismos, especialmente aquellos que interactan con las plantas”. La dindmica bioldgica
de los microorganismos del suelo produce beneficios asociados con la salud del mismo. Los
microorganismos vienen hacer mas abundantes en la capa superior del suelo que en el subsuelo,
en la capa superior abundan muchas fuentes de alimentos (raices de las plantas y MO), y es el

lugar en donde interacttan con las raices de varias maneras (Rodriguez et al, 2010, p. 185).

1.2.2. Microbioma de las plantas

En una planta, todos sus tejidos se encuentran colonizados por comunidades microbianas, debido
a que los microbios tienden a moverse entre la filosfera, la endosfera y la rizésfera, es por esto,
que la formacion del microbioma implica variaciones muy dindmicas en la composicién y
abundancia de las especies, los microorganismos en la planta tienen diversas funciones como,
proteger a la planta de los patdgenos microbianos principalmente mediante dos mecanismos. Por
un lado, impide que estos colonicen las raices, hojas ya que compiten con ellos por los nutrientes,
0 los destruye antes de que estos puedan causar algunas infecciones. EI microbioma desencadena
una respuesta especifica en la planta, es decir, viene hacer una resistencia reducida, la cual
estimula la capacidad del sistema inmunitario vegetal para hacer frete a los ataques de

microorganismos perjudiciales (Rodriguez et al, 2010, p. 185).

Estudios metagendmicos para el analisis del microbioma se pueden clasificar e dos categorias;
estudios de amplicén dirigidos, los cuales se basan en un gen marcador para dar vista la
composicién y diversidad de la microbiota y el enfoque metagenémica completo, también puede
ser denominado metagendmica shotgun, debido a la aleatoriedad con que se obtienen las
secuencias genémicas (Mantilla et al, 2019, p. 2-4).

1.3. Técnicas independientes de cultivo para el estudio del microbioma



1.3.1. Técnicas metagendmicas para la determinacion del microbioma

Hernéndez et al, (2010, p. 134), afirma: “Los métodos que han sido utilizados para determinar la
diversidad microbiana en el suelo, estan categorizados dentro de dos grupos como; las técnicas
basadas en biologia molecular y técnicas basadas en bioquimica”.

En las técnicas moleculares “para determinar la diversidad se incluye la re-asociacion de ADN,
hibridacion ADN-ADN y ARNm-ADN, clonacion de ADN, secuenciamiento de alto rendimiento
(high-troughput) y otro métodos basados en PCR, como electroforesis de gradiente denaturante
(DGGE), una de la técnicas de hibridacion que ha venido tomando mucha fuerza dentro de los
estudios de diversidad, es el microarreglo de ADN, que se basa en la hibridacion ADN-ADN o
ADNCc-ADN para detectar e identificar especies bacterianas o para evaluar la diversidad de la
misma. Este microarreglo puede contener genes blancos especificos para dar informacion de la
diversidad funcional o puede tener una muestra de ambientes-estandar (Fragmento con menos del

70% de hibridacién) representado diferentes especies encontradas en una muestra ambiental
(Hernandez et al, 2010, p. 134).

1.3.1.1. Secuenciamiento de proxima generacion del ADN genémico

Todas las tecnologias de secuenciamiento masivas incluyen pasos universales que se agrupan en
términos generales en la preparacion de bibliotecas y templado, reaccion de secuenciamiento, y
analisis de los datos. La combinacién tnica de protocolos especificos distingue a cada una de las
tecnologias y determina el tipo y cantidad de los datos producidos de una plataforma a otra. Las
diferencias entre las plataformas son notables al comparar los datos obtenidos en calidad, cantidad
y costo de secuenciamiento. Aunque las puntuaciones de calidad y precision de las estimaciones
son proporcionadas por cada fabricante, no hay conceso establecido para determinar una calidad
minima de las secuencias, es decir, no se puede realizar una equivalencia entre una plataformay
otra, debido a diversas métricas de secuenciamiento utilizadas por las diferentes tecnologias. Los
varios sistemas de secuenciamiento de la nueva generacion (NGS por sus siglas en ingles Next-
Generation Sequencing) tiene en comdn la produccion alta de los datos a partir de la
secuenciacion masiva en paralelo en el orden “Gigabases” a menudo los instrumentos de NGS

se clasifican como tecnologias de secuenciamiento de segunda y tercera generacion (Mantilla et al,
2019, p. 2-4).

1.3.1.2. Metagendmica dirigida 16S RNA



Se estima que un pequerfio porcentaje del 0, al 10 % de las bacterias son cultivables, esto implica
gue la mayoria de las bacterias no son cultivables, y por lo tanto, desconocidas para el ser humano.
Esto ha limitado enormemente el conocimiento sobre la diversidad microbiana. Para contrarrestar
esta limitante se han creado diversos métodos para poder aislar y amplificar el material genético
de las bacterias no cultivables en diferentes avientes. Una de las técnicas méas utilizadas desde
algunas décadas es la amplificacion de los genes ribosomales que codifican para la subunidad
16S(ADNr 16S) (Mantilla et al, 2019, p. 2-4).

Las subunidades de proteinas ribosémica factores de elongacion y las subunidades de ARN
polimerasa han sido usados como genes marcadores para evaluar la composicion y la diversidad
microbiana, el cual, estos muestran poblaciones diferentes. En consecuencia la mayoria de
estudios de las comunidades microbianas incluyen la secuenciacion de amplicones dirigidos
filogénicamente informativos, como el gen de la subunidad ribosomal 16S rRNA para bacterias

u otros grupos como arqueobacterias (Mantilla et al, 2019, p. 2-4).

1.3.1.3. Caracteristicas del ARN 16S

La molécula ha sido reconocida como un sefializador universal de bacterias, su estructura
permanece por largos periodos de tiempo no ha cambiado, los cambios en la secuencia
probablemente son aleatorios. EI ARNTr tiene gran variabilidad para diferenciar no sélo bacterias
mas alejadas, sino también las que estan mas cercas. Ademas el tamafio de los ARNr 16S (1500
nucledtidos) minimiza las fluctuaciones estadisticas, y la conservacion de su estructura secundaria
favorecienso el alineamiento preciso durante la comparacién de secuencias (Cortés et al, 2015, p. 40-
42). EI ARN 16S es un polirribonucleétido que tiene aproximadamente de 1500 nucle6tidos,
también conocido ADN ribosomal 16S. Como cualquier secuencia nucleotidica de cadena
sencilla, el ARNr 16S se pliega y toma una estructura secundaria que se caracteriza por tener

segmentos de una doble cadena, el cual permite la formacién de asas y hélices (Cortés et al, 2015, p.
40-42).

1.3.1.4. Metagendmica dirigida ITS

Para determinar la biodiversidad de los hongos, es necesario realizar primero su identificacion.
En estos Gltimos afios han venido desarrollando herramientas moleculares, la cual ha permitido
conocer Yy estudiar la estructura dinamica y variabilidad genética de la poblacion de hongo. La

mas Util para el estudio de las comunidades ha sido la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
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por sus siglas en ingles) que permiten identificar a los microorganismos. Los procedimientos
basados en PCR, ya sean reacciones simples o complejas, abarcan un vasto nimero de protocolos;

entre los mas empleados estan; regiones hipervariables de ADNr (ITS o espacio transcrito interno)
(Rodriguez et al, 2004, p. 267-271).

1.3.1.5. Caracteristicas de la region ITS

Las regiones més divergentes de los genes ribosomales, son los espacios intergenéticos ITS. La
ecologia microbiana en estudios de las comunidades flngicas, le ha ofrecido un uso muy frecuente
a la amplificacion de los genes ribosomales, exclusivamente para poder identificar los
componentes de la misma comunidad, a diferencia de lo que se realiza en las comunidades de
procariotas en las que se utiliza tanto para identificar como para cuantificar. La variabilidad en la
secuenciacion vista en las 2 regiones ITS de los genes ribosomales, que alejan la subunidad
ribosomal pequefia 5,8 de la subunidad ribosomal grande 25S, ha sido importante para distinguir
un hongo de otro. La mayoria de los estudios de ecologia molecular de los hongos se ha hecho
con restriccion de estas regiones que estan separadas por el gen ribosomal 5,8S. En los hongo es
de un tamafio de 650 a 900 pb e incluye al gen 5,8S.La variabilidad interespecie del ITS1y ITS2,

ha sido especialmente estudiada para establecer marcadores para algunas especies de hongos
(Rodriguez et al, 2004, p. 267-271).

1.4. Tomate rifion (Solanum lycopersicun L.)

El tomate viene hacer hortaliza que tiene una alta demanda y gran diversidad genética, por el cual
existe muchas variedades con distintos aspectos entre, color y sabor, ademéas de una demanda que
aumenta continuamente cada dia y con ella su produccién y comercializacion en el mundo. Este
incremento de la produccion en el mundo obedece mas bien a un mayor rendimiento que a un
crecimiento en la superficie cultivada. Estos rendimientos a su vez, son productos de la
incorporacién de las tecnologias dentro del cultivo, que permiten el manejo de los factores
ambientales (Clima) y los recursos naturales (Suelo, Agua y la aplicacién de los Fertilizantes) de
mano con el manejo y las practicas del cultivo. Esto permitira la oferta del tomate durante todo el

afo (Samaniego et al, 1999, p. 45).

1.4.1. Origen



Es una planta herbacea que puede ser anual, bianual y es de origen centro y sudamericano. En la
actualidad es cosmopolita, su cultivo es para consumo freso e industrializado. Dentro de la

horticultura mundial, el tomate rifibn constituye uno de los rubros de mayor dinamismo (Samaniego
et al, 1999, p. 45).

1.4.2. Clasificacion taxonémica

El tomate rifion (Solanum lycorpersicum L.) es una planta di-cotiledénea que pertenece a la

familia de las solanaceas. Segun Hunzinker (1979) la taxonomia generalmente aceptada es:

Tabla 1-1: Taxonomia del tomate rifién (Solanum

lycorpersicum L.)

Clase Dicotyledoneas
Orden Sonalanes (Personatae)
Familia Solanaceae

Subfamilia Solanoideae

Tribu Solaneae
Género Solanum
Especie lycopersicum

Fuente: Samaniego, 2007.

1.4.3. Descripcién botanica

El tomate rifidn es una planta herbéacea de ciclo anual o perennes, autbgamas de porte erecto y
hasta mas de 1,5 de altura, vellosidades e inermes. Presentan hojas compuestas fundamentalmente
imparipinadas de 15-4 cm de longitud. Foliolos 5-9 por hoja, ovados u oblongos de 5-7 cm de
longitud con borde dentado o lobulado, el apice agudo y la base oblicua. Pseudoestipulas
presentes. También presenta flores de 9-12 mm en cimas escopioideas o racemiformes simples o
bifidas. Bracteas ausentes. Caliz de 5-lobulado. Corola amarilla'y de méas de 2,5 cm de didmetro.
Baya de color roja, rosada o amarillenta, oblonga, globosa y deprimida o piriforme de mas de 2
cm de didmetro, lampifia y plurilocular. Semillas numerosas, aplanadas y amarillentas de 2n= 24.
Se lo cultiva por sus frutos que se comen como verdura y en ensalada se utilizan para preparar los

condimentos, salsas y zumos. Se multiplican por semillas en regiones templadas y tropicales
(Samaniego, 2007, p. 383-390).

1.4.4. Importancia



El tomate rifion es una planta herbacea de ciclo anual o perennes, autbgamas de porte erecto y
hasta mas de 1,5 de altura, vellosidades e inermes. Presentan hojas compuestas fundamentalmente
imparipinadas de 15-4 cm de longitud. Foliolos 5-9 por hoja, ovados u oblongos de 5-7 cm de
longitud con borde dentado o lobulado, el apice agudo y la base oblicua. Pseudoestipulas
presentes. También presenta flores de 9-12 mm en cimas escopioideas o racemiformes simples o
bifidas. Bracteas ausentes. Caliz de 5-lobulado. Corola amarilla'y de méas de 2,5 cm de didmetro.
Baya de color roja, rosada o amarillenta, oblonga, globosa y deprimida o piriforme de més de 2
cm de didmetro, lampifia y plurilocular. Semillas numerosas, aplanadas y amarillentas de 2n=24.
Se lo cultiva por sus frutos que se comen como verdura y en ensalada se utilizan para preparar los

condimentos, salsas y zumos. Se multiplican por semillas en regiones templadas y tropicales (
Samaniego , 2007, p. 383-390).

CAPITULO Il
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2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Materiales y métodos

2.1.1. Ubicacion del estudio

La investigacion se llevara a cabo en la:

Tabla 2-2: Ubicacién del estudio.

Provincia: Chimborazo
Cantén: Chambo
Sector 1: Air6n (Tomate bajo sistema de

Produccién Orgéanico)

Sector 2: Vergel (Tomate bajo sistema de

Produccion convencional)

Fuente: (INAMHI, 2018).
Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.

2.1.2. Ubicacion geogréfica

Tabla 3-2: Coordenadas geograficas de la zona

de estudio.

Descripcion Valor

Sector Vergel:

Latitud: -1.748647
Longitud: -78.609570
Altitud: 2780 msnm
Sector Airoén:
Latitud: -1.739442
Longitud: -78.606906
Altitud: 2780 msnm

Fuente: (INAMHI, 2018).
Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.

2.1.3. Materiales
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o Computadora

o Léapiz y libreta de apuntes

o Material bibliogréafico (bases de datos)

o Secuencias brutas fastaq obtenidas de secuenciamiento llumina Miseq
o Kit de extraccién de ADN Power soil.

o Sustratos de suelo y muestras foliares

2.2. Métodos

2.2.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo investigativo y de trabajo in silico la cual se basa en la
informacién generada por los datos moleculares generados a partir de secuenciamiento Illumina

Miseq de los genes 16S e ITS.

2.2.2, Fases de evaluacion del estudio

2.2.2.1. Toma de muestras y condiciones de almacenamiento.

Se tomaron muestras de suelo de la rizésfera de 2 cultivos comerciales de tomate (organico y
convencional) y 6 muestras foliares de los mismos cultivos. Se hizo una muestra compuesta para
cada sitio de campo de las muestras de suelo y tres para cada sitio de las muestras foliares. Las
muestras de suelo y foliares se colocaron en bolsas de plastico estériles y se mantuvieron en una
hielera durante el transporte al laboratorio donde se mantuvieron a (4-8 °C) antes del

procesamiento.

2.2.2.2. Extraccion y procesamiento de ADN del suelo.

Se extrajo ADN de una submuestra de 0,25 g de suelo y 0,5 g de foliolos de tomate con el kit de
aislamiento de ADN PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EE. UU.), siguiendo
las modificaciones descritas por Earth Microbiome Project EMP; (Caporaso et al., 2012). Se
cuantificé el ADN extraido utilizando el espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific), y la calidad del ADN se verificé en un gel de agarosa al 1 % con GelRed (Biotium,
Fermont, CA). La concentracion final de ADN se ajust6 a 20 ng/pL y las muestras se almacenaron

a -20 °C hasta la secuenciacion.
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2.2.2.3. Amplificacion y secuenciacion fungica y bacteriana.

Se liofilizaron un total de 8 muestras de ADN gendmico y se enviaron a las instalaciones centrales
de Secuenciacion de Proxima Generacion del Laboratorio Nacional de Argonne-USA (ANL-
NGS). Todos los procesos posteriores, incluida la preparacion de la biblioteca, la amplificacién y
la secuenciacion, se realizaron en ANL-NGS. Las muestras se procesaron para la secuenciacién
utilizando el kit de reactivos Illumina Miseq® v2 siguiendo un protocolo modificado del
fabricante.

Se accedi6 a las comunidades fungicas amplificando la region del espaciador transcrito interno
(ITS) del rRNA, con los cebadores ITS1f e ITS2 utilizando el protocolo descrito en ANL-NGS
(https://bit.ly/307E5L3). Las reacciones de PCR de ambas bibliotecas se llevaron a cabo en
volimenes de 25 pL, incluido 1 pL de plantilla de ADN, 0,5 uL de cada cebador a 10 uM, 13 puL
de agua de grado PCR (Sigma), 10 uL 2x de Platinum™ Hot Start PCR master mezcla (Thermo
Fisher Scientific). Las condiciones de PCR para el anélisis bacteriano fueron: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C por 60 s, 72 °C por 90 s
y una extension final de 10 mina 72 °C. Para las amplificaciones flngicas las condiciones fueron
94 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 30 s, 68 °C por 30 y una

extension final de 7 min a 68 °C.

El ADN bacteriano se amplific6 con el conjunto de cebadores del gen universal 16S rRNA 515F
y 806R, dirigido a la region V4 del 16S SSU rRNA combinado con el adaptador secuenciador
utilizado en la celda de flujo Illumina (Caporaso et al, 2011, 2012). EI cebador de amplificacion inversa
también contiene una secuencia de cddigo de barras de 12 pb que admite la agrupacion de hasta
2167 muestras diferentes en cada carril. Para evitar la contaminacion del plastido huésped de la
plantay el 16S mitocondrial, se incluyeron secuencias de pinzamiento de PNA en laamplificacion

(Lundberg , 2013, p. 45-67). El protocolo 16S siguid el propuesto por el proyecto Earth microbiome.

2.2.2.4. Limpieza de secuencias.

Todas las secuencias se desmultiplexaron utilizando el software CASAVA (Consensus
Assessment of Sequence and Variation) version 1.8.2 (Erenetal., 2013). Se realizé un procesamiento

adicional utilizando DADAZ (Schloss et al., 2009) siguiendo el protocolo recomendado.

Todas las secuencias se agruparon en ASVs (amplicanoes variantes de secuencia). Las

comunidades flngicas y bacterianas se normalizaron a recuentos de secuencias iguales y se usaron

tablas de ASVs en todos los analisis posteriores. Todos los anlisis estadisticos se realizaron en
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R v4.1.2 (R Development Core Team, 2017) utilizando las librerias vegan v2.4-1 (Noetzli et al., 2007),
phyloseq v1.19.1 (McMurdie & Holmes, 2013), ggplot2 v2. 2.1 (Bodenhofer et al., 2011) € INEXT v2.0.12
(Hsieh et al, 2016).

Los nameros de Hills (g=0, riqueza de especies, g=1, diversidad de Shanon yq=2, diversidad de
Simpson) se utilizaron para estimar la diversidad de especies y construir las curvas de rarefaccion
de extrapolacion/interpolacion. La riqueza de especies, la diversidad de Shannon y la diversidad
de Simpson se utilizaron para evaluar la diversidad de hongos y bacterias en las muestras
recolectadas. Para estudiar la estructura de la comunidad, se calcul6 la métrica de distancia de
Bray-Curtis para determinar la diversidad p y las matrices de disimilitud resultantes se usaron
para evaluar el agrupamiento de las comunidades por tipo de cultivo y ademas se uso el analisis
de ordenacion como analisis de coordenadas principales (PCoA).

CAPITULO 11l

3. MARCO Y DISCUSION DE RESULTADOS
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3.1. Principales grupos taxondémicos de hongos presentes en la parte edafica y foliar del
cultivo de tomate rifién (Solanum lycopersicum L.), bajo sistemas de produccion

orgéanico y convencional

3.1.1. Abundancia relativa de hongos a nivel de filo, en relacién al tipo de suelo y tipo de

hoja (organica- convencional).

El analisis de la composicién microbiana a nivel de filo de abundancia relativa, nos mostr6 que
existio diferencia en los perfiles de composicion fungica en los tipos de suelos hoja (organico-
convencional) (grafico 1-3). Las comunidades flngicas a nivel de hoja para el sistema de
produccion convencional estuvieron formadas por dos filos (Ascomycota con 98.4% vy
Basidiomycota con 1.6 %) del mismo modo las comunidades fangicas detectadas a nivel foliar
para el sistema de produccion organica se estructuraron en dos filos (Ascomycota con 83,8% y
Basidiomycota con 16,2%).

En el tipo de suelo del sistema de produccidn convencional se encontraron tres filos fungicos
(Ascomycota con 70,6%, Mortierellomycota con 25% y Basidiomycota con 4,4%), similarmente
en el suelo bajo el sistema de produccidn organica se encontraron tres filos fangicos (Ascomycota

con 94,2%, Mortierellomycota con 4,4% y Basidiomycota con 1,4%).

De manera general, a nivel de filo tanto en el suelo y a nivel foliar en los dos sistemas de

produccién el principal filo fungico detectado fue Ascomycota con un promedio de 86,75%
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Gréfico 1-3. Abundancia relativa de hongos a nivel de filo, en relacién al tipo de suelo y hojas (organico y

convencional)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.1.2. Abundancia relativa de hongos a nivel de clase, en relacion al tipo de suelo y hojas

(organica- convencional).

El anélisis de la composicion microbiana a nivel de clase, nos mostrd que existieron diferencias
en los perfiles de composicion flngica en los tipos de suelos y tipos de hojas (organico y
convencional) (Gréfico 2-3). Las comunidades fangicas a nivel de hojas para el sistema
convencional estuvieron formadas por cuatro clases (Dothideomycetes con 65,6%, Leotiomycetes
con 31,4%, Sordariomycetes con 1,8% y Agaricomycetes con 1,2 %), del mismo modo las
comunidades fungicas detectadas a nivel foliar para el sistema de produccion organica estuvieron
formadas por seis clases (Dothideomycetes con 69%, Leotiomycetes con 15,5%,
Microbotryomycetes con 10,9%, Tremellomycetes con 3,7%, Sordariomycetes con 0,5% y

Agaricomycetes con 0,4 %).

En el tipo de suelo del sistema de produccion convencional se encontraron tres clases flngicas
(Sordariomycetes con 43,8%, Mortierellomycetes con 25,3%, Pesisomycetes con 21,6%,
Tremellomycetes con 5,36%, Dothideomycetes con 3,7% y Eurotiomycetes con 0,24%),
similarmente en el suelo bajo el sistema de produccidon organica se encontraron tres clases
fangicas (Pesisomycetes con 67,5%, Sordariomycetes con 20,15%, Eurotiomycetes con 4,9%,

Mortierellomycetes con 3,9%, Dothideomycetes con 3,2% y Agaricomycetes con 0,35 %).

De manera general, a nivel de clase a nivel foliar en los dos sistemas de produccion (organica y
convencional) la principal clase flingica detectada fue Dothideomycetes con un promedio de
67,3%, de la misma manera en el tipo de suelo de produccién convencional la principal clase
fangica detectada fue Sordariomycetes con 43,8%, al igual que en el suelo bajo el sistema de

produccion organica en donde la principal clase fungica fue Pesisomycetes con 67,5%.
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Gréfico 2-3. Abundancia relativa de hongos a nivel de clase en relacion al tipo de suelo y hojas (organico y convencional).

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.1.3. Abundancia relativa de hongos a nivel de orden en relacién al tipo de suelo y hojas

(organica y convencional)

El analisis de la composicion microbiana a nivel de orden, nos mostro que existié diferencia en
los perfiles de composicion fungica en los tipos de suelos y tipos hojas (organico y convencional)
(Gréfico 3-3). Las comunidades fangicas a nivel de hojas para el sistema convencional estuvieron
formadas por cinco érdenes fungicos (Agaricales con 62,5 %, Erysiphales con 16,02%, Helotiales
con 15%, Pleosporales con 3,6% y Trichosphaeriales con 2,88%), del mismo modo las
comunidades fungicas detectadas a nivel foliar para el sistema de produccion organica estuvieron
formadas por siete 6rdenes fungicos (Agaricales con 69,1 %, , Sporidiobolales con 12,02%,
Erysiphales con 9,6%, Helotiales con 5,68%, Filobasidiales con 1,5%, Pleosporales con 1,5% y
Tremellales con 0,6%). En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron ocho érdenes
fangicos (Hypocreales con 30,9%, Mortierellales con 25,56%, Pezizales con 21,6%, Togniniales
con 7,4%, Trichosporonales con 6%, Sordariales con 5,11%, Capnodiales con 2,3 % vy
Pleosporales con 1,13%). Similarmente en el suelo bajo el sistema de produccion organica se
encontraron siete drdenes fangicos (Pezizales con 68,4%, Hypocreales con 11,4%, Erysiphales
con 51 %, Sordariales con 4,62%, Mortierellales con 4,54%, Pleosporales con 2,6% y

Togniniales con 2,34 %).

De manera general, a nivel de clase a nivel foliar en los dos sistemas de produccion (organica y
convencional) el principal orden fungico detectado fue Agaricales con un promedio de 65,8%, de
la misma manera en el tipo de suelo de produccién convencional el principal orden flngico
detectado fue Hypocreales con 30,9%, al igual que en el suelo bajo el sistema de produccion

organica el principal orden fungico fue Pezizales con 68,4%.
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Gréfico 3-3. Abundancia relativa a nivel de orden en relacion al tipo de suelo y hojas (organico y convencional).

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.1.4. Abundancia relativa de hongos a nivel de familia en relacién al tipo de suelo y hojas

(organica y convencional)

El andlisis de la composicion microbiana a nivel de familia, nos mostré que existieron diferencias
en los perfiles de la composicidn fangica en los tipos de suelos y tipos de hojas (organico y
convencional) (Grafico 4-3). Las comunidades fungicas a nivel de hoja para el sistema
convencional estuvieron formadas por cinco familias fungicas (Cladosporiaceae con 63,21 %,
Erysiphaceae con 16,43%, Sclerotiniaceae con 15,8%, Trichosphaeriaceae con 2,16% vy
Pleosporaceae con 2,4%), del mismo modo las comunidades fungicas detectadas a nivel foliar
para el sistema de produccion orgéanica estuvo formada por cinco familias (Cladosporiaceae con
70,54 %, Sporidiobolaceae con 12,64%, Erysiphaceae con 10,11%, Sclerotiniaceae con 5,45% y
Filobasidiaceae con 1,26%).

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron once familias fingicas (Nectriaceae
con 33,3%, Mortierellaceae con 29,62%, Pezizales fam_incertae_sedis con 10,18%,
Togniniaceae con 10%, Ascobotaceae con 1,26 %, Trichosporonaceae con 5,66%,
Chaetomiaceae con 3,79%, Hypocreales fam_incertae_sedis con 2,54%, Cladosporiaceae con
2,27%, Pyronemataceae con 0,92%, Leptosphaeriaceae con 0,46%), similarmente en el suelo bajo
el sistema de produccion organica se encontraron catorce familias fungicas (Nectriaceae con
29,63%, Herpotrichiellaceae con 16,7%, Mortierellaceae con 14,81%, Togniniaceae con 8,57%,
Chaetomiaceae con 6,1%, Lasiosphaeriaceae con 5,6%, Ascobotaceae con 4,8%, Pleosporaceae
con 3,7%, Pyronemataceae con 1,94%, Bionectriaceae con 1,85%, Cladosporiaceae con 1,85%,
Glomeraceae con 1,85%, Sporormiaceae con 1,4%, Hypocreales fam_incertae_sedis con 1,2%).
De manera general, a nivel de familia a nivel foliar en los dos tipos de sistemas de produccién
(orgéanico y convencional) la principal familia fangica detectada fue Cladosporiaceae con un
promedio de 66,9%, de la misma manera para el tipo de suelo bajo los dos sistemas de produccion

organico y convencional la principal familia fue Nectriaceae con un promedio de 31,5%.
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Graéfico 4-3. Abundancia relativa e hongos a nivel de familia en relacién al tipo de suelo y hojas (organico y

convencional).
Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.1.5. Abundancia relativa de hongos a nivel de género en relacién al tipo de suelo y hojas

organico y convencional

El andlisis de la composicién microbiana a nivel de género, nos mostr6 que existieron diferencias
en los perfiles de la composicion fungica en los tipos de suelos y tipos de hojas (organico y
convencional) (Gréfico 5-3). Las comunidades fangicas a nivel de hojas para el sistema
convencional estuvieron formadas por cinco géneros fungicos (Cladosporium con 63,77%,
Neocosmospora con 16,92%, Botryotinia con 15,7%, Thelonectria con 2,67%, Neoerysiphe con
0,94%), del mismo modo las comunidades flngicas detectadas a nivel foliar para el sistema de
produccion orgénica estuvieron formadas por seis géneros fungicos (Cladosporium con 70,25%,
Rhodotorula con 11,34%, Neocosmospora con 10,5%, Botryotinia con 5,88 %, Filobasidium con
1,7%, y Sporobolomyces con 0,33%).

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron dieciséis géneros flngicos
(Mortierella con 29,65%, Fusarium con 21,6%, Gibberella con 11,3%, Trichobolus con 10,61%,
Phaeoacremonium con 9,91%, Cutaneotrichosporon con 4,42%, Cladosporium con 2,3%,
Botryotinia con 1,8%, Acremonium con 1,7%, Apiotrichum con 1,7%, Ascobolus con 1,2%",
Botryotrichum con 0,97%, Lasiobolidium con 0,9%, Leptosphaeria con 0,8%, Neocosmospora
con 0,58% , Trichocladium con 0,56%), similarmente en el suelo bajo el sistema de produccion
organica se encontraron dieciocho géneros fangicos (Phialophora con 17,18%, Mortierella con
15%, Gibberella con 14,81%, Fusarium con 11,1%, Phaeoacremonium con 7,4%, Ascobolus con
4,62%", Botryotrichum con 4,5%, Alternaria con 4,2%, Trichobolus con 3,8% Cladorrhinum con
3,4%, Cladosporium con 2,6%, Lasiobolidium con 2%, Funneliformis con 2%, Rhodotorula con
1,9%, Hidropisphaera con 1,85%, Chaetomium con 1,4%, Cutaneotrichosporon con 1,4% y

Acremonium con 0,93%).

De manera general, a nivel de género a nivel foliar bajo los dos sistemas de produccién (organica
y convencional) el principal género fangico detectado fue Cladosporium con 67,01%; de la misma
manera en el tipo de suelo de produccidn convencional el principal género fungico detectado fue
Mortierella con 29,65%, al igual que en el suelo bajo el sistema de produccién organica en donde

el principal género fue Phialophora con 17,18%.
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Gréfico 5-3. Abundancia relativa de hongos a nivel de género en relacion al tipo de suelo y hojas (orgénico y

convencional)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.2. Principales grupos taxondmicos de bacterias presentes en la parte edafica y foliar del
cultivo de tomate rifién (Solanum lycopersicum L.), bajo sistemas de produccion

orgéanico y convencional

3.2.1. Abundancia relativa de bacterias a nivel de filo, en relacion al tipo de suelo y hojas

(organica y convencional)

El andlisis de la composicion microbiana a nivel de filo, nos mostrd que existieron diferencias en
los perfiles de la composicion bacteriana en los tipos de suelos y tipos de hojas (orgénico y
convencional) (Gréfico 6-3). Las comunidades bacterianas a nivel de hojas para el sistema
convencional estuvo formada por un solo filo (Proteobacteria con 100%), del mismo modo las
comunidades bacterianas detectadas a nivel foliar para el sistema de produccion orgénica
estuvieron formadas por dos filos (Proteobacteria con 98,3% y Gemmatimonadota con 1,7%)

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron once filos bacterianos
(Proteobacteria con 28,81%, Crenarchaeota con 17,11%, Bacteroidota con 13,6%,
Verrucomicrobiota con 8,14%, Firmicutes con 7,73%, Acidobacteriota con 7,6%, Chloroflexi
con 5.1%, Gemmatimonadota con 5,1%, Actinobacteriota con 4,1%, Myxococcota con 1,7% y
Nitrospirota con 1,01 %), similarmente en el suelo bajo el sistema de produccién orgéanica se
encontraron doce filos bacterianos (Proteobacteria con 51,7%, Actinobacteriota con 8,81%,
Bacteroidota con 8,3%, Acidobacteriota con 7,6%, Verrucomicrobiota con 4,74%, Firmicutes
con 4,74%, Chloroflexi con 3,4%, Planctomycetota con 3,4%, Gemmatimonadota con 2,9%,

Crenarchaeota con 1,7%, Myxococcota con 1,7%, Nitrospirota con 1,01%,).

De manera general a nivel de filo a nivel foliar en los dos sistemas de produccién (organico y
convencional) el principal filo bacteriano detectado fue Proteobacteria con un promedio de
99,15%, de la misma manera en el tipo de suelos y hojas para el sistema de produccion (organico
y convencional) el principal filo bacteriano detectado fue Proteobacteria con un promedio de
40,25%.

25



hoja_tomate suelo_tomate

100% -

N
50% -

25% - I

1
cunuencmnal ﬂrganll::n convencional arganico
Crop_system

Phylum
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Bacteroidota
Chlaroflex

Crenarchaeota
Firmicutes
Gemmatimonadota
Myxococcota
Mitrospirota

FPlanctomycetota

Relative Abundance (Phyla = 1%)

Froteobacteria

Yerrucomicrobiota

Grafico 6-3. Abundancia relativa de bacteria a nivel de filo, en relacidn al tipo de suelo y hojas (organico convencional)
Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.2.2. Abundancia relativa a nivel de clase en relacion al tipo de suelo y hojas (organico y

convencional)

El anélisis de la composicién microbiana a nivel de clase, nos mostré que existieron diferencias
en los perfiles de la composicion bacteriana en los tipos de suelos y tipos de hojas (organico y
convencional) (Gréafico 7-3). Las comunidades bacterianas a nivel de hoja para el sistema
convencional estuvo formadas por dos clases bacterianas (Gammaproteobacteria con 97,79% y
Bacilli con 2,21%), del mismo modo las comunidades bacterianas detectadas a nivel foliar para
el sistema de produccion organica estuvieron formadas por cuatro clases bacterianas
(Gammaproteobacteria con 69,91%, Bacilli con 29,2%, Actinobacteriota con 0,44% vy
Alphaproteobacteria con 0,44%).

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron doce clases bacterianas
(Nitrososphaeria con 40,3%, Gammaproteobacteria con 13,3%, Verrucomicrobiae con 11,25%,
%, Bacilli con 9,64%, Alphaproteobacteria con 8,76%, Bacteroidia con 4,42%,
Gemmatimonadetes 2,65%, Nitrospiria 2,65%, Thermoanaerobaculia con 1,8%, Acidobacteriae
con 1,8%, Blastocatellia con 1,8% y Fibrobacteria con 1,63%), similarmente en el suelo bajo el
sistema de produccion organica se encontraron nueve clases bacterianas (Gammaproteobacteria
con 57,7%, Alphaproteobacteria con 12,83%, Bacilli con 7,1%, Bacteroidia con 5,3%,
Actinobacteria con 4,87%, Verrucomicrobiae con 4,42%, Nitrospiria con 2,65%, Blastocatellia

con 2,21%, Plactomycetes con 1,7%).

De manera general, a nivel de clase a nivel foliar en los dos sistemas de produccion (organica y
convencional) la principal clase bacteriana detectada fue Gammaproteobacteria con un promedio
de 83,85%, de la misma manera en el tipo de suelo de produccidn convencional la principal clase
detectada fue Nitrososphaeria con 40,3%, al igual que en el suelo bajo el sistema de produccién

organica la principal clase bacteriana fue Gammaproteobacteria con 57,7%.
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Grafico 7-3. Abundancia relativa de bacterias a nivel de clase, en relacion al tipo de suelo y hojas (organico y convencional)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.2.3.  Abundancia relativa de bacterias a nivel de orden en relacion al tipo de suelo y hojas

(organicas y convencionales)

El andlisis de la composicion microbiana a nivel de orden, nos mostrd que existieron diferencia
en lo perfiles de la composicion bacteriana en los tipos de suelos y tipos de hojas (organico y
convencional) (Gréfico 8-3). Las comunidades bacterianas a nivel de hoja para el sistema de
produccion convencional estuvieron formadas por dos Ordenes bacterianos (Pseudomonadales
con 97,79% y Bacillales con 2,21%), del mismo modo las comunidades bacterianas detectadas
nivel foliar bajo el sistema de produccion orgéanico estuvieron formados por seis 6rdenes
bacterianos (Pseudomonadales con 67,1%, Bacillales con 29,20%, Enterobacterales con 1,94%,
Burkholderiales con 0,88%,  Gammaproteobacteria Incertae Sedis  con 0,44%, y
Sphingomonadales con 0,43%).

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron diecinueve 6érdenes bacterianos
(Nitrosopumilales con 39,8%, Bacillales con 9,3 %, Steroidobacterales con 6,22% ,
Sphingomonadales con 4,9%, Burkholderiales con 4,42%, Chthoniobacterales con 4,34%,
Gammaproteobacteria incertae Sedis 3,54%, Nitrospirales con 2,83%, Chitinophagales con
2,65%, Opitutales con 2,65%, Gemmatimonadales con 2.65%, Dongiales con 2,65%,
Cytophagales con 2,60%, Pirellulales con 2,21%, Pyrinomonadales con 2,21%,
Thermoanaerobaculales con 2,06%, Bryobacterales con 1,77%, Fibrobacterales 1,6% Yy
Rhizobiales con 1,6%), similarmente en el suelo bajo el sistema organico se encontraron
dieciocho érdenes bacterianos (Pseudomonadales con 44,4%, Burkholderiales con 8,93%,
Bacillales con 7,1 %, Sphingomonadales con 5,4%, Thermoanaerobaculales con 4,42%,
Caulobacterales con 4%, Flavobacterales con 2,7%, Gammaproteobacteria incertae Sedis con
2,7%, Chitinophagales con 2,6%, Xanthomonadales con 2,52%, Micrococcales con 2,3%,
Nitrospirales con 2,3%, Pyrinomonadales con 2,3%, Cytophagales con 1,8%, Propionibacteriales

con 1,8%, Steroidobacterales con 1,8%, Rhizobiales con 1,6% y Pirellulales con 1,33%).

De manera general a nivel de orden en la parte foliar bajo los dos sistemas de produccion
(orgénico y convencional) el principal orden bacteriano detectado fue Pseudomonadales con un
promedio de 67,36%, de la misma manera en el tipo de suelo de produccion convencional el
principal orden detectado fue Nitrosopumilales con 39,8%, al igual que en el suelo bajo el sistema

de produccién organico la principal orden bacteriano fue Burkholderiales con 8,93%.
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Graéfico 8-3. Abundancia relativa de bacterias a nivel de orden, en relacion al tipo de suelo y hojas (organico y

convencional)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.2.4.  Abundancia relativa a nivel de familia en relacion al tipo de suelo y hojas (organico

y convencional)

El analisis de la composicién microbiana a nivel de familia, nos mostré que existieron diferencias
en los perfiles de la composicién microbiana en los tipos de suelo y tipos de hojas (organica y
convencional) (Gréfico 9-3). Las comunidades bacterianas a nivel de hojas para el sistema
convencional estuvieron formadas por dos familias bacterianas (Moraxellaceae con 97,79% y
Bacillaceae con 2,2%), del mismo modo las comunidades bacterianas detectadas a nivel foliar
para el sistema de produccion organica fueron siete familias (Moraxellaceae con 64,6%,
Bacillaceae con 29,20%, Pyrinomonadaceae con 2,65% Erwiniaceae con 2,2%, Burkholderiales
con 0,88%, Microbacteriaceae con 0,5%, y Sphingomonadaceae con 0,2%).

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron diecinueve familias bacterianas
(Nitrosopumilaceae con 40,71%, Bacillaceae con 9,7 %, Steroidobacteraceae con 5,31%,
Nitrosomonadaceae con 4,42%, Sphingomonadaceae con 4,42%, Nocardioidaceae con 3,63%,
Unknown Family con 3,54% Chthoniobacterales con 3,4%, Nitrospiraceae con 2,83%,
Chitinophagales con 2,7%, Pedosphaeraceae con 2,7%, Gemmatimonadaceae con 2,7%,
Xanthobacteraceae con 2,39%, Dongiaceae con 2,2%, Thermoanaerobaculales con 2,2 %,
Microscillaceae con 1,85%, Pyrinomonadaceae con 1,8%, Bryobacteraceae con 1,8%,
Fibrobacteraceae con 1,7%). Similarmente en el suelo bajo el sistema de produccién organica se
encontraron 20 grupos a nivel de familia (Pseudomonadaceae con 35,4%, Moraxellaceae con
7,52%, Bacillaceae con 7,1 %, Nitrosomonadaceae con 6,9%, Sphingomonadaceae con 5,7%,
Thermoanaerobaculales 4,42 %, Xanthomonadaceae con 3,8%, Hyphomonadaceae con 3,72%,
Nitrospiraceae con 2,83%, Microbacteriaceae con 2,7%, Chitinophagales con 2,7%,
Flavobacteriaceae con 2,7%, Familias desconocidas con 2,7%, Pyrinomonadaceae con 2,5%,
Steroidobacteraceae con 1,8%, Nocardioidaceae con 1,7%, Chthoniobacterales con 1,7%,
Dongiaceae con 1,7%, Opitutaceae con 1,6%, Devosiaceae con 1,6%).

De manera general a nivel foliar en los dos sistemas de produccidon (orgéanico y convencional) la
principal familia bacteriana detectada fue Moraxellaceae con un promedio de 81,19%, de la
misma manera en el tipo de suelo de produccion convencional la principal familia de bacterias
detectada fue Nitrosopumilaceae con 40,71%, al igual que en el suelo bajo el sistema de

produccion organica la principal familia bacteriana fue Pseudomonadaceae con 35,4%.
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Gréfico 9-3. Abundancia relativa a nivel de familia, en relacion al tipo de suelo y hojas (organico y convencional)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.25.  Abundancia relativa de bacterias a nivel de género en relacion al tipo de sueloy hojas

(organica y convencional)

El analisis de la composicion microbiana a nivel de género, nos mostr6 que existieron diferencias
en los perfiles de la composicidn bacteriana en los tipos de produccién de suelos y tipos de hojas
(organico y convencional) (Gréafico 10-3). Las comunidades a nivel de hojas para el sistema
convencional estuvieron formadas por dos géneros (Acinetobacter con 97,79% y Bacillus con
2,21%), del mismo modo las comunidades bacterianas detectadas a nivel foliar para el sistema de
produccion organico estuvieron formadas por siete géneros bacterianos (Acinetobacter con
63,72%, Athrobacter con 29,2%, Cavicella con 0.5%, Opitutus con 1,7%, Possible genus04 con
3,54%, Ralstonia con 1,33% y Sphingomonas con 0,1%).

En el tipo de suelo del sistema convencional se encontraron veintitrés géneros bacterianos
(MND1 con 31%, Bacillus con 9,7 %, Candidatus Nitrosotenuis con 9,7 %, Steroidobacter
con5,4%, Sphingomonas con 5,13%, Acidibacter con 3,54%, Candidatus Udaeobacter con 3.4%,
Gemmatimonas con 2,7%, Nocardioides con 2,7%, Lacunisphaera con 2,7%, Ohtaekwangia
con 2,5%, Flavisolibacter con 2,5%, Dongia con 2,2%, Ellin517 con 2,2%, Subgroup10 con
2%, Bradyrhizobium con 1,8%, Bryobacter con 1.8%, Hydrogenophaga con 1,8%,
Nitrosarchaeum con 1,8 %, Pantoea con 1.8%, Pirellula con 1,8%, RB41 con 1,8%).
Similarmente en el suelo bajo el sistema organico se encontraron veinticuatro géneros bacterianos
(Pseudomonas con 34,51%, Bacillus con 7,1%, MND1 con 6,64%, Subgroupl0 con 4,43%,
Terrimonas con 3,12%, SWBO02 con 3,7%, Sphingomonas con 2,8%, Acidibacter con 2,7%,
Arthrobacter con 2,7%, Flavobacterium con 2,7%, Pantoea con 2,7%, Nitrospira con 2,7 %,
Ohtaekwangia con 2,7%, Cavicella con 2,5%, Acinetobacter con 2,2%, Allin6055 con 2,2%,
RB41con 2,2%, Devosia con 1,8%, Dongia con 1,8%, Hydrogenophaga con 1,8%,
Nocardioides con 1,8%, Pirellula con 1,8%, Steroidobacter con 1,8% y Arenimonas con 1,6%).
De manera general a nivel de género en la parte foliar bajo los dos sistemas de produccién
(orgéanico y convencional) el principal género bacteriano detectado fue Acinetobacter con un
promedio de 80,76%, de la misma manera en el tipo de suelo de produccion convencional el
principal género bacteriano detectado fue MND1 con 31%, al igual en el suelo bajo el sistema de

produccion organico el principal género bacteriano fue Pseudomonas con 34,51%.
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Gréfico 10-3. Abundancia relativa de bacterias a nivel de género, en relacion al tipo de suelo y hojas (orgéanico y

Relative Abundance (Genus = 1%)

convencional)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.3. Hongos compartidos y Unicos en los sistema de produccién organico y convencional a nivel de suelo y hoja.

HOJA

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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SUELO

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.4. Bacterias compartidos y Unicos en los sistema de produccion organico y convencional a nivel de suelo y hoja.

HOJA

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.5. Analisis de la diversidad microbiana

3.5.1.  Diversidad de la microbiota fungica presentes en la parte edafica y foliar del cultivo
de tomate rifion (Solanum lycopersicum L.), bajo sistemas de produccién orgénico y

convencional.

En las hojas bajo el sistema de produccion organico presentd un mayor indice de Shannon de
6,039. Del mismo modo a nivel de hojas bajo el sistema de produccidn convencional presenté un
menor indice con un valor de 1. Por otro lado, el tipo de suelo que presenté un mayor indice de
Shannon fue bajo el sistema de produccién convencional con un valor de 8,525, mientras el suelo
organico present6d un menor indice Shannon de 2,921 (Tabla4-3). De manera general a nivel de
hojas el que presentd un mayor indice de Shannon fueron las hojas bajo el sistema de produccién
organico con valores de 6,01, en comparacion al sistema de produccidn convencional. Del mismo
modo el tipo de suelo que presenté un mayor indice de Shannon fue el sistema de produccion
convencional con un valor de 8,525, en comparacion al suelo bajo el sistema organico de 2.921
(Gréfico 11-3).

Tabla 4-3: indice de Shannon para la microbiota asociado para los diferentes tipos de suelo y

tipos de hojas.

Intervalode Intervalo de

Diversidad Indice de confianza confianza Tipo S|stema del
Shannon . . cultivo
Inferior superior
Diversidad de 6.039 6.039 6.096 Hoja Organico
Shannon
Diversidad de 5544 5.543 5.593 Hoja Orgénico
Shannon
Diversidad de 6.437 6.436 6.490 Hoja Organico
Shannon
Diversidad de 3.607 3.606 3.668 Hoja Convencional
Shannon
Diversidad de 3.329 3.328 3.366 Hoja Convencional
Shannon
Diversidad de 1.000 1.000 1.000 Hoja Convencional
Shannon
Diversidad de 2921 2920 2971 Suelo Organico
Shannon
Diversidad de 8,525 8.524 8.581 Suelo Convencional
Shannon

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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Gréfico 11-3. Indice de Shannon para la microbiota asociado para los diferentes tipos de suelo

y tipos de hojas.

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.

En las hojas bajo el sistema de produccién organico se presenté un mayor indice de Simpson con
un valor de 4,636. Del mismo modo en las hojas bajo el sistema de produccion convencional se
presentd el menor indice con un valor de 1. Por otro lado, el tipo de suelo que presenté un mayor
indice de Simpson fue el suelo bajo el sistema de produccion convencional con un valor de 7,383,
mientras que el suelo orgénico presentd un menor indice con un valor de 1,720 (Tabla 5-3). De
manera general las hojas que presentaron un mayor indice de Shannon fueron en el sistema de
produccion organico con un valor de 4,87, en comparacion al sistema de produccion
convencional. Del mismo modo el tipo de suelo que presenté un mayor indice de Shannon fue el
suelo bajo el sistema de produccion convencional con un valor de 7,383, en comparacion al suelo

bajo el sistema organico que tuvo un valor de 1,720 (Gréfico 12-3).
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Tabla 5-3: Indice de Simpson para la microbiota asociado para los diferentes tipos de suelo y

tipos de hojas.

Intervalo de  Intervalo de

Diversidad !ndlce confianza confianza Tipo Slstema del
Simpson . . cultivo
Inferior superior
Diversidad de 4,636 4,636 4692 Hoja  Organico
Simpson
Diversidad de 4,507 4,507 4549 Hoja  Organico
Simpson
Diversidad de 5,481 5,481 5532 Hoja  Organico
Simpson
Diversidad de 2,781 2,781 2,818 Hoja  Convencional
Simpson
D|v§r5|dad de 2,632 2,632 2,664  Hoja Convencional
Simpson
Diversidad de 1,000 1,000 1,000 Hoja  Convencional
Simpson
Diversidad de 1,720 1,720 1,740 Suelo  Organico
Simpson
Dlvgr5|dad de 7,383 7,383 7,460 Suelo  Convencional
Simpson

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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Gréfico 12-3. indice de Simpson para la microbiota asociado para los diferentes

tipos de suelo y tipos de hojas.
Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.5.2. Diversidad de la microbiota bacteriana presentes en la parte edafica y foliar del
cultivo de tomate rifion (Solanum lycopersicum L.), bajo sistemas de produccién

orgéanico y convencional

En las hojas bajo el sistema de produccion convencional se present un mayor indice de Shannon
con un valor de 1,499. Del mismo modo a nivel de hojas bajo el sistema de produccién organico
presentd un menor indice con un valor de 1,071. Por otro lado, el tipo de suelo que presentd un
mayor indice de Shannon fue en el sistema de produccidn convencional con un valor de 264,124,
mientras que el suelo organico presento un menor indice con un valor de 259,177 (Tabla 6-3).
De manera general el tipo de hoja que presenté un mayor indice de Shannon fue el sistema de
produccién convencional con un valor de 1,41, en comparacion sistema de produccién organico.
Del mismo modo el tipo de suelo que presenté un mayor indice de Shannon fue el suelo bajo el
sistema de produccién convencional con un valor de 264,1, en comparacion al suelo bajo el

sistema organico con un indice de 259,177 (Gréfico 13-3).

Tabla 6-3: indice de Shannon para la microbiota asociado para los diferentes tipos de suelo y
tipos de hojas.

Intervalo

o indice de de Hﬂayﬂode _ Sistema del
Diversidad . confianza Tipo .
Shannon  confianza . cultivo
. superior
Inferior
Riqueza de i ani
1,071 1,071 1,077 Hoja Organico

Shannon

Riqueza de 1,465 1,465 1,514 Hoja Organico
Shannon

Riqueza de 1,265 1,265 1,308 Hoja Organico
Shannon

Riqueza de 1,499 1,499 1561  Hoja Convencional
Shannon

Riqueza de 1,402 1,402 1,460 Hoja Convencional
Shannon

Riqueza de 1,318 1,318 1,364 Hoja Convencional
Shannon

Riqueza de 259177 259,177 270,294 Suelo Organico
Shannon

Riqueza de 264,124 264,124 272,956  Suelo  Convencional
Shannon

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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Grafico 13-3. Indice de Shannon para la microbiota asociado para los

diferentes tipos de suelo y tipos de hojas.

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.

Las hojas bajo el sistema de produccion convencional presentaron un mayor indice de Simpson
con un valor de 1,211. Del mismo modo en las hojas bajo el sistema de produccion convencional
presentd un menor indice con un valor de 1,020. Por otro lado, el tipo de suelo que presenté un
mayor indice de Simpson fue el sistema de produccion convencional con un valor de 92,904,
mientras el suelo organico presentd un menor indice con un valor de 57,816 (Tabla 7-3). De
manera general las hojas que presentd un mayor indice de Simpson fueron en el sistema de
produccién convencional con un valor de 1,182, en comparacion al sistema de produccion
organico. Del mismo modo el tipo de suelo que presentd un mayor indice de Simpson fue el suelo
bajo el sistema de produccion convencional con un valor de 92,904, en comparacion al suelo bajo

el sistema de produccion organico (Gréfico 14-3).
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Tabla 7-3: Indice de Simpson para la microbiota asociado para los diferentes tipos de suelo y

tipos de hojas.

Intervalode Intervalo de

Diversidad In_dlce de confianza confianza Tipo Slstema del
Simpson . . cultivo
Inferior superior
Diversidad de . .
) 1,020 1,020 1,022  Hoja Organico
Simpson
Diversidad de ) )
) 1,191 1,191 1,214  Hoja Organico
Simpson
Diversidad de ) )
] 1,089 1,089 1,106 Hoja Orgéanico
Simpson
Diversidad de ] ]
) 1,211 1,211 1,240 Hoja Convencional
Simpson
Diversidad de
) 1,167 1,167 1,194  Hoja Convencional
Simpson
Diversidad de . .
) 1,143 1,143 1,170  Hoja Convencional
Simpson
Diversidad de o
] 57,816 57,600 61,966  Suelo Organico
Simpson
Diversidad de .
) 92,904 92,497 97,466  Suelo Convencional
Simpson

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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Gréfico 14-3. Indice de Simpson para la microbiota asociado para los

diferentes tipos de suelo y tipos de hojas.
Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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3.6. Andlisis de la Beta diversidad
3.6.1. Beta diversidad de hongos en elacién al sistema de produccion organico-convencional y al tipo de hoja-suelo

Se pudo observar para el caso de las comunidades flngicas asociados a la rizésfera (B), se encuentran estructuradas en relacion al origen de los

microorganismos (suelo y hoja), del mismo modo la estructuracion a nivel convencional y organico no se logré evidenciar una estructuracion (A).
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Grafico 15-3: Beta diversidad de hongos segun el sistema de produccion organico-convencional (A), y a nivel edéfico y foliar (B)

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.

45



3.6.2. Beta diversidad de bacterias en relacién al sistema de produccion organico-convencional y al tipo de hoja-suelo

En las comunidades bacterianas se observé gque existio una clara estructuracién, formaron dos grupos uno los que fueron originarios de las hojas y otro
originario de suelo (B), adicionalmente no existio estructuracion en las comunidades bacterianas en la fildsfera a nivel de hoja, mientras que si existié una
estructuracion asociada a la rizésfera del suelo (A). El analisis de PCoA de bacterias mostrd una separacion clara de la distancia de las muestras por

organo (hoja o suelo), y solamente clara distancia por tipo de cultivo (organico o convencional) en las muestras de suelo, siendo el porcentaje de variacion

explicado ejes de coordenadas alto (Gréfico 16-3).
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Grafico 16-3. Beta diversidad de bacterias segun el sistema de produccion organico y convencional (A), y a nivel edéafico y foliar (B).

Realizado por: Pullupaxi, José, 2022.
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DISCUSION

Esta investigacion es uno de los primeros estudios que se realizd con el enfoque de
secuenciamiento de proxima generacion (NGS-Next Generation Sequencing) o técnicas
independientes de cultivo, para investigar las comunidades microbianas de hongos y bacterias
presentes en la parte edéafica y foliar en el cultivo de tomate bajo los dos sistemas de produccién

(orgénico y convencional) en la provincia de Chimborazo, Cantén Chambo.

Segun Rodriguez et al, (2010, p. 185), cualquier ecosistema es muy complejos y diversos, puesto
que albergan millones de microorganismos. Los microorganismos son mas abundantes
dependiendo de la fuente de alimentos (incluidas las secreciones de las raices de las plantas y la
materia organica del sitio). El suelo ofrece una gran variedad de micro habitats para la gran
biodiversidad microbiana, actualmente esta biodiversidad de ha visto afectada por el uso excesivo
de insumos de la agricultura. Se ha observado una clara preponderancia de integrantes del Phylum
Ascomycota en el caso de los hongos que predominan hasta en un 65 % dependiendo las zonas

agricolas, seguido de Mortierellomycota hasta en un 45-60% y Basidiomycota un 10-20%
(Silvestro et al, 2013, p. 8).

Bazalar, (2017) en estudios realizados en el cultivo de Vid (Vitis vinifera L.) en la zona de PerQ
encontrd una gran diversidad de hongos pertenecientes al filo Ascomycota que presentd un
97,6%, Basidiomycota con 1,2% y Glomeromycota con 1,2%, de la misma manera encontraron
géneros fungicos como: Aspergillus, Lasiodiplodia, Botrytis, Fusarium, Gibberella, Alternaria,

Rhizoctonia, Cladosporium, Acremonium.

En el presente estudio, Ascomycota fue el filo mas abundante asociado al tipo de suelo vy tipos
de hojas bajo el sistema de produccién organico y convencional, de la misma manera a nivel de
hojas presentaron géneros fangicos como; Cladosporium, Rhodotorula, Neocosmospora y
Botryotinia, siendo Cladosporium, Neocosmospora y Botryotinia géneros patégenos del cultivo
de tomate, en el caso de Cladosporium cuando es patégeno presenta sintomas como manchas
clordticas en el haz de la hoja, Neocosmospora generalmente cuando son patégenos generalmente
causan pudricién radicular y sintomas de clorosis de la planta y marchitamiento, Botryotinia es
la fase sexual de Botrytis uno de los hongos més destructivos a nivel de hojas y fruto, causando
sintomas de pudriciones generalmente en flores y frutos. Por otro lado, Rhodotorula es una
levadura que podria usarse para anticipar a hongos patdégenos, como antagonista microbianos, es
decir quitdndoles el espacio y los nutrientes necesarios para que este germinen y colonicen las

diferentes partes del cultivo (Binkley et al, 1988, p. 43).
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De la misma forma a nivel de suelo bajo el sistema de produccion organico y convencional se
presentaron géneros fungicos como: Mortierella, Fusarium, Phialophora, Gibberella, siendo
Mortierella un hongo saprofito muy comun, algunas especies como Mortierella capitata se estan
utilizando para el control bioldgico de patégenos. Otro hongo encontrado pertenece al género
Fusarium uno de los grupos fangicos mas abundantes y estudiados a nivel mundial, siendo
saprofitos y algunos patdgenos causando sintomas de pudricion radicular y marchitamiento de
las plantas (Randy et al, 2015, p. 2). Phialophora es un hongo que produce una enfermedad vascular
similar a Fusarium, Gibberella es un hongo saprofito (fase sexual de algunos hongos del género
Fusarium) del suelo que causa pudricion de tallos.

Segun Calderoli, (2018) en realizados diferentes estudios usando plataformas de NGS para
identificar los filos dominantes en diferentes ambientes, en particular de diferente tipos de plantas
y suelos, se ha encontrado una alta diversidad compuesta por diferentes grupos taxonémicos a
nivel de filo se incluye Firmicutes ,Acidobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria, y Proteobacteria;
lo cual se sugiere rutas hacia la selectividad microbiana dependiente del hospedero y del suelo.
Una investigacion que se realizd en los cultivos de nogal y alfalfa en la ciudad de México, mostro
que la diversidad en hongos fue de 20 géneros en los cultivos de nogal de 51 afios
aproximadamente y de 2 géneros en cultivos de alfalfa de 3 afios, teniendo en cuenta que solo
hubo un filo Proteobacteria (Samaniego, 2007, p. 383-390).  Mantilla et al, (2019, pp. 2-4), afirma que
estudios realizados sobre el manejo de enfermedades en el cultivo de tomate, se ha observado
dentro del cultivo la presencia de microorganismos bacterianos patdgenos, que causan diferentes
patologias, y que incrementan su poblacién en la fase que antecede a la floracion, entre los
patégenos detectados como bacterias patégenas podemos mencionar Erwinia, Pseudomonas,

Ralstonia, Bacillus. Xantomonas.

La presencia de los microorganismo fungicos y bacterianos va a depender de cuatro factores
como; clima, manejo del cultivo, tipo de cultivo y tipo de suelo, se ha observado en suelos con
alto contenido de materia organica llegan a existir aproximadamente mas de 59 géneros. La
diversidad microbiana en si ya es muy diversa dentro de una especie; pero al estudiar la taxonomia
microbiana en suelos de cultivos de tomate bajo invernadero en sistema convencional y organico
es posible encontrar filos, familias, géneros y especies que se encuentran en la rizésfera de dichos
suelos, aunque la mayoria de los microorganismos aun no son estudiados. En esta investigacion,
la diversidad de microorganismos (hongos y bacterias) es alta y esta influenciada segun el origen

(suelo y hoja) o sistema de produccidn (organico y convencional).

Proteobacteria fue el filo mas abundante de bacterias asociado al tipo de suelo y tipos de hojas
bajo los dos sistemas de produccidn organica y convencional. De igual manera a nivel de hojas
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presentaron géneros como: acinetobacter, Athrobacter, Opitutus. Siendo acinetobacter una
bacteria gam negativa que se asocia a diversos cultivos, una bacteria con caracteristicas de
promocién de crecimiento (Sachdev et al, 2010, p.45). Athrobacter es una bacteria gran negativa que
aguda a promover el crecimiento, debido a que incorpora hierro soluble en cuanto Opitutus habido

estudios que ayuda a la incorporacion del nitrdgeno mediante la desnitrificacidn (Narvaez et al, 2019).

De la misma manera a nivel del suelo bajo los dos sistemas de produccion organico y
convencional se encontraron géneros de bacterias como; Bacillus, Pseudomonas, Candidatus
Nitrosotenuis, Sphingomonas, Steroidobacter. Siendo Bacillus una bacteria al igual de las otras
promotoras de crecimiento tanto como Candidatus Nitrosotenuis ya que es una bacteria encargada
de transformacion del nitrogeno de la forma amoniacal a nitrito (Sauder et al., 2018). Pseudomonas
presenta un gran diversidad de especies y su importancia es segun la funcion que cumple cada
uno de ellas como es; Pseudomonas fluorecens por ejemplo es un microorganismo que tiene la
capacidad de degradar los compuestos fendlicos, a la que se denomina biorremediadores
(REBIOLEST, 2018). Sphingomonas tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de cepas
multiresistentes a antibiéticos del género Stapphylococcus, también algunos estudios
establecieron que posee moléculas toxicas lo que fortalece la idea de producir moléculas toxicas
para otros microorganismos es decir inhibir el crecimiento de patdgenos vegetales (Aguayo, 2015)

En el presente estudio se observo una gran diversidad microbiana tanto en la parte edéafica y foliar,
a nivel de filo, clase, orden, familia y género habiendo mayor diversidad de hongos y bacterias
en el cultivo de tomate bajo el sistema de produccién organico. Entonces se puede acotar que la
diversidad microbiana podria verse afectado por cuatro factores; clima, manejo del cultivo, tipo

de suelo y contenido de materia organica (MO).

La diversidad y estructuracion de las comunidades fungicas y bacterianas en los suelos
neotropicales y en pastizales fueron diferentes tanto en diversidad y estructuracion, ya que se han
encontrado una gran diversidad en los suelo neotropicales en comparacion de los pastizales del
mismo modo la estructuracién microbiana y flngico se vio mas evidente en los bosque
neotropicales, explicando asi la variacion que tienen los microorganismos en funcion a las
actividades realizadas a nivel del suelo (Rivera, 2015, p. 4). En estudios realizados en tres diferentes
suelos (Forestal, Agricola y Perturbado), presentan la misma riqueza de especies, aunque el suelo
agricola fue el que tuvo una menor diversidad, de la misma manera haciendo el analisis PCoA
nos mostré que cambia la estructura de la comunidad bacteriana en los suelos agricolas en

comparacion al suelo forestal (Acata, 2015).
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En este presente estudio se pudo evidenciar que existe una alta diversidad de especies flngicas a
nivel de hojas bajo el sistema de produccion organico y a nivel de suelo bajo el sistema de
produccién convencional (Grafico 11-3). De la misma manera existié una mayor riqueza de
especies flngicas a nivel de hojas bajo el sistema de produccién organico, mientras que a nivel
de suelo se presentd una mayor riqueza de especies fungicas bajo el sistema de produccion
convencional, esto se puede evidenciar mediante el indice de Simpson obtenido (Grafico 12-3).
Para las comunidades bacterianas a nivel de hojas bajos los sistemas de produccion organico y
convencional, no existié una gran diversidad de especies en comparacion al tipo de suelo, el cual
presentd una gran diversidad de especies, de la misma manera a nivel de suelo existidé gran
diversidad para los dos sistemas de produccion (Organico y convencional) (Grafico 13-3). Asi
mismo se pudo evidenciar que no existié una riqueza de especies a nivel de hojas para los dos
sistemas de produccidn, en cuanto a nivel de suelo, el que present6 una mayor riqueza de especies,

fue el suelo bajo el sistema de produccion convencional (Gréafico 14-3).

La estructuracion de los microorganismos bacterianos fue muy evidente a nivel de hoja y suelo,
mientras que en el sistema organico y convencional no se evidencid una buena estructuracion
(Gréfico 15-3-A), del mismo modo no se evidencid ninguna estructuracion de los
microorganismos flngicos (Gréafico 15-3-B). Este hecho se puede evidenciar en otros estudios
(Acata, 2015) en los que muestran la estructuracion de los microorganismos el cual ésta en

funcidn de las caracteristicas y funciones de cada uno de los microorganismos.

CONCLUSIONES
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4 La composicion microbiana fue diferente tanto a nivel de la rizosfera como a nivel foliar
segun el sistema de produccién (organico y convencional), de manera general la abundancia
relativa flngica y bacteriana, fue mayor en el sistema de produccién organica, tanto a nivel foliar
como edafica, del mismo modo para el sistema de produccion organica y convencional a nivel de

hoja y suelo el filo Ascomycota fue el que presentd una mayor abundancia.

v Segun los indices de Shannon y Simpson para las especies fungicas el mas diverso a nivel
de hoja fue el sistema de produccion organica, del mismo modo a nivel de suelo el méas diverso
fue el sistema de produccién convencional. Mientras para bacterias a nivel de hoja la diversidad
es igual para el sistema de produccion orgénica y convencional, mientras a nivel de suelo el mas

diverso fue el sistema de produccion convencional.
v Dentro de la diversidad microbiana se observé una buena estructuracion de las especies
fangicas a nivel de suelo y hoja en relacion al sistema de produccion organica y convencional.

Mientras las especies bacterianas presentaron una buena estructuracion a nivel de hoja y suelo del

mismo modo para el sistema de produccidn organica y convencional.
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4 Se recomienda realizar estudios similares en otras localidades con el fin de comparar
resultados y obtener méas informacidn sobre la diversidad, estructuracién de las especies fungicas

y bacterianas.

4 Se recomienda usar un enfoque de estudio dependiente de cultivo para aislar los
microorganismos mas abundantes que pudieran ser de interés agricola y/o biotecnolégico para

estudiar su aplicabilidad.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Abundancia relativa: Es el porcentaje de individuos de cada especie en la relacion al total que

conforman la comunidad o subcomunidad (Briones, 2012).

Cosmopolita: Que habita o puede habitar en mayor parte de climas y lugares (Bot, 1988).

Ecosistema: Cualquier unidad que incluya todos los organismos en un area dada interactuando
con el ambiente fisico, de forma que el flujo de energia que lleva a definir estructuras tréficas,
diversidad bidtica y ciclos de materiales (Odum, 1971).

Ecologia microbiana: Es la ciencia que se encarga en estudiar las relaciones entre los
microorganismos y el medio que le rodea, y que tiene en consideracion tanto los factores
ambientales abidticos como los bidticos (Guerrero, 2005).

Factores ambientales: En agronomia son los factores que intervienen en el desarrollo del cultivo
como; luz, temperatura, humedad ambiental, entre otros, mismo que pretenden controlar mediante

el uso y manejo de invernaderos (Odum, 1971).

Genoma: Es el conjunto de instrucciones genéticas que se encuentra en la célula (Craig Venter,
2000).

Microbiota: Es una comunidad de microorganismos vivos residentes en un nicho ecoldgico
(Torraza, 2011, p.14).

Microbioma: Es un grupo de microorganismos diferentes que viven en conjunto en un habitad
(Torraza, 2011, p.14).

Mineralizacion: Proceso en el cual el nitrdgeno organico del suelo estd transformado por los

microorganismos del suelo a formas inorganicas (Amonios y Nitratos) (Binkley, 1989).

Metagenémica: Es la extraccién, clonacidon secuenciacién y analisis del genoma de una
comunidad microbiana, lo cual permite el estudio de una gran variedad de genes y sus productos,

ademas de un conjunto de operones que codifican rutas degradativas o bio-sinteticas (Handlesman
etal., 1998).



Procesos biogeoquimicos: Son proceso naturales que reciclan elemento en diferentes formas

quimicas desde el medio ambiente hacia los organismos, y luego la inversa (Binkley, 1989).

Ribosomas: Es una particula celular conformada de ARN y proteina que sirve como el sitio para

la sintesis de proteinas en la célula (Craig Venter, 2000).

Rizésfera: Es una zona de interacciéon Unica y dinamica entre raices de las plantas y los

microorganismos del suelo (Steciow, 2000).
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ANEXOS

ANEXO A: DIVERSIDAD DE RIQUEZA DE BACTERIAS.

DIVERSIDAD DE RIQUEZA DE BACTERIAS
Sistema de

Sitio Diversidad Observado | Estimador S.e. LCL UCL | Tipo cultivo
Riqueza de

PAB141 especies 6 6 0,05 6 6,1 hoja orgénico
Diversidad de

PAB141 Shannon 1,071 1,071 0,003 | 1,071 | 1,077 | hoja organico
Diversidad de

PAB141 Simpson 1,02 1,02 0,001 1,02 1,022 | hoja organico
Riqueza de

PAB142 especies 5 5 0,011 5 5,022 | hoja orgénico
Diversidad de

PAB142 Shannon 1,465 1,466 0,024 | 1,465 | 1514 | hoja organico
Diversidad de

PAB142 Simpson 1,191 1,191 0,012 1,191 1,214 | hoja organico
Riqueza de

PAB143 especies 8 8 0,369 8 8,896 | hoja orgénico
Diversidad de

PAB143 Shannon 1,265 1,267 0,021 | 1,265 | 1,308 | hoja orgénico
Diversidad de

PAB143 Simpson 1,089 1,089 0,008 1,089 1,106 | hoja organico
Riqueza de

PAB144 especies 5 5 0,001 5 5,002 | hoja | convencional
Diversidad de

PAB144 Shannon 1,499 15 0,031 | 1,499 | 1561 | hoja | convencional
Diversidad de

PAB144 Simpson 1,211 1,211 0,015 1,211 1,24 hoja | convencional
Riqueza de

PAB145 especies 5 5 0,018 5 5,037 | hoja | convencional
Diversidad de

PAB145 Shannon 1,402 1,403 0,029 | 1,402 1,46 hoja | convencional
Diversidad de

PAB145 Simpson 1,167 1,167 0,014 1,167 1,194 | hoja | convencional
Riqueza de

PAB146 especies 3 3 0 3 3 hoja | convencional
Diversidad de

PAB146 Shannon 1,318 1,319 0,023 | 1,318 | 1,364 | hoja | convencional
Diversidad de

PAB146 Simpson 1,143 1,143 0,014 1,143 1,17 hoja | convencional
Riqueza de 553,90

PAB147 especies 547 547 1,754 547 8 suelo orgénico
Diversidad de 259,17 | 270,29

PAB147 Shannon 259,177 263,962 3,231 7 4 suelo orgénico
Diversidad de

PAB147 Simpson 57,6 57,816 2,117 57,6 61,966 | suelo organico
Riqueza de 598,57

PAB152 especies 593 593 1,527 593 2 suelo | convencional
Diversidad de 264,12 | 272,95

PAB152 Shannon 264,124 267,941 2,559 4 6 suelo | convencional
Diversidad de

PAB152 Simpson 92,497 92,904 2,328 | 92,497 | 97,466 | suelo | convencional




ANEXO B: DIVERSIDAD DE RIQUEZA DE HONGOS.

DIVERSIDAD DE RIQUEZA DE HONGOS
Sistema de
Sitio Diversidad Observado | Estimador s.e. LCL UCL Tipo cultivo
Riqueza de
PAB141 especies 10 10 0 10 10 hoja organico
Diversidad de
PAB141 Shannon 6,039 6,039 0,029 6,039 6,096 hoja organico
Diversidad de
PAB141 Simpson 4,636 4,636 0,029 4,636 4,692 hoja organico
Riqueza de
PAB142 especies 10 10 0 10 10 hoja organico
Diversidad de
PAB142 Shannon 5,543 5,544 0,025 5,543 5,593 hoja organico
Diversidad de
PAB142 Simpson 4,507 4,507 0,021 4,507 4,549 hoja organico
Riqueza de
PAB143 especies 10 10 0 10 10 hoja organico
Diversidad de
PAB143 Shannon 6,436 6,437 0,027 6,436 6,49 hoja orgénico
Diversidad de
PAB143 Simpson 5,481 5,482 0,025 5,481 5,632 hoja organico
Riqueza de
PAB144 especies 10 10 0 10 10 hoja convencional
Diversidad de
PAB144 Shannon 3,606 3,607 0,031 3,606 3,668 hoja convencional
Diversidad de
PAB144 Simpson 2,781 2,781 0,019 2,781 2,818 hoja convencional
Riqueza de
PAB145 especies 10 10 0 10 10 hoja convencional
Diversidad de
PAB145 Shannon 3,328 3,329 0,019 3,328 3,366 hoja convencional
Diversidad de
PAB145 Simpson 2,632 2,632 0,011 2,632 2,654 hoja convencional
Riqueza de
PAB146 especies 1 1 0,002 1 1,005 hoja convencional
Diversidad de
PAB146 Shannon 1 1 0 1 1 hoja convencional
Diversidad de
PAB146 Simpson 1 1 0 1 1 hoja convencional
Riqueza de
PAB147 especies 10 10 0 10 10 suelo organico
Diversidad de
PAB147 Shannon 2,92 2,921 0,025 2,92 2,971 suelo orgénico
Diversidad de
PAB147 Simpson 1,72 1,72 0,011 1,72 1,74 suelo organico
Riqueza de
PAB152 especies 10 10 0 10 10 suelo convencional
Diversidad de
PAB152 Shannon 8,524 8,525 0,028 8,524 8,581 suelo convencional
Diversidad de
PAB152 Simpson 7,383 7,384 0,039 7,383 7,46 suelo convencional
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