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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la diversidad de hongos en el suelo rizosférico
del maiz cultivado bajo diferentes practicas agricolas en el cantén Pindal provincia de Loja,
Ecuador.

Se recolectaron muestras de suelos y raices de dos sitios experimentales en las tres practicas
agricolas: siembra, ureada y quema. Las muestras fueron analizadas mediante técnicas
moleculares para identificar la presencia de hongos.

Los resultados indicaron que el suelo rizosférico de los dos sitios experimentales presentaron
una alta diversidad de hongos. Se identificaron un total de 7 especies de hongos en el suelo
y 28 especies de hongos en la raiz del maiz. El andlisis metagendmico del suelo revel6é un
total de 7 clases bacterianas, 16 familias fungicas y 4 especies de hongos micorrizicos.

Las funciones de los hongos presentes en la raiz y suelo se clasificaron en 15 grupos. La
composicién de la comunidad de hongos que colonizan el suelo rizosférico varié en funcion
de las practicas agricolas. El suelo rizosférico del bosque seco presentd una mayor diversidad
de hongos que el suelo rizosférico de los sitios experimentales con manejo agricola.
Finalmente, las propiedades quimicas y fisicas del suelo variaron segun las practicas
agricolas.

Los resultados demuestran que el suelo rizosférico del cultivo de maiz es un ambiente
complejo con una alta diversidad de hongos. Las practicas agricolas pueden afectar la
composicion de la comunidad de hongos que colonizan el suelo rizosférico, lo que puede tener

un impacto en el rendimiento y calidad del cultivo.

Palabras clave: comunidad microbiana, micorrizas, metagenomica, practicas agricolas.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the diversity of fungi in the rhizospheric soil of maize grown
under different agricultural practices in the Pindal canton, Loja province, Ecuador.

Soil and root samples were collected from two experimental sites under the three agricultural
practices: planting, urea application, and burning. The samples were analyzed by molecular
techniques to identify the presence of fungi.

The results indicated that the rhizospheric soil of the two experimental sites showed a high
fungi diversity. A total of seven fungal species were identified in the soil and 28 fungal species
in the maize root. Metagenomic analysis of the soil revealed seven bacterial classes, 16 fungal
families, and four species of mycorrhizal fungi.

The functions of the fungi present in the root and soil were classified into 15 groups. The
composition of the fungal community colonizing the rhizospheric soil varied according to
agricultural practices. The rhizospheric soil of the dry forest had a higher diversity of fungi than
the rhizospheric soil of the experimental sites with agricultural management. Finally, soil
chemical and physical properties varied according to agricultural practices.

The results demonstrate that the rhizospheric soil of the corn crop is a complex environment
with a high diversity of fungi. Agricultural practices can affect the composition of the fungal

community, colonizing the rhizospheric soil, which can impact on crop yield and quality.

Keywords: microbial community, mycorrhizae, metagenomics, agricultural practices.

10



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

La agricultura ha experimentado cambios significativos en los ultimos afios a causa de la
intensificacion de practicas agricolas, producto del crecimiento poblacional, ocasionando el
deterioro de los recursos naturales, en particular del suelo (Milner & Boldsen, 2023). La
perspectiva agronémica por enriquecer este recurso y comprender estructuralmente el
microbioma ha sido desatendida.

En un esfuerzo importante por identificar el rol de los microorganismos que coexisten en el
suelo Wei et al. (2019) manifiestan que parte de esos interactian con los exudados de la raiz
incidiendo en la salud de las plantas, cuyo fin principal es brindar proteccion contra patégenos
(Berendsen et al., 2012), por medio de la secrecién de aminoacidos y acidos organicos que
se dan entre los exudados de las raices y el suelo (Yuan et al., 2018). Dichos exudados, son
el conjunto de azucares, acidos organicos, metabolitos, fitohormonas y polimeros son
decisivos para atraer, seleccionar y alterar la estructura de la comunidad de los
microorganismos (Wen et al., 2020).

El microbioma de la raiz alberga un sinnimero de hongos, que desempefian un
indispensable papel ecoldgico en la descomposicion de materia organica (van der Heijden et
al., 2015), circulacion del carbono en el ecosistema (Bahram et al.,, 2018) y en la
biogeoquimica del suelo (Asiegbu & Kovalchuk, 2021).

Los hongos enddfitos cumplen funciones inter o intraespecificas en las plantas, ya que son
necesarios para la reasignacion de biomasa, en temporadas adversas como la sequia,
facilitando asi la absorcion de nutrientes que son inaccesibles para estos (Bgrja et al., 2017),
ayudando a estimular la liberacion de nutrientes, especialmente nitrégeno y fésforo

(Kyaschenko et al., 2018). (Asiegbu & Kovalchuk, 2021).
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Las bacterias integran otro componente del microbioma en el suelo y cumplen roles
especificos en las plantas, actuando en el incremento de la composicion de principios activos
(Cakmakgi et al., 2020), confiriendo tolerancia a metales pesados (Zhang et al., 2008),
promoviendo el crecimiento (Lafi et al., 2017) y produciendo metabolitos que evitan la
infeccién por patégenos (Ali et al., 2015).

Para identificar y cuantificar pequefias poblaciones microbianas del suelo se han empleado
diversas estrategias de identificacion molecular basadas en el ADN, como electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcién inversa (RT-PCR) (Pang et al., 2021), aunque la expresion de ARNm no siempre
se correlaciona de manera directa con la cantidad de proteinas producidas (Lin et al., 2013)
el analisis metagendmico puede servir como una herramienta valiosa para profundizar en la
composicién y las funciones microbianas en los agroecosistemas (Lafi et al., 2017), lo que
contribuye al manejo de informacién sobre el rol de los consorcios microbianos en el suelo. El
metabarcoding es util para amplificar y secuenciar regiones especificas de genes que
permiten una evaluacion rapida y especifica de la diversidad taxondmica de una comunidad

microbiana (Young & Hebert, 2022).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La relaciéon simbidtica entre los microorganismos y las plantas brinda beneficios
ecosistémicos (Augé et al., 2008) (Abbott & Johnson, 2017) (Allen & Allen, 2017) (Asiegbu &
Kovalchuk, 2021). A pesar de esto los microorganismos se enfrentan a diversos desafios como
practicas agricolas inadecuadas, exceso de fertilizacion inorganica, labranza y quema, que
posiblemente pueden tener un impacto sobre la microbiota del suelo. Ademas, cuando se
considera el escenario del cambio climatico, la perspectiva se vuelve aun mas preocupante.

El trabajo de investigacion centraliza el estudio de la diversidad microbiana del maiz al ser
considerado uno de los cereales mas cultivados a nivel mundial (FAO, 2021). En el Ecuador
constituye el segundo cultivo de interés para la dieta y economia de muchas comunidades; y

a nivel cantonal, Pindal es uno de los mas grandes productores de maiz duro (INEC, 2022),
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sus condiciones climaticas son muy irregulares, donde el periodo mas seco corresponde al
comprendido entre los meses de julio a diciembre, que incide de manera drastica en su
produccion (GAD, 2019) por lo tanto, estudiar las comunidades microbianas inherentes al
cultivo del maiz en relacién a cada practica agricola resulta crucial para la sostenibilidad

agricola, la comprension de los ecosistemas locales y sustentar la seguridad alimentaria.

1.3 HIPOTESIS

La composicion de la microbiota del suelo varia en el ciclo de cultivo de acuerdo a las

practicas agricolas.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general
Identificar la diversidad endo y ecto micorrizicos asociada al suelo rizosférico en el cultivo
de maiz.
1.4.2 Objetivos especificos
Caracterizar la funcion de hongos identificados en la rizosfera y suelo en un cultivo de maiz
mediante técnicas moleculares.
Determinar la composicion e indice de diversidad de la comunidad de microorganismos
que colonizan el suelo de la rizosfera de un cultivo de maiz.
Identificar diferencias en la composicion de la comunidad microbiana que coloniza el suelo

en relacion a las practicas agricolas.

1.5 JUSTIFICACION

A nivel mundial, se ha estudiado la dinamica e impacto de las micorrizas en la fisiologia de
las plantas (van der Heijden & Marcel, 2023), el efecto en la inmovilizacion de nutrientes como
el fosforo (Hemkemeyer et al., 2021) y la tolerancia de las plantas a condiciones extremas en

diversos ecosistemas (Asiegbu & Kovalchuk, 2021).
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En Ecuador, se han realizado investigaciones para evaluar el efecto de hongos micorrizicos
en el desarrollo de plantas bajo distintos escenarios agricolas. Sin embargo, la informacion
sobre la composicion y estructura de las comunidades microbianas es escasa, en este
sentido, los datos y resultados seran de importancia para entender la estructura de la
comunidad microbiana en diversos escenarios agricolas, y su efecto en la composicién del

suelo.

CAPITULO 2

2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 Reino Fungi

El reino Fungi incluye organismos que desempefian roles cruciales en la descomposicion
de materia organica muerta (Gadd, 2021), elevan la tasa de crecimiento de plantas vasculares
(Singara, 2015) y proporcionan recursos en la industria farmacolégica (Bernal et al., 2021) y
alimentaria (Bernal et al., 2021).

Se conocen aproximadamente 70.000 especies de hongos pero se cree que existen
mas de 1,5 millones de especies sin describir (Hawksworth et al., 1995), estos se han
clasificado en siete phyllum que corresponden a: Ascomycota, Basidiomycota,
Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Neocallimastigomycota,
Microsporidia (James et al., 2006) (Hibbett et al., 2007), aunque para este ultimo su
ubicacion filogenética en relacion con sus parientes cercanos se desconoce (Park & Poulin,
2021).

Dada la gran diversidad de especies de hongos descritas, por su estilo de vida se agrupan
en: simbiontes, saprobiontes, y parasitarios (Rodriguez & Redman, 1997). Los simbiontes
fungicos, constituye un tema de gran interés en este apartado debido a que es un claro
ejemplo de la relacion intrinseca que puede establecerse entre los hongos denominados

micorrizas y las plantas (Brundrett, 2009) (Elliott et al., 2019).
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2.1.2 Micorrizas

El término micorriza proviene del griego “mykes” y “rhiza”, que se refiere literalmente a la
relacién hongo-raiz (Trappe, 2005), fue acufiado por primera vez en 1885, aunque ya existian
diversas publicaciones relacionas con el tema en esa época (Frank, 2005). Las micorrizas son
una forma de asociacion o simbiosis que se establecen entre el tejido cortical de las raices y
los hongos (Tripathi et al., 2018). Este grupo diverso de microorganismos interactia con
aproximadamente el 90 por ciento de las plantas vasculares (Smith & Read, 2008),
involucrando alrededor de 50,000 especies de hongos con cerca de 250,000 especies de
plantas (van der Heijden et al., 2015).

Los hongos micorrizicos habitan en la rizosfera y presentan diversas caracteristicas
morfoldgicas. Se sabe que colonizan el tejido cortical de las raices, conectando con sus hifas
la raiz y el suelo en busca de nutrientes, especialmente nitratos y fosfatos (van der Heijden et
al., 2015), azucares, aminoacidos y agua. (Watkinson et al., 2016).

Los hongos micorrizicos desempefian un rol importante en el habitat de las plantas, debido
a que influyen en varios aspectos de su desarrollo. Promueven la produccion de fitohormonas
(Hyakumachi & Kubota, 2003) (Janardan et al., 2011), que estimulan el crecimiento vegetal
(Murali et al., 2021) asi como la mineralizacién de nutrientes del suelo catalizadas por diversas
enzimas (Elsharkawy & El-Khateeb, 2019) y sumando la resistencia contra estresores
vegetales (Hyakumachi & Kubota, 2003) (Choudhary et al., 2007) (Mohiddin et al., 2017).

Estudios demuestran que la asociacion entre hongos micorrizicos y raices afectan su
estructura y funcién (Linderman, 1988) (Maherali, 2014), alterando la exudacion radicular
(Bansal & Mukeriji, 1994) (Vives-Peris et al., 2020) lo que a su vez desencadena la activacion
de diversos procesos biogeoquimicos (Giri et al., 2005). Esto resulta en un mayor intercambio
bidireccional de carbono, permitiendo que las plantas absorban mayor cantidad de nutrientes
(Tripathi et al., 2018) y representando ventajas ecoldgicas en la aptitud de las plantas hacia

el entorno (Miransari, 2010).
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2.1.2.1 Clasificacion

En base a sus tipologia existen diversas clasificaciones con respecto a los tipos de
micorrizas (Brundrett, 2004)(Smith & Read, 2008) siendo mayoritariamente aceptada la que
divide a las micorrizas en endo (micorrizas arbusculares, micorrizas de orquideas y micorrizas

ericoides) (Marschner, 2011) y ectomicorrizas (van der Heijden et al., 2015).

2.1.2.2 Micorrizas arbusculares
Los hongos micorrizicos arbusculares o AMF se clasifican en el phyllum Glomeromycota.
Este tipo de hongo penetra en el interior celular de las raices y desarrolla estructuras
intrarradicales (hifas, arbusculos, vesiculas) o estructuras extrarradicales (hifas y esporas) en
el suelo (Rodrigues & Rodrigues, 2019), de esta manera mantienen una relacioén superficie-
volumen en la absorcion de nutrientes (Owen et al., 2015) mejorando el intercambio de
distintos metabolitos y carbono entre el hongo y el huésped (Garg et al., 2006).
Para Morgan et al. (2005) el establecimiento de la red de micorrizas arbusculares presenta
ventajas basicas en la adquisicion de nutrientes minerales:
e Las hifas fungicas se extienden fuera del area de agotamiento de nutrientes que rodea
la raiz de la planta.
e Las hifas fungicas extienden el area de superficie de las raices lo que permite que las
plantas absorban mas nutrientes.
e Las hifas pueden extenderse hacia lugares del suelo que son demasiado pequefos
para que entren las raices.
e Algunos hongos micorrizicos pueden solubilizar los nutrientes organicos del suelo,
convirtiéndolos accesibles para las plantas.
La esquematizacion del desarrollo intracelular y ventajas de una micorriza arbuscular se
aprecia en la figura 1.
Figura. 1

Desarrollo intracelular de una micorriza arbuscular
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en la planta hospedante.

2.1.2.3 Micorrizas de orquideas

Las micorrizas de orquideas (OMF) pertenecen al phyllum Basidiomycota, un grupo muy
heterogéneo (lllyés et al., 2010), estas se agrupan en las células corticales de la raiz y en
semillas. Infectan principalmente el tejido del velamen e ingresan por medio de la exodermis
(Sathiyadash et al., 2012) lugar en donde el hongo se propaga intracelularmente formando
una estructura muy enrollada denominada pelotones (Sathiyadash et al., 2020).

La relacion mencionada es unica en el reino plantae, en algunas ocasiones la colonizacion
fungica es irregular en las orquideas epifitas y litéfitas, mientras que en las orquideas
terrestres es difusa (Muthukumar & Kowsalya, 2017).

T. Li et al. (2021) describen las ventajas de las micorrizas de orquideas:

o Posibilita la transferencia de nutrientes (carbono, nitrégeno y fésforo).

e Estimulan el crecimiento vegetal.

e Son productores de fitohormonas.

e Son fundamentales en la resistencia de enfermedades.
La esquematizacion del desarrollo intracelular y ventajas de una micorriza orquideoide se
aprecia en la figura 2.

Figura. 2

Desarrollo intracelular de una micorriza de orquidea
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2.1.2.4 Micorrizas ericoides
Las micorrizas ericoides (ErM) pertenecen al phyllum Ascomycota (Smith & Read, 2008),
estan asociadas a especies de plantas de las familias Ericaceae, Epacridaceae y
Empetraceae (Dighton, 2009). Su proceso de colonizacion inicia con el reconocimiento de la
planta huésped, el hongo atraviesa la célula vegetal dando lugar a la proliferacion de hifas en
forma de espirales (Mukerji et al., 2002). Mejora la transferencia de nutrientes en especies de
tundra, brezales y bosques neotropicales (Pacheco et al., 2022) .
Segun Wei et al. (2022) los principales beneficios son:
e Promocién del crecimiento de las plantas.
e Capacidad para biodegradar materia organica del suelo.
e Produccion compuestos bioactivos.

e Generacion de antioxidantes.

18



La esquematizacion desarrollo intracelular y ventajas de una micorriza ericoide se aprecia en

la figura 3.

Figura 3

Desarrollo intracelular de una micorriza ericoide.
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2.1.2.5 Ectomicorrizas

Los hongos ectomicorrizicos (EcM) pertenecen al phyllum Basidiomycota y Ascomycota.
Estos forman un sistema denominado heterorricico en el que se distinguen raices de
extension larga y corta (Lakhanpal, 2001) caracterizadas por la presencia de tres estructuras
principales: vaina o manto de tejido fungico, un crecimiento interno laberintico de hifas entre
las células de la raiz, denominado red de Hartig y un sistema de crecimiento externo de
elementos hifales que forma conexiones con el suelo (Smith & Read, 2008).

La infeccidn ectomicorrizica inicia a partir de esporas, esclerocios, hifas y/o rizomorfos que
invaden las raices de los arboles, La formacion de propagulos se estimulan a partir de los

exudados de las raices hasta cubrir la misma con una densa vaina de hifas (Lakhanpal, 2001).
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Oros-Ortega et al. (2017) menciona que las ventajas mas importantes de los hongos
ectomicorrizicos son:
e Aportacién de nutrimentos.
e Liberacion de sustancia quimicas
o Elevacién de la tolerancia a condiciones ambientales adversas (salinidad, sequia) y
toxicidad de algunos metales.
La esquematizacion del desarrollo intracelular y ventajas de una ectomicorriza se aprecia en
la figura 4.
Figura 4

Desarrollo intracelular de una ectomicorriza
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2.1.3 Importancia de las micorrizas en los ecosistemas

La hongos micorrizicos arbusculares (AMF) pertenecen a las familias Acaulosporaceae
Gigasporaceae, Glomeraceae, Paraglomeraceae, Parasclerocystisaceae Rhizophagus, y
Sclerocystis (Vasar et al., 2021), su presencia en las plantas mejora la tolerancia hacia los
ambientes aridos y salinos (Santander et al., 2021), mantienen una correlacién positiva con la
humedad del suelo, carbono organico y potasio disponible ( Zhang et al., 2017), a pesar de
que su tasa de colonizacion puede disminuir en suelos humedos (Hernandez et al., 2020) su
relacion se fortalece cuando las condiciones climaticas son adversas (Bai et al., 2013).

La inoculacién de micorrizas arbusculares en especies forestales tiene un efecto positivo
debido a que mejora el crecimiento y tamafno del dosel (Huante et al., 2012). En zonas de
bosque seco se reporto al orden Gigasporales como el mas abundante (Azevedo de Assis et
al., 2018). Practicas como agricultura de roza y quema favorecen la cantidad de propagulos
(Guadarrama et al., 2014). Devia-Grimaldo et al. (2021) indican que en zonas afectadas por
incendios forestales la abundancia de hongos micorrizicos arbusculares es alta.

Bajo otro escenario en los ecosistemas de sabana que por lo general son sujetos a sequia,
los AMF predominantes pertenecen al género Glomus. Su proliferaciéon esta influenciada en
gran medida por los factores edaficos (Soka & Ritchie, 2018) disminuyendo en suelos de uso
agricola (Sturmer et al., 2018).

En ecosistemas como los bosques templados, el contenido de calcio y sodio inciden en la
riqueza de AMF (Marin et al.,, 2017), estos hongos se encuentran mayoritariamente
distribuidos en los horizontes organicos (Carteron et al., 2021).

En este tipo de ecosistema, los hongos ectomicorrizicos (EcM) habitan en plantas
especificas por lo general lefiosas, asi que su coexistencia con especies de otro tipo es
negativa (Toju & Sato, 2018). Estos hongos pueden inhibir dafos ocasionados por patégenos

(Bennett et al., 2017) y mejorar la nutricion organica (Phillips et al., 2013).

2.1.4 Las micorrizas en el crecimiento del maiz y propiedades edafolégicas
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Los hongos micorrizicos arbusculares (AMF) mejoran la dinamica del carbono debido al
aumento de enzimas principalmente de oxidasa ( Ma et al., 2022) y proteina neutra en la
planta (Xu et al., 2019). La inoculacién de AMF incrementa el desarrollo del maiz, mejorando
las caracteristicas morfofisiologicas del sistema radicular debido a la acumulacién de
putrescina (Hu & Chen, 2020), que contribuye a una mayor absorcion de nutrientes y mejora
la asimilacion de nitrégeno (Hussain et al., 2021).

Borriello et al. (2012) demostraron que la estructura de los AMF del cultivo de maiz esta
influenciada por el sistema de produccién, practicas de labranza vy fertilizacién nitrogenada.
Una fertilizacion adecuada fortalece la relacion hongo-planta (Qin et al., 2020) de esta manera
mejoran la captacion de fésforo en suelos perturbados por actividades antropogénicas (Hao
et al., 2021) y aumentan la capacidad de brotacién (Sawers et al., 2017).

Los AMF tienen un impacto beneficioso en el rendimiento del grano, materia subterranea
seca (Agbodjato et al., 2022), aumentan la acumulacion de fésforo y potasio en la etapa del
llenado (B. J. Chen et al., 2023) y generan resistencia a las diversas tensiones ambientales
(Moreira et al., 2017),.

Sus atributos en la produccion agricola son tales que las micorrizas arbusculares
contrarrestan la senescencia inducida por sequia, sin perjudicar el rendimiento y calidad del
forraje (Polcyn et al., 2019), alivian el estrés salino y promueven el crecimiento del maiz bajo
estrés ocasionado por temperaturas minimas (Liu et al., 2016) y aumentan significativamente
en la cantidad de aminoacidos (Zhu et al., 2016).

Finalmente se ha demostrado que reducen la toxicidad en plantas de maiz, aminoran la
fitotoxicidad inducida por nanoparticulas de zinc (Wang et al., 2016), aumentan la tolerancia
a metales como el cobre (Merlos et al., 2016) y remueven metales fitotoxicos como el cromo
(Cr) (Beltran-Nambo et al., 2021).

2.1.5 Aislamiento, identificacidn, preservacion y seguimiento del
crecimiento de hongos

2.1.5.1 Aislamiento de hongos filamentosos
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Lo mas apropiado para aislar hongos filamentosos es cultivarlos en cajas Petri estériles
empleando un medio de cultivo a una temperatura éptima hasta verificar la formacion de
micelio (Harirchi et al., 2022), lo que requiere observacion constante para prevenir problemas
como la sequedad, falta de nutrientes y contaminacion del cultivo (Bhat, 2017). Para mejorar
el crecimiento en medios liquidos éstos deben ser agitados persistentemente (Kies & Fischer,
2006).

Si el asilamiento es directo hay que cerciorarse que los cultivos fungicos sean puros
siguiendo las recomendaciones de Kiies & Fischer.( 2006). Entre los métodos mas empleados
para aislar hongos filamentosos del suelo estan el de Drechsler, método de frotamiento y
estampado, placas de suelos warcup, revestimiento de suspension, filtracion de particulas,
pasteurizacion con etanol y fenol, aislamiento selectivo de suelos saprébicos, técnicas de
enriquecimiento y cebo selectivos para el aislamiento de quitridos del suelo, entre otros (Bills

et al., 2004).

2.1.5.2 Identificaciéon de hongos filamentosos

Para la clasificacion de un taxén, la identificacidon molecular se puede realizar de manera
sincrénica con la identificacion morfolégica, la seleccién del enfoque molecular variara en
funcion de la cantidad de muestras, siendo necesario en algunos casos la PCR-RFLP
(Gherbawy & Voigt, 2010).

La amplificacion y secuenciacién del Espaciador Interno Transcrito (ITS) de ADN,
especificamente el ITS1 y el ITS2 permite determinar la identificacion a niveles taxondmicos
de familia a especies (Martin & Rygiewicz, 2005) (Gherbawy & Voigt, 2010) mientras que, la
subunidad pequena del ANDr 18S (SSU) y la subunidad grande del ADNr 28S (LSU) se usan
para clasificar taxones en niveles de clase, género y especie. La Unidad Taxondmica
Operativa (OTU) funciona como una herramienta analitica que se emplea en conjunto con la
secuenciacion ITS para simplificar y agrupar las secuencias de ADN resultantes y realizar un

analisis de diversidad microbiana (Tedersoo et al., 2018).
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En la taxonomia polifasica, enfoques moleculares como RFLP, amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico, huellas dactilares de ADN, polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP), protedmica, secuenciacion del genoma completo, etc., se emplean
especialmente en cepas que no se pueden describir tradicionalmente. Para estas técnicas
moleculares se requieren analisis MALDI-TOF MS, o FTIR para una identificacion rapida
(Santos et al., 2010) (Bleichrodt & Read, 2019) (Leite et al., 2020).

Para hongos micorrizicos, la diferenciacién en familias se logra mediante la identificaciéon
tradicional por morfotipos. Sin embargo, para una identificacion mas precisa, se recurre a las
técnicas descritas anteriormente.

Para ectomicorrizas, la identificacion molecular requiere de un proceso que inicia con la
ruptura de las células fungicas (Janowski et al., 2019), generalmente mediante métodos de
disrupcién mecanica como la molienda o sonicacion (Rezadoost et al., 2016). Después es
importante purificar la mezcla resultante para evitar la interferencia de metabolitos
secundarios en el ADN y permitir replicaciones posteriores (Janowski et al., 2019).

En general, se ha encontrado que combinar métodos morfolégicos con enfoques

moleculares mejora la precisién en la identificacién de micorrizas (Yousefshahi et al., 2020).

2.1.5.3 Preservacion de hongos filamentosos

La solucidon mas sencilla para ralentizar el reloj biolégico es disminuir la temperatura de los
materiales biolégicos y el entorno que los rodea, comunmente conocida como
criopreservacion, y en otras ocasiones la técnica de sublimacioén de agua o liofilizacion, ayuda
a preservarlos por mucho tiempo (Wolkers & Oldenhof, 2021).

En general, existen dos técnicas habituales de conservacién, durante un periodo de tiempo
a corto y largo plazo. El método de preservacion a corto plazo se considera facil y aplicable,
por lo general se basan en la disminucion de la actividad metabdlica. En el segundo tipo, se
conservan a muy bajas temperaturas en ultracongelacion, liofilizacion o en tanques de

nitrégeno liquido. (Harirchi et al., 2022).
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2.1.5.4 Seguimiento del crecimiento de hongos

Es de suma importancia verificar y controlar la viabilidad celular, pureza y estabilidad del
genotipo, por medio de ensayos moleculares y de rutina.

El seguimiento del crecimiento permite identificar y corregir cualquier problema con las
condiciones optimas, por lo tanto, para dar un seguimiento del crecimiento a menudo se
emplea la técnica de concentracién de biomasa (Banerjee & Chisti, 1993) puede ser
monitoreada por su concentracion o actividad metabdlica (Biechele et al., 2015), ademas
existen métodos directos o indirectos descritos por Harirchi et al. (2022) que ayudan en el

seguimiento del crecimiento.

CAPITULO 3

3.1 MAIz

3.11 Origen y Distribucion

El maiz (Zea mays L) cuyos términos etimolégicamente son, Zea o “sustento de vida” es
originario del griego antiguo; Mays que significa “dador de vida” proviene del taino
prehispanico (Shah et al., 2016) (Tanumihardjo et al., 2020); dicho cultivo se desplazé por todo
el mundo, constituyendo un alimento basico en especial para los nativos americanos
(Pleasant, 2016).

El maiz es un cultivo C4, herbaceo, domesticado con un origen de hace aproximadamente
7.000 y 10.000 afios procedente de las tierras altas de México (Wilkes, 2004), se cree que
surgié de una maleza silvestre nativa, teosinte (Zea mays L.: ssp. Mexicana) (Hallauer et al.,
2009).

El rendimiento de maiz a nivel mundial sobrepasa las mil millones de toneladas métricas
con un rendimiento alrededor de 5.8 toneladas por hectarea (FAO, 2021). Los mayores
productores de maiz son: Estados Unidos, China y Brasil (USDA, 2021). Su importancia

econdmica se debe a los multiples beneficios en la alimentacion humana, a pesar de ello se
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ha documentado que carece naturalmente de varios aminoacidos esenciales y vitamina B
(Krivanek et al., 2007);

El maiz constituye la materia prima para la fabricacion de pienso animal o productos
industriales, biocombustibles (Zhang et al., 2021) y varios subproductos como salvado de
maiz, germen de maiz, licor de maceraciéon de maiz, gluten, etc., generando un profundo
analisis en las distintas transformaciones ciclicas basadas en la reutilizacién de recursos o
productos agricolas (Wang et al., 2016).

En el Ecuador, el sector agricola aporta cerca del 15 por ciento del producto interno bruto
a nivel nacional (Asobanca, 2022). Segun datos proporcionados por INEC. (2021) el maiz duro
seco, es el segundo cultivo de importancia a nivel nacional con una produccion de 1.699.370
toneladas y un rendimiento de 4,64 toneladas por hectarea, con diversos ecotipos
desarrollados, entre ellos, INIAP H-551, INIAP H-553, INIAP H-601, INIAP H-602, INIAP 182
Almendral, INIAP H 824 Lojanito (Caviedes, 2019).

Lamentablemente, cada afio en el pais se pierden alrededor de 150.542,20 ha de cultivos
(M. Sanchez et al., 2020) atribuyéndose a causas como plagas, enfermedades y factores
ambientales, asimismo para las zonas rurales, aspectos como la inequidad en el acceso a
tierras, distribucion y gestion de riego, canales de comercializacién directo, precios justos,
desarrollo e innovacién tecnolégica, juegan un papel importante ya que su deficiencia
obstaculiza el desarrollo productivo (Caviedes, 2019) lo que consecuentemente genera una
dinamica negativa del valor agregado bruto (Banco Central del Ecuador, 2022).

En la provincia de Loja el maiz duro seco constituye el principal cultivo con una produccién
de 66.000 kilogramos y un rendimiento de 3.46 toneladas por hectarea (INEC, 2021). Los
hibridos comercializados dentro de la provincia son Dekalb 7088 con un rendimiento de 4,80
t/ha, Pioneer 30K75 2,98 t/ha, Tornado 7254 2,79 t/ha, Triunfo 4,93 t/ha, AGRI-104 4,89, INIAP

H-601 con 5,48 e INIAP H-553 con 5,17 t/ha (Caviedes, 2019).

3.1.2 Taxonomia
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Segun Awata et al. (2019) el maiz presenta la siguiente clasificacion taxonomica:

Tabla 1

Clasificacion taxonémica del maiz

Taxonomia Clasificacion
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Cyperales
Familia Poacear
Género Zea

3.1.3 Descripcion botanica

El maiz es una planta liliépsida con un sistema radicular fibroso (Sanchez et al., 2020), que
actua como puente de desarrollo entre el apice y el area proximal (Hochholdinger et al., 2004).
En el sistema radicular se distinguen tres zonas: meristematica, de elongacion y de
diferenciacion (Hochholdinger et al., 2004). El tallo es erecto (culmo), constituido de corteza,
epidermis y haces vasculares (Marquina, 2017) que daran paso a la formacion de nudos y
entrenudos, en ocasiones con macollos (Gwirtz & Garcia-Casal, 2014). Las hojas suelen ser
anchas y disticas. La inflorescencia tiene primordios de flores bisexuales, cuando la
inflorescencia es masculina esta ubicada en el area superior del tallo y si es femenina se
encuentran entre los brotes laterales (Australian Government, 2008). El resultado de la
reproduccion sexual del maiz es un fruto caridpside, seco e indehiscente de una sola semilla

formado de endospermo, embridn, pericarpio y punta (Gwirtz & Garcia-Casal, 2014).
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3.1.4 Desarrollo del maiz

Las etapas reproductivas se refieren principalmente al desarrollo del grano y comienzan
con la “formacion de seda” (R1) y terminan en la madurez o “capa negra” (R6) (Nleya et al.,
2019). El desarrollo de la planta esta dividido en distintas etapas: vegetativo (V) y reproductivo
(R), a su vez, cada etapa se subdivide, por ejemplo, para el estadio vegetativo se designan
numeéricamente V1, V2, V3 hasta V (n) donde (n) representa el ultimo estadio foliar antes de
VT. La primera y ultima etapa V estan designadas como VE (emergencia) y VT (espiga)

pasando a la etapa reproductiva desde la fecundacién, formacién del grano y madurez (R1-

R6) (Ritchie et al., 1986).

Figurab

Estados fenolégicos del maiz
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3.1.5 Requerimientos edafoclimaticos

Tabla 2

Requerimientos edafoclimaticos del maiz

Requerimeintos Rango 6ptimo Autor
(Serna-
Temperatura 7-29 °C
Saldivar, 2019)
Radiacién solar 750 a 1000 horas luz/afio
Precipitacion 550 mm a 2000 mm/afio
Altitud 45 a 125 msnm (Eguez et al.,
Terreno plano, suelo de textura franco y 2012)
Suelo

profundo con drenaje superficial adecuado

pH 55a73

3.1.6 Practicas culturales

a) Preparacion del suelo

En sistemas convencionales se efectian labores de arado que puede realizarse con grada
o vertedera (Chileno, 2014), en ocasiones es conveniente practicas como labranza minima,

para evitar la erosion y permitir una mayor retencién de humedad (Deras, 2012).
b) Siembra

Ortigoza (2019) recomienda aplicar cal agricola en toda la superficie del suelo minimo 3
meses antes de la siembra para corregir la acidez. La semilla a emplear debe ser fresca,
certificada, con un porcentaje de germinacién mayor al 90 por ciento (Zambrano et al., 2021).
Las épocas recomendadas de siembra son en los meses coincidentes con el mayor indice de

precipitacién, por medio de siembra directa se emplea 18 kg de semilla/ha a una distancia de
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80 cm por 40 cm, con dos semillas por espacio, y una densidad de 31.250 plantas/hectarea

(Chileno, 2014).
c) Fertilizacién

Se recomienda antes de aplicar cualquier compuesto partir siempre de un analisis de suelo.
La practica comunmente adaptada al inicio del ciclo del cultivo es fraccionar los fertilizantes
nitrogenados en el 50% a los quince dias después de la siembra (dds) y el otro 50% a los 30
dds, Deras. (2012) recomienda aplicar 325 kg/ha de 16-20-00 o 116 kg/ha de urea en suelos
francos o de textura fina, mientras que en suelos de textura arenosa la fertilizacion se lo hace
al momento de la siembra 325 kg/ha de 16-20-00, a los 30 dds 130 kg/ha de Sulfato de Amonio
y a los 45 dds aplicar 65 kg/ha de urea, sin embargo, por su parte Villavicencio et al. (2014)

recomienda la aplicacién de Fosfato Diamdnico para corregir deficiencia de nutrientes.

La aplicaciéon de enmiendas organicas en combinacion con fertilizantes inorganicos
demuestra ser una estrategia factible de produccion sostenible ya que permite mayor
absorcion de nutrientes, acumulacion de biomasa, aumenta la captura de carbono del suelo
e incrementa la produccién de los cultivos (Brar et al., 2015) (Mahmood et al., 2017) (Canatoy

& Daquiado, 2021).
d) Control de malezas

En zonas con abundante cantidad de malezas, se sugiere un control mecanico alrededor
de los 20 dds (INIAP, 2012) o la aplicacion de productos herbicidas después de las primeras

lluvias.
e) Cosechay Poscosecha

Se realiza la cosecha una vez los granos alcanzan el estado de madurez fisiolégica, con
un contenido de humedad entre 28 y 35%, para ello se retiran las mazorcas y se desgrana

(INIAP, 2012).

Al finalizar, la quema de residuos agricolas es una practica comun entre los agricultores

cuyo fin es limpiar el campo para la proxima temporada, se ha demostrado que esta practica
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agricola es emisora de altas cantidades de CO,, CO, hidrocarburos, u otros gases como el
SOz y NOy, y algunas particulas que llegan a ser cancerigenas para el ser humano (Chen et
al., 2017) ademas de incidir en funciones bioldgicas en el material organico, secuestro de
carbono y reduccién de la capa superficial del suelo (Thomaz, 2009) (Punyalue et al., 2015)
sin embargo, dado los efectos negativos la labranza de conservacion podria constituir una

oportunidad para minimizar la perturbacién del suelo (Hou et al., 2019).

El almacenamiento poscosecha se lo realiza cuando los granos han adquirido entre 12 y

13 por ciento de humedad, en ambientes secos y ventilados (INIAP, 2012)

CAPITULO 4

4.1 METODOLOGIA

4.1.2 Areade estudio
La Investigacion se realizé en el cantdn Pindal de la provincia de Loja (Figura 6), ubicado
al sur del Ecuador, con un clima tropical humedo y seco; los cultivos representativos de la
zona son: maiz, banano, café, arroz.
Figura 6

Mapa de ubicacion

585000 590000 595000 600000 605000 610000

10080000}

SISTEMA DE COORDENADAS: UTM 17§
GOOGLE SATELITE
ESCALA: 1:120418
UBICACION: PINDAL-LOJA

585000 590000 595000 600000 605000 610000

31



4.1.3 Muestreo

Se seleccionaron dos parcelas de 10 x 10 m? para el muestreo del cultivo de maiz en el
cantén Pindal. En cada parcela, con respecto al suelo se colectaron submuestras de 1kg en:
i) reposo del suelo, ii) suelo al comienzo del ciclo, iii) al final del ciclo, y iv) 300 gramos de
suelo rizosférico (20 plantas) por los exudados. Con las submuestras de cada parcela se formo
una muestra compuesta que se utilizd para el aislamiento de microorganismos, extracciéon de
ADN metagenomico del suelo y analisis fisico-quimicos.

4.1.2 Analisis fisico-quimico del suelo

Se peso6 aproximadamente 1 kg de la muestra compuesta para el analisis fisico-quimico,
que incluye pH, densidad aparente, textura, conductividad eléctrica y humedad, contenido de
calcio, magnesio, azufre, zinc, cobre, hierro y manganeso. Los analisis se realizaron en el
Laboratorio de Suelos de la Estacion Experimental del Austro (INIAP) y en Agrobiolab.

4.1.3 Aislamiento y cultivo de microorganismos

Se pesd un gramo de cada una de las muestras compuestas colectadas en los sitios de
muestreo y mediante diluciones seriadas se inocularon por puncion en cajas Petri que
contenian medio de cultivo Agar Papa Dextrosa suplementado con Sulfato de Estreptomicina
en el caso de hongos, para bacterias se us6 Agar Nutritivo y la siembra fue por estriado. Para
la identificacion microbiolégica se realizé una descripciéon morfoldgica de la colonia tanto en
hongos y bacterias.

4.1.4 Identificacion molecular de los hongos aislados de la rizosfera

La identificacion molecular mediante el analisis de la region ITS para hongos se realizé en
IDGen con el siguiente protocolo: la extraccion de ADN fue por métodos tradicionales,
empleando aproximadamente 100 miligramos de muestra, para ser evaluada la integridad y

calidad del ADN mediante espectrofotometria y visualizada en gel de agarosa.
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Una vez diluido el ADN hasta los 20ng/ul se amplific6 mediante PCR utilizando primers ITS
1 e ITS4. Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas por medio de diversos
programas bioinformaticos para finalmente compararlas con las bases de datos de nucleétidos
de GenBank de NCBI.

4.1.5 Caracter_izapjén de !as comunidades microbianas por
secuenciacion masiva

Se extrajo ADN de aproximadamente 500 mg de muestras de suelo rizosférico mediante
métodos tradicionales. La calidad del ADN se evalué mediante espectrofotométrica en
Nanodrop utilizando los primers 16S V3-V4 y primers ITS 86F-4R con extremos cohesivos P5-
P7. Las lecturas obtenidas se procesaron mediante un software bioinformatico, eliminando las
secuencias quiméricas. Las secuencias finales se identificaron mediante BLAST con un indice

de identidad del 99% para bacterias y 97% para hongos
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CAPITULO 5

5.1 Resultados

5.1.1 Caracterizacion de hongos identificados en el suelo y la rizosfera en un
cultivo de maiz mediante técnicas moleculares

Los resultados presentados en la figura 7 indican un total de siete especies de hongos aislados
del suelo y cultivados bajo condiciones de laboratorio con caracteristicas morfologicas
distintas que de acuerdo al analisis molecular corresponden a: Boeremia noackiana, Fusarium
spp., Fusarium sacchari, Fusarium subglutinans, Trichoderma spp., Trichoderma harzianum,
Trichoderma neokoningii.
Figura 7
Identificacion de hongos aislados del suelo de un cultivo de maiz
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La relacién de cada especie de hongo con el suelo se clasifico en siete grupos distintos de
acuerdo a los reportes previos de diversas investigaciones, por lo tanto, en la figura 8 se
observa que del total corresponden a: patégenos (23.08%), biocontroladores fungicos
(23.08%), bioestimulantes (15.39%), descomponedores de materia organica (7.69%),
biorremediadores (7.69%), biofertilizantes (7.69%), biomitigadores de estrés salino (7.69%) y

mejoradores de la diversidad microbiana (7.69%).
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Los resultados en la figura 8 muestran una predominancia de patdgenos y biocontroladores
fungicos en el suelo de maiz, posiblemente los hongos patégenos estan ligados a la riqueza
de nutrientes del suelo y hospedantes potenciales que fortalecen la relacion hongo-planta,
mientras que los biocontroladores fungicos pueden ser parte de la diversidad microbiana que
esta favorecida por las condiciones fisicas del suelo. Es de importancia su coexistencia ya

que la presencia de ambos puede favorecer o impedir el desarrollo del cultivo.

Figura 8

Relacién de cada especie de hongo con su funcionalidad en el suelo
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Los resultados presentados en la figura 9 indican un total de 28 especies de hongos aislados
de la raiz y cultivados bajo condiciones de laboratorio con caracteristicas morfolégicas
distintas, que de acuerdo al analisis molecular corresponden a: Aspergillus aureolus,
Aspergillus udagawae, Bipolaris simmondsii, Clonostachys solani f. nigrovirens, Epicoccum
andropogonearum, Epicoccum latusicollum, Epicoccum sorghinum, Epicoccum spp.,
Epicoccum thailandicum, Epicoccum variabile, Epicoccum viticis, Exserohilum rostratum,

Fusarium foetens, Fusarium oxysporum Fusarium pseudocircinatum, Fusarium sacchari
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Fusarium spp., Fusarium temperatum, Penicillium crustosum, Penicillium kongii, Trichoderma
atroviride, Trichoderma dorothopsis, Trichoderma erinaceum, Trichoderma harzianum,

Trichoderma koningiopsis, Trichoderma neokoningii, Trichoderma spp. y Trichoderma trixiae.
Figura 9

Identificacion de hongos aislados de la raiz
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Figura 10

Relacion de cada especie de hongo con su funcionalidad en la raiz

La relacion de cada especie de hongos con la raiz se clasific6 en 15 grupos distintos de
acuerdo a los reportes previos de diversas investigaciones, por lo tanto en la figura 10 se
observa que del total de especies corresponden a: fitopatégenos (20.63%), biocontroladores
fungicos (20.63%), biorremediadores (9.52%), bioestimulantes (7.94%), antibacteriano
(6.35%), sin resultados (6.35%), biomitigadores de estrés salino (6.35%), antiviral (4.76%),
mejorador de la comunidad microbiana (4.76%), biosintetizador de minerales (4.76%),
solubilizador de fosfato (1.59%), generador de biomasa (1.59%), descomponedor de materia
organica (1.59%), nematicida (1.59%) y descomponedor de polisacaridos (1.59%).

Los resultados muestran una predominancia de fitopatdégenos, biocontroladores fungicos,
biorremediadores, bioestimulantes, especies antibacterianas y biomitigadores de estrés

salino. Los fitopatogenos y biocontroladores fungicos pueden estar presentes a causa de los
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exudados de la raiz, que son fuente de nutrientes para estas especies. La presencia de
hongos con propiedades bioestimulantes y biomitigadores de estrés salino son de importancia
en el desarrollo del cultivo debido a que su presencia esta relacionada a las condiciones del
entorno, en ocasiones desfavorables. Los hongos reportados como biorremediadores
posiblemente estan ligados con la presencia de contaminantes en el suelo. Finalmente, los
hongos identificados con propiedades antibacterianas son un vivo ejemplo de la coexistencia
activa entre hongos y diversos microorganismos, la presencia de estos puede en ocasiones

debilitar la actividad bacteriana.
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5.1.2 Composicion e indice de diversidad de la comunidad de
microorganismos que colonizan el suelo de la rizosfera de un cultivo de
maiz

El indice de Shannon (H) representa la heterogeneidad de una comunidad, generalmente con

valores que oscilan entre 2 y 3; valores menores a 2 indican una baja diversidad, mientras

que valores superiores a 3 representan una alta diversidad de especies, por lo tanto, en la

tabla 3 se ha determinado que el grupo de especies de la comunidad microbiana mas alta
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corresponde al bosque seco; la media aritmética del indice de Shannon (H) entre las tres
practicas agricolas y bosque seco es de 3.16 , observandose el valor mas alto de 3.25 que

corresponde al bosque seco y el valor mas bajo de 3.12 que corresponde a la quema.

Tabla 3

indice de Shannon (H) de cada préctica agricola y bosque seco

Primera Ureada  Segunda Ureada Quema Bosque Seco

Taxa_S 37 44 44 45
Individuos 200 200 200 200
Shannon_H 3.14 3.15 3.12 3.25

En base a la informacion del cuadro 3, se infiere que existen diferencias significativas entre
el bosque seco y las tres practicas agricolas. El indice de Shannon para el bosque seco indica
una diversidad moderada, por el contrario, los valores de cada practica agricola reflejan una
diversidad moderada baja. La diferencia entre los valores del indice de Shannon para el
bosque seco y el valor promedio de las practicas agricolas es de 0.13. Estas diferencias
pueden estar atribuidas a actividades como la aplicacion de urea que puede alterar el pH del
suelo y afectar la distribucion de hongos, la quema puede dafiar la comunidad fungica y reducir
la diversidad, mientras que las condiciones naturales del bosque seco pueden ser mas
favorables para la diversidad fungica.

Figura 11

Relacion del indice de Shannon entres préacticas agricolas
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5.1.3 Diferencias en la composicién de la comunidad microbiana que coloniza
el suelo en relacion a las practicas agricolas.

Los resultados del metabarcoding representan las clases identificadas de la comunidad
bacteriana: no identificadas (31.8%), actinomycetes (24.8%), bacilli (21.3%),
alphaproteobacteria (17%), betaproteobacteria (3.8%), gammaproteobacteria (0.5%),
nitrospiria (0.5%) y terriglobia (0.3%).

Las clases bacterianas estan mayoritariamente distribuidas en actinomycetes que tienen
efectos positivos en la productividad del suelo (Farda et al., 2022), bacilli con propiedades
bioestimulantes (Tsotetsi et al., 2022) y alphaproteobacteria con funciones protectoras de
patégenos (Gazdag et al., 2019).

Para representar los valores expresados de la comunidad bacteriana en la figura 12 se
observa la composicion bacteriana por practica agricola y bosque seco.

Figura 12

Composicion de la comunidad bacteriana
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En los resultados del metabarcoding se reportan las siguientes familias identificadas de la
comunidad fungica: chaetomiaceae (27,5%), aspergillaceae (17%), nectriaceae (16%), no
identificadas (12,6%), herpotrichiellaceae (6,5%), chaetosphaeriaceae (3,75%), zopfiaceae
(3,75%), didymellaceae (2,76%), magnaporthaceae (2,75%), pyrenochaetopsidaceae
(2,75%), sordariaceae (1,25%), coniothyriaceae (1%), trichocomaceae (0,75%),
glomerellaceae (0,5%), plectosphaerellaceae (0,5%), sporormiaceae (0,5%), hypocreaceae
(0,25%).

Como se observa en la figura 13 las familias de las comunidades fungicas estan
mayoritariamente distribuidas en chaetomiaceae, hongos con un rol importante en la
descomposicién de materia organica, liberacién de nutrientes y proteccion contra patégenos
(Wang et al.,, 2022); aspergillaceae mayoritariamente reportados como fitopatdégenos
(Salvatore et al., 2022) y nectriaceae con propiedades solubilizadores de nutrientes y algunos

fitopatégenos (Lombard et al., 2015).

Figura 13

Composicion de la comunidad fungica
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Con el fin de complementar el analisis metagendémico en otra base de datos, a razon de
contrastar la informacion y ayudar en la identificacion molecular de hongos se observa en la
figura 14 una representacion visual de la abundancia de las diferentes especies presentes en
las muestras de suelo.

Figura 14
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Debido a la poca cantidad de ADN presente en las micorrizas, no se logro previsualizar en
la figura 14, sin embargo, se lograron identificar en el resultado de la secuenciacion final cuatro
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especies de micorrizas con un porcentaje menor al 1%. Se observa en la tabla 4 que en la
primera ureada se encuentran especies como: Acaulospora colombiana, Gigaspora rosea,
Rhizophagus clarus y Rhizophagus irregularis. Estas son capaces de solubilizar el nitrégeno
inorganico y hacerlo disponible para las plantas, ademas este elemento es indispensable para
el crecimiento de las micorrizas. Se observa una disminuciéon de las siguientes especies
Acaulospora colombiana y Gigaspora rosea en la segunda ureada, posiblemente debido al
exceso de fertilizacion nitrogenada. Para la quema estan presentes tres especies de
micorrizas Acaulospora colombiana, Rhizophagus clarus y Rhizophagus irregularis, pero no
se identifico la presencia de Gigaspora rosea posiblemente por causas como la destruccion
de las raices del maiz, la liberacién de toxinas y el cambio en la composicién del suelo
(Bragagnolo et al., 2020). Por ultimo, en el bosque seco se encuentran una mayor diversidad
de micorrizas atribuidas a sus propiedades naturales, poca perturbacion de habitat y aumento

de especies de plantas.

Tabla 4

Micorrizas identificadas entre las tres practicas agricolas y el bosque seco

Primera Ureada Segunda Ureada Quema Bosque seco
Acaulospora Rhizophagus clarus  Acaulospora Acaulospora
colombiana colombiana colombiana

Gigaspora rosea

Rhizophagus clarus

Rhizophagus

irregularis

Rhizophagus

irregularis

Rhizophagus clarus

Rhizophagus

irreqularis

Gigaspora rosea

Glomus cerebriforme

Rhizophagus

irregularis

5.4 Andlisis fisico quimico del suelo
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Los resultados de la textura de los analisis fisico quimicos del suelo fueron generalizados en
una media artimética, con un porcentaje de: arena (24%), limo (32%) y arcilla (44%), segun
estos resultados de trata de un suelo de textura arcillosa representados en la figura 15.

Figura 14

Identificacién de la textura del suelo

Los valores de la media artimética del Potencial de Hidrogeno (pH) fueron generalizados, con
un maximo de 5,4 en la siembra y un minimo de 5,1 en la segunda ureada; los valores de la
media aritmética de la Conductividad Eléctrica (CE) presentaron un maximo de 0,11 S/m en
la siembra y un minimo de 0,005 S/m en la segunda ureada; finalmente los valores de Materia
Organica presenta un minimo de 2,86% en la siembra y maximo de 7,28% en la segunda
ureada.

Estos valores fueron representados en la figura 16.

Figura 15

Propiedades quimicas del suelo
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Macronutrientes

Los valores de los elementos primarios correspondientes a los macronutrientes fueron
normalizados y representados en la unidad de medida partes por millén. Los valores mas altos
de nitrégeno se encuentran en la siembra posiblemente por el contenido de nitrégeno
asimilado entre la primera y segunda ureada, mas la desintegracion de materia organica.
Los valores mas altos de fésforo corresponden a la siembra, a causa de una fertilizacion
complementaria no reportada lo que altera el contenido de la comunidad microbiana.
Finalmente, los valores mas altos de potasio se obtuvieron en la quema debido a la
combustién de residuos vegetales, como rastrojos, biomasa, entre otros. En la quema las
cenizas del maiz son incorporadas al suelo por medio de agentes ambientales lo que hace

que este elemento aumente. Se observan los valores descritos anteriormente en tabla 5.

Tabla 5

Concentracion de elementos primarios entre las tres practicas agricolas y el bosque seco

Nitrégeno ppm Fésforo ppm Potasio ppm
Primera Ureada 16,5 1,0 78,2
Segunda Ureada 22,0 1,0 78,2
Quema 68,3 4,3 93,8
Siembra 85,4 14,8 89,9
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Figura 16
Representacion grafica de los elementos primarios del suelo
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Los valores de los elementos secundarios correspondientes a los macronutrientes fueron
normalizados y representados en la unidad de medida partes por millén. Los valores mas altos
de calcio se registraron en la primera ureada debido a que la aplicacion de fertilizantes
quimicos ya que pueden acidificar el suelo y aumentar la solubilidad de este elemento. Los
valores mas altos de magnesio se encontraron en la quema a consecuencia de que la
actividad microbiana se reduce en este practica practica lo que hace que este elemento se
encuentre disponible para las plantas. Finalmente los valores mas altos de azufre se
encontraron en la quema que pueden ser atribuido a la combustion de biomasa. Se observan

los valores descritos anteriormente en la tabla 6.

Tabla 6

Concentracion de elementos secundarios entre las tres practicas agricolas y el bosque seco

Calcio ppm Magnesio ppm Azufre ppm
Primera Ureada 3,78 2,89 0,00
Segunda Ureada 3,75 2,95 0,00
Quema 3,53 3,46 1,08
Siembra 3,55 2,76 1,00
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Figura 17
Representacion grafica de los elementos secundarios en el suelo
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Micronutrientes

Los valores de los micronutrientes fueron normalizados y representados en la unidad de
medida partes por millén. Los valores de boro mas altos corresponden a la siembra, elemento
que es necesario en el crecimiento de plantas, bacterias y hongos. Los valores mas altos de
cobre corresponden a la segunda ureada debido al contenido de materia organica como
fuente importante de este elemento, indispensable en proceso de la fotosintesis. Los valores
mas altos de hierro corresponden a la segunda ureada posiblemente a causa de la clase
textural del suelo, que hace que la materia organica se encuentre disponible en mayor
cantidad. Los valores mas altos de manganeso corresponden a la quema atribuidos a la
volatilizacién del cenizas. Finalmente los valores mas altos de zinc se encontraron en la
quema debido a que en la combustién de biomasa se libera este elemento al suelo en forma

de 6xidos solubles. Se observan los valores descritos anteriormente en el cuadro 6

Tabla 7

Concentracion de micronutrientes entre las tres practicas agricolas y el bosque seco

Boro ppm Cobre ppm Hierro ppm Manganeso ppm Zinc ppm

Primera Ureada 0,00 1,08 2,42 1,72 0,83
Segunda Ureada 0,00 1,11 2,54 1,56 0,80
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Quema 1,24 1,09 2,51 1,76 1,20
Siembra 2,54 0,72 2,19 1,75 0,97

Figura 18
Representacion gréfica de los micronutrientes del suelo
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CAPITULO 6

6.1 Discusion

De acuerdo con los resultados del analisis molecular, la densidad de hongos en la raiz de

maiz fue significativamente mayor que en el suelo circundante. Esta diferencia se puede

atribuir a los exudados de las raices que constituyen una fuente de alimento y nutrientes para

los microorganismos estimulando su crecimiento y desarrollo (Mirsam et al., 2021).

Los hongos presentes en la raiz tienen diversas propiedades en las plantas pudiendo ser

bioestimulantes (Landa-Faz et al., 2023) (Khaekhum et al., 2021), biofertilizadores (Prastiti et

al., 2023), biomitigadores de estrés salino (Anshu et a., 2022) y biocontroladores fungicos

(Maruyama et al., 2020) (Thapa et al., 2020). Las comunidades microbianas responden a las

especies de cultivos y practicas de manejo (Benitez et al., 2021), posiblemente esto explique

la escasa cantidad de hongos cultivables en el suelo, ademas estas especies de hongos

coinciden con las de Cavaglieri et al. (2009).
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Los resultados de la composicion microbiana mostraron un dato interesante, el indice de
Shannon (H) entre las tres practicas agricolas revelé que para la segunda ureada el valor es
superior en comparacion a la primera ureada y quema, este fenédmeno puede ser ocasionado
por la suplementacion de fertilizantes quimicos nitrogenados que generan un desequilibrio de
los nutrientes en el suelo alterando el crecimiento y desarrollo de microorganismos (Tsotetsi
et al., 2022), ademas los datos sugieren que la aplicacién de nitrégeno hasta un cierto rango
fortalece el desarrollo de las raices haciendo de este un espacio para el desarrollo de la
comunidad microbiana (Huang et al., 2020). En particular estos datos se corresponden con
los de Xue et al. (2011) al mencionar que los compuestos nitrogenados mejoran la riqueza y
diversidad de las comunidades bacterianas, aumentan en gran medida las especies de
bacterias fijadoras de nitrégeno y micorrizas arbusculares (Sarula et al., 2022). Por el contrario
los valores mas bajos correspondientes a la quema puede ser atribuido a la incorporacion de
rastrojos vegetales (Xiao-Min et al.,2015), esta practica tradicional tiene efectos negativos en
el suelo del cultivo de maiz debido a que disminuye el contenido de nitrogeno disponible y
materia organica, en consecuencia perjudica la composicion de la comunidad microbiana
(Ebel, 2018). Es necesario indicar que los valores de indice (H) obtenidos no corresponden a
los declarados por (Xue et al., 2011).

La comunidad bacteriana se encuentra representada en las siguientes clases taxonémicas:
actinomycetes, bacilli, alphaproteobacteria, betaproteobacteria, gammaproteobacteria,
nitropiria y terrglobia. La diversidad de los microorganismos depende de varios factores, como
el tipo de suelo, cultivo, condiciones medio ambientales, por ejemplo, Cavaglieri et al. (2009)
describié la presencia de las siguientes clases bacterianas: actinomycetes, bacilli y
gammaproteocbacteria en diferentes etapas de maiz. Estos hallazgos coinciden con los de
Chukwuneme et al. (2021) quien reporta una cantidad exuberante de las clases:
actinomycetes, proteobacterias delta, alfa, beta y gamma, bacilli. Microorganismos como
actinomycetes son indispensables en el crecimiento de las plantas mientras que otros actuan

como patogenos (Gao et al, 2019). El resto de clases como alphaproteobacteria,
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betaproteobacteria y gammaproteobacteria son necesarios en los procesos biogeoquimicos
del suelo (Liu et al., 2023).

En la comunidad fungica existi6 una predominancia de las siguientes familias:
chaetomiaceae, aspergillaceae, nectriaceae y herpotrichiellaceae. Estos hongos
representativos del suelo poseen la capacidad para descomponer lignocelulosa (Ma et al.,
2013). Su abundancia depende en gran medida de la disponibilidad de nutrientes del suelo
(Dlamini et al., 2023), aunque su predominio se debe a su funcién directa lo que significa que
su distribucion no se relaciona con su taxonomia (Fadiji et al., 2021).

Las micorrizas infectan a una gran cantidad de especies vegetales con el objetivo de
mejorar el desarrollo y rendimiento (Fei Wang et al., 2016) . Estas liberan distintos exudados
a la rizosfera para atraer bacterias solubilizadoras de fésoforo (Fei Wang et al., 2016). Los
resultados de especies de micorrizas identificadas entre las tres practicas agricolas, resulté
una mayor abundancia en la primera ureada posiblemente debido a la aplicacion de
fertilizantes quimicos que aumenta la biomasa fungica (Morugan-Coronado et al., 2022), sin
embargo existe una mayor diversidad de micorrizas correspondientes al bosque seco, debido
a su estado natural con poca perturbacion antrépica.

Las especies de micorrizas identificadas de la clase Glomeromycetes, como Acaulospora
colombiana, no ha sido reportada hasta el momento en suelo de maiz, sin embargo, la
inoculacion de esta especie tiene beneficios en los agregados del suelo (Barbosa et al., 2019).
Finalmente, los resultados de especies identificadas de micorrizas coinciden con los de

Landinez-Torres et al. (2020) que reportaron las mismas especies en América del Sur.
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CAPITULO 7

7.1 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se reportd especies de hongos cultivables del suelo como Boeremia
noackiana, Fusarium spp., Fusarium sacchari, Fusarium subglutinans, Trichoderma spp.,
Trichoderma harzianum, Trichoderma neokoningii. Para la raiz se reporté las siguientes
Aspergillus aureolus Aspergillus udagawae, Bipolaris simmondsii, Clonostachys solani f.
nigrovirens, Epicoccum andropogonearum, Epicoccum latusicollum, Epicoccum sorghinum,
Epicoccum spp., Epicoccum thailandicum, Epicoccum variabile, Epicoccum Vviticis,
Exserohilum rostratum Fusarium foetens, Fusarium oxysporum Fusarium pseudocircinatum,
Fusarium sacchari Fusarium spp., Fusarium temperatum, Penicillium crustosum, Penicillium
kongii, Trichoderma atroviride, Trichoderma dorothopsis, Trichoderma erinaceum,
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis, Trichoderma neokoningii, Trichoderma
spp. y Trichoderma trixiae. Estas especies representan una infima fraccion del total que se
pueden cultivar a nivel de laboratorio, ademas se correlacioné cada especie identificada a
nivel molecular con su funcionalidad en el suelo y raiz segun los reportes de literatura.

La composicion de la comunidad microbiana fue representada con el indice de Shannon (H)
entre la primera ureada, la segunda ureada, la quema y bosque seco. El valor mas alto se
reportd en el bosque seco, debido a sus condiciones propias ambientales, seguido de la
segunda ureada, primera ureada y quema. Se encontré que existen diferencias significativas
entre cada practica agricola y el bosque seco.

El metabarcoding identificé el predominio de las siguientes clases bacterianas:
actinomycetes, bacilli, alphaproteobacteria, betaproteobacteria , gammaproteobacteria,
nitrospiria y terriglobia, mientras que las familias identificadas a nivel fangico fueron:
chaetomiaceae, aspergillaceae, nectriaceae, herpotrichiellaceae, chaetosphaeriaceae,
zopfiaceae, didymellaceae, magnaporthaceae, pyrenochaetopsidaceae, sordariaceae,

coniothyriaceae, trichocomaceae, glomerellaceae, plectosphaerellaceae, sporormiaceae,
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hypocreaceae. Para contrastar se empled los mismos resultados en otra base datos y se
lorgré identificar las siguientes especies de micorrizas: Acaulospora colombiana, Gigaspora
rosea, Glomus cerebriforme, Rhizophagus irregularis, Rhizophagus clarus.

Las propiedades quimicas del suelo fueron comparadas en cada practica agricola
encontrandose el valor mas alto de materia organica en la segunda ureada y el mas bajo en
la siembra; el valor mas alto de pH en la quema y mas bajo en la primera ureada, por ultimo,
los valores mas altos de conductividad eléctrica se encontraron en la quema y siembra
consecutivamente.

La concentracidon de elementos primarios y secundarios correspondientes a macronutrientes
fueron normalizados y comparados por practica agricola; encontrandose el valor mas alto de
nitrégeno y fosforo en la siembra y potasio en la quema; el valor de calcio mas alto fue en

primera ureada, de magnesio y azufre en la quema.

7.2 RECOMENDACIONES

Comprender la dinamica de las interacciones entre las comunidades microbianas de los
diferentes cultivos asociados.

Identificar las especies de hongos y bacterias que son mas beneficiosas para los cultivos.
Inocular las especies de micorrizas encontradas en diversos ecotipos de maiz de interés
agronémico.

Desarrollar estrategias de manejo que permitan mejorar la composicién microbiana.
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Anexo 1
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Anexo 3

Siembra de hongos en medio PDA
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Anexo 4

Seguimiento de la siembra en medio PDA
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Anexo 5

Morfotipos de hongos en medio PDA

Anexo 6

Principales especies de hongos aislados del suelo y raiz del maiz

Especie
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Vista microscoépica (40x)
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Trichoderma
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Anexo 7

Resultados de la identificacién molecular de hongos cultivados bajo laboratorio

Nombre del Proyecto: Identificacion molecular de microorganismos — Jazmin Salazar.

Informe MNo.: A-406

Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro

Teléfono: 099E0E2450

e-mail: idgen.ecuador@gmail.com
R.ULC. 1713443475001

Informe de Resultados

Técnico Responsable: Francisco Gammido, Ing.

Fecha: 30/08/2023
Resumen de Resultados
fg:f: Muestra | Longitud | Calidad Organismo Fragmento id::’:a o | e Accesion
Ha94 R1 374 928 Epicoccum TS 100 OK447369.1
anNaropogonearim —_—
Ha95 R2 sas 98.3 | Trichoderma koningiopsis s 9983 | MT111912.1
Ha96 R3 573 100 Trichaderma sp. s 9983 | MHE23140.1
Ha57 Rd 572 100 Trichoderma sp. iE 100 MKS70382.1
HaoE RS 267 897 Fusarium sp. TS 9973 | DQ5551451
Ha53 R7 a0 581 Trichoderma sp. TS 100 00530535.1
HE00 R9 5az 5E.3 Trichoderma atroviride TS 100 KX375178.1 |
H501 R1l 507 100 Fusarium sp. TS 100 00555145 1
H502 R12 565 100 Trichaderma sp. TS 100 MT520637.1 |
H503 R13 560 99.8 Trichaderma sp. TS 100 OM515056.1
H504 R15 552 97.6 Aspergillus aureolus s 9964 | NR 1353051
H505 R1G 512 100 Trichoderma sp. TS 9961 | KMDEESTIZ
H506 R17 574 99.7 Trichoderma sp. iE 9948 | MF1013841
H507 R1B 576 100 Trichoderma sp. TS 9965 | MH748164.1
H508 R19 577 55.8 Trichoderma sp. TS 9965 | MFL013841
H503 R20 493 38.6 Penicillium kongii TS 100 NR_138336.1
H510 R21 577 100 Trichaderma sp. TS 100 MT446203 1
H511 R22 a2 85 Trichaderma sp. s 9526 | MTSS7S5L1
H512 R23 574 100 Trichaderma sp. TS 100 MT446202 1
H513 R24 513 13 Fusarium oxysporum s 8827 | OK175430.1
H514 R30 504 556 Epicoccum sp. s 100 MES0S031 1
H515 R31 518 995 Epicoccum sorghinum s 9981 | MW0R1z4a1
H516 R33 53g 100 Trichaderma sp. s 100 MT4462021 |
H517 R34 454 50.3 Epicoccom sorghinum TS 9378 | MID733741
H518 R35 538 35.8 Aspergillus sp. TS 3374 LC4338211 |
H513 R3G 565 811 Trichoderma trixiae TS 9906 | MHEEE0S01
H520 R37 431 82 Epicoccum sp. s 9438 | MTE27580.1
HE21 I5R 243 210 Exserohilum rostratum TS 100 KP340105.1 |
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Teléfono: 0998982450

e-mail: idgen.ecuador@gmail.com
R.U.C. 1713443479001

H522 R40 493 30.2 Fusarium temperatum ITS 94.52 ON229468.1
H523 R41 695 82.6 Aspergillus udagawae ITS 99.30 LC317462.1
H524 RA2 491 418 Clonostachys solani f. s 9593 | 0Q910844.1
nigrovirens
H525 R43 1157 62.4 Penicillium crustosum ITS 99.82 NR 077153.1
H526 R46 603 88.1 Trichoderma koningiopsis ITS 100 NR 131281.1
H527 R47 995 67.7 Aspergillus udagawae ITS 99.47 0OL711845.1
H528 R48 589 97.1 Trichoderma atroviride ITS 100 MN262486.1
H529 R50 713 76.3 Trichoderma neokoningii ITS 100 NR 138446.1
H530 R51 599 96.8 Trichoderma harzianum ITS 100 MT378439.1
H531 R57 784 62.5 Bipolaris simmondsii ITS 99.75 KX452437.1
H532 R58 507 60.4 Trichoderma atroviride ITS 98.62 KX379178.1
H533 R59 792 77.0 Trichoderma atroviride ITS 99.42 AY380906.1
H534 R60 543 96.5 Fusarium oxysporum ITS 99.82 MN909179.1
H535 R62 526 95.2 Fusarium oxysporum ITS 100 MK429839.1
H536 R64 625 82.7 Fusarium foetens ITS 100 0P163643.1
Epicoccum thailandicum 99.80 MNO010545.1
Hast R67 A 66.7 I:f:;icoccum latusicollum iL 99.80 MG787261.1
Epicoccum viticis 100 NR 158267.1
H538 R71 1250 265 Ep;:‘occum variabile IS 100 MN973501.1
H539 R73 868 64.2 Epicoccum sp. ITS 100 KF177690.1
H540 R74 507 98.8 Trichoderma sp. ITS 100 IN572048.1
H541 3SR 444 80.2 Trichoderma harzianum ITS 100 MT530123.1
H542 4SR 510 98 Fusarium sp. ITS 100 0Q555145.1
H543 8SR 571 100 Trichoderma sp. ITS 100 MN905866.1
H544 9SR 572 100 Trichoderma sp. ITS 100 MK870382.1
H545 10SR 579 100 Trichoderma sp. ITS 100 MN701675.1
H546 18SR 583 99.7 Trichoderma sp. ITS 100 IN572048.1
H547 19SR 490 99.8 Trichoderma sp. ITS 100 IN572048.1
H548 20SR 437 53.8 Trichoderma sp. ITS 100 MT557551.1
H549 21Sr 560 100 Trichoderma sp. ITS 100 MT446202.1
H550 22SR 676 88.9 Trichoderma sp. ITS 100 0Q630534.1
H551 23SR 535 98.9 Trichoderma sp. ITS 100 JN572048.1
H552 25SR 879 77.2 Boeremia noackiana ITS 100 NR 135976.1
Fusarium sacchari 100 KU604026.1
H353 2GsR 42 G2 Fusarium subglutinans s 100 KR071623.1
H554 27SR 581 97.6 Trichoderma neokoningii ITS 99.83 MZ339274.2
H555 28SR 411 91.0 Fusarium sp. ITS 99.76 MT557205.1
H556 RA1 658 56.4 Fusarium sacchari ITS 99.52 KU604026.1
H557 RA2 530 97.5 Fusarium sp. ITS 100 MW590611.1
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Identificacién Molecular R.U.C. 1713443479001

Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
Teléfono: 0998982450
e-mail: idgen.ecuador@gmail.com

H558 RA9 539 96.3 Fusarium TS 100 KX385054.1
pseudocircinatum e —
Posible
Hea2 Quitridio )

Nota: Los resultados con un porcentaje de identidad menor al 97% no permiten asegurar que el aislado corresponde a
esa especie. Es posible que se trate de una especie no descrita o una especie para la cual no hay referencias en la base
de datos.

7
/ Firma autorizada

Francisco Javier Flores Flor, PhD.

Propietario IDgen
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Anexo 8

Bacterias identificadas en la primera ureada

88



Anexo 9

Hongos identificados en la primera ureada

Anexo 10

Bacterias identificadas en la segunda ureada
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Anexo 11

Hongos identificados en la segunda ureada
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Anexo 12

Bacterias identificadas en la quema

Vinglbacillus profund

Anexo

Hongos identificados en la quema

Eukaryota

ular organt
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Anexo 14

Bacterias identificadas en el bosque seco

Anexo 15

Hongos identificados en el bosque seco
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