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RESUMEN

Este estudio se desarroll6 con la finalidad de conocer cambios en la poblacion
bacteriana de dos chacras campesinas, una de suelo fértil (SF) y otra degradada (SD),
localizadas a 3562 msnm en Huando - Huancavelica cultivandose la quinua en la
campafia agricola 2016-2017. La comunidad bacteriana del suelo rizosférico (SR) de
30 plantas de quinua al 50% de floracion y de 30 muestras de suelo no rizosférico
(SNR) se analizaron después de la extraccion de ADN del suelo. Para el anélisis
metagendmico se amplificd la region hipervariable V3-V4 del gen 16S rrna empleando
IlluminaMiseq en FISABIO (Valencia, Espafia). Se utilizaron FastQC y SEED2 para
el procesamiento de secuencias, lo que permitid obtener 67235 secuencias
normalizadas de 430 a 470 nucledtidos. Las secuencias se clasificaron en la plataforma
de RDP11. En SR del SF se agruparon en 24 phyla con 60106 secuencias y 26 phyla
con 47716 secuencias en SNR; en cambio en SD fue de 21 phyla con 61025 secuencias
en SR y 22 phyla con 57105 secuencias en SNR. Se hall6 en SF 5356 unidades
taxondmicas operativas (Otus) en SR y 6809 Otus en SNR. En SD se hallé 5017 Otus
en SR y 5571 Otus en el SNR. Los géneros mas abundantes en SF y SD fueron
Arthrobacter, Pseudomonas y Flavobacterium en SR, Gaiella, Gp6 y Paenibacillus
predominaron en SNR. Existe una elevada biodiversidad en SR y SNR de ambos
suelos, la diversidad en SR es menor que en SNR y ademas se aprecia pérdida de
biodiversidad en SD con respecto al SF.

Palabras clave: Metagendmica, rizosfera, secuenciacion masiva, quinua.
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Abstract

This study was developed with the purpose of knowing changes in the bacterial
population of two peasant farms, one of fertile soil (SF) and another degraded one
(SD), located at 3562 meters above sea level in Huando - Huancavelica, cultivating
quinoa in the 2016-2016 agricultural season. 2017 The bacterial community of the
rhizospheric soil (SR) of 30 plants of quinoa at 50% flowering and 30 samples of non-
rhizospheric soil (SNR) were analyzed after extraction of soil DNA. For the
metagenomic analysis, the hypervariable region V3-V4 of the 16S rRNA gene was
amplified using IlluminaMiseq in FISABIO (Valencia, Spain). FastQC and SEED2
were used for the processing of sequences, which allowed to Oobtain 67235 normalized
sequences of 430 to 470 nucleotides. The sequences were classified in the RDP11
platform. In SR of the SF they were grouped in 24 phyla with 60106 sequences and 26
phyla with 47716 sequences in SNR; in SD, it was 21 phyla with 61025 sequences in
SR and 22 phyla with 57105 sequences in SNR. It was found in SF 5356 operational
taxonomic units (Otus) in SR and 6809 Otus in SNR. In SD 5017 Otus was found in
SR and 5571 Otus in the SNR. The most abundant genera in SF and SD were
Arthrobacter, Pseudomonas and Flavobacterium in SR, Gaiella, Gp6 and Paenibacillus
predominated in SNR. There is a high biodiversity in SR and SNR of both soils,
diversity in SR is lower than in SNR and in addition there is loss of biodiversity in SD
with respect to SF.

Key words: Metagenomics, rhizosphere, massive sequencing, quinoa.
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INTRODUCCION

El estudio de los microorganismos de los suelos ha llegado a contribuir de manera natural
en los problemas de la agricultura en estos Gltimos afios ya que el uso excesivo de los
fertilizantes sintéticos, funjicidas, herbicidas, etc. Han llegado a deteriorar y contamiar el
suelo y aguas despertando a los investigadores como mitigar estos problemas. En las
comunidades bacterianas estudiadadas se ha llegado a obtener resultados de bacterias que
llegan a degradar hidrocarburos productos a base de petrdleo, residuos quimicos y
bacterias que llegan a controlar las plagas y enfermedades en los cultivos, recuperando el
equilibrio ecoldgico ambientalmente de las propiedades fisicas y bioldgicas del suelo.
Estos estudios de metagendmica esta basado en las comunidades bioldgicas del suelo de
aquellos organismos que cumplen diversas funciones especificas en el suelo de a cuerdo
a los estudios mediante las técnicas moleculares de secuenciacion masiva e Illumina
Miseq técnica que actualmente se viene utilizando para la caractizacion de las poblaciones
bacterianas del gen 16S rRNA. Uno de los problemas en los suelos de la sierra es la baja
fertilidad donde se cultiva cada campafia agricola la quinua en el Distrito de Huando,
fertilizando con productos sintéticos dafiando la flora y fauna microbiana del suelo.
Gran parte de la produccion es utilizada para el consumo familiar, la baja produccion en
el cultivo de quinua se debe principalmente a la falta de capital, créditos, asistencia
técnica para la siembra y comercializacion de este producto ya que esta influenciado la
capacidad de uso mayor de las tierras de calidad agroldgicas bajas, por serias limitaciones
de del suelo, por su fertilidad baja a media (debido a condiciones naturales del lugar y no
tanto a una sobreexplotacion agricola) y por erosion.

Los agricultores del Distrito de Huando viene cultivando la quinua desde sus antepasados
por ser un cultivo que adapata en las diferentes regiones del perd, llegando a producir de
manera tardicional en pequefias parcelas cuyo tamafio no sobrepasa los 10.000 m?
utilizando sus propias semillas y abonando de manera tradicional con el estiércol del
ganado. De esta manera obtienen rendimientos de 800 a 1000 kg/ha, que son rendimientos

minimos para su produccion.



CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcion del Problema

La presencia de microorganismos en suelos naturales y agricolas es indispensable,
porque estan implicados en el funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos del C,
N, P, Sy otros, y en la transferencia de energia a los niveles superiores de la cadena
tréfica. Asi mismo intervienen en los procesos claves como la formacién de la
estructura del suelo, descomposicion de la materia organica, eliminacion de toxinas
y mediante la actividad PGPR (Rizo bacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas)
otorgan sostenibilidad de produccion a los cultivos. Estas rizobacterias se hallan
hospedadas principalmente en el suelo rizosférico y en el interior de las raices de las
plantas como endofitos.

La creciente demanda por la quinua (Chenopodium quinoa Willd) viene induciendo
a los campesinos a producir grandes volimenes mediante una fuerte presién sobre
los fragiles suelos. Asimismo, las practicas implementadas han dado lugar a la
pérdida de la cobertura vegetal, erosion, compactacion, falta de rotacion y escasa
reposicion de materia organica, los que influyen en la aceleracion de la degradacion
de los suelos alto andinos, que finalmente se traduce en la pérdida de fertilidad del
suelo. Para superar estos impases los agricultores acceden a los agroquimicos,
generan mas alteraciones y afectando al medio ambiente y la salud del suelo,
principalmente a las comunidades microbianas del suelo en su composicion,

diversidad y actividad.



1.2.Formulacion del Problema
¢Qué géneros bacterianos se hallan hospedadas en la rizésfera de quinua

(Chenopodium quinoa Willd) cultivada en suelo de alta fertilidad y suelo degradado

en Huando — Huancavelica?

1.3.0Objetivos:

1.3.1. Objetivo general
Caracterizar poblaciones bacterianas asociadas a la rizosfera de quinua cultivada en
suelo de alta fertilidad y suelo degradado, empleando el método independiente de
cultivo celular, en Huando- Huancavelica.

1.3.2. Objetivos especificos
v" Determinar los géneros bacterianos de la rizésfera y suelo no rizosférico de

quinua cultivada en suelo de alta fertilidad.
v’ Determinar los géneros bacterianos de la rizésfera y suelo no rizosférico de
quinua cultivada en suelo degradado.
1.4 Justificacion
* Cientifico
El estudio en base al cultivo de la quinua contribuira a la ciencia y los estudios de
mayor profundidad a investigar sobre el impacto que generan los diferentes
sistemas de manejo sobre las comunidades microbianas de los suelos de alta y baja
fertilidad, promoviendo la actividad planta microorganismo que resulta interesante
aplicar una de las técnicas moleculares para este tipo de estudio. Una de las técnicas
moleculares se basa en el andlisis de la constitucion genética de los
microorganismos mediante la extraccion del ADN de las muestras, amplificacion
de ciertos genes o marcadores moleculares mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con marcadores universales 16S.
* Social

En lo social esta investigacion contribuirda a nuestro pais en y la sociedad
esencialmente a los productores del cultivo de quinua lo actualmente esta dando un
realce en cuanto a la alimentacion y balances nutritivos lo cual es clave saber que
microorganismos que son los entes vivientes en el suelo y la interaccion de las
plantas cuales son las interacciones que hay en cuanto a la estabilidad del suelo y la

disponibilidad de nutrientes para las plantas.
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* Econémico
Gran parte de la poblacion y la relacion de las sociedades en las zonas rurales,
sostiene su economia en base a la produccién de cultivos andinos, como es el caso
de la quinua. Destacan los agricultores de la Sierra como principales productores
para el sostén economico de sus familias las cuales conlleva a que la produccion de
estos productos cultivadas afio tras afio ha ido decayendo en los rendimientos y la
baja produccién afectando sus ingresos econémicos debido a las degradaciones que
acurre en el suelo.

* Ambiental
La determinacion de la diversidad bacteriana debe realizarse como primer paso en
los procesos de recuperacién ambiental para entender el rol fundamental de los
microorganismos responsables de los ciclos biogeoquimicos que contribuyen en los
aspectos fisicos, quimico y bioldgicos de las estructuras del suelo lo que conlleva a
que cuando hay una interaccion microorganismo planta hay una relatividad de
simbiosis de estos seres vivientes, que también son sensores de cambios
ambientales, centrando al mismo tiempo su valor como fuente abundante de
recursos biotecnologicos. El perfil de la diversidad microbiana puede representar la
capacidad del suelo para enfrentarse a perturbaciones externas y puede ser un

indicador para evaluar su calidad.

1.5.Limitaciones

Durante el proceso de ejecucion del proyecto de tesis y el presamiento de los datos

obtenidos, surgieron los sigueiemtes problemas:

v Uno de las limitaciones encontradas durante el proceso de ejecucién fue la falta
de recursos econdmicos para poder iniciar las evaluaciones que se tenian evaluar
inicialmente, frente a ello se soluciond con el apoyo del equipo técnico del PNIA-
PI-118 quienes fueron los que subencionaron econémicamente las evaluaciones,
la compra de materiales y los servicios de secuenciacion en el extranjero.

v’ La falta de programas bioinformaticos para el procesamiento de datos obtenidos
una vez secuenciados en Espafia Valencia, frente a ello se trabaj6 con programas
ya concocidos como el SEED, RDP11 y FQ, son aquellos programas que se
encuentran en internet para poder descargarlo mediate la compra de estos paquetes

por dias limitados.



CAPITULO I1
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
Segun Vega et al., (2015), muestran los resultados del analisis de suelos cultivados
con vid, donde se identificaron en la rizosfera de la vid con manejo agronémico
organico y convencional abundantes filos entre ellos: Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteriodetes, Acidobacteria, Cloroflexi, Verrucomicrobia vy
Planctomycetes en diferentes proporciones.
Castafieda & Barbosa (2016), analizaron los suelos de vifiedos organicos de Chile,
donde observaron que el filo Proteobacteria fue mas abundante, tanto en suelos
pristinos como en aquellos provenientes de vifiedos, seguido de Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes y Planctomycetes, éstos sin diferencias significativas en
ambos suelos.
Holland et al., (2016), muestran resultados mediante la metagenémica una riqueza y
diversidad de la microbiota ligeramente superior en suelos provenientes de vifiedos
(no rizosfera) que en suelos sin manejo agricola (suelos pristinos), rechazando los
conceptos de alteracion de la diversidad bacteriana de los suelos por las actividades
agricolas.
Suguln Teng et al., (2018), mostraron los resultados sobre el P unido al Ca (Ca-P)
era la principal especie de P organico (IP) y P inorganico altamente resistente (HR-
OP) representaron la mayor parte de P organico (OP). Estas cepas fueron
identificadas como especies bacterianas de Enterobacter asburiae, Acinetobacter sp.,

cepa de Bacillus cereus, y asi sucesivamente. Lo mas eficiente La cepa IPSB podria

5



convertir mas de 430 mg L-1 de ortofosfato, mientras que la cepa OPSB equivalente
solo liberé menos de 4 mg L-1 in cultivo liquido, que indic6 que los IPSB tienen una
mejor capacidad de solubilizacion de P que los OPSB en los suelos de la rizosfera de
Yeyahu. Es probable que los humedales regulen el proceso de transformacién de P.
Estudios realizados en la microbiota del suelo de las 20 muestras generadas (5
tratamientos x 4 repeticiones), resulté que 90406 secuencias, que son mas del 50%
de estas se asociaron con el compost de doble dosis enmienda (COM2), alrededor del
17% de las secuencias fueron asociadas a la enmienda de compost de dosis Unica
(COM1), y 13 y 10% fueron de pastizales. La diversidad se evalud adicionalmente
en un 3% de disimilitud con los indices de diversidad de Shannon (H) y Simpson (1
/ D), no paramétricos estimadores de la riqueza Chaol y ACE y la uniformidad de
Shannon (H / log S). La prueba SNK aplicada a los indices de diversidad y
uniformidad de Shannon no se pudo detectar diferencias significativas entre los
tratamientos de manejo. El indice de Simpson encontro significativas diferencias
entre las parcelas GS y COML1 con las demas, las parcelas de diversidad intermedia
no se encontraron una relacion significativamente diferente, en comparacion con los
suelos modificados con la doble dosis de compost (COM2) que si hay una riqueza
significativamente mayor (P <0.05) como lo indica los estimadores no paramétricos
de riqgueza CHAO 1, ACE y por el Curvas de rarefaccion (Xiao et al., 2018).
Hartman, et al., (2018), mencionan sobre los perfiles de comunidades de bacterias
y hongos que se trabajaron por separado de 16 muestras de suelo y 16 de raices de
trigo de invierno. El perfil de la comunidad bacteriana produjo un total de 639440
secuencias de alta calidad (rango 11,192-37,255; mediana 18,122; adicional). El
perfil que produjo 962,619 secuencias, oscilé entre 9138 y 48,750 secuencias por
muestra (mediana 30,284), identificAndose 2972 unidades taxondmicas (OTU)
fangicas bacterianas, 3 arquéales y 1975 en todas las muestras, para los analisis de
diversidad o, las comunidades se dividieron en 11,000 secuencias de bacterias y
9000 de hongos por cada muestra. Los suelos soportaron una mayor riqueza de
especies que las raices y las comunidades bacterianas teniendo una mayor riqueza
que los hongos po lo tanto en el suelo como en las comunidades de raices, la riqueza
de bacterias y hongos fue mayor en las muestras de O-1T con un efecto significativo

para las comunidades de bacterias en las muestras de raices. Para concluir, la
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microbiota de la raiz y el suelo de la planta difieren notablemente en riqueza,
composicion y taxonomia.

Estudios realizados en el cultivo de maiz demuestra la diversidad de organismos
asociados a la rizésfera que se caracterizan por la diversidad bacteriana de la
rizosfera de 27 lineas endogamicas de maiz, mediante secuenciacion illumina de
genes bacterianos con el gen 16S rRNA, y observaron variacién sustancial en la
riqueza bacteriana, diversidad y abundancia relativa de los taxones entre el suelo a
granel y la rizésfera del maiz, teniendo como Phyla dominantes a Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Cianobacterias, en el cual se
evaluaron 274 secuencias obtenidas de la estructura rizosferica de maiz (Castillo et
al., 2015).

2.2. Bases Teoricas
2.2.1.Laquinua

La quinua es uno de los cultivos méas antiguos de la region Andina, habiéndose
hallado registros arqueoldgicos que datan de aproximadamente 5000 afios AC, y en
cuya domesticacion y conservacién han participado grandes culturas como la
Tiahuanaco y la Incaica. Esta especie tuvo una amplia difusién en toda la region
Andina de Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y Chile, previo a la “Conquista”. Con
la llegada de los espafioles los cultivos y hébitos alimenticios de los pueblos
originarios fueron remplazados. Sin embargo, el cultivo de quinua se mantuvo en
pequerfias plantaciones ubicadas en zonas periféricas a las grandes urbes, donde se
producia preponderantemente para el autoconsumo. La conservacion de las quinuas
ancestrales, por parte de los pueblos originarios de América, constituye una fuente
de diversidad invalorable. Estos materiales son utilizados en la actualidad como
base para el mejoramiento genético de la especie y la obtencion de variedades
modernas (Hasta, 2017).

Clasificacion taxonémica

La quinua estd ubicada dentro de la seccion Chenopodia y tiene la siguiente

posicion taxondémica de acuerdo a (Mujica 1993 citado por Tapia, 2016).

Reino : Vegetal
Division : Fanerdégamas
Clase : Dicotiledoneas



Orden : Angiospermas

Familia : Chenopodiaceas

Género : Chenopodium

Seccién : Chenopodia

Subseccion : Cellulata

Especie : Chenopodium quinoa Willd

El crecimiento y desarrollo de la quinua determinado por la genética de la planta,
por las condiciones ambientales a las que esta expuesta, y por factores bidticos
(plagas, enfermedades y plantas extrafias que compiten con el cultivo). Tres de los
factores ambientales mas importantes son la radiacion solar, la temperatura y la
humedad del suelo. Uno de las principales fuentes es el suelo para poder sembrar la
quinua la cual requiere de suelos franco arenosos y bien drenados, también esta
influenciada los factores ambientales, lo que resulta variable de acuerdo a las
altitudes de siembra en sierra desde los 0 metros hasta los 4000 m.s.n.m. con una
amplia variedad de cultivares de esta misma especie, comprendiendo los valles
interandinos que también tiene potencialidades para para produccion de este grano
andino (Tapia, 2016).

2.3. Bases conceptuales
El origen de suelo es el resultado de cinco factores principalmente: la materia

parental, el clima, la biota, la topografia y el tiempo. Todos los factores desempefian
un papel importante en el desarrollo de cualquier tipo de suelo y son altamente
interactivos. Las combinaciones de estos factores llevan a la formacion de tipos
unicos de suelos, pero con horizontes relativamente predecibles que componen el
perfil del suelo (Priscila, 2016).

El suelo es una matriz compleja formada por tres componentes importantes: un
agregado de particulas minerales de tamarios diferentes, una composicion quimica de
componentes organicos en las diferentes etapas de su descomposicion y un
componente bioldgico que comprende a bacterias, hongos, levaduras y también a las
raices de plantas. Los minerales estan divididos en tres tipos: arenas, arcillas y limos.
Los porcentajes de estos tres componentes y la materia organica se organizan a nivel
micro y macro en agregados que determinan la textura y estructura del suelo. Como

cita Priscila, (2016), la composicion del suelo y de la materia mineral viene dado por



las caracteristicas de las rocas del subsuelo, asi como de los procesos edaficos que

hayan tenido lugar en su formacidn. Esta porcidn inorganica se halla muy relacionada

con la disponibilidad de nutrientes, retencion de agua, etc. La materia organica

procede de la actividad de los distintos organismos vivos del suelo, a su vez su

composicion y cantidad es variable especialmente en funcion del tipo de cubierta

vegetal. La cantidad de materia organica es, sin duda, uno de los mejores indicadores

de la calidad agronémica y fertilidad de un suelo.

2.3.1. Microbioma del suelo
El microbioma del suelo es un habitat altamente complejo, contiene un tercio de los
organismos vivientes y es el responsable del funcionamiento de los ecosistemas del
suelo, debido a que estan involucrados en los ciclos biogeoguimicos de elementos
esenciales que requieren estos para poder vivir, entre ellos el carbdn, oxigeno,
nitrégeno, azufre, fosforo y otros metales (Zhou et al. 2015).
Se ha estimado que un gramo de suelo pristino presenta 2 X 10° células procariotas
y kilometros de hifas fangicas. En base a los estudios de cinéticas de re asociacion
de acidos desoxirribonucleicos (ADN) realizados sobre muestras de ADN extraido
y purificado de suelo, han permitido estimar que un gramo de suelo comprende
entre 2.000 y 18.000 genomas procariotas distintos un valor que puede ser
subestimado ya que tales analisis dificilmente consideren los genomas de especies
raras o dificil acceso (Zhou et al. 2015).
Adicionalmente, diversos trabajos han demostrado que una abundante diversidad
microbiana del suelo incrementa la resistencia a plagas, la capacidad de
recuperacion del proceso microbiano e incluso se ha confirmado que el microbioma
del suelo impacta en la composicion del metaboloma de la hoja (Balestrini et al.
2015).
2.3.2.Larizosfera

La vida en el suelo se distribuye irregularmente cuya tendencia es agruparse para
formar areas criticas de biodiversidad, el término rizosfera fue introducido por
primera vez por Hiltner (1904) para describir al volumen de suelo que rodea y esta
influenciado por las partes de tejido radicular, en el cual propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas han sido cambiadas por el crecimiento y actividad de los

microorganismos que interactdan en la raiz de cada planta (Voroney & Heck 2015).
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La rizosfera se extiende a pocos milimetros del area abarcada por la raiz, donde
habitan un aproximado de 1011 células microbianas por gramo de raices (Morris &
Blackwood 2015). La rizosfera esta dividida en:

a) Endorizésfera: conformada por el tejido radicular incluyendo endodermis y
capas corticales.

b) Rizoplano: es la superficie de la raiz donde particulas del suelo y
microorganismos se adhieren; esta conformado por la epidermis, corteza y capa
de polisacarido mucilaginoso.

c) Ectorizosfera: consiste en el suelo seguidamente adyacente a la raiz.

llustracion 1. Esquema de la rizosfera.

F;—Rizoplano

\ —/-»- Mucigel radicular

La planta al liberar compuestos de carbono mediante las raices al ambiente
circundante, junto al exudado de las raices y el desprendimiento de las células
proporciona los recursos necesarios para el desarrollo de diversos microorganismos
entre ellas principalmente bacterias, de este modo, la planta y su microbioma se

considera como un super organismo debido a la dependencia de la microflora del
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suelo para ciertas funciones y rasgos especificos que la planta dispone (Mendes et
al. 2015).

2.3.3.Biodiversidad microbiana del suelo
La biodiversidad de un suelo o un ambiente se estudia en el marco de la ecologia
de comunidades. Por definicion una comunidad es el conjunto de especies que
coexisten en un determinado lugar y tiempo. Definir especies entre
microorganismos no es tarea sencilla, pora ello el analisis de comunidades
microbianas hablaremos de unidades taxondmicas operativas (OTUSs, en inglés
Operational toxonomic units) (Udaondo, et al., 2017).
El andlisis de biodiversidad basado en amplicones ARNr 16S o de un gen funcional
pueden llevarse a cabo mediante distintas estrategias para analizar un perfil de la
diversidad de la comunidad y/o analizar su composicion taxonomica, suele
utilizarse el 97% de similitud entre secuencias nucleotidicas para definir un OTU
(para Bacteria y Arquea). Ademas, existen distintos métodos para agrupar
secuencias en OTUs y se dividen entre: aglomerativos, divisivos y de particion. Por
su lado, los métodos de clasificacion taxonémica suelen seguir alguna de las
siguientes estrategias como alineamientos pareados contra un set de secuencias de
referencia con identidad taxondmica conocida (BLAST) o comparacion de la
composicion de las secuencias con una referencia de entrenamiento utilizando
kmeros, o palabras de una longitud de pares de bases 0 métodos basados en
filogenia que asignan la clasificacion buscando la secuencia mas cercana en una
filogenia de referencia (Wenet al., 2017).
Diversidad alfa. Diversidad alfa es la riqueza de especies de una comunidad
particular a la que consideramos homogénea, la diversidad alfa es el numero de
especies que viven y estan adaptadas a un habitat homogéneo, cuyo tamafio
determina el numero de especies por la relacién area especies en la cual, a mayor

area, mayor cantidad de especies (Wenet al., 2017).
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llustracion 2. Relacion de area y especie
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(Udaondo, et al., 2017).

La medida més apropiada de diversidad es simplemente el nimero de especies por
cada unidad de area representada en algun tipo de muestra estdndar. Para la
comparacion de diferentes localidades se debe tomar en cuenta que el valor de la
diversidad alfa es expresado como el numero de especies el cual no es
independiente del tamafio de la muestra, una curva de acumulacion de especies debe
ser establecida para cada tipo de localidad en particular que corresponde a la clase
que precisa la comunidad en un &rea geografica dada. Una vez se conozca el
esfuerzo de captura necesario para llegar a un valor asintético para la diversidad
real, se puede aplicar el mismo esfuerzo para todas las localidades similares dentro
de un paisaje, de estos surge el interés en trabajar con un promedio de valores alfa
que corresponden a diferentes capturas entre el mismo tipo de comunidad en un
paisaje dado (Thies, 2016).

Diversidad beta. Se refiere al estudio de diversidades entre habitats o sitios,
Whittaker definié que la diversidad beta puede medirse a partir de la presencia o
ausencia de especies 0 a partir de los datos cuantitativos de abundancia, si la
diversidad beta se mide entre pares de sitios, esta puede variar de par a par. Para
analizar este tipo de variaciones se utilizan distancias ecoldgicas. La ventaja del uso
de distancias es que se puede resumir la variacion en la composicién de especies en
un solo valor; la desventaja es que se pierde la informacion sobre la identidad de
las especies. Una distancia ecologica sera buena si logra describir las diferencias

entre la composicion de especies para sitios que comparten la mayoria de las
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especies con una distancia pequefia, mientras que, para los sitios con pocas especies,
la distancia sera grande. Para el célculo de las distancias ecoldgicas existen varias
posibilidades de calcular el tipo de valor que hay entre distancias que se miden en
el intervalo entre cero y uno. Los valores de distancia de Bray Curtis y Kulczynski
son cercanos a cero donde indican que el sitio comparado tiene una composicion
similar de especies, mientras que si el valor se acerca a uno implica que la
composicion varia entre sitios. Otras distancias calculan valores no restringidos,
que pueden ser mayores a uno. Otras medidas de distancia tienen en cuenta solo las
diferencias en presencia y ausencia de especies, entre ellas: Jaccard y Sorenson
(Thies, 2017).
Diversidad gama.
La diversidad gamma es definida como la riqueza de especies de un grupo de
habitats (un paisaje, un area geografica, una isla) que resulta como consecuencia de
la diversidad alfa de las comunidades individuales y del grado de diferenciacion
entre ellas la diversidad beta. (Qingshui, et al. 2018).
Segun Qingshui, et al. (2018), describen los pasos para poder realizar los estudios
y medir la biodiversidad de una comunidad en areas que incluyen mas de un tipo
de comunidad se limitan a presentar listas de especies de sitios puntuales
(diversidad alfa), describiendo la diversidad regional (gamma) Unicamente en
términos de nimeros de especies, 0 bien con cualquier otra medida de diversidad
alfa. Algunos estudios llegan a hacer comparaciones entre los sitios (diversidad
beta), pero no incluyen esta informacion en una medida de la biodiversidad basada
tanto en alfa como en beta. La medicion de la diversidad gamma con base en los
componentes alfa, beta y la dimension espacial se define de la siguiente manera:
Gamma = diversidad alfa promedio x diversidad beta x dimensién de la muestra
donde:
> diversidad alfa promedio= nimero promedio de especies en una comunidad
> diversidad beta = inverso de la dimension especifica, es decir, 1/nimero
promedio de comunidades ocupadas por una especie.

» dimensioén de la muestra = nimero total de comunidades.
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2.3.4.Ecologia microbiana del suelo
La ecologia microbiana del suelo, describe el numero de especies de
microoganismos diferentes y su abundancia relativa en una comunidad determinada
en un habitat dado tradicionalmente, este nimero se ha estimado para el total de
células procariotas sobre la tierra en grupos taxondmicos distintos basados en el
analisis secuencias de genes esto representa un enorme potencial biol6gico y
genético que puede ser explotado para recuperar posibles nuevos genes, definir
rutas metabdlicas enteras y sus productos relacionados, se ha estimado que la
ecologia microbiana del suelo esta dentro de un rango de 3000 y 11000 genomas
por gramo de suelo, sin embargo, la inmensa diversidad genética y fenotipica de
bacterias y hongos hacen de esta comunidad una de las mas dificiles de estudiar. Se
ha sugerido que el 99% de las bacterias observadas bajo el microscopio no son
cultivables por las técnicas comunes de laboratorio, por lo que se puede suponer
que ese 1% es representativo de la entera poblacion y que ese 99% es simplemente
un estado fisioldgico que evita que sean cultivados en los medios actuales, o que es
posible que el 99% sean fenotipicamente y genéticamente diferentes de ese 1% y
solo la minoria de la poblacidn esta representada. Para vencer este obstaculo del
estudio dependiente de cultivo, se han desarrollado varios métodos para identificar
y estudiar esos microorganismos, como el analisis de acidos grasos y métodos como
las diferentes variaciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) para analizar ADN y ARN (Carolina, et at., 2016).
2.3.5.Comunidad microbiana del suelo

Las bacterias presentes en un habitat determinado han sido parcialmente suplidas
por la posibilidad de aislar y caracterizar el material genético de la comunidad
microbiana residente en un nicho. A partir del estudio de los genomas de los
microorganismos contenidos en una muestra es posible reconstruir la estructura
poblacional de la comunidad de un suelo realizando los estudios basados en
genomas de los microorganismos lo cual ha sido determinado como el estudio
metagenomico implicando los genes 16S de las bacterias del suelo. Este tipo de
investigacion parte del analisis de los acidos nucleicos e incluye a aquellos
microorganismos que aun no han podido ser cultivados en condiciones simuladas.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), desarrollada la década de los 80, es
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2356,

2857 .

la metodologia empleada para la amplificacion selectiva de secuencias de acidos
nucleicos, mediante esta técnica es posible realizar la conversion del ARN a ADN
complementario (ADNc) y la amplificacion, ofreciendo asi la posibilidad de
realizar analisis en el ADN y ARN asociados a diversas muestras complejas para
poder hacer inferencias sobre la composicion poblacional y el estatus metabdlico
de la comunidad, mediante el analisis de las secuencias de los genes amplificados
con iniciadores especificos o universales actualmente se estd empleando nuevas
metodologias de estudio de la microbiologia en secuenciaciones de
pirosecuenciacion e Illumina miseq (Illumina, 2017).

Importancia de los microorganismos en el suelo

Los microrganismos en suelo cumplen diversas funciones ya que son el sustento de
la riqueza del suelo transformando la materia organica en azucares, almidon,
celulosay otros, estos son las fuentes principales de energia de los microorganismos
su permite comprender la importancia de la relacion C/N en los aportes organicos
que le brinda a los suelos degradando moléculas complejas de materia organica,
formando el humus y creando una microbiota compleja del suelo facilitando la
aireacion, el almacenamiento de agua y su fertilidad para asi ser asimilables de
manera facil para las plantas. Las caracteristicas especificas de los microhabitats de
los microorganismos del suelo forman las microregiones dentro de los agregados
del suelo controlando la naturaleza y disponibilidad de los recursos de nutrientes.
Los microorganismos son la base mas compleja y estudiada del suelo ya que
comprende un rol basico iniciando con la degradacion de las rocas y los minerales
como el fosforo, calcio, magnesio, asufre, etc, que son esenciales en la riqueza del
suelo (Carolina, et at., 2016).

El rol de las bacterias en la agricultura

Las bacterias del suelo son muy importantes en los ciclos biogeoquimicos y se
han utilizado para la produccién de cultivos durante décadas. La interaccion
planta-bacterianas en la rizosfera son los determinantes de la salud de las plantas
y la fertilidad del suelo. Las bacterias del suelo de vida libre que son beneficiosas
para el crecimiento de las plantas, generalmente denominadas rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), son capaces de promover el

crecimiento de las plantas al colonizar la raiz de la planta. Las PGPR también se
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denominan rizobacterias que promueven la salud de las plantas (PHPR) o nodulos
que promueven las rizobacterias (NPR). Estos estan asociados con la rizosfera,
que es un importante entorno ecoldgico del suelo para las interacciones planta-
microbio. Las bacterias fijadoras de nitrogeno simbioticas incluyen las
cianobacterias de los geéneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Allorhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium. Bacterias fijadoras de
nitrogeno de vida libre o fijadores de nitrégeno asociativos, por ejemplo, bacterias
pertenecientes a las especies Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella vy
Pseudomonas., se ha demostrado que se adhieren a la raiz y colonizan de manera
eficiente las superficies de la raiz. PGPR tiene el potencial de contribuir a la
promocion del crecimiento sostenible de las plantas. En general, la PGPR
funciona de tres maneras diferentes: sintetizando compuestos particulares para las
plantas, facilitando la absorcién de ciertos nutrientes del suelo y disminuyendo o
evitando que las plantas contraigan enfermedades. La promocion y el desarrollo
del crecimiento de las plantas se pueden facilitar directa e indirectamente. La
promocion indirecta del crecimiento de las plantas incluye la prevencion de los
efectos nocivos de los organismos fitopatdgenos. Esto se puede lograr mediante
la produccion de sideroforos, es decir, pequefias moléculas de unidn a metales. El
control bioldgico de patdgenos de plantas transmitidas por el suelo y la sintesis
de antibidticos también se han reportado en varias especies bacterianas. Otro
mecanismo por el cual la PGPR puede inhibir los fitopatdgenos es la produccion
de cianuro de hidrogeno (HCN) y / o enzimas degradadoras de la pared celular
fungica, por ejemplo, quitinasa y f-1,3-glucanasa. La promocion directa del
crecimiento de las plantas incluye PGPR simbidtica y no simbiotica que funcionan
a través de la produccion de hormonas vegetales como las auxinas, citoquininas,
giberelinas, etileno y acido abscisico. La produccion de indol-3-etanol o indol-3-
acido acético (IAA), los compuestos que pertenecen a las auxinas, se ha informado
para varios géneros bacterianos. Algunos PGPR funcionan como un sumidero
para el 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), el precursor inmediato del
etileno en las plantas superiores, al hidrolizarlo en a-cetobutirato y amoniaco, y
de esta manera promover el crecimiento de la raiz al reducir los niveles de etileno

en El entorno micro-rizo. PGPR también ayuda en la solubilizacion de fosfatos
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minerales y otros nutrientes, mejora la resistencia al estrés, estabiliza los
agregados del suelo y mejora la estructura del suelo y el contenido de materia
organica. Las PGPR retienen mas N organico del suelo y otros nutrientes en el
sistema planta-suelo, lo que reduce la necesidad de fertilizantes Ny P y mejora la
liberacion de nutrientes, también encontramos bacterias que silabizan fosfatos,
inducen la resistencia sistémica, controlan entomopatdgenos, inducen al estrés
hidrico, bacterias que estan en la biorremediacion de suelos, aguas y bacterias que
producen sideréforos. La presencia de hongos y bacterias endofiticos asintomaticos
en plantas se conoci6 desde el siglo XIX. Se estima que méas de 1 millon de especies
endofiticos existen en los suelos como también bacterias que superan méas de 200
géneros bacterianos de 16 filos, tanto cultivables como no cultivables (Hayat, et al
2017).
2.3.8. Caracterizacion del micro bioma del suelo

Los diversos enfoques moleculares basados en la secuenciacion y analisis
filogenéticos de los genes ADNr 16S nos han permitido detectar y caracterizar la
gran diversidad de los microorganismos del suelo, sin embargo, los recuentos
directos de las bacterias del suelo se suelen obtener de la mayor cantidad de
microorganismos que son identificados molecularmente mediante técnicas
independientes de cultivo celular. Considerando que al emplear el método
dependiente de cultivo celular sélo se identifica alrededor del 1% de la diversidad
microbiana del suelo mediante cultivo in vitro, se han desarrollado diferentes
enfoques de estudios de los microorganismos ambientales entre ellos, las pruebas
sin amplificar mediante el analisis de acidos nucleicos in situ como la hibridacion
de 4cidos nucleicos; y el andlisis mediante metagenémica que implica la

secuenciacion directa del ADN independiente de cultivo microbiano (Thies, 2017).

2.3.9. Metagenomica
A partir de la década de los 90, surgieron varios méetodos moleculares capaces de
analizar lacomunidad microbiana de cualquier tipo de ambientes basadas en la PCR
amplificando mediante la clonacion de; la secuenciacion de los genes ADNr 16S 'y
genes funcionales mediante la electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente

(DGGE); con el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal
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(T-RFLP), sin embargo las actuales tecnologias moleculares de alto rendimiento
han desplazado a las técnicas antecesoras en la caracterizacion de comunidades
microbianas, entre ellos: la secuenciacion de ADN / ARN de alto rendimiento;
PhyloChip; GeoChip; la protedmica basada en espectrometria masiva para analisis
de comunidades y el metaboloma. El analisis metagenomico se inicia al extraer el
ADN directamente de una muestra ambiental, si este es sometido a la amplificacion
por PCR antes de la secuenciacion utilizando los iniciadores para genes especificos
se le denomina metagenomica dirigida (Wen, et al 2016).
Dentro del grupo de iniciadores especificos utilizados para la identificacién de una
taxa en particular, se emplea los iniciadores de la region de los genes ADNr 16S
que sirve para determinar el nimero relativo de genes ADNr 16S provenientes de
bacterianas y arquea, asimismo establecer la diversidad taxondmica general de estos
organismos en el suelo; los métodos descritos producen grandes conjuntos de datos,
también denominado metadato, los cuales son analizados bajo un enfoque
computacional que depende del método de secuenciacion empleado, el cual permite
identificar los OTUS que representan la filogenia de los grupos taxondmicos y la
abundancia relativa de la comunidad analizada (Wen, et al 2016). Este servidor ha
sido utilizado para identificar microbiomas y perfiles metabdlicos en diferentes
biomas de los ambientes que se desea estudiar (Basak, et al. 2016).
2.3.10. Método independiente de cultivo celular
El desarrollo de técnicas para la extraccion del ADN o ARN de toda la comunidad
microbiana a partir de muestras ambientales y su analisis ha hecho posible un
mayor conocimiento de la diversidad microbiana. Las técnicas para la extraccion
de ADN usualmente son una combinacion de métodos fisicos y quimicos para
romper las células tratando de minimizar el dafio causado a los acidos nucleicos.
Los métodos para extraer metagenomas bacterianos de diversos ambientes se
dividen en dos grupos: lisis directa de las células contenidas en una suspension
amortiguada de la muestra y seguidamente la separacion del ADN del substrato y
los residuos celulares, o la lisis indirecta con la separacion primero de las células
del substrato para luego ser lisados (Carver, et al. 2017).
Este tipo de lisis permite obtener ADN con una mayor integridad y pureza.

Ademés, el ADN recuperado se encuentra menos contaminado con sustancias
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asociadas a la muestra ambiental que interfieren con la manipulacion enzimatica
del mismo. Otra de las ventajas que presenta este método se relaciona con el
tamafio promedio de los fragmentos del ADN aislado, estos suelen ser mayores
que los obtenidos con una lisis directa, la mayoria de las técnicas moleculares
usadas para estudios de diversidad microbiana estan basadas en la amplificacion
de una secuencia blanco. La secuencia méas frecuentemente usada es la del gen
que codifica para el ARN ribosémico, y especificamente el gen que codifica para
la subunidad menor del ribosoma bacteriano, ARNr 16S. Esta aproximacion ha
sido utilizada para caracterizar la diversidad bacteriana en diferentes tipos de
suelos y diferentes tipos de ambientes como sedimentos, aguas termales, suelos
contaminados por relaves, etc. Este marcador ha sido extensamente usado dado
que esta presente en todos los microorganismos y tiene la misma funcién en todos
ellos debido a sus restricciones estructurales en grados de variabilidad en su
secuencia, lo que permite realizar comparaciones con diferente nivel de resolucién
(Carver, et al. 2017).

Métodos moleculares de huellas genéticas

El secuenciamiento de clones con insertos de producto de PCR del gen ARNr 16S,
es el esfuerzo y el costo que involucra el analisis de multiples muestras, lo cual es
esencial cuando se pretende estudiar la funcionalidad de una comunidad
microbiana del suelo como una alternativa para la investigacion de comunidades
de bacterianas de muestras complejas reflejan el gen ARNr 16S con métodos
moleculares de huellas genéticas que permiten el analisis simultaneo de multiples
muestras. Otras metodologias han incorporado sistemas de secuenciacion
automatizado para la deteccion laser de fragmentos de ADN con marcadores de
fluoroforos que es el método mas recientemente teniendo la posibilidad de
incorporar un marcador interno de tamafio en cada muestra, son caracteristicas
que deben dotarlos de un grado necesario de reproducibilidad. Ademas, de su bajo
costo y sencillez. Es importante resaltar que todas las técnicas de tipo huella digital
presentan desvios asociados a la amplificacion por PCR suelen presentar una baja
cobertura y también baja resolucidn taxondmica, ya que se obtienen fragmentos
del mismo tamarfio, que pueden resultar de grupos filogenéticos muy distintos
(Chapelle, et al. 2016).
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Secuenciacion lllumina miseq

Es uno de los métodos universales de identificacion de las bacterias en
poblaciones o comunidades bacterianas que se encuentran en los diferentes
ambientes del suelo, el proceso que se utiliza en la pirosecuenciacion illumina
consta de cuatro pasos importantes para determinar la secuenciacion de los genes:
preparacion de la muestra, construccion de la biblioteca, secuenciacién y
generacion de datos sin procesar (Illumina, 2017).

llustracion 3. Resumen del proceso de Ilumina.

NN N e D
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(=] D

La preparacion de la muestra, parte principalmente de muestras de ADN o ARN
que pasa por un control de calidad y aquellas que lo superan nos permite construir
la biblioteca. Se prepara por fragmentacion al azar de ADN o ADNCc que une en
el adaptador (5' y 3'), aquellos fragmentos ligados se amplifican por PCR vy se
purifican en gel (Illumina, 2017).

La etapa de la secuenciacién es un punto mas complejo para la produccion de un
claster, se debe cargar a la biblioteca una celda de flujo que atrae segmentos en
un campo de sebadores incorporados en la superficie y complementarios a los
adaptadores mencionados. Se originan clones de cada amplificacion y al
completar el cluster lo moldes pueden ser secuenciados (Illumina, 2017).

El método de Illumina es un proceso patentado en base a un terminador capaz de
detectar cada base mientras se une a las cadenas del ADN molde, es por ello que
se obtiene una secuencia mas precisa y con eliminacion de errores especificos
segun la secuencia, mejor que los métodos de primera generacion. Finalmente,
aquellos datos se convierten en datos brutos para el analisis bioinformatico
(Mumina, 2017).
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2.4. Defincion de términos
Rizosfera. La rizdsfera es un complejo y dinamico microambiente, donde las

bacterias y hongos, en asociacion con las raices, forman comunidades Unicas que
tienen considerable potencial para la detoxificacion de compuestos organicos
NOCiVvos.

Endofito. Son organismos que viven en asociacion con plantas, se encuentran en las
hojas y en los tallos de muchas plantas.

Ecosistema. Un ecosistema es una unidad compuesta de organismos
interdependientes que comparten el mismo hébitat.

Gendmica. Es el conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estudio integral del
funcionamiento, el contenido, la evolucién y el origen de los genomas.

Genoma. Es el conjunto de genes contenidos en los cromosomas, lo que puede
interpretarse como la totalidad del material genético que posee un organismo 0 una
especie en particular.

Metagenoma. Son secuencias del genoma de los diferentes microorganismos,
bacterias en este caso, que componen una comunidad, extrayendo y analizando su
ADN de forma global.

Oligonucleotidos. Es una secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares de
bases 0 menos. Tienen distintas funciones se utilizan como cebadores en reacciones
de amplificacion, como sondas de hibridacion y en bloqueos especificos de ARN
mensajero.

Plasmidos. Son moléculas circulares de ADN que se replican de manera
independiente al cromosoma de la célula hospedera.

Secuenciacion. Es un conjunto de métodos y técnicas bioguimicas cuya finalidad es
la determinacion del orden de los nucledétidos (A, C, Gy T) en un oligonucleétido de
ADN.

Secuenciacion llluminaMiseq. ElI método clasico de terminacion de la cadena o
método de Sanger necesita una hebra molde de ADN de cadena sencilla, un cebador
de ADN, una ADN polimerasa con nucledtidos marcados radiactivamente o
mediante fluorescencia y nucleotidos modificados que terminan la elongacion de la
cadena de ADN.
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Normalizacion. Proceso de elaborar, aplicar y mejorar las normas que se aplican a
distintas actividades cientificas, industriales o econémicas, con el fin de ordenarlas y
mejorarlas.

ADN. Acido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, es un &cido nucleico que
contiene las instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de
todos los organismos vivos y algunos virus, y es responsable de su transmision
hereditaria.

Gen 16S. Es un componente de la subunidad 30S de los ribosomas procariontes que
se une a la secuencia de Shine-Dalgarno. Los genes que lo codifican son conocidos
como genes del 16 rRNA, y se utilizan para la reconstruccion de filogenias debido a
sus bajas tasas de evolucion.

ADN ribosémico. EI ADN ribosémico (ADNr) es una secuencia de ADN contenida
en los cromosomas del nucléolo que codifica ARN ribosomico.

Bioinformatica. Es la aplicacion de tecnologias computacionales a la gestion y
analisis de datos bioldgicos.

Secuencia de ADN. Una secuencia de ADN, secuencia de nucleotidos o secuencia
genética es una sucesion de letras representando la estructura primaria de una
molécula real o hipotética de ADN o banda, con la capacidad de transportar
informacion.

Lisis. Es el proceso de ruptura de la membrana celular de células o bacterias que
produce la salida del material intracelular, provocado por lisinas.

PCR. Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que
tras la amplificacion resulta mucho mas facil identificar con una muy alta
probabilidad, virus o bacterias causantes de una enfermedad, identificar personas
(cadaveres) o hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado.
Oligonucleotidos. Es una secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares de
bases 0 menos. Tienen distintas funciones: se utilizan como cebadores en reacciones
de amplificacion, como sondas de hibridacién y en bloqueos especificos de ARN
mensajero.

Polimerasa. EI ADN polimerasa es la enzima que lleva a cabo la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), una técnica que ha desempefiado un papel esencial en el

desarrollo de la genética.
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2.5.

2.6.

dNTPs. Llevan a cabo la sintesis de la nueva cadena de ADN emparejando los

desoxirribonucleétidos  trifosfato (dNTP) con los desoxirribonucledtidos

complementarios correspondientes del ADN molde.

Amplificacion. También definida como agrandar la intensidad de algo, por lo

general, podria ser luz o magnetismo, etc. En términos particulares se define para

amplificar genéticamente genes de ADN.

Hipatesis

Ho: La poblacion bacteriana asociada a la rizosfera de quinua, evaluada mediante el
método independiente, no difieren en siembras realizadas en suelos de alta

fertilidad y degradado, en Huando- Huancavelica.

Ha: La poblacion bacteriana asociada a la rizésfera de quinua, evaluada mediante el
método independiente, difieren en siembras realizadas en suelos de alta fertilidad

y degradado, en Huando- Huancavelica.

Variables

Variables idependientes

v" Suelo rizosférico de quinua sembrada en suelo de alta fertilidad.

v" Suelo rizosférico de quinua sembrada en suelo degradado.

v" Suelo no rizosférico de quinua sembrada en suelo de alta fertilidad

v" Suelo no rizosférico de quinua sembrada en suelo degradado.

Variable Dependiente:

v' Géneros bacterianos en la rizosfera de quinua sembrada en suelo de alta fertilidad.

v Géneros bacterianos en el suelo no rizosférico de quinua sembrada en suelo de
alta fertilidad.

v Géneros bacterianos en la rizosfera de quinua sembrada en suelo degradado.

v Géneros bacterianos en el suelo no rizosférico de quinua sembrada en suelo

degradado.
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2.7. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion operativa Indicador
Variable Independiente: Muestras de suelo adherido a la raiz de la g
Suelo rizosférico de quinua | quinua.
sembrada en suelo de alta
fertilidad.
Suelo rizosférico de quinua Muestras de suelo adherido a la raiz de la g
sembrada en suelo degradado. quinua.
Suelo no rizosférico de quinua | Muestras de suelo que no estan g
sembrada en suelo de alta | involucradas con la rizosfera de la quinua.
fertilidad
Suelo no rizosférico de quinua Muestras de suelo que no estan g

sembrada en suelo degradado.

involucradas con la rizosfera de la quinua.

Variable Dependiente:

Géneros bacterianos en la
rizosfera de quinua sembrada en

suelo de alta fertilidad.

ADN metagenémico.

Secuencias de ADN.

Géneros bacterianos en el suelo
no rizosférico de quinua
sembrada en suelo de alta
fertilidad.

ADN metagendmico.

Secuencias de ADN.

Géneros bacterianos en la
rizosfera de quinua sembrada en

suelo degradado.

ADN metagendémico

Secuencias de ADN.

Géneros bacterianos en el suelo
no rizosférico de quinua

sembrada en suelo degradado.

ADN metagenémico

Secuencias de ADN.
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CAPITULO III ]
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Ambito temporal y espacial

Departamento : Huancavelica
Provincia : Huancavelica
Distrito : Huando




3.1.1. Ubicacion geografica

Latitud sur 129334594
Longitud oeste 1 74° 56750~
Altitud : 3562 msnm.

3.1.2. Factores climaticos

Precipitacion pluvial : 700 mm.
Humedad relativa : 60%
T° promedio anual 2O

Ls datos fueron obtenidos mediante un equipo GPS y comparadas con los datos que
ya estaban establecidos por (MDH, 2018).
3.2. Tipo de investigacion
El presente trabajo de investigacién es descriptivo.
3.3. Nivel de Investigacion
El presente trabajo de investigacion es de nivel basico.
3.4. Poblacion, muestra y muestreo
3.4.1.Poblacion
La poblacion esubo conformado por las plantas de quinua cultivadas en suelos de
alta fertilidad y degradado, a partir de ello se extrajo muestras de suelo rizosférico
y no rizosférico en el Distrito de Huando Huancavelica.
3.4.2. Muestra
La muestra estuvo constituida por dos tipos de suelo, suelo rizoserico y no
rizosférico de los suelos de alta fertilidad y degradao, para luego ser procesadas en
los ambientes del Laboratorio de Interacciones Planta Microorganismo de la

Escuela Profesional de Agronomia de la Universidad Nacional de Huancavelica.
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llustracién 4. Chacra cultivada con quinua en suelo degradado
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3.4.3. Muestreo
Se utilizé el muestreo no trobabilistico en la coleccién de las muestras de suelo

rizosférico y no rizosférico de las plantas de quinua (suelo fértil y suelo degradado).

llustracion 6. Muestreo de suelos para su analisis metagenémico
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3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.5.1. Tamizado de muestras de suelo rizosférico
Tres dias posteriores a la recoleccion de las muestras se tamizaron los suelos que
estan intimamente adheridas a la raiz de la quinua a través de una malla de 4 mm
para eliminar las raices y algunos residuos de la planta. Una vez concluida con él
se almacenaron las muestras debidamente codificadas en criotubos con una
aproximacion de 200 mg se suelo, en una congeladora de -40 °C, para luego extraer
el ADN gendmico.

llustracion 8. Tamizado de muestras de suelo.

!

3.5.2.Obtencion de ADN gendmico de suelo rizosférico

Para la obtencion de ADN gendmico se utilizo el producto PowerSoil® DNA

Isolation Kit Mo Bio, siguiendo el protocolo establecido por la fabrica.

Protocolo de extraccion de ADN genémico

a) Pesar 0.25 g de suelo y adicionar la muestra al microtubo de 2 ml.

b) Mezclar la muestra con ligero vortex y adicionar la solucion C1, 60 pl (si este
precipitado es de color blanco lechoso, calentar a 60 °C hasta disolver).

c¢) Invertir manualmente varias veces los microtubos para mezclar.

d) Utilizar el homogenizador por 90 segundos a 1600 rpm.

e) Centrifugar en una microfuga a 12200 rpm por 30 segundos (no exceder los
10000xg los tubos se pueden romper).

f) Retirar el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml aproxim. de 400 a 500 pl.

g) Adicionar la solucion Cp, 250 ul y dar vortex por 5 segundos.

h) Incubar a 4 °C por 5 minutos.

29



i) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

J) Retirar el sobrenadante, aproxm. 600 pl a un nuevo tubo de 2 ml.

k) Adicionar la solucion Cs, de 200 ul y dar vortex ligero.

I) Incubar a4 °C por 5 minutos.

m) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

n) Retirar el sobrenadante hasta 750 ul a un nuevo microtubo de 2 ml.

0) Adicionar solucion C4 (mezclar bien antes de utilizar), 1200 ul y dar vortex por
5 segundos.

p) Cargar dentro del SPIN FILTER aproximadamente 650 pl.

q) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto, volver a cargar 650 pl, centrifugar y
cargar otra vez; realizar solo 3 cargadas y desechar el eluido.

r) Lavar con la solucion Cs, adicionar 500 ul, al SPIN FILTER.

s) Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos. Desechar el eluido.

t) Volver a centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

u) Retirar el filtro y colocar en un nuevo tubo eppendorf.

V) Adicionar 50 pl de agua MLQ estéril a la membrana.

w) La membrana se debe rehidratar por mas de un minuto.

x) Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos.

y) ElI ADN esta listo en el eluido.

z) Almacenar el ADN a -20 °C hasta usarse.

llustracion 9. Muestras de ADN en hependorff de 1.5 ml.
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3.5.3.Preparado de geles de agarosa para la comprobacién de ADN de las muestras
de suelo rizosférico
Se comprobd la presencia y la calidad de ADN extraido mediante la técnica de
electroforesis, antes de ello realizamos el preparado de los geles de agarosa, donde
se pondran las muestras de ADN.
Protocolo para preparar tampon buffer para electroforesis de ADN.
» Tenemos el tampon TBE 10x(0,5x), para saber las cantidades a emplear

realizamos la siguiente ecuacién de calculo de dilucidn en una concentracion que

estad planteada por la siguiente formula.

ClVl=C2.V2 C1: concentracion inicial
10x . V1=0,5x . 500 ml C2: concentracion final
_0,5x.500ml _ V1: volumen inicial
V1= 1006 25 ml V2: volumen final

» Para preparar 500 ml de tampon buffer
necesitamos 25 ml de tampon TBE 10x (0,5x) y 475 ml de agua ultra pura. (los
475 ml de agua ultra pura se complementan con los 25 ml de tampdn TBE 10x
lo que corresponde a 500 ml de solucion).

» Durante este proceso se debe trabajar cuidadosamente en el cuarto oscuro con
los materiales del mismo ambiente y con la indumentaria de proteccidn adecuada
(guardapolvo, guantes, mascarilla y cofia).

Protocolo para el preparado de geles de agarosa al 1%

> Preparar la cama de electroforesis con cinta maskin para evitar derrames de la
solucion.

> Pesar 0,6 g de agarosa y echar en un frasco de 250 ml de tapa color azul con
rosca.

> Medir 40 ml de tamp6n TBE en una probeta de 100 ml que esta en el ambiente
0oscuro.

» Una vez medida los 40 ml de tampdn TBE adicionar al frasco con los 0,6 g de
agarosa, tapar y diluir bien.

> Llevar la solucién al microondas por un tiempo de 120 segundos para disolver

la agarosa, en caso que no se disolviera bien la agarosa, aumentar por un tiempo
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de 20 segundos en el microondas, hasta que la solucién se muestre claro sin
grumos.
» Una vez retirada la solucion del microondas echar en la cama de electroforesis.
Para ello la cama de electroforesis debe estar bien forrada con cinta maskin.
» Colocar los peines en la cama y dejar que solidifique por un tiempo de 20
minutos.
Preparado de marcador de DNA 300 pl.
DNA marcador 1 ul x 50= 50 pl
Loading dye 6x 1 ul x 50=50 pl
Agua ultra pura 4 ul x 50=200 ul
300 pl

Preparado de GelRed para 1ml
GelRed(1000x) 3 ul
Loading buffer 997 ul

1000 ml.

llustracion 10. Gel de agarosa en cubetas de electroforesis.

3.5.4.Comprobacion de las muestras de ADN
Para comprobar la presencia y calidad del ADN después de su extraccion y
purificacion, se tomo 5 pl de muestra de ADN, 4 ul de loading buffer y 1 pl de
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marcador o tampon de carga, estd mezcla se empled para cargar en los geles de
agarosa al 1% preparados en solucion tamp6én TBE. La electroforesis se realizd
empleando una corriente continua de 80 V. Los geles se tifieron con una solucion
de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Como marcador
de tamafio molecular se utilizé el denominado Molecular DNA Marker. En los geles
debe comprobarse una banda superior a 20 kpb, a veces se nota presencia ADN

degradado con valores inferiores.

Tabla 1. Mezcla de reaccion para electroforesis de ADN

productos Cantidad (pl)
Marcador DNA 1l

Loading buffer 4 ul

ADN 5ul

total 10 pl

Protocolo para cargar las muestras ADN en gel de agarosa

» Retiramos las cintas maskin de las camas de electroforesis.

> Poner la cama con gel en la cubeta de electroforesis con tampdn TBE 10x.

> Retirar los peines de la cama de electroforesis cuidadosamente sin dafiar el gel.

» Centrifugar con un mini spin el marcador y loading buffer para poder juntar y
deshielar.

» Extraer 5 pul de ADN a un parafilm (para cada muestra).

» Extraer el loading buffer 4 pl y juntarlo con la muestra de ADN.

» Extraer 1 pl de marcador y cargarlos en los pocillos extremos de la cama de
electroforesis.

» Cargar las muestras que estan en el parafilm (ADN y loadin buffer 9 ul), a los
pocillos de la cama de electroforesis con una micropipeta de rango variable de
0,5-10 pl cuidadosamente.

» Una vez cargada las muestras de ADN se le somete a través de una fuente poder
a 80 V por un tiempo de 45 minutos.

Transcurridos los 45 minutos observamos las muestras de ADN mediante un
fotodocumentador, con la ayuda de una laptop conectada a este servidor,
mediante el programa SMARTVIEW PRO 2100, donde se fotografiaron bajo
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luz UV. Para luego ser enviadas estas muestras de ADN al extranjero a Fisabio,
Valencia, Esparia.

llustracion 11. Muestras de ADN cargando en las camas de electroforesis.

RO |

lHustraciéon 12. Muestras de ADN de suelos visualizadas en el
fotocumentador con luz UV.

3.5.5. Tamizado de muestras de suelo no rizosférico
Tres dias posteriores a la recoleccion de las muestras se tamizaron los suelos no
rizosféricos del cultivo de quinua a través de una malla de 4 mm para eliminar las
piedras, etc y algunos residuos de la planta. Una vez concluida se almacenaron las
muestras debidamente codificadas en criotubos con una aproximacion de 200 mg
se suelo, en una congeladora de -40 °C, para luego extraer el ADN gendmico.
3.5.6. Obtenciéon de ADN genomico de suelo rizosférico
Para la obtencion de ADN genomico se utilizé el producto PowerSoil® DNA
Isolation Kit Mo Bio, siguiendo el protocolo establecido por la fabrica.
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Protocolo de extraccion de ADN genémico

a) Pesar 0.25 g de suelo y adicionar la muestra al microtubo de 2 ml.

b) Mezclar la muestra con ligero vortex y adicionar la solucion C1, 60 pl (si este
precipitado es de color blanco lechoso, calentar a 60 °C hasta disolver).

¢) Invertir manualmente varias veces los microtubos para mezclar.

d) Utilizar el homogenizador por 90 segundos a 1600 rpm.

e) Centrifugar en una microfuga a 12200 rpm por 30 segundos (no exceder los
10000xg los tubos se pueden romper).

f) Retirar el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml aproxim. de 400 a 500 pl.

g) Adicionar la solucion Cp, 250 ul y dar vortex por 5 segundos.

h) Incubar a 4 °C por 5 minutos.

i) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

J) Retirar el sobrenadante, aproxm. 600 pl a un nuevo tubo de 2 ml.

k) Adicionar la solucion Cs, de 200 ul y dar vortex ligero.

I) Incubar a4 °C por 5 minutos.

m)Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

n) Retirar el sobrenadante hasta 750 ul a un nuevo microtubo de 2 ml.

0) Adicionar solucion Cs (mezclar bien antes de utilizar), 1200 pl y dar vortex por
5 segundos.

p) Cargar dentro del SPIN FILTER aproximadamente 650 pl.

q) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto, volver a cargar 650 pl, centrifugar y
cargar otra vez; realizar solo 3 cargadas y desechar el eluido.

r) Lavar con la solucion Cs, adicionar 500 ul, al SPIN FILTER.

s) Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos. Desechar el eluido.

t) Volver a centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

u) Retirar el filtro y colocar en un nuevo tubo eppendorf.

V) Adicionar 50 pl de agua MLQ estéril a la membrana.

w) La membrana se debe rehidratar por mas de un minuto.

x) Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos.

y) EI ADN esta listo en el eluido.

z) Almacenar el ADN a -20 °C hasta usarse.
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llustracion 13. Muestras de ADN refrigeradas.

W

bR

3.5.7.Preparado de geles de agarosa para la comprobacion de ADN de las muestras
de suelo no rizosférico
Es necesario comprobar la presencia y la calidad de ADN extraido mediante la
técnica de electroforesis, antes de ello se realizo el preparado de los geles de agarosa
donde se pondran las muestras de ADN.
Protocolo para preparar tampdn buffer para electroforesis de ADN.
» Tenemos el tampon TBE 10x(0,5x), para saber las cantidades a emplear

realizamos la siguiente ecuacion de calculo de dilucién en una concentracién que

esta planteada por la siguiente formula.

Clvl=C2Vv2 C1: concentracion inicial
10x . V1=0,5x . 500 ml C2: concentracion final
V1: volumen inicial
V1=0,5x 500 ml =25 mI

V2: volumen final

» Para preparar 500 ml de tampdn buffer necesitamos 25 ml de tampon TBE 10x
(0,5x) y 475 ml de agua ultra pura. (los 475 ml de agua ultra pura se
complementan con los 25 ml de tamp6n TBE 10x lo que corresponde a 500 ml
de solucién).

» Durante este proceso se debe trabajar cuidadosamente en el cuarto oscuro con
los materiales del mismo ambiente y con la indumentaria de proteccion adecuada

(guardapolvo, guantes, mascarilla y cofia).
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Protocolo para el preparado de geles de agarosa al 1%
» Preparar la cama de electroforesis con cinta maskin para evitar derrames de la
solucion.
» Pesar 0,6 g de agarosa y echar en un frasco de 250 ml de tapa color azul con
rosca.
» Medir 40 ml de tamp6n TBE en una probeta de 100 ml que esta en el ambiente
0oscuro.
» Una vez medida los 40 ml de tampdn TBE adicionar al frasco con los 0,6 g de
agarosa, tapar y diluir bien.
> Llevar la solucion al microondas por un tiempo de 120 segundos para disolver
la agarosa, en caso que no se disolviera bien la agarosa, aumentar por un tiempo
de 20 segundos en el microondas, hasta que la solucion se muestre claro sin
grumos.
» Una vez retirada la solucion del microondas echar en la cama de electroforesis.
Para ello la cama de electroforesis debe estar bien forrada con cinta maskin.
» Colocar los peines en la cama y dejar que solidifique por un tiempo de 20
minutos.
Preparado de marcador de DNA 300 pl.
DNA marcador 1 ul x 50= 50 ul
Loading dye 6x 1 ul x 50=50 pl
Agua ultra pura 4 ul x 50= 200 ul
300 ul
Preparado de GelRed para 1ml
GelRed (1000x) 3 ul
Loading buffer 997 ul
1000 ml.
3.5.8.Comprobacion de las muestras de ADN de suelo no rizosférico
Para comprobar la presencia y calidad del ADN después de su extraccion y
purificacion, se tomo6 5 ul de muestra de ADN, 4 ul de loading buffer y 1 pl de
marcador o tampon de carga, estd mezcla se empled para cargar en los geles de
agarosa al 1% preparados en solucion tampén TBE. La electroforesis se realizd

empleando una corriente continua de 80 V. Los geles se tifieron con una solucion
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de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Como marcador
de tamafio molecular se utiliz6 el denominado Molecular DNA Marker. En los geles
debe comprobarse una banda superior a 20 kpb, a veces se nota presencia ADN
degradado con valores inferiores.

Tabla 2. Mezcla de reaccion para electroforesis de ADN

productos Cantidad (pl)
Marcador DNA 1l

Loading buffer 4 ul

ADN 5ul

total 10 pl

Protocolo para cargar las muestras ADN en gel de agarosa

» Retiramos las cintas maskin de las camas de electroforesis.

» Poner la cama con gel en la cubeta de electroforesis con tampén TBE 10x.

> Retirar los peines de la cama de electroforesis cuidadosamente sin dafiar el gel.

» Centrifugar con un mini spin el marcador y loading buffer para poder juntar y
deshielar.

» Extraer 5 pul de ADN a un parafilm (para cada muestra).

» Extraer el loading buffer 4 ul y juntarlo con la muestra de ADN.

» Extraer 1 pl de marcador y cargarlos en los pocillos extremos de la cama de
electroforesis.

» Cargar las muestras que estan en el parafilm (ADN y loadin buffer 9 pl), a los
pocillos de la cama de electroforesis con una micropipeta de rango variable de
0,5-10 pl cuidadosamente.

» Una vez cargada las muestras de ADN se le somete a través de una fuente poder
a 80 V por un tiempo de 45 minutos.

Transcurridos los 45 minutos observamos las muestras de ADN mediante un
fotodocumentador, con la ayuda de una laptop conectada a este servidor,
mediante el programa SMARTVIEW PRO 2100, donde se fotografiaron bajo
luz UV. Para luego ser enviadas estas muestras de ADN al extranjero a Fisabio,

Valencia, Espafia.
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llustracion 14. Muestras de suelo no rizosférico visualizadas en luz UV.

3.5.9. Procesamiento de datos a través de paquetes bioinformaticos.
Los datos se obtuvieron después de haber enviado las muestras de ADN de los suelos
a Fisabio — Valencia — Esparfia, donde se secuenciaron las muestras mediante el

método de Illumina Miseq.

3.6. Técnicas y procesamiento de analisis de datos
Las secuencias procedentes después de la secuenciacion mediante la metodologia
IlluminaMiseq se procesaron empleando el programa SEED 2.1 y la plataforma del
programa Ribosomal Database Proyect RDP 11, dende las secuencias cualificamos,
analizamos empleando las herramientas disponibles en el RDP 11. “Aligner” que nos
permite el alineamiento de las secuencias y “Complete linkage clustering” las
agrupaciones en Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs). En este trabajo las
secuencias se agruparon (clustering) al 97% de similitud. La clasificacion taxondémica
de las secuencias se llevo a cabo con la herramienta “Classifier” utilizando un umbral
de confianza del 80. Los indices de diversidad y las curvas de rarefaccion se
calcularon en el program SEED 2.1para luego ser mostrada los datos en el programa
Excel, en cuento a los indices de diversidad se calcul6 de acuerdo a Chaol y Shannon,

Simpson y Jackniffe con el programa SEED2.1 Y RDP 11.
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3.6.1. Materiales, reactivos y equipos utilizados

Materiales Reactivos Equipos

Pico Solucién C1 Balanza de precision
Bolsa Solucion C» Agitador vortex

Malla Solucion Cs Disruptor

Tubos falcon Solucion Ca Mini centrifuga
Espatula Solucion Cs Bafio maria

Roltulador Alcohol Micropipetas

Tips de 100 a 1000ul Tampon TBE 10X Congeladora de -20 C°
Tips de 0 a 200ul Agarosa Fotodocumentador
Tips de 0.5 a 10ul Agua ultra pura Laptot

Tips de 0.1 a 10ul DNA marcador Céamara de electroforesis
Microtubo de 2 ml Loading dye 6x Fuente poder
Heppendorf de 1.5 ml GelRed

Heppendorf de 2 mi Loading buffer

Spin filter de 2 ml

Guantes de nitrilo
Mascarilla

Algoddn

Para film

Probeta de 100 ml

Frasca de borosilicato de
250 ml

Racks

Tabla 3. Nomenclatura de las muestras de suelo rizosférico y no rizosférico

Tipo de suelo | cultivo Tipo de suelo nomenclatura
Suelo de alta | Quinua cultivada en | Suelo rizosférico | Q-SRF
fertilidad suelo fertil fértil

Suelo no rizosférico | Q-SNRF

feértil
Suelo Quinua cultivada en | Suelo rizosférico | Q-SRD
degradado suelo degradado degradado

Suelo no rizosférico | Q-SNRD

degradado
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llustracion 15. Diagrama de flujo de actividades de investigacion

Toma de muestra \V/
procesamiento (tamizado
y obtencion de SR Y SNR
en ambos suelos

Almacenamiento de
muestras a -20 °C.

Envio de muestras de
suelos y foliar para su
analisis

Extracciédn de ADN de SR
Yy SNR. (powersoil ADN
kit)

Evaluaciéon de la calidad y
cantidad del ADN
mediante Qubit \Y
electroforesis

Amplificacion del Gen
16S Rrna.

Preparacion de ADN para
su envio al exterior:
FISABIO, Valencia Espana

Secuenciacidon mediante
IHlumina Miseq.

Analisis de secuencias de
ADN mediante
bioinformatica.
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3.6.2.Union de secuencias
Los datos obtenidos a través de la metodologia empleada en Espafa llegaron en
formatos fasq y separados los furbak y reverso de los nucleétidos de cada muestra
de suelo rizosférico y no rizosférico. La union de estos nucledtidos se llevé acabo
con el programa SEED 2.1

Tabla 4. Secuencias unidas de la muestra nUmero suelo rizosférico.

secuencias unidas muestra N° 1

CCTACGGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
zg'?;CGGGTGGCAG CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCC
-CI;S'IA'\ZCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
Zg'ﬁlCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCC
TGAT

3.6.3. Remover secuencias ambiguas de la base
En la plataforma de datos del programa SEED 2.1 en la barra de opciones secuences
encontramos la remocidn de secuencias ambiguas para realizar una de las limpiezas
de aquellas secuencias o bases de nucleédtidos que no hayan completado

correctamente su calidad.

llustracion 16. Remocion de secuencias ambiguous muestra de suelo niamero
RF 16S.

42



3.6.4.Edicion de la calidad de ADN
La plataforma de datos del programa SEED2.1 tiene una de las opciones para editar
la calidad del ADN como minimo de 30 donde resalta en el programa fastg que esta
delimitando los valores de la calidad de ADN.
lustracion 17. Editado la calidad de ADN de la muestra de suelo NRF.

3.6.5. Editar longitud de secuencias
Para poder determinar la longitud de secuencias cada muestra fue visualizada en el
programa fastq donde muestra los parametros de longitud de cada secuencia
indicada en Pb a partir de 400 Pb definidas para 16S.

llustracién 18. Programa SEED para editar la longitud de secuencias.

MO4376: 15, 1 s prmrerng ey c

MO4376: 14,

B
2
3 MO4IEE. Search and group by nuclestide motives
4 M04376:18:
5 MoerEl
6  M04376:18: Edit search results
7 M0437818:
8

MO4376:18:
q MR Remove seq. with ambiguous bases

10 MO4376:15: Remove or replace sequence char
1 MO4376:15:
12 MO4376:15:
13 MOsFEE Delete identical sequences

14 MOSWENE  Dereplicate sequences
15 MDs3EIE
16 MO437618
A L
18 MO437618
19 MO437618
0 MO4ENE
71 MO43ENE Get random selection of sequences
22 MO4IE1E
23 MO4IE1E
24 MO4EE 1S Group sequences by group size
25 MO4E18] oo

2 MO4E1E
27 MOsEE
28 MO4E1E Export sequences
0437618 Export statistics
30 MDsE1EL.

31 MD4I76182000000482

Re-replicate sequences

Export sequence lengths and titles

01

32 MO04376:182000000482 0 1 36.28
33 MO4376:182.000000482 0 1 3477
34 MO04376:182.000000482 0 1 3661
35 MO04376:182.000000482 0 1 3589
26 MO437€182000000482 0 1 3718
a7 MO4376182.000000482 0 1 3662
38 MO4376182:000000482 0 1 37.08
39 MO4376182:000000482 0 1 353

40 MO4376182000000477 0 1 36.84
41 MO04376:182000000477 0 1 3445
42 MO04376:182:000000477 0 1 3648
43 M04376:182000000477 0 1 3768
M MATRASSOAOANAATT 01 WD
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lustracion 19. Editado la longitud de secuencia muestra SRD.

New start position (delete from start)

E 3 Deiste specfed number of

La limpieza de chimeras se realizé para limpiar aquellas secuencias que tienen
impurezas y asi obtener buenos resultados en el momento de la clasificacion de
secuencias.

llustracién 20. Limpieza de quimeras muestra SNRF.

iud e i |

dected el o] Ovidedciet Aok Tabke
[T [N e !
3 Brapneng |
‘ Vo i i
|

3.6.7.Clasificacion de secuencias
Las secuencias de muestras de suelo se clasificaron con la plataforma de datos del
RDP 11 conectado a internet por un tiempo de una hora y media donde clasifica e
identifica el género, familia, clase, phylum, orden y los unclasfy, para esta

operacion se mamdo a clasificar 67235 secuencias normalizadas por cada suelo,
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finalizado la clasificacion, ordenamos los resultados en el programa Excel los
ordenes taxondémicos de cada suelo.
3.6.8. Alineamiento de secuencias

Los alineamientos para los suelos rizosféricos y no rizosféricos se realizaron en la
plataforma de datos del RDP 11 con el comando “Aligner” donde se suben las
muestras normalizadas a 67235 secuencias en formato fast, el tiempo en realizar
fue de 12 horas que los resultados se mostraban en tu correo electrénico en Yahoo!
Que solo dispone esta plataforma de datos registrados.

llustracion 21. Alineamiento muestra SNRD.
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CAPITULO IV
PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1. Analisis de informacion

4.1.1. Propiedades fisicoquimicas de los suelos de alta fertilidad del Distrito de Huando
Los suelos de la chacra del Distrito de Huando se interpretaron de acuerdo a Guerrero 1998, donde tienden a clasificarse con
valores altos en Ph, en cuanto a sales no hay problemas, contenido alto en calcio, contenido de carbonatos media, bajo contenido
de P en las muestras de suelo F2, F3, los valores mas altos de P encontramos en los suelos F 1, F 2, F 3, bajo contenido de M.O.
Segun los porcentajes de clasificacion de arena, limo y arcilla esta dentro de la clase textural franco arcilloso.

Tabla 5. Analis de suelos de alta fertilidad.

NUmero de Muestra GiE Analisis Mecanico | Clase | CIC Cationes Cambiables Suma SL;m %
a R = + +3
oH (1:1 | CaCO | M.O P K Aren | Lim | Arcill Texltur Ca*2 Mzg K* | Nat Al ++ de de Sat.
Lab Claves _ ) 2 : 4 J d g H g De
(1:1 | ds/ % o | PP | PP | o % % meq/100g Catione | Base Bases
) m m| m S S
3?4 F1 8.16 | 0.19| 10.10 | 2.07 | 8.0 |439| 40 | 27 | 33 | FrA. 22'2 232'9 1.88 132 0%1 0.00 | 27.20 22'2 100
3948 F2 8.13 | 0.21| 10.20 | 1.98 | 8.8 {390 | 36 27 37 Fr.Ar. 3%'2 2%'0 1.97 049 Oiz 0.00 31.20 3%)'2 100
3049|  F3 8.21 |0.16 | 1030 | 1.58 | 8.8 |371| 38 | 27 | 35 | FrA. 21'8 255'0 178 0é7 oéz 000 | 27.84 21'8 100
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4.1.2.Propiedades fisicoquimicas de los suelos degradado del Distrito de Huando
La interpretacion de acuerdo a Guerrero 1998 analizados en el laboratorio de la UNALM, Laboratorio de Analisis de Suelos,
Plantas, Aguas y Fertilizantes que los suelos de la chacra del Distrito de Huando tienden a clasificarse con valores altos en PH,
sim problemas de sales, alto contenido de calcio, adecuado contenido de carbonatos, muy bajo contenido de P en las muestras de
suelo D2, D3, contenido optimo de P en las muestras de suelo D1 y bajo contenido de M.O. Segun los porcentajes de clasificacion
de arena, limo y arcilla esta dentro de la clase textural franco arcilloso.

Tabla 6. Andlisis de muestras de suelo degradado

Numero de C.E. Analisis Mecanico | Clase | CIC Cationes Cambiables Suma Sum %
Muestra a
; - - + +3
pH (1:1 | CaCO | M.O p K Aren | Lim | Arcill | Textur Ca2 Mzg K* | Na* Al ++ de de Sat.
) 3 . a 0 a al H De
Lab Claves (1:1 | ds/ Catione | Base
‘ % % | PP PP g % % meq/100g Bases
) m m| m S S
323 D1 7.80 | 057 | 14.30 | 1.08 343' 148| 42 | 31 | 27 | FrA. 21'4 1%'8 1.92 0(')3 Of 0.00 | 21.44 224 100
333 D2 8.13 | 0.16 | 14.30 | 0.63 | 4.7 | 190 | 42 31 27 Fr.Ar. 2%)'6 1%'0 1.82 0%4 Oéz 0.00 21.60 2%)'6 100
394 22.0 | 18.2 031]0.1 22.0
0 D3 827 10121 1680 | 017 | 3.4 165| 38 35 27 Fr.Ar. 8 1 3.40 5 5 0.00 22.08 8 100
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4.1.3. Andlisis foliar de la quinua (chenopodium quinoa Willd) de las parcelas del suelo de alta fertilidad.

El andlisis foliar de la quinua fue realizado en los laboratorios de la UNALM Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes,

se analizaron el contenido de macro y micronutrientes de las hojas de la quinua.

Tabla 7. Andlisis foliar de hojas de quinua de los suelos de alta fertilidad.

N.Lab. | CLAVEDE cAMpo | N% | P% | K% | Ca% Mg% | S% | Na% p%rr]n p(;lrjn p'\gr?] pI;‘fn B ppm '\/<I%S'
3673 F1 3.40 | 031 | 3.75 | 209 | 0.70 | 036 | 0.02 | 48 | 5 | 244 | 109 | 40 | 21.89
3674 F2 3.90 | 033 | 415 | 248 | 0.89 | 032 | 002 | 49 | 5 | 235 | 117 | 50 | 20.90
3675 F3 3.40 | 0.27 | 380 | 217 | 071 | 030 | 0.03 | 37 | 5 | 239 | 87 | 35 | 22.48

4.1.4. Andlisis foliar de la quinua (chenopodium quinoa Willd) de las parcelas del suelo degradado.
El analisis foliar de la quinua fue realizado en los laboratorios de la UNALM Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes,
se analizaron el contenido de macro y micronutrientes de las hojas de la quinua.
Tabla 8. Analisis foliar de hojas de quinua del suelo degradado

N. Lab. | cLAVE DE campesiil Gk -1 Sl D SE B R pi?n p(r:)Lrjn p“é'% pE?n B ppm N<I>)OS'
3664 D1 310 | 027 | 405 | 297 | 1.03 | 030 | 0.03 | 48 | 4 | 208 | 8 | 36 | 22.10
3665 D2 440 | 029 | 515 | 266 | 0.87 | 022 | 002 | 45 | 6 | 132 | 113 | 30 | 20.70
3666 D3 3.60 | 0.24 | 420 | 369 | 0.96 | 020 | 0.03 | 36 | 5 | 167 | 91 | 32 | 21.82
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4.1.5.Biodiversidad de los suelos de alta fertilidad y suelo degradado
procedentes de la secuenciacion IluminaMiseq
El ADN de los suelos de la rizosféra y suelo no rizosférico del cultivo de
quinua se amplifico utilizando el método de IlluminaMiseq, los resultados
obtenidos con mayor numero de secuencias fue el suelo Q-SRF con 262771
secuencias del suelo de alta fertilidad, el valor mas bajo se obtuvo en el suelo
Q-SNRF con 201873 secuencias. Para el suelo degradado con mayor nimero
de secuencias fue el suelo Q-SRD con 216782 secuencias y el menor nimero
fue Q-SNRD con 205167 secuencias. Para poder llegar a este numero de
secuencias para ambos suelos se tubo que unir las bub muestras por quienes
estaba constituidos, sumar y promediar de acuerdo a la escasa calidad de
secuencias, aquellas que no se pueden leer y las de tamario inferior a 400 pb,
finalmente, el nimero de secuencias se normalizé después de haberse
promediado a 67235, que fue el valor minimo obtenido correspondiente a la
muestra Q-SNRF. El resultado obtenido después del procesamiento de datos
encontramos que en el SR del SF se agruparon en 24 phyla con 60106
secuencias y 26 phyla con 47716 secuencias en SNR; en cambio en SD fue
de 21 phyla con 61025 secuencias en SR y 22 phyla con 57105 secuencias en
SNR. Se hallé en SF 5356 unidades taxondémicas operativas (Otus) en SR y
6809 Otus en SNR. En SD se hall6 5017 Otus en SR y 5571 Otus en el SNR.
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Tabla 9. Numero de secuencias totales de las muestras de suelo y su proceso después de la pirosecuenciacion hasta obtener secuencias

normalizadas.

SUELO DE ALTA FERTILIDAD
Tipo sec. sec.
de | N°secuencia | sec. Removidas | Eleimin. | cortar sec. L.quimer | sumatori Normalizad
suelo inicial ambig. (30) (400) chimera a a promedio |a
93923 93898 93715 93678 93678 6909 82477 87590.333
Q-SRF 66944 66929 66823 66799 66799 4330 60021| 262771 3' 67235
136802 136767 136501 136406 | 136406 | 9835 120273
82716 82692 82544 82472 82472 7655 70763
Sl\?liF 74854 74837 74685 74625 74625 6812 64049| 201873 67291 67235
77587 578 77423 77355 77355 6810 67061
SUELO DEGRADADO
o- 82183 82168 82036 81988 81988 5604 72504 22260.666
SRD 72738 72730 72604 72542 72542 4562 64702 | 216782 7' 67235
89134 89116 88970 88889 88889 5574 79576
69663 69650 69528 69490 69490 4471 61844
SI\?F-%D 69057 69045 68934 68880 68880 4011 61722 | 205167 68389 67235
92676 92658 92510 92439 92439 6617 81601

50




Para cada una de las muestras de suelo, el tamafio de las secuencias vario de
430 a 470 pb, de esta manera se realizé el presesamiento de los resultados
hasta obtener secuencias normalizadas libre de secuencias que no se
correlacionaban con los demas a ello se les llama Chimera, para poder
conseguir la clasificacion de las secuencias se uso el programa RDP 11. A
continuacién se muestra como un ejemplo de la muestra 1 SRF.

llustracién 22. Tamario medio de las secuencias inicialmente obtenidas
mediante secuenciacion Illumina Miseq.

Dustribution of sequence lengths aver ol sequinces

40000

10000

]
SIS IS 10499 21029 202 2029 0 079 OS WO S WO J0OR HOHIS 4419 4 44T 49049 SIOSI9 SIS S0
Sequence Length (bp)

51



lHustracion 23. Alineamiento de secuencias de la posicion inicial y final
del gen 16S rRna obtenidas a través de la plataforma de datos del RDP
11 “Aligner”.
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Una vez alineadas las secuencias, se agruparon con el comando “clustering”
para poder ver el nimero de OTUs como se presenta a continuacion un
ejemplo claro del agrupamiento de las secuencias de los suelos rizosféricos
de alta fertilidad.
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lustraciéon 24. Numero de OTUSs de la muestra SRF, donde nos muestra
los valores en porcentajes de similitud al 97%, 98%, 99% y 100%.

Clusters vs Distance

w500| B ] - L B N RoEns
N N e ol
osoo | W M e,
oo || RS R T
a7 500 |1 ot B W AL S SR R L,
NS NS N I W I (B T R
s2500 | ot et Nt B TUEH ) R R,
w000 | e SRS S WP e
27 500 | e R N e T A o L ] L
O | A L S R

P e R S e T .ot I P e ____ B

Number of Clusters

onoop |[Fom—— L B T el
17500 |[————— ==
15000 |
12,500 | [EheR: NSRS Tl ST SCIRE  TCCeaos IR GRES RN RN MEREN

10no0 | (SN T M. R RN O I =] A TE B L
7 500 | e ' '

5000 | [ N ST ST R R, L o emwI.

2500 ..................................................
0.000 0.005 0010 0015 0.020 0.025 0.020

Distance Cutoff

El nimero de OTUs que se determinaron en los suelos son diferentes con
valores que oscilaron de 5017 para la muestra SRD a 6809 para la muestra
SNRF.

Tabla 10. Numero de OTUs mostrando diferencias significativas.

Suelo de alta fertilidad Suelo degradado
SRF SNRF SRD SNRD
OTUS 5356 6809 5017 5531

Tabla 11. Nimero de las secuencias de las muestras de suelo de alta
fertilidad y suelo degradado, donde se incluyen los dominios bacteria y
archea.

Suelo de alta fertilidad Suelo degradado
Dominio SRF SNRF SRD SNRD
Bacteria 67203 67208 67201 67150
Archea 5 26 10 3
Sin clasificar 27 1 24 82
Total 67235 67235 67235 67235
* significativamente diferente a 0.01
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Tabla 12. Clasificacion de las secuencias de suelo de alta fertilidad donde
se indica la categoria taxondmica y el nUmero de secuencias.

Suelo de alta fertilidad Suelo degradado

SRF SNRF SRD SNRD

Taxon | N2 secuencia | N@ secuencia | N@ secuencia | N@ secuencia

Phylum| 24 60106 26 47716 21 61025 22 57105

Clase 47 55649 42 36846 43 57080 49 49683

Orden 62 47092 35 29080 60 49667 61 37040

Familia| 134 | 42729 81 26097 | 135 | 45544 | 143 30796

género | 312 | 32189 | 208 | 27990 | 313 | 31447 | 321 30823

QTUS |5356- 67235 .6809.4—6/235 '}5017 | 67235 ,-5531| 67235

Tabla 13. Las categorias taxondmicas de las muestras de suelo se agruparon
en 31 phylas, 59 clases, 81 Ordenes, 187 familias y 447 géneros
identificados, y su nimero de secuencias, de los suelos de alta fertilidad y
degradado.

Género SRF SNRF |SRD SNRD
Achromobacter 8 0 9 1
Aciditerrimonas 1 136 5 8
Acidovorax 30 0 88 22
Acinetobacter 77 10 35 96
Acrocarpospora 0 3 0 0
Actinoallomurus 1 0 0 0
Actinocorallia 4 6 7 8
Actinokineospora 0 0 0 1
Actinomadura 1 4 1 6
Actinomyces 0 0 0 8
Actinomycetospora 5 14 6 11
Actinophytocola 9 23 10 36
Actinoplanes 38 14 57 6
Actinotalea 0 1 5 0
Adhaeribacter 699 375 402 352
Advenella 0 0 0 12
Aeribacillus il 0 0 0
Aerococcus 0 0 0 1
Aeromicrobium 338 354 534 305
Aeromonas 4 0 0 3
Afifella 5 0 1 1
Aggregicoccus 1 0 0 0
Agrococcus ! 1 27 1
Agromyces 317 253 156 158
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Algoriphagus 42 0 39 1
Alishewanella 1 0 0 0
Alistipes 0 0 0 1
Allocatelliglobosispora 0 1 0 0
Allokutzneria 0 0 0 1
Altererythrobacter 4 0 2 1
Alteribacillus 0 1 0 0
Alterococcus 4 4 1 0
Amaricoccus 3 0 4 2
Aminobacter il 0 3 1
Ammoniibacillus 0 0 0 1
Amphibacillus 0 0 1 1
Amycolatopsis 2 5 0 0
Anaerococcus 1 0 0 1
Anaeromyxobacter 5 0 6 5
Anaerosalibacter 0 1 0 0
Ancylobacter 1 0 1 0
Angustibacter 0 0 1 0
Anoxybacillus 0 0 0 1
Aguabacterium 3 0 16 1
Aguicella 3 0 3 13
Aguihabitans 24 50 70 43
Aquipuribacter 5 0 10 0
Aquisphaera 1 25 0 2
Arcicella 0 il 0 0
Arenimonas 185 0 264 80
Aridibacter 253 391 123 60
Armatimonadetes_gp 51 85 41 36
Armatimonas/Armatimonadetes _gp 75 31 24 21
Arthrobacter 2576 590 3361 217
Asanoa 1 5 3 16
Asticcacaulis 5 0 11 0
Atopobium 0 0 0 1
Aureimonas 5 0 10 0
Aureispira 2 0 0 0
Azoarcus 0 0 1 0
Azospirillum 0 0 0 1
Azotobacter 0 0 0 4
Bacillariophyta 38 7 5 0
Bacillus 79 524 42 131
Bacteriovorax 5 0 9 0
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Bacteroides 0 0 0 1
Bauldia 0 0 0 1
Bdellovibrio 13 0 21 8
Beijerinckia 0 0 1 2
Belnapia 2 0 1 0
Blastocatella i1 45 1 0
Blastococcus 414 355 575 780
Blastopirellula 0 1 0 0
Blautia 0 0 0 1
Bosea 18 0 52 10
Brachybacterium 2 0 0 1
Bradyrhizobium 23 0 27 28
BRC_genera_incertae_sedis 8 10 5 4
Brevibacillus 2 3 0 1
Brevibacterium 0 0 0 1
Brevifollis 8 0 22 0
Brevundimonas 116 0 219 13
Buchnera 0 0 2 0
Burkholderia 0 0 2 i
Buttiauxella 0 0 1 1
Caenimonas 0 0 4 0
Caldilinea 0 15 0 0
Campylobacter 0 0 0 1
Candidatus Hydrogenedens 0 1 2 0
Candidatus Koribacter 0 2 1 0
Candidatus Procabacter 1 0 0 1
Candidatus Solibacter 0 2 0 0
Capnocytophaga 0 0 0 1
Cardiobacterium 0 0 1 0
Carnobacterium 0 0 2 0
Caryophanon 0 1 0 0
Catellatospora 9 4 11 13
Catelliglobosispora 0 19 0 0
Catenuloplanes 6 0 2 0
Caulobacter 37 0 71 5
Celerinatantimonas 0 0 0 2
Cellulomonas 45 34 48 20
Cellulosilyticum 0 0 0 1
Cellvibrio 85 0 172 4
Chiayiivirga 1 0 1 0
Chitinophaga 4 2 5 11
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Chlorophyta 14 25 5 13
Chondromyces 0 0 0 5
Chryseobacterium 357 21 51 2
Chryseolinea 55 122 30 29
Chthonomonas/Armatimonadetes_gp 47 114 26 102
Chungangia 0 1 0 0
Citricoccus 0 0 4 0
Clavibacter 3 0 0 0
Clostridium 111 0 6 2 0
Clostridium sensu stricto 6 11 1 5
Clostridium XI 3 0 8 1
Cohnella 6 10 2 11
Comamonas 0 0 2 0
Compostibacillus 0 0 0 2
Conexibacter 85 264 147 171
Constrictibacter 0 0 7 0
Corynebacterium 2 0 0 24
Croceicoccus 0 0 1 0
Cryptosporangium 8 2 3 5
Cupriavidus 3 0 2 3
Curvibacter 1 0 0 0
Cystobacter 2 0 1 112
Cytophaga 3 0 1 1
Dactylosporangium 11 10 8 11
Dechloromonas 0 0 0 0
Deinococcus 14 5 11 4
Delftia 10 0 5 7
Demequina il 1 0 0
Desulfitobacterium 1 0 0 0
Devosia 129 0 283 14
Dietzia 0 0 1 0
Domibacillus 7 12 1 0
Dongia 4 0 9 3
Duganella 130 0 81 0
Dyadobacter 124 16 204 4
Emticicia 16 0 2 0
Enhydrobacter 0 0 0 1
Enhygromyxa 0 0 0 1
Ensifer il 0 0 4
Enterococcus 0 0 0 1
Epilithonimonas 2 0 1 0
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Eremococcus 0 0 0 1
Euzebya 1 10 11 85
Exiguobacterium 30 0 118 0
Facklamia 0 0 9 0
Ferrovibrio 3 0 0 0
Ferruginibacter 30 30 35 2
Fictibacillus 3 2 0 0
Filifactor 0 0 0 1
Flaviflexus 0 0 0 1
Flavisolibacter 87 176 31 27
Flavitalea 33 32 25 13
Flavobacterium 712 20 960 7
Flindersiella 0 0 0 1
Fluviicola 11 0 63 2
Fonticella 0 1 0 0
Fontimonas 0 0 1 0
Frateuria 3 0 0 0
Fretibacterium il 0 0 0
Friedmanniella 3 1 17 10
Fusobacterium 0 0 0 1
Gaiella 2262 5710 1823 6389
Gardnerella 0 0 0 1
Geminicoccus 142 0 90 124
Gemmata 60 350 47 86
Gemmatimonas 640 595 567 460
Gemmobacter 0 0 2 0
Geobacter 0 0 1 0
Geodermatophilus 90 64 168 225
Georgenia 2 4 1 0
Gimesia 0 12 0 2
Glycomyces 3 11 8 13
Gp 4433 2806 3337 7326
Gpl 6 15 2 3
GplVv 0 0 3 0
Gracilibacillus 0 0 0 1
Gracilibacter 2 7 1 0
Granulicatella 0 0 4 3
Haemophilus 0 0 4 0
Haloarcula 0 0 3 0
Halocella 0 4 0 0
Halomonas 7 0 3 17
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Herbaspirillum 1 0 0 0
Herbidospora 0 4 0 2
Herminiimonas 2 0 20 0
Herpetosiphon 82 19 76 11
Hydrogenispora 0 1 1 0
Hydrogenophaga 3 0 5 0
Hydrogenophilus il 0 1 0
Hymenobacter 63 24 78 37
Hyphomicrobium 9 0 6 27
lamia 11 19 26 6
Ignavibacterium 0 0 0 0
llumatobacter 579 1147 467 1080
Inquilinus 8 0 7 7
Intrasporangium 8 60 0 1
Janibacter 8 7 2 0
Janthinobacterium 2 0 0 0
Jeotgalicoccus 0 0 0 5
Jiangella 3 150 0 4
Kaistia 4 0 1 0
Kallotenue 12 149 17 4
Kibdelosporangium 1 7 2 0
Kineococcus 2 0 1 0
Kineosporia 3 2 9 5
Kocuria 1 0 1 9
Kofleria 10 0 7 41
Kribbella 184 157 159 115
Kroppenstedtia 0 0 0 0
Ktedonobacter 0 6 1 1
Kutzneria 0 2 0 0
Labilithrix 15 0 9 8
Labrys 14 0 21 38
Lacibacter 47 2 105 1
Lacibacterium 13 0 10 36
Lactobacillus 0 1 5 138
Lactococcus 0 0 0 10
Larkinella 7 0 3 0
Latescibacteria_genera_incertae_sedis 12 31 5 38
Lautropia 0 0 0 1
Lechevalieria 0 1 4 4
Legionella 21 0 24 16
Leifsonia 0 2 0 0
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Lentibacillus 1 0 7 16
Lentzea 93 223 101 29
Leptonema 0 1 0 0
Leptotrichia 1 0 0 3
Leucobacter 9 0 2 0
Leuconostoc 0 0 0 10
Limnobacter il 0 0 0
Limnohabitans 0 0 0 2
Litorilinea 46 155 38 18
Longispora 0 1 1 1
Luedemannella 0 2 0 0
Luteibacter 1 0 0 0
Luteimonas 2 0 2 1
Luteococcus 0 0 0 2
Luteolibacter 84 23 115 18
Lysinibacillus 15 13 4 25
Lysobacter 57 0 43 55
Marmoricola 63 128 80 65
Massilia 414 0 349 123
Megamonas 0 0 0 1
Meiothermus 1 0 1 4
Mesorhizobium 26 0 36 34
Methylobacterium 16 0 66 0
Methyloceanibacter 4 0 1 5
Methylophilus 20 0 23 0
Methylopila 1 0 0 0
Methylotenera 0 0 2 0
Microbacterium 186 52 242 19
Micrococcus 0 0 1 1
Microgenomates genera_incertae_sedis 5 11 0 3
Microlunatus 204 311 142 306
Micromonospora 30 70 4 20
Microvirga 197 0 300 395
Modestobacter 0 3 9 11
Moheibacter 1 0 0 0
Motilibacter il 0 1 ik
Mucilaginibacter 39 0 6 0
Mycetocola 3 5 13 0
Mycobacterium 152 33 156 240
Myxococcus 1 0 6 25
Nannocystis 2 0 3 9
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Neisseria 1 0 1 2
Neochlamydia 0 1 0 0
Neorhizobium 11 0 32 1
Nevskia 0 0 0 0
Niastella 14 33 11 4
Nibribacter 92 12 31 18
Nitrosomonas 0 0 3 0
Nitrososphaera il 11 0 2
Nitrosospira 42 0 44 40
Nitrospira 74 175 59 85
Nocardia 7 20 29 20
Nocardioides 2902 2302 3411 1741
Nocardiopsis 0 0 0 1
Nonomuraea 1 6 1 5
Noviherbaspirillum 26 0 21 1
Novosphingobium 84 0 183 18
Oceanisphaera 0 0 1 0
Oceanobacillus il 4 0 4
Ochrobactrum 3 0 2 0
Oerskovia 0 2 0 0
Ohtaekwangia 234 292 212 104
Oligoflexus 8 0 1 0
Olivibacter 1 10 1 1
Opitutus 468 168 351 100
Ornatilinea 0 il 0 0
Ornithinibacillus 0 0 0 1
Oscillochloris 10 5 4 2
Oxalicibacterium 3 0 5 0
Pacearchaeota Incertae Sedis AR 0 2 0 0
Paenibacillus 43 890 25 92
Paenisporosarcina 5 10 6 3
Panacagrimonas 1 0 6 5
Pantoea 8 0 2 0
Parablastomonas 2 0 2 0
Parachlamydia 1 3 0 1
Paracoccus 29 0 34 2
Parafilimonas 3 6 1 0
Parasegetibacter 22 52 28 3
Parcubacteria_genera_incertae_sedis 30 95 48 31
Parvimonas 0 0 0 4
Patulibacter 0 1 3 0
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Pediococcus 1 0 1 1
Pedobacter 316 25 608 7
Pedomicrobium 23 0 9 55
Pelomonas 9 0 23 0
Pelosinus 0 1 2 4
Peptoniphilus 0 0 0 1
Peredibacter 16 0 35 27
Phaeodactylibacter 0 1 0 0
Phaselicystis 4 0 3 5
Phenylobacterium 89 0 95 51
Phycicoccus 20 11 26 4
Phycisphaera 0 1 0 0
Phyllobacterium 9 9 6
Phytohabitans 0 0 0
Pilimelia 1 3 1
Pirellula 64 412 54 167
Piscinibacter 1 0 3 1
Planctomicrobium 0 4 0 1
Planctopirus 3 9 0 0
Planifilum 1 1 1 16
Planococcaceae_incertae_sedis 1 1 6 4
Planococcus 1 0 1 0
Planomicrobium 140 57 53 5
Polyangium 9 0 8 14
Polynucleobacter il 0 0 0
Pontibacter 75 51 14 8
Porphyrobacter 0 0 0 2
Porphyromonas 0 0 0 2
Povalibacter 8 0 10 17
Prevotella 0 0 0 2
Promicromonospora 63 37 103 28
Propionibacterium 2 1 3 18
Prosthecobacter 21 3 35 0
Pseudochrobactrum 0 0 1 0
Pseudomonas 1635 876 216
Pseudonocardia 179 222 98 291
Pseudorhodoferax 10 0 45 0
Pseudoxanthomonas 29 0 46 11
Psychrobacter 0 0 112 2
Ramlibacter 37 0 37 24
Rathayibacter 1 0 17 0
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Reyranella 33 0 36 73
Rheinheimera 1 0 1 2
Rhizobacter 73 0 92 9
Rhizobium 65 0 210 44
Rhizocola 13 36 5 43
Rhodobacter 0 0 0 1
Rhodococcus 194 12 255 18
Rhodocytophaga 64 43 42 11
Rhodopirellula il 0 1 3
Romboutsia il 2 4 71
Roseimicrobium 12 7 19 1
Roseomonas 6 0 10 6
Rothia 2 0 1 2
Rubellimicrobium 148 0 286 33
Rubrivirga 0 3 0 0
Rubrobacter 961 1149 587 1228
Rufibacter 93 23 27 18
Saccharibacillus 4 0 1 0
Saccharibacteria_genera_incertae _sedis | 726 377 579 154
Saccharomonospora 0 0 0 2
Saccharothrix 7 58 6 6
Salinicoccus 0 0 0 3
Sandaracinus 11 0 13 9
Sanguibacter 20 1 9 0
Schlesneria 0 0 1 0
Segetibacter 209 43 138 29
Shewanella 0 0 3 0
Shimazuella 3 3 1 2
Shinella 2 0 4 0
Simkania 0 1 0 0
Singulisphaera 5 37 6 7
Sinibacillus 0 0 0 1
Skermanella 383 369 360
Smaragdicoccus 1 0 5 0
Sneathia 0 0 0 1
Solirubrobacter 481 382 611 1501
Solitalea 3 12 0 0
Sorangium 0 0 0 1
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 163 232 214 175
Sphaerisporangium 1 1 0 3
Sphaerobacter 0 6 0 0
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Sphingobacterium 30 0 11 2
Sphingobium 19 0 18 2
Sphingomonas 1821 0 1409 1299
Sphingopyxis 20 0 70 1
Sphingorhabdus 1 0 0 0
Spirosoma 6 0 6 2
Sporacetigenium il 3 0 4
Sporichthya 23 27 31 8
Sporobacter 0 1 0 0
Sporomusa 0 2 1 1
Sporosarcina 4 3 1 2
Stackebrandtia 0 1 0 0
Staphylococcus 3 4 2 40
Stenotrophomonas 43 0 75 15
Steroidobacter 34 0 40 77
Streptococcus 0 2 7 12
Streptomyces 25 238 76 94
Streptophyta 382 9 680 51
Streptosporangium 0 6 3 3
Subdivision_genera_incertae_sedis 355 972 222 312
Symbiobacterium 0 0 0 2
Tahibacter 27 0 55 0
Taibaiella 12 1 17 15
Tepidisphaera 16 17 23 1
Terrabacter 0 2 3 1
Terrimicrobium 3 67 0 4
Terrimonas 19 67 23 12
Terrisporobacter 0 1 0 0
Thermoactinomyces 1 1 3 5
Thermobifida 0 0 1 1
Thermocatellispora 0 1 0 0
Thermocrispum 0 0 0 1
Thermogutta 0 20 0 1
Thermoleophilum 0 99 0 0
Tissierella 1 0 1 4
Treponema 0 1 6 1
Turicibacter 0 0 1 14
Turneriella 1 5 1 2
Vagococcus 2 0 0 1
Variovorax 86 0 102 9
Vasilyevaea 2 0 3 3
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Veillonella 0 0 0 2
Verrucomicrobium 20 2 21 3
Verrucosispora 0 0 0 1
Vibrio 0 0 0 3
Virgibacillus 0 0 1 3
Virgisporangium 37 65 20 50
Vogesella 0 0 0 1
Williamsia 3 0 8 1
WPS-_genera_incertae_sedis 424 1436 371 586
Xanthomonas 11 0 0 0
Xenophilus 2 0 1 0
Zavarzinella 35 111 16 41
Zhihengliuella 0 1 0 0
Total 299 199 304 306

o Suelo rizosférico fértil: se encontr6 299 géneros.

e Suelo no rizosférico fértil: se encontrd 199 géneros

e Suelo rizosférico degradado: se encontré 304 géneros

e Suelo no rizosférico degradado: se encontro 306 géneros

4.1.6.Diversidad bacteriana de las muestras de suelo de alta fertilidad

La biodiversidad alpha bacteriana de las diferentes muestras de suelo se estimaron
calculando los indices de Shannon, Chaol, Simpson, Evenness y Species R. atravez
del programa SEED 2.01 Y la plataforma de datos RDP 11. Las curvas de Rarefaction
y equidad se calcularon a través de RDP y el programa SEED calculandose también
los indices basados en el nimero total de OTUs, donde nos sugiere que existe una
elevada biodiversidad en algunas muestras de suelo Las curvas de Rarefaction
correspondientes a cada libreria se construyeron utilizando los valores de Rarefaction
obtenidos mediante el comando “Rarefaction” del RDP 11 que utiliza las secuencias
agrupadas mediante el comando “Clustering”. Estos resultados, ya presentados

conjuntamente con los demas indices de diversidad nos muestra que esta

estadisticamente bien representada.
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Tabla 14. Numero de secuencias e indices de diversidad determinadas
en las muestras de suelo de alta fertilidad.

Riqueza de Muestras de suelo

especies SRF SNRF SRD SNRD
secuencia 67235 67235 67235 67235
Shannon-W. | 6.65507742 | 7.1017829 6.34037719 | 6.86819548
Shannon E. 9.60124719 | 10.245707 9.14723073 | 9.90871156
Species 5356 6089 5017 5531
Richness (S)

Abundancia | 67235 67235 67235 67235

L.

Simpson 0.01021492 | 0.0027022 0.02299146 | 0.00383651
Evenness 0.77511048 | 0.81496305 | 0.74412442 | 0.79694787
Species R. 759 983 639 814
Chao-1 8577.57992 | 9646.4983 8255.93577 | 8241.00115

lustracion 25. Curvas de Rarefaction de las muestras de libreria del
suelo de alta fertilidad y degradado utilizando el nimero de OTUs
asignado en el “Clustering” del RDP al 97.0% de similitud. Color azul:
muestra SRF; color naranja: muestra SNRF; color plomo: muestra

SRD:; color amarillo; muestra SNRD.
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4.1.7. Andlisis taxondmico de la comparacion de muestras de suelo
El andlisis taxondmico de las muestras de suelo de alta fertilidad y suelo
degradado se realizo mediante el comando “library compare” utilizando las

secuencias de cada muestra de suelo, para ello se tuvo que normalizar las
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secuencias de 67235 a 40000 secuencias ya que el comando soolo acepta
comparar librerias de dos muestras de 40000 secuencias cada uno.

Tabla 15. Género y numero de secuencias en SRF Y SNRF del cultivo
de quinua.

Género SRF SNRF significancia
Streptophyta 238 4 2.04E-65
Duganella 88 0 3.23E-27
Cellvibrio 59 0 1.73E-18
Brevundimonas 68 4 2.44E-16
Novosphingobium b 2 3.18E-15
Adhaeribacter 407 219 6.00E-14
Arenimonas i1 20 6.00E-14
Arthrobacter 1564 97 6.00E-14
Chryseobacterium 209 10 6.00E-14
Flavobacterium 447 8 6.00E-14
Gaiella 11353 2998 6.00E-14
Gemmata 28 145 6.00E-14
Gpl0 168 398 6.00E-14
Gp4 253 616 6.00E-14
Gp6 925 1977 6.00E-14
llumatobacter 337 646 6.00E-14
Massilia 261 102 6.00E-14
Microbacterium 116 18 6.00E-14
Nocardioides 1753 1200 6.00E-14
Opitutus 272 116 6.00E-14
Paenibacillus 25 498 6.00E-14
Pedobacter 190 15 6.00E-14
Pirellula 34 212 6.00E-14
Pseudomonas 977 15 6.00E-14
Rhodococcus 120 7 6.00E-14
Rubellimicrobium 87 10 6.00E-14
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis| 424 181 6.00E-14
Segetibacter 136 17 6.00E-14
Esfingomonas 1124 747 6.00E-14
Subdivision3_genera_incertae sedis 220 542 6.00E-14
WPS-1 genera_incertae_sedis 249 575 6.00E-14
Gp7 159 316 6.00E-13
Variovorax 50 3 2.92E-12
Dyadobacter 74 10 5.24E-12
Gpl6 858 1157 2.10E-11
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Lacibacter 32 0 2.33E-10
Blastococo 254 130 2.99E-10
Devosia 69 12 2.99E-10
Nitrospira 40 112 6.65E-09
Planomicrobium 82 23 1.20E-08
Rhizobacter 42 5 1.37E-08
Luteolibacter 51 8 2.15E-08
Mucilaginibacter 25 0 2.98E-08
Nibribacter 52 9 3.81E-08
Algorifago 22 0 2.38E-07
Esfingobacteria 22 0 2.38E-07
Gemmatimonas 369 243 3.40E-07
Herpetosiphon 50 10 3.40E-07
Solirubrobacter 280 414 3.40E-07
Exiguobacterium 20 0 9.54E-07
Rubrobacter 546 721 9.60E-07
Zavarzinella 17 61 9.60E-07
Noviherbaspirillum 19 0 1.91E-06
Pedomicrobium 9 43 2.60E-06
Acinetobacter 41 9 6.80E-06
Rufibacter 54 16 6.80E-06
Nitrosospira 25 3 1.52E-05
Lacibacterium 10 40 2.67E-05
Mycobacterium 83 147 2.67E-05
Paracoco 15 0 3.05E-05
Skermanella 219 140 4.13E-05
Chthonomonas / Armatimonadetes _gp3 30 70 6.34E-05
Saccharothrix 7 32 6.34E-05
Acidovorax 17 1 7.63E-05
Protecobacter 16 1 1.45E-04
Rhizocola 3 21 1.57E-04
Bacillariophyta 23 4 1.80E-04
Gp25 7 29 2.40E-04
Metilofilo 12 0 2.44E-04
Verrucomicrobium fi5 1 2.75E-04
Agromyces 188 125 3.60E-04
Gpl7 51 93 4.60E-04
Sanguibacter 11 0 4.88E-04
Caulobacter 23 5 5.46E-04
Actinoplanos 27 7 6.00E-04
Himenobacter 43 17 7.80E-04
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Fenilobacteria 62 30 8.40E-04
Emticicia 10 0 9.77E-04
Phyllobacterium 3 17 1.49E-03
Gp3 149 208 1.74E-03
Esfingobio 12 1 1.83E-03
Taibaiella 9 0 1.95E-03
Mesorhizobium 15 37 2.28E-03
Tahibacter 18 4 2.60E-03
Reyranella 20 44 2.70E-03
Streptomyces 13 88 3.18E-03
Phycicoccus il 1 3.42E-03
Celulomonas 31 12 3.74E-03
Xanthomonas 8 0 3.91E-03
Microvirga 117 164 4.96E-03
Methyloceanibacter 1 10 6.35E-03
Achromobacter 7 0 7.81E-03
Fluviicola T 0 7.81E-03
Metilobacteria T 0 7.81E-03
Armatimonas / Armatimonadetes_gpl 36 17 9.06E-03
Bradyrhizobium 15 i) 9.32E-03
Singulisphaera 2 14 1.29E-02
Bacilo 52 80 1.47E-02
Flavisolibacter 56 33 1.47E-02
Brevifollis 6 0 1.56E-02
Gp22 0 6 1.56E-02
Leucobacter 6 0 1.56E-02
Nonomuraea 0 6 1.56E-02
Pseudorhodoferax 6 0 1.56E-02
Gpl 4 14 1.92E-02
Solitalea 2 10 2.25E-02
Microlunatus 124 161 2.78E-02
Parcubacteria_genera_incertae_sedis 19 35 2.93E-02
Rhizobium 39 22 2.93E-02
Dongia 4 13 3.09E-02
Afifella 5 0 3.13E-02
Catenuloplanos 5 0 3.13E-02
Criptosporangio 5 0 3.13E-02
Halomonas 5 0 3.13E-02
Panacagrimonas 0 5 3.13E-02
Pantoea 5 0 3.13E-02
Spirosoma 5 0 3.13E-02
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Pseudoxantomonas 16 6 3.32E-02
Kallotenue 9 2 3.86E-02
Peredibacter 12 24 4.55E-02
Nocardia 4 17 4.90E-02
Terrimonas < 25 5.12E-02
Geminicoco 83 60 5.36E-02
Altererythrobacter 4 0 6.25E-02
Aureimonas 4 0 6.25E-02
Glycomyces 0 4 6.25E-02
Larkinella 4 0 6.25E-02
Nitrososphaera 0 4 6.25E-02
Turneriella 0 4 6.25E-02
Delftia 5 13 6.36E-02
Chryseolinea 31 47 7.03E-02
Catellatospora 6 1 7.03E-02
Conexibacter 46 64 8.54E-02
Marmoricola 35 50 1.03E-01
Promicromonospora 34 22 1.10E-01
Aquipuribacter 3 0 1.25E-01
Chitinophaga 3 0 1.25E-01
Clavibacter 3 0 1.25E-01
Cupriavidus 3 0 1.25E-01
Ferrovibrio 3 0 1.25E-01
Friedmanniella 3 0 1.25E-01
Geobacter 0 3 1.25E-01
Ochrobactrum 3 0 1.25E-01
Olivibacter 0 3 1.25E-01
Pelomonas 3 0 1.25E-01
Williamsia 3 0 1.25E-01
Agrococcus 5 1 1.25E-01
Blastocatella 5 1 1.25E-01
Intrasporangio 5 1 1.25E-01
Jiangella 1 5 1.25E-01
Kibdelosporangium i 5 1.25E-01
Povalibacter 7 14 1.26E-01
Aridibacter 148 123 1.29E-01
Clorofita 10 18 1.31E-01
Pseudonocardia 107 130 1.34E-01
Bdellovibrio 8 3 1.46E-01
Esfingopia 8 2 1.46E-01
Stenotrophomonas 25 16 1.59E-01
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Litorilinea 31 43 1.62E-01
Actinocorallia 2 6 1.80E-01
Actinomicetospora 2 6 1.80E-01
Deinococcus 6 2 1.80E-01
Geodermatophilus 48 36 1.90E-01
Gp5 24 34 1.90E-01
Sporichthya 12 19 2.08E-01
Lentzea 54 42 2.19E-01
Micromonospora 47 25 2.19E-01
Acididimonas 1 4 2.19E-01
Bacteriovorax 4 1 2.19E-01
Inquilino 4 1 2.19E-01
Janibacter 4 1 2.19E-01
Oscillochloris 7 3 2.27E-01
Kribbella 104 88 2.46E-01
Acrocarpospora 0 2 2.50E-01
Asticcacaulis 2 0 2.50E-01
Clostridium XI 2 0 2.50E-01
Cytophaga 2 0 2.50E-01
Euzebya 0 2 2.50E-01
Hydrogenophaga 2 0 2.50E-01
Kaistia 2 0 2.50E-01
Luteimonas 2 0 2.50E-01
Modestobacter 0 2 2.50E-01
Mycetocola 2 0 2.50E-01
Parablastomonas 2 0 2.50E-01
Rothia 2 0 2.50E-01
Sorangio 0 2 2.50E-01
Esfingosinicella 0 2 2.50E-01
Esporacetigenium 0 2 2.50E-01
Estreptococo 0 2 2.50E-01
Estreptosporangio 0 2 2.50E-01
Xendfilo 2 0 2.50E-01
Ferruginibacter 18 12 2.71E-01
Paenisporosarcina 2 5 2.89E-01
Virgisporangio 23 33 2.94E-01
Ohtaekwangia 145 163 3.03E-01
Rhodocytophaga 35 27 3.08E-01
Actinofitocola 6 10 3.17E-01
Lysinibacillus 10 6 3.17E-01
Kofleria 6 3 3.44E-01
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Poliangio 3 6 3.44E-01
Lysobacter 40 32 3.47E-01
Tepidisphaera 11 7 3.47E-01
Parasegetibacter 18 13 3.68E-01
Actinomadura 1 3 3.75E-01
Aquisphaera 1 3 3.75E-01
Fictibacillus 3 1 3.75E-01
Phaselicystis 3 1 3.75E-01
Esporosarcina 3 1 3.75E-01
Flavitalea 19 14 3.84E-01
Dactylosporangium 5 8 4.24E-01
Pontibacter 43 36 4.30E-01
Craurococcus 4 2 4.53E-01
Roseomonas 4 2 4.53E-01
Acetobacter 0 1 5.00E-01
Actinoallomurus 1 0 5.00E-01
Aeribacilo i 0 5.00E-01
Agregadococo 1 0 5.00E-01
Aminobacter i 0 5.00E-01
Anaerosalibacter 0 1 5.00E-01
Ancylobacter 1 0 5.00E-01
Agquabacterium 1 0 5.00E-01
Arcicella 0 1 5.00E-01
Armatimonadetes_gp2 1 0 5.00E-01
Aureispira 1 0 5.00E-01
Belnapia 1 0 5.00E-01
Braquibacterias 1 0 5.00E-01
Campylobacter 0 1 5.00E-01
Candidatus Hydrogenedens 0 1 5.00E-01
Candidatus Solibacter 0 1 5.00E-01
Catelliglobosispora 0 1 5.00E-01
Chiayiivirga 1 0 5.00E-01
Corynebacterium 1 0 5.00E-01
Coxiella 0 1 5.00E-01
Curvibacter 1 0 5.00E-01
Demequina 1 0 5.00E-01
Desulfitobacterium 1 0 5.00E-01
Enhygromyxa 0 1 5.00E-01
Epilithonimonas 1 0 5.00E-01
Fonticella 0 1 5.00E-01
Frateuria 1 0 5.00E-01
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Fretibacterium 1 0 5.00E-01
Gimesia 0 1 5.00E-01
Gp2 0 1 5.00E-01
Herbaspirillum 1 0 5.00E-01
Herminiimonas 1 0 5.00E-01
Kineococcus 1 0 5.00E-01
Kineosporia 1 0 5.00E-01
Kocuria ik 0 5.00E-01
Lentibacilo 1 0 5.00E-01
Leptotrichia 1 0 5.00E-01
Meiothermus 1 0 5.00E-01
Metilopila 1 0 5.00E-01
Nevskia 0 1 5.00E-01
Oxalicibacterium 1 0 5.00E-01
Pediococcus 1 0 5.00E-01
Pelosino 0 1 5.00E-01
Pilimelia i 0 5.00E-01
Planctopirus 1 0 5.00E-01
Planococo i 0 5.00E-01
Polinucleobacter 1 0 5.00E-01
Pseudoduganella 0 1 5.00E-01
Rheinheimera 1 0 5.00E-01
Romboutsia 0 1 5.00E-01
Saccharibacillus 1 0 5.00E-01
Shewanella 0 1 5.00E-01
Shinella 1 0 5.00E-01
Solimonas 0 1 5.00E-01
Sphaerisporangium T 0 5.00E-01
Esporobacter 0 1 5.00E-01
Esporomusa 0 1 5.00E-01
Stackebrandtia 0 1 5.00E-01
Terrabacter 0 1 5.00E-01
Termoactinomyces 1 0 5.00E-01
Tissierella 1 0 5.00E-01
Treponema 0 1 5.00E-01
Vagococcus 1 0 5.00E-01
Domibacilo 4 6 5.49E-01
Neorhizobium 4 6 5.49E-01
Ramlibacter 22 26 5.62E-01
Cohnella 5 7 5.81E-01
Oligoflexo 7 5 5.81E-01
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Sandaracinus 8 6 5.96E-01
Bosea 7 9 6.17E-01
Amycolatopsis 1 2 6.25E-01
Nannocystis 1 2 6.25E-01
Oceanobacilo 1 2 6.25E-01
Propionibacterium 2 1 6.25E-01
Shimazuella 1 2 6.25E-01
Estafilococo ik 2 6.25E-01
Terrimicrobium 1 2 6.25E-01
Brevibacillus 2 3 6.88E-01
Gpll 2 3 6.88E-01
Gracilibacter 2 3 6.88E-01
Roseimicrobium 2 3 6.88E-01
Aeromicrobio 201 208 7.26E-01
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 99 104 7.26E-01
Anaeromixobacter 3 4 7.27E-01
Clostridium sensu stricto 4 3 7.27E-01
Microgenomates genera_incertae sedis 3 4 7.27E-01
BRC1 genera_incertae_sedis 5 4 7.54E-01
Gpl 4 5 7.54E-01
Hyphomicrobium 6 5 7.74E-01
Labilithrix 6 5 7.74E-01
lamia 7 6 7.79E-01
Labrys 7 8 7.95E-01
Niastella 9 8 8.10E-01
Armatimonadetes_gp5 14 15 8.49E-01
Esteroidobacter 24 25 8.89E-01
Aeromonas T 1 1.00E+00
Alterococo 1 1 1.00E+00
Aquicella 2 2 1.00E+00
Aquihabitanos 13 13 1.00E+00
Armatimonadetes_gp4 15 15 1.00E+00
Asanoa il 1 1.00E+00
Cistobacter 1 1 1.00E+00
Georgenia 2 2 1.00E+00
Gpl8 T . 1.00E+00
Janthinobacterium 1 1 1.00E+00
Latescibacteria_genera_incertae_sedis 8 8 1.00E+00
Legionella 16 16 1.00E+00
Neisseria 1 1 1.00E+00
Parafilimonas 2 2 1.00E+00
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Planifilum 1 1 1.00E+00
Planococcaceae_incertae_sedis 1 1 1.00E+00
Esfingorhabdus 1 1 1.00E+00

Tabla 16. Género y numero de secuencias en SRD Y SND del cultivo de

quinua.

género SRD SNRD Significancia
Flavobacterium 584 4 4.93E-168
Dyadobacter 122 1 1.18E-35
Cellvibrio 99 3 3.59E-26
Psychrobacter 4 1: 2.65E-22
Cystobacter 0 68 3.39E-21
Exiguobacterium 65 0 2.71E-20
Lactobacillus 4 80 1.10E-19
Lacibacter 58 0 3.47E-18
Duganella 48 0 3.55E-15
Arthrobacter 1985 123 6.00E-14
Brevundimonas 125 8 6.00E-14
Devosia 164 t 6.00E-14
Gaiella 1049 3808 6.00E-14
Gpl6 719 1276 6.00E-14
Gpl7 43 186 6.00E-14
Gp4 237 639 6.00E-14
Gp6 560 1571 6.00E-14
llumatobacter 270 637 6.00E-14
Massilia 212 64 6.00E-14
Microbacterium 144 12 6.00E-14
Nocardioides 2028 1064 6.00E-14
Novosphingobium 8.5 14 6.00E-14
Opitutus 227 50 6.00E-14
Pedobacter 366 6 6.00E-14
Pseudomonas 523 128 6.00E-14
Pseudonocardia 56 172 6.00E-14
Rhizobium 128 21 6.00E-14
Rhodococcus 155 13 6.00E-14
Rubellimicrobium 179 16 6.00E-14
Rubrobacter 345 748 6.00E-14
Saccharibacteria_genera_incertae_sedi

S 340 85 6.00E-14
Solirubrobacter 373 909 6.00E-14
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Streptophyta I 27 6.00E-14
Variovorax 58 4 1.38E-13
Methylobacterium 38 0 3.64E-12
Tahibacter 36 0 1.46E-11
WPS-1 genera_incertae_sedis 200 358 2.10E-11
Arenimonas 142 Sl 8.07E-11
Aeromicrobium 329 183 1.56E-10
Pirellula 28 101 1.56E-10
Fluviicola 36 1 2.84E-10
Sphingopyxis 36 1 2.84E-10
Microlunatus 85 188 5.67E-10
Rhizobacter 54 6 5.67E-10
Luteolibacter 66 12 1.06E-09
Segetibacter 70 14 1.06E-09
Planomicrobium 34 1 1.08E-09
Herpetosiphon 46 5 1.28E-09
Chryseobacterium 34 2 1.02E-08
Gp7 155 273 1.20E-08
Caulobacter 42 5 1.37E-08
Pseudorhodoferax 26 0 1.49E-08
Rhizocola 1 29 2.98E-08
Romboutsia 4 38 3.11E-08
Prosthecobacter 24 0 5.96E-08
Euzebya 6 44 1.16E-07
Promicromonospora 62 15 1.16E-07
Neorhizobium 23 0 1.19E-07
Bacillus 25 77 3.40E-07
Ohtaekwangia 135 63 3.40E-07
Actinoplanes 31 3 4.18E-07
Bosea 30 3 7.66E-07
Paracoccus 20 0 9.54E-07
Stenotrophomonas 47 10 9.60E-07
Staphylococcus 2 26 1.62E-06
Acidovorax 53 14 2.60E-06
Blastococcus 339 474 2.60E-06
Chthonomonas/Armatimonadetes _gp3 T 56 6.80E-06
Pedomicrobium 6 35 6.80E-06
Algoriphagus 7/ 0 7.63E-06
Brevifollis 17 0 7.63E-06
Rhodocytophaga 26 3 8.43E-06
Latescibacteria_genera_incertae sedis 2 23 1.05E-05
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Paenibacillus 38 48 1.08E-05
Ferruginibacter 20 1 1.10E-05
Corynebacterium 0 16 1.53E-05
Aridibacter T 32 1.71E-05
Lentzea 58 20 1.71E-05
Acinetobacter 26 65 6.34E-05
Agrococcus 17 1 7.63E-05
Mycobacterium 85 145 8.00E-05
Kofleria 4 24 1.04E-04
Herminiimonas i3 0 1.22E-04
Pelomonas 13 0 1.22E-04
Rathayibacter 13 0 1.22E-04
Tepidisphaera 16 1 1.45E-04
Phycicoccus 17 2 4.02E-04
Lysinibacillus 3 19 4.88E-04
Sporichthya 19 3 4.88E-04
Cellulomonas 32 10 6.80E-04
Myxococcus 2 16 7.29E-04
Gp5 8 28 8.60E-04
Methylophilus 10 0 9.77E-04
Planifilum 1 13 9.77E-04
Advenella 0 9 1.95E-03
Actinophytocola 8 26 2.00E-03
Pseudoxanthomonas 26 8 2.00E-03
Steroidobacter 23 48 2.98E-03
Noviherbaspirillum 11 1 3.42E-03
Aquabacterium 8 0 3.91E-03
Zavarzinella 9 26 4.10E-03
Micromonospora 2 13 4.18E-03
Parasegetibacter 13 2 4.18E-03
Reyranella 19 41 4.52E-03
Sphingomonas 870 ol 4.66E-03
Microvirga 171 R 2 4.96E-03
Virgisporangium 12 30 5.44E-03
Hymenobacter 40 19 6.34E-03
Roseimicrobium 10 1 6.35E-03
Gp25 4 16 7.20E-03
Verrucomicrobium 12 2 7.39E-03
Achromobacter 7 0 7.81E-03
Mycetocola 7 0 7.81E-03
Turicibacter 0 7 7.81E-03
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Gemmatimonas I 272 8.30E-03
lamia 15 4 1.18E-02
Lacibacterium {/ 20 1.24E-02
Gemmata 28 50 1.28E-02
Hyphomicrobium 2 11 1.29E-02
Aquihabitans 43 23 1.39E-02
Gpl0 195 246 1.47E-02
Aquipuribacter 6 0 1.56E-02
Gpl5 0 6 1.56E-02
Lactococcus 0 6 1.56E-02
Niastella 8 1 2.15E-02
Terrimonas i/ 6 2.20E-02
Subdivision3_genera_incertae_sedis 131 170 2.44E-02
Actinomyces 0 5 3.13E-02
Asticcacaulis 5 0 3.13E-02
Bacteriovorax 5 0 3.13E-02
Clostridium XI 5 0 3.13E-02
Mucilaginibacter 5 0 3.13E-02
Sanguibacter 5 0 3.13E-02
Labrys 12 25 3.24E-02
Halomonas 3 11 3.52E-02
Propionibacterium 2 9 3.86E-02
Sphingobium 9 2 3.86E-02
Sphingobacterium 7 1 3.91E-02
Phenylobacterium 44 27 4.34E-02
Kallotenue 10 3 5.74E-02
Aureimonas 4 0 6.25E-02
Gpl8 0 4 6.25E-02
Gp22 0 4 6.25E-02
Jiangella 0 4 6.25E-02
Leuconostoc 0 4 6.25E-02
Methyloceanibacter 0 4 6.25E-02
Spirosoma 4 0 6.25E-02
Truepera 4 0 6.25E-02
Aquicella 2 8 6.54E-02
Bradyrhizobium 10 20 6.72E-02
Inquilinus 6 1 7.03E-02
Kocuria 1 6 7.03E-02
Litorilinea 22 12 8.54E-02
Lentibacillus 3 9 9.23E-02
Cohnella 2 7 1.09E-01
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Geodermatophilus 104 128 1.14E-01
Bdellovibrio 10 4 1.18E-01
Marmoricola 48 34 1.21E-01
Actinotalea 3 0 1.25E-01
Bacillariophyta 3 0 1.25E-01
Ensifer 0 3 1.25E-01
Gpll 0 3 1.25E-01
GplV 3 0 1.25E-01
Haemophilus 3 0 1.25E-01
Hydrogenophaga 3 0 1.25E-01
Jeotgalicoccus 0 3 1.25E-01
Microgenomates_genera_incertae_sedi

S 0 3 1.25E-01
Oceanobacillus 0 3 1.25E-01
Oxalicibacterium 3 0 1.25E-01
Shewanella 3 0 1.25E-01
Sphaerisporangium 0 3 1.25E-01
Tissierella 0 3 1.25E-01
Vasilyevaea 3 0 1.25E-01
Williamsia 3 0 1.25E-01
Craurococcus 1 5 1.25E-01
Cryptosporangium 1 5 1.25E-01
Flavitalea 14 7 1.26E-01
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 130 107 1.34E-01
Geminicoccus 53 69 1.47E-01
Nibribacter 20 12 1.59E-01
Legionella 16 9 1.62E-01
Roseomonas 6 2 1.80E-01
Kribbella 93 77 2.19E-01
Nannocystis 1 4 2.19E-01
Chlorophyta 3 7 2.27E-01
Pontibacter 7 3 2.27E-01
Aeromonas 0 2 2.50E-01
Alistipes 0 2 2.50E-01
Caenimonas 2 0 2.50E-01
Candidatus Hydrogenedens 2 0 2.50E-01
Carnobacterium 2 0 2.50E-01
Clostridium 111 2 0 2.50E-01
Comamonas 2 0 2.50E-01
Emticicia 2 0 2.50E-01
Gemmobacter 2 0 2.50E-01
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Granulicatella 2 0 2.50E-01
Haloarcula 2 0 2.50E-01
Kibdelosporangium 2 0 2.50E-01
Nitrosomonas 2 0 2.50E-01
Nonomuraea 0 2 2.50E-01
Patulibacter P 0 2.50E-01
Piscinibacter 2 0 2.50E-01
Prevotella 0 2 2.50E-01
Saccharomonospora 0 2 2.50E-01
Salinicoccus 0 2 2.50E-01
Shinella 2 0 2.50E-01
Smaragdicoccus 2 0 2.50E-01
Sporacetigenium 0 2 2.50E-01
Streptosporangium 0 2 2.50E-01
Vibrio 0 2 2.50E-01
Virgibacillus 0 2 2.50E-01
Gp3 92 107 2.89E-01
Armatimonadetes _gp5 20 14 3.03E-01
Flavisolibacter 20 14 3.03E-01
Friedmanniella 10 6 3.17E-01
Anaeromyxobacter 6 3 3.44E-01
Asanoa 3 6 3.44E-01
Chitinophaga 3 6 3.44E-01
Deinococcus 6 3 3.44E-01
Armatimonas/Armatimonadetes gpl 17 12 3.52E-01
Taibaiella 12 8 3.73E-01
Burkholderia 1 3 3.75E-01
Lechevalieria 3 1 3.75E-01
Pilimelia 3 1 3.75E-01
Actinomycetospora 4 7 3.88E-01
Polyangium 4 7 3.88E-01
Adhaeribacter 233 216 4.24E-01
Lysobacter 2 33 4.41E-01
Afifella 1 0 5.00E-01
Altererythrobacter 1 0 5.00E-01
Alterococcus 1 0 5.00E-01
Anoxybacillus 0 1 5.00E-01
Aquisphaera 0 1 5.00E-01
Azoarcus 1 0 5.00E-01
Bacteroides 0 1 5.00E-01
Bauldia 0 1 5.00E-01
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Beijerinckia 0 1 5.00E-01
Belnapia 1 0 5.00E-01
Blastocatella 1 0 5.00E-01
Brevibacterium 0 1 5.00E-01
Buchnera 1 0 5.00E-01
Campylobacter 0 1 5.00E-01
Candidatus Koribacter 1 0 5.00E-01
Candidatus Procabacter 0 1 5.00E-01
Capnocytophaga 0 1 5.00E-01
Catenuloplanes 1 0 5.00E-01
Celerinatantimonas 0 1 5.00E-01
Chiayiivirga 1 0 5.00E-01
Compostibacillus 0 1 5.00E-01
Cytophaga 1 0 5.00E-01
Dietzia ik 0 5.00E-01
Enhygromyxa 0 1 5.00E-01
Enterococcus 0 1 5.00E-01
Fusobacterium 0 1 5.00E-01
Gardnerella 0 1 5.00E-01
Georgenia i 0 5.00E-01
Gimesia 0 1 5.00E-01
Gp2 0 1 5.00E-01
Gracilibacillus 0 1 5.00E-01
Gracilibacter 1 0 5.00E-01
Herbidospora 0 1 5.00E-01
Hydrogenophilus 1 0 5.00E-01
Intrasporangium 0 1 5.00E-01
Kineococcus 1 0 5.00E-01
Larkinella 1 0 5.00E-01
Lautropia 0 1 5.00E-01
Leptotrichia 0 1 5.00E-01
Leucobacter 1 0 5.00E-01
Longispora 1 0 5.00E-01
Luteococcus 0 1 5.00E-01
Megamonas 0 1 5.00E-01
Methylotenera 1 0 5.00E-01
Nitrososphaera 0 1 5.00E-01
Nocardiopsis 0 1 5.00E-01
Oceanisphaera 1 0 5.00E-01
Ochrobactrum 1 0 5.00E-01
Oligoflexus 1 0 5.00E-01
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Pantoea 1 0 5.00E-01
Parachlamydia 0 1 5.00E-01
Parafilimonas il 0 5.00E-01
Pediococcus 1 0 5.00E-01
Peptoniphilus 0 1 5.00E-01
Planctomicrobium 0 1 5.00E-01
Planococcus 1 0 5.00E-01
Porphyrobacter 0 1 5.00E-01
Porphyromonas 0 1 5.00E-01
Rhodobacter 0 1 5.00E-01
Sinibacillus 0 1 5.00E-01
Sneathia 0 it 5.00E-01
Sorangium 0 1 5.00E-01
Sporomusa 0 1 5.00E-01
Symbiobacterium 0 1 5.00E-01
Terrabacter 0 1 5.00E-01
Terrimicrobium 0 1 5.00E-01
Undibacterium 0 1 5.00E-01
Ureibacillus 1 0 5.00E-01
Vampirovibrio 0 1 5.00E-01
Veillonella 0 1 5.00E-01
Verrucosispora 0 1 5.00E-01
Xenophilus 1 0 5.00E-01
Phyllobacterium 5 3 5.08E-01
Singulisphaera 3 5 5.08E-01
Mesorhizobium I 21 5.16E-01
Ramlibacter 21 17 5.16E-01
Aciditerrimonas 4 6 5.49E-01
Sandaracinus 6 4 5.49E-01
Parcubacteria_genera_incertae_sedis 26 22 5.62E-01
Glycomyces 5 7 5.81E-01
Povalibacter 5 7 5.81E-01
Streptococcus 5 Y 5.81E-01
Nitrosospira 28 24 5.82E-01
Nitrospira 40 45 5.89E-01
Amaricoccus 1 2 6.25E-01
Aminobacter 2 1 6.25E-01
Clostridium sensu stricto 1 2 6.25E-01
Gpl il 2 6.25E-01
Gpl 1 2 6.25E-01
Luteimonas 2 1 6.25E-01
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Oscillochloris il 2 6.25E-01
Rhodopirellula 1 2 6.25E-01
Rothia il 2 6.25E-01
Delftia 2 3 6.88E-01
Dongia 3 2 6.88E-01
Paenisporosarcina 3 2 6.88E-01
Panacagrimonas 2 3 6.88E-01
Phaselicystis 2 3 6.88E-01
Rufibacter 14 12 6.97E-01
Conexibacter 97 102 7.26E-01
BRC1_genera_incertae_sedis 4 3 7.27E-01
Saccharothrix 4 3 7.27E-01
Peredibacter il.7 19 7.41E-01
Labilithrix 5 4 7.54E-01
Actinocorallia 6 5 7.74E-01
Kineosporia 6 5 7.74E-01
Modestobacter K 6 7.79E-01
Catellatospora 7 8 7.95E-01
Agromyces 92 90 8.81E-01
Skermanella 218 215 8.89E-01
Streptomyces 47 48 9.20E-01
Planococcaceae_incertae_sedis 4 4 1.00E+00
Dactylosporangium 3 3 1.00E+00
Thermoactinomyces 3 3 1.00E+00
Actinomadura 1 1 1.00E+00
Amphibacillus 1 1 1.00E+00
Armatimonadetes gp4 8 8 1.00E+00
Chryseolinea 17 17 1.00E+00
Cupriavidus 2 2 1.00E+00
Melghirimyces 1 1 1.00E+00
Neisseria 1 1 1.00E+00
Nocardia 15 15 1.00E+00
Olsenella 1 1 1.00E+00
Pelosinus 1 1 1.00E+00
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Tabla 17. Géneros bacterianos solubilizadores de fosforo del cultivo de

quinua y namero de secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta fertilidad

suelo degradado

GENERO SRF SNRF SRD SNRD
Acinetobacter 77 10 35 96
Aeromonas 4 0 0 3
Arthrobacter 2576 590 3361 217
Azospirillum 0 0 0 1
Azotobacter 0 0 0 4
Bacillus 79 524 42 131
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Brevibacillus 2 3 0 1
Brevibacterium 0 0 0 1
Burkholderia 0 0 2 7
Chryseobacterium 357 21 51 2
Corynebacterium 2 0 0 24
Cupriavidus 3 0 2 3
Delftia 10 0 5 7
Flavobacterium 712 20 960 7
Herbaspirillum 1 0 0 0
Janthinobacterium 2 0 0 0
Labrys 14 0 21 38
Mesorhizobium 26 0 36 34
Micrococcus 0 0 1 1
Micromonospora 30 70 4 20
Mycobacterium 152 33 156 240
Nocardia 7 20 29 20
Paenibacillus 43 890 25 92
Pantoea 8 0 2 0
Phyllobacterium 9 0 9 6
Pseudomonas 1635 0 876 216
Rhizobium 65 0 210 44
Rhodococcus 194 12 255 18
Sphingomonas 1821 0 1409 1299
Staphylococcus 3 4 2 40
Stenotrophomonas 43 0 75 15
Streptomyces 25 238 76 94
Variovorax 86 0 102 9
Xanthomonas 11 0 0 0
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Tabla 18. Géneros bacterianos bioftingicos del cultivo de quinua 'y

numero de secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta fertilidad suelo degradado
GENERO SRF SNRF SRD SNRD

Arthrobacter 2576 590 3361 217
Azotobacter 0 0 0 4
Bacillus 79 524 42 131
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Brevibacillus 2 3 0 1
Brevibacterium 0 0 0 1
Chryseobacterium 357 21 51 2
Delftia 10 0 5 7
Flavobacterium 712 20 960 7
Mesorhizobium 26 0 36 34
Pantoea 8 0 2 0
Pseudomonas 1635 0 876 216
Rhizobium 65 0 210 44
Rhodococcus 194 12 255 18
Variovorax 86 0 102 9
Xanthomonas 11 0 0 0

Tabla 19. Géneros bacterianos implicados en la Biorremediacion en el

cultivo de quinua y niumero de secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta fertilidad suelo degradado
GENERO SRF SNRF SRD SNRD

Arthrobacter 2576 590 3361 217
Azotobacter 0 0 0 4
Bacillus 79 524 42 131
Burkholderia 0 0 2 7
Halomonas 7 0 3 17
Mycobacterium 152 33 156 240
Rhodococcus 194 12 255 18
Sphingomonas 1821 0 1409 1299
Stenotrophomonas 43 0 s 15
Vibrio 0 0 0 3
Xanthomonas 11 0 0 0
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Tabla 20. Géneros bacterianos endofitos de la quinua y nimero de

secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta
GENERO fertilidad suelo degradado
SRF SNRF SRD SNRD

Arthrobacter 2576 590 3361 217
Sphingomonas 1821 0 1409 1299
Pseudomonas 1635 0 876 216
Flavobacterium 712 20 960 7
Massilia 414 0 349 123
Microbacterium 186 52 242 19
Variovorax 86 0 102 9
Bacillus 79 524 42 131
Rhizobium 65 0 210 44
Cellulomonas 45 34 48 20
Stenotrophomonas 43 0 75 15
Streptomyces 25 238 76 94
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Methylobacterium 16 0 66 0
Xanthomonas 11 0 0 0
Delftia 10 0 5 7
Pelomonas 9 0 23 0
Phyllobacterium 9 0 9 6
Pantoea 8 0 2 0
Hydrogenophaga 3 0 5 0
Staphylococcus 3 4 2 40
Brevibacillus 2 3 0 1
Corynebacterium 2 0 0 24
Ensifer 1 0 0 4
Herbaspirillum 1 0 0 0
Azoarcus 0 0 1 0
Azospirillum 0 0 0 1
Burkholderia 0 0 2 7
Rhodobacter 0 0 0 1
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Tabla 21. Géneros bacterianos implicadas en biocontrol del cultivo de
quinua y numero de secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta fertilidad

suelo degradado

GENERO
SRF SNRF SRD SNRD
Nocardioides 2902 2302 3411 1741
Sphingomonas 1821 0 1409 1299
Microlunatus 204 311 142 306
Arthrobacter 2576 590 3361 217
Streptomyces 25 238 76 94
Flavobacterium 712 20 960 7
Bacillus 79 524 42 131
Rhizobium 65 0 210 44
Pseudomonas 1635 0 876 216
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Rhodococcus 194 12 255 18
Paenibacillus 43 890 25 92
Nocardia 7 20 29 20
Phyllobacterium 9 0 9 6
Lysobacter 57 0 43 55
Stenotrophomonas 43 0 75 15
Cellulomonas 45 34 48 20
Actinoplanes 38 14 57 6
Sphingobacterium 30 0 11 2
Micromonospora 30 70 4 20
Actinomadura 1 4 1 6
Exiguobacterium 30 0 118 0
Burkholderia 0 0 2 7
Clostridium I11 0 6 2 0
Amycolatopsis 2 5 0 0
Staphylococcus 3 4 2 40
Methylobacterium 16 0 66 0
Azospirillum 0 0 0 1
Pantoea 8 0 2 0
Clostridium XI & 0 8 il
Lactobacillus 0 1 5 138
Herbaspirillum 1 0 0 0
Kocuria 1 0 1 9
Xanthomonas 11 0 0 0
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Tabla 22. Géneros bacterianos nitrificantes del cultivo de quinuay
numero de secuencias de cada muestra de suelo.

GENERO

Suelo de alta fertilidad

suelo degradado

SRF SNRF SRD SNRD
Acinetobacter 77 10 35 96
Arthrobacter 2576 590 3361 217
Azoarcus 0 0 1 0
Azospirillum 0 0 0 1
Bacillus 79 524 42 131
Beijerinckia 0 0 1 2
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Burkholderia 0 0 2 7
Cellulomonas 45 34 48 20
Clostridium 11 0 6 2 0
Clostridium sensu stricto 6 11 1 5
Clostridium XI 3 0 8 1
Corynebacterium 2 0 0 24
Cupriavidus 3 0 2 3
Delftia 10 0 5 7
Devosia 129 0 283 14
Ensifer 1 0 0 4
Flavobacterium 712 20 960 7
Geobacter 0 0 A, 0
Herbaspirillum 1 0 0 0
Mesorhizobium 26 0 36 34
Methylobacterium 16 0 66 0
Mycobacterium 152 33 156 240
Nitrosospira 42 0 44 40
Nitrospira 74 175 59 85
Novosphingobium 84 0 183 18
Paenibacillus 43 890 25 92
Pantoea 8 0 2 0
Pelomonas 9 0 23 0
Phyllobacterium 9 0 9 6
Propionibacterium 2 1 3 18
Pseudomonas 1635 0 876 216
Rhizobium 65 0 210 44
Rhodobacter 0 0 0 1
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Tabla 23. Géneros bacterianos productoras de fitohormonas del cultivo
de quinua y nimero de secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta fertilidad

suelo degradado

GENERO
SRF SNRF SRD SNRD
Acinetobacter 77 10 35 96
Arthrobacter 2576 590 3361 217
Streptomyces 25 238 76 94
Flavobacterium 712 20 960 7
Pedobacter 316 25 608 7
Bacillus 79 524 42 131
Rhizobium 65 0 210 44
Pseudomonas 1635 0 876 216
Mesorhizobium 26 0 36 34
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Rhodococcus 194 12 255 18
Microbacterium 186 52 242 19
Chryseobacterium 357 21 51 2
Paenibacillus 43 890 25 92
Stenotrophomonas 43 0 75 15
Variovorax 86 0 102 9
Burkholderia 0 0 2 7
Clostridium I11 0 6 2 0
Methylobacterium 16 0 66 0
Azospirillum 0 0 0 1
Aminobacter 1 0 g 1
Pantoea 8 0 2 0
Aeromonas 4 0 0 3
Herbaspirillum 1 0 0 0
Xanthomonas 11 0 0 0
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Tabla 24. Géneros bacterianos productores de sidero6foros del cultivo de
quinua y namero de secuencias de cada muestra de suelo.

GENERO Suelo de alta fertilidad suelo degradado
SRF SNRF SRD SNRD

Acinetobacter 77 10 35 96
Arthrobacter 2576 590 3361 217
Azospirillum 0 0 0 1
Bacillus 79 524 42 131
Bradyrhizobium 23 0 27 28
Burkholderia 0 0 2 7
Chryseobacterium 357 21 51 2
Ensifer 1 0 0 4
Flavobacterium 712 20 960 7
Lysobacter 57 0 43 55
Mesorhizobium 26 0 36 34
Mycobacterium 152 33 156 240
Nocardia & 20 29 20
Novosphingobium 84 0 183 18
Paenibacillus 43 890 25 92
Pantoea 8 0 2 0
Pseudomonas 1635 0 876 216
Rhizobium 65 0 210 44
Rhodococcus 194 12 255 18
Sphingomonas 1821 0 1409 1299
Variovorax 86 0 102 9

Tabla 25. Géneros bacterianos productores de ACC - desaminaza del
cultivo de quinua y numero de secuencias de cada muestra de suelo.

Suelo de alta fertilidad suelo degradado
GENERO SRF SNRF SRD SNRD
Pseudomonas 1635 0 876 216
Rhodococcus 194 12 255 18
Mycobacterium 152 33 156 240
Variovorax 86 0 102 9
Bacillus 79 524 42 131
Acinetobacter 77 10 35 96
Rhizobium 65 0 210 44
Caulobacter 37 0 71 5
Acidovorax 30 0 88 22
Mesorhizobium 26 0 36 34
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Methylobacterium 16 0 66 0
Phyllobacterium 9 0 9 6
Pantoea 8 0 2 0
Azospirillum 0 0 0 1
Burkholderia 0 0 2 7

4.2. Prueba de hipotesis
La hipotesis alternante planteada en el trabajo de investigacion sobre la
poblacion bacteriana asociada a la rizosfera de quinua, evaluada mediante el
método independiente, difieren en siembras realizadas en suelos de alta
fertilidad y degradado.
4.3. Discusion de resultados

En este trabajo se llevo a cabo la caracterizacion de los géneros bacterianos de
la rizosfera y suelo no rizosférico de quinua cultivada en suelo de alta
fertilidad del Distrito de Huando, Huancavelica, donde a partir de las muestras
de suelo se extrajo del gen 16S rRNA empleando la técnica de huella genética
[llumina Miseq donde se proseso los datos empleando la bioinformética para
llegar a conocer los 447 géneros que se llego a identificar, los suelos SRF,
SNRF, SRD y SNRD, llegan a cumplir diversas funciones en el suelo y el
medio ambiente ya que lo conforman la biodiversidad mas grande del suelo
con diversos géneros bacterianos como Streptophyta cuya funcién es activar
la radiacién ultravioleta fotosintéticamente en la fisiologia y ultraestructura
de los amidos de la planta ya que esta relacionado claramente entre estos
factores climéaticos Stamenkovi¢, M. y Hanelt, D. Hydrobiologia (2017),
mencion6 que Duganella es reconocido por ser capaz de producir violaceina,
un de los compuestos de color purpura vibrante derivado de la condensacién
de dos moléculas de triptéfano que producen enzimas antifungicas a partir de
la violaceina que estan realcionados con las plantas que son causados por
dafios de hongos patogénicos del suelo Haack et a.,I (2016), también se ha
descrito a Cellvibrio como una bacteria que se ha aislado del suelos agricolas
y forestales ya que llega a degradadr celulosa, dextrano, xilano, quitina y

almidén, en la descomposicion de los restos organicos en el suelo
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Zhangzhang et al., (2017), estudios recientes demuestra que Brevundimonas
es una de las bacterias que principalmente es utilizada en la biorremediacion
de los suelos contaminados con por hidrocarburos marinos, incluidos los
diesel, los n-alcanos y los hidrocarburos aromaticos policiclicos, también
resalta como reductor de los insecticidads, pesticidads que son conaminantes
de los suelos agricolas, por otra parte se ha sugerido que existe una relacién
de Arthobacter y Brevundimonas guardando una relacion en los suelos
rizosféricos y no rifericos como un organismo que reducen los niveles
de cromo, hexavalente y clorofenol que son los conatminantes principales de
los suelos. Estos compuestos aromaticos, homociclicos, como los
hidroxibenzoatos, piridina y la picolina con los que se utilizan a travez de esta
bacteria productora para la biorremediacion de los suelos (Sakurali, et al 2015).
Psychrobacter Rémi et al., (2017), Paracoccus Goncalo A. Santos, (2016),
Novosphingobium Juanping et al., (2018), Dyadobacter Jun et al.,( 2016). Los
generos bacterianos que son una de las herramientas mas eficaces y propicios
para el medio ambiente y la salud, que actualmente nuestros suelos son
contaminados, los rios, los lagos, etc. Debido a estos problemas surge la
biorremediacion de los ambientes contaminados a travez de microorganismos
aislados de estos mismos ambientes para llevar acabo la solucion a este
contaminantecon bacteria que producen enzimas llegando a degradar
compuestos aromaticos como el fenol , anilina , nitrobenceno y fenantreno,
con una capacidad para metabolizar contaminantes ambientales nocivos,
incluyendo tolueno, naftaleno, herbicidas, PCB, catabolizando una amplia
gama de compuestos que producen bioactivos, acrilamida para llegar a
borremediar los suelos y aguas contaminadas por hidrocarburos , aceites de
carrosy contamiantes por agroquimicos en los suelos de produccion agricola.
Rhodococcus Ramaprasad et al., ( 2018), es una de las bacterias que también
llega a metabolizar contaminantes ambientales nocivos, incluyendo tolueno,
naftaleno, herbicidas y PCB, ademas, cataboliza una amplia gama de
compuestos y producir esteroides bioactivos, acrilamida y acido acrilico y su

participacion en la biodesulfuracion de combustibles fosiles, como también
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otros contaminantes, como los colorantes azoicos, pesticidas y bifenilos
policlorados, invezstigaciones recientes demuestran que este genero no solo
participa como biorremediador de suelos, también dio resultados dentro de la
industria farmacéutica ya que llega a producir indeno, un precursor de
indinavir, el medicamento contra el SIDA, es un inhibidor de la proteasa, y
que contiene dos de los cinco centros quirales necesarios para el tratamiento
de este virus.

La presencia de los microorganismos del suelo en la rizésfera y suelo no
rizosférico de las plantas de quinua esta poblada las raices con bacterias que
promuevn para el desarrlo de estas cumpliendo diversas funciones ya que
estos generos bacterianos fueron aislados de ambientes marinos, aguas
termales, volcanes, hielos desérticos, algas marinas, aguas saladas y suelos de
diversos anbientes Shi et al., (2018), demuestra que Variovorax en la
agricultura degrada una amplia gama de contaminantes organicos
recalcitrantes que incluyen 2,4-dinitrotolueno, policarbonatos alifaticos y
bifenilos policlorados, catabdlizando, neutralizando los contaminantes por
metales pesados, ademas proporciona el crecimiento que incluye reducir el
estrés de las plantas, aumentando la disponibilidad de nutrientes e inhibiendo
el crecimiento de patdgenos que puedan causar dafios en la raiz de las plantas,
DMSMI, (2018), demuestrd que Williamsia es uno de los generos bacterianos
que comunmente esta relacionado con las enfermedades de infeccion
pulmonar en la salud humana, pero también nos da a conocer que degrada
contaminantes por mayormente en los suelos y aguas Flavobacterium,
Hernandez et al., (2016), Nitrosospira Monica et al., (2016), Brevundimonas
Paola et al., (2018), Devosia Xu et al., (2017), llumatobacter Fujinami et al.,
(2013), Nitrospira Mikhailov et al., (2019), fueron aislados de suelos,
plantas, que forman nodulos, algas marinas y suelos arenosos donde describen
los autores que estas bacterias desnitrificantes estan asociadas a la raiz de las
plantas como también suele estar fuera de la rizosfera de las plantas
principalmente para fijar el nitrdgeno atmosférico a traves de la simbiosis de

las leguminosas que llegan formar los nodulos. la nitrificacion, mineralizacion
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de la materia orgénica nitrogenada ocurre principalmente con la oxidacion
bioldgica del amoniaco (NH3) a nitrato (NO3s para luego ser reducido a nitrito,
las actividades enzimaticas estan relacionadas con el ciclo del fosforo, la
fosfatasa &cida, alcalina y fosfodiesterasa haciéndola asimilable para las
plantas, con las actividades enzimaticas relacionadas con el ciclo del carbono
y azufre: b-glucosidasa y arilsulfatasa respectivamente para la nutricion de
estas ya que estas bacterias estan en la rizozfera de las plantas y suelos no
rizosféricos, por otro lado Gaiella es una de las bactrias que asimila
principalmente los hidratos de carbono, acidos organicos y aminoécidos que
secreta la planta o también puede estar relacionado con la produccién de otros
microorganismos presentes en el suelo y la rizosfera Albuquerque et al.,
(2016) . Planomicrobium Teymouri et al., (2018) desarroll6 que este género
produce &cidos a partir de glucosa, sacarosa, rafinosa, lactosa, arabinosa,
celobiosa, xilosa, ramnosa, melibiosa, manosa o manitol principalmente para
la descomposicién de células y la transformacion en, materia organica lo cual
guarda una relacion con Stenotrophomonas Hogg et al., (2019), gien también
describe que tiene la funcion fermentar, degradar restos de cosechas o material
organico a base de celulosa Héctor et al., (2016), describié como uno de los
organismos que comunmente se encuentra en el suelo y restos de materia
organica como Sphingobacteria que degrada residuos organicos a partir de
estiércol de ovinos transformando en materia organica, ademas cumple un rol
importante en la biorremediacion de suelos contaminados por aceites

automotrices.

Nocardioides se ha encontrado principalmente en las raices de los cultivos de
maiz, trigo y cebada ya que causa graves problemas debido a la produccion de
micotoxinas deoxinivalenol (DON) para los seres humanos y el ganado ya que
se encuentran en los suelos y son producidas por aspergillus y algunas
levaduras Yoon et al., ( 2017).

Padda et al., (2017), Painebacillus, Pseudomonas Paulsson et al., (2017),
Duganella Jinglou et al., (2016), Celvibrio, exiguobacterium (Ramesh C &
Pandey CB, 2017), Lactobacillus (Jorge P, 2019), Pseudonocardia Chanama
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et al., (2018), Bacillus William R, 2015), Pedobacter y Paracoccus han
demostrado las funciones que desarrollan especificamente en el suelo como las
enzimas que degradan el polisacarido y las proteasas, que pueden catalizar una
amplia variedad de reacciones sintéticas en campos que van desde
la produccion de cosméticos hasta la produccion de biocombustibles, también
producen sustancias antimicrobianas que afectan a un amplio espectro de
microorganismos tales como hongos, bacterias del suelo, bacterias patdgenas
de plantas e incluso patégenos anaerdbicos importantes como Clostridium
botulinum, ademé&s promueve el crecimiento de plantas (PGPR), que colonizan
de forma competitiva las raices de las plantas y pueden actuar simultaneamente
como biofertilizantes y como bioplaguicidas para el control de las
enfermedades, el control de plagas, son enrraizadores, productores a ACCDSA,

fitohormonas y la produccion de sideroforos.
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Conclusiones

» La diversidad bacteriana de los suelos rizosfericos y no rizosféricos son
similares en el numero total de géneros analizados en el cultivo de quinua.

> La rizosfera de la quinua promueve el crecimiento de determinados
géneros bacterianos con una capacidad de promover el crecimiento de
plantas.

» Los suelos no rizosféricos también existen géneros bacterianos que
promueven en los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes en el suelo.

» La biodiversidad microbiana del suelo rizosférico y no rizosferico de los
suelos de alta fertilidad y suelo degradado son similares en cuanto a las
secuencias clasificadas.

> Las rizosfera del cultivo de quinua llega a poblar bacterias que hasta el
momento no han sido descritas y las funciones que llegan a realizar en
algunas bacterias.

» La comparacion de librerias del SRF y SRD, muestra estadisticamente
significativa que pseudomonas, gp6, rubrobacter y gaiella son superiores
en numero de suecuencias que el SRD.

» Los resultados de de la comparacion de librerias del SNRF y SNRD,
lactobacillus, cystobacter, blastococus, gaiella, paenibacillus y
pseudomoas, superan significativamente en nimero de secuencias al
SNRF.
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Recomendaciones

» Estudiar con mayor profundidad en las diferentes faces fenoldgicas del
cultivo de quinua y ver la dinamica poblacional por cada face.

» Estudiar la dinamica poblacional en la rizosfera de otros cultivos con y sin
fertilizacion.

» Se sugiere realizar estudios que evaltuen el impacto de la condicion
climatica y la altura sobre las comunidades microbianas de los suelos.

» Se recomienda realizar estudios similares en otros cultivos de sierra a nivel

de la region Huancavelica.
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Comparacoion de librerias de muestras de suelo

Anexo 1. Género y numero de secuencias en SRF Y SRD del cultivo de

quinua.
Geénero SRF SRD Significancia
Nocardioides 1753 2028 6.80E-06
Arthrobacter 1564 1985 6.00E-13
Gaiella 1353 1049 2.99E-10
Sphingomonas 1124 870 1.20E-08
Pseudomonas 977 523 6.00E-14
Gpb6 925 560 6.00E-14
Gpl6 858 719 4.00E-04
Rubrobacter 546 345 2.10E-11
Flavobacterium 447 584 2.67E-05
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis 424 340 2.28E-03
Adhaeribacter 407 233 5.24E-12
Gemmatimonas 369 337 2.26E-01
Ilumatobacter 83l 270 6.34E-03
Solirubrobacter 280 373 2.60E-04
Opitutus 272 227 4.34E-02
Massilia 261 212 2.38E-02
Blastococcus 254 339 4.60E-04
Gp4 253 237 4.65E-01
WPS-1_genera_incertae_sedis 249 200 2.03E-02
Streptophyta 238 371 6.68E-08
Subdivision3_genera_incertae_sedis 220 131 2.60E-06
Skermanella 219 218 9.60E-01
Chryseobacterium 209 34 6.00E-14
Aeromicrobium 201 329 3.81E-08
Pedobacter 190 366 1.40E-13
Agromyces 188 92 1.20E-08
Gp10 168 195 1.56E-01
Gp7 159 155 8.18E-01
Gp3 149 92 2.40E-04
Aridibacter 148 77 2.60E-06
Ohtaekwangia 145 135 5.48E-01
Segetibacter 136 70 4.23E-06
Microlunatus 124 85 6.94E-03
Rhodococcus 120 155 3.49E-02
Microvirga 117 171 1.42E-03
Microbacterium 116 144 8.19E-02
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Arenimonas ki 142 5.12E-02
Pseudonocardia 107 56 6.34E-05
Kribbella 104 93 4.35E-01
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 99 130 4.04E-02
Duganella 88 48 6.00E-04
Rubellimicrobium 87 179 2.15E-08
Geminicoccus 83 53 1.02E-02
Mycobacterium 83 85 8.81E-01
Planomicrobium 82 34 1.08E-05
Dyadobacter 74 122 6.00E-04
Devosia 69 164 5.67E-10
Brevundimonas 68 125 4.13E-05
Phenylobacterium 62 44 8.01E-02
Cellvibrio 59 99 1.42E-03
Novosphingobium 57 115 1.08E-05
Flavisolibacter 56 20 4.13E-05
Lentzea 54 58 7.04E-01
Rufibacter 54 14 1.59E-06
Bacillus 52 25 2.08E-03
Nibribacter 52 20 1.60E-04
Gpl7 51 43 4.07E-01
Luteolibacter ol 66 1.65E-01
Herpetosiphon 50 46 6.82E-01
Variovorax 50 58 4.41E-01
Geodermatophilus 48 104 6.80E-06
Conexibacter 46 97 2.67E-05
Hymenobacter 43 40 7.41E-01
Pontibacter 43 7 5.74E-07
Rhizobacter 42 54 2.19E-01
Acinetobacter 41 26 6.72E-02
Lysobacter 40 27 1.12E-01
Nitrospira 40 40 1.00E+00
Rhizobium 39 128 1.05E-11
Armatimonas/Armatimonadetes gpl 36 17 9.06E-03
Marmoricola 35 48 1.53E-01
Rhodocytophaga 35 26 2.50E-01
Pirellula 34 28 4.47E-01
Promicromonospora 34 62 4.24E-03
Lacibacter 32 58 6.14E-03
Cellulomonas 31 32 8.97E-01
Chryseolinea 31 17 4.34E-02
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Litorilinea 31 22 2.15E-01
Chthonomonas/Armatimonadetes gp3 30 17 5.74E-02
Gemmata 28 28 1.00E+00
Actinoplanes 27 31 5.96E-01
Mucilaginibacter 25 5 1.92E-04
Nitrosospira 25 28 6.82E-01
Paenibacillus 25 13 5.12E-02
Stenotrophomonas 25 47 9.60E-03
Virgisporangium 25 12 3.24E-02
Gp5 24 8 4.66E-03
Steroidobacter 24 28 8.81E-01
Bacillariophyta 23 3 4.92E-05
Caulobacter 23 42 1.83E-02
Algoriphagus 22 17 4.24E-01
Ramlibacter 22 21 8.81E-01
Sphingobacterium 27 7 5.28E-03
Exiguobacterium 20 65 1.59E-06
Reyranella 20 19 8.73E-01
Flavitalea 19 14 3.84E-01
Noviherbaspirillum 19 ki 1.44E-01
Parcubacteria_genera_incertae sedis 19 26 2.98E-01
Ferruginibacter 18 20 7.49E-01
Parasegetibacter 18 13 3.68E-01
Tahibacter 18 36 1.43E-02
Acidovorax 17 53 1.71E-05
Micromonospora 17 2 4.02E-04
Zavarzinella 17 9 1.16E-01
Legionella 16 16 1.00E+00
Prosthecobacter 16 24 2.04E-01
Pseudoxanthomonas 16 26 1.24E-01
Armatimonadetes _gp4 15 8 1.44E-01
Bradyrhizobium 15 10 3.17E-01
Mesorhizobium 15 17 7.26E-01
Paracoccus 15 20 3.95E-01
Verrucomicrobium 5 12 5.62E-01
Armatimonadetes_gp5 14 20 3.03E-01
Aquihabitans 13 43 6.34E-05
Streptomyces 13 47 1.71E-05
Terrimonas 13 17 4.65E-01
Methylophilus 12 10 6.67E-01
Peredibacter 12 17 3.52E-01
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Sphingobium 12 9 5.16E-01
Sporichthya 12 19 2.08E-01
Phycicoccus 11 17 2.58E-01
Sanguibacter 11 5 1.43E-01
Tepidisphaera i 16 3.37E-01
Chlorophyta 10 3 5.74E-02
Emticicia 10 Z 2.25E-02
Lacibacterium 10 7 4.65E-01
Lysinibacillus 10 3 5.74E-02
Kallotenue 9 10 8.18E-01
Niastella 9 8 8.10E-01
Pedomicrobium 9 6 4.41E-01
Taibaiella 9 12 5.16E-01
Bdellovibrio 8 10 6.38E-01
Latescibacteria_genera_incertae sedis 8 2 6.54E-02
Sandaracinus 8 6 5.96E-01
Sphingopyxis 8 36 2.67E-05
Xanthomonas 8 0 3.91E-03
Achromobacter 7 7 1.00E+00
Bosea 7 30 1.60E-04
Fluviicola 7 36 1.08E-05
Gpl8 7 0 7.81E-03
Gp25 7 4 3.88E-01
lamia 7 15 8.73E-02
Labrys 7 12 2.50E-01
Methylobacterium 7 38 4.23E-06
Oligoflexus 7 1 3.91E-02
Oscillochloris 7 1 3.91E-02
Povalibacter 7 5 5.81E-01
Saccharothrix 7 4 3.88E-01
Actinophytocola 6 8 5.96E-01
Brevifollis 6 17 2.20E-02
Catellatospora 6 7 7.79E-01
Deinococcus 6 6 1.00E+00
Hyphomicrobium 6 2 1.80E-01
Kofleria 6 4 5.49E-01
Labilithrix 6 5 7.74E-01
Leucobacter 6 1 7.03E-02
Pseudorhodoferax 6 26 4.00E-04
Afifella 5 1 1.25E-01
Agrococcus 5 17 1.06E-02
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Blastocatella

1.25E-01

5 1
BRC1 genera_incertae_sedis 5 4 7.54E-01
Catenuloplanes 5 1 1.25E-01
Cohnella 5 2 2.89E-01
Cryptosporangium 5 i 1.25E-01
Dactylosporangium 5 3 5.08E-01
Delftia 5 2 2.89E-01
Halomonas 5 3 5.08E-01
Intrasporangium 5 0 3.13E-02
Pantoea 5 i 1.25E-01
Spirosoma 5 4 7.54E-01
Altererythrobacter 4 1 2.19E-01
Aureimonas 4 4 1.00E+00
Bacteriovorax 4 5 7.54E-01
Clostridium sensu stricto 4 1 2.19E-01
Craurococcus 4 1 2.19E-01
Domibacillus 4 0 6.25E-02
Dongia 4 3 7.27E-01
Gpl 4 1 2.19E-01
Gpl 4 1 2.19E-01
Inquilinus 4 6 5.49E-01
Janibacter 4 0 6.25E-02
Larkinella 4 1 2.19E-01
Neorhizobium 4 23 1.80E-04
Nocardia 4 15 1.18E-02
Roseomonas 4 6 5.49E-01
Anaeromyxobacter 3 6 3.44E-01
Aquipuribacter 3 6 3.44E-01
Chitinophaga 5 3 1.00E+00
Clavibacter 3 0 1.25E-01
Cupriavidus 3 2 6.88E-01
Ferrovibrio 3 0 1.25E-01
Fictibacillus 3 0 1.25E-01
Friedmanniella 3 10 5.74E-02
Microgenomates_genera_incertae_sedis 3 0 1.25E-01
Ochrobactrum 3 L 3.75E-01
Pelomonas 3 13 1.27E-02
Phyllobacterium 3 5 5.08E-01
Polyangium 3 4 7.27E-01
Rhizocola 3 1 3.75E-01
Sporosarcina 3 0 1.25E-01
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Williamsia 3 3 1.00E+00
Actinocorallia 2 6 1.80E-01
Actinomycetospora 2 4 4.53E-01
Aquicella 2 2 1.00E+00
Asticcacaulis 2 5 2.89E-01
Brevibacillus 2 0 2.50E-01
Clostridium XI 2 5 2.89E-01
Cytophaga 2 1 6.25E-01
Georgenia 2 1 6.25E-01
Gpll 2 0 2.50E-01
Gracilibacter 2 1 6.25E-01
Hydrogenophaga 2 3 6.88E-01
Kaistia 2 0 2.50E-01
Luteimonas 2 2 1.00E+00
Mycetocola 2 7 1.09E-01
Paenisporosarcina 2 3 6.88E-01
Parablastomonas 2 0 2.50E-01
Parafilimonas 2 1 6.25E-01
Phaselicystis 2 2 1.00E+00
Propionibacterium 2 2 1.00E+00
Roseimicrobium 2 10 2.25E-02
Rothia 2 i 6.25E-01
Singulisphaera 2 3 6.88E-01
Solitalea 2 0 2.50E-01
Xenophilus 2 i 6.25E-01
Aciditerrimonas 1 4 2.19E-01
Actinoallomurus 1 0 5.00E-01
Actinomadura 1 db 1.00E+00
Aeribacillus 1 0 5.00E-01
Aeromonas 1 0 5.00E-01
Aggregicoccus 1 0 5.00E-01
Alterococcus 1 1 1.00E+00
Aminobacter 1 2 6.25E-01
Amycolatopsis 1 0 5.00E-01
Ancylobacter 1 0 5.00E-01
Aquabacterium 1 8 2.15E-02
Aquisphaera 1 0 5.00E-01
Armatimonadetes _gp2 1 0 5.00E-01
Asanoa i 3 3.75E-01
Aureispira 1 0 5.00E-01
Belnapia 1 1 1.00E+00
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Brachybacterium 1 0 5.00E-01
Chiayiivirga i il 1.00E+00
Corynebacterium 1 0 5.00E-01
Curvibacter 1 0 5.00E-01
Cystobacter 1 0 5.00E-01
Demequina 1 0 5.00E-01
Desulfitobacterium 1 0 5.00E-01
Epilithonimonas 1 0 5.00E-01
Frateuria X 0 5.00E-01
Fretibacterium 1 0 5.00E-01
Herbaspirillum d 0 5.00E-01
Herminiimonas 1 13 9.77E-04
Janthinobacterium 1 0 5.00E-01
Jiangella 1 0 5.00E-01
Kibdelosporangium 1 2 6.25E-01
Kineococcus 1 1 1.00E+00
Kineosporia 1 6 7.03E-02
Kocuria 1! 1 1.00E+00
Lentibacillus 1 3 3.75E-01
Leptotrichia 1 0 5.00E-01
Meiothermus 1 0 5.00E-01
Methyloceanibacter il 0 5.00E-01
Methylopila 1 0 5.00E-01
Nannocystis 1 1 1.00E+00
Neisseria 1 i 1.00E+00
Oceanobacillus 1 0 5.00E-01
Oxalicibacterium 1 3 3.75E-01
Pediococcus 1 db 1.00E+00
Pilimelia 1 3 3.75E-01
Planctopirus 1 0 5.00E-01
Planifilum 1 1 1.00E+00
Planococcaceae_incertae_sedis 1 4 2.19E-01
Planococcus 1 1 1.00E+00
Polynucleobacter 1 0 5.00E-01
Rheinheimera 1 0 5.00E-01
Saccharibacillus 1 0 5.00E-01
Shimazuella 1 0 5.00E-01
Shinella 1 2 6.25E-01
Sphaerisporangium 1 0 5.00E-01
Sphingorhabdus 1 0 5.00E-01
Staphylococcus 1 2 6.25E-01

112




Terrimicrobium 1 0 5.00E-01
Thermoactinomyces 1 3 3.75E-01
Tissierella 1 0 5.00E-01
Vagococcus 1 0 5.00E-01
Actinotalea 0 3 1.25E-01
Amaricoccus 0 1 5.00E-01
Amphibacillus 0 b 5.00E-01
Azoarcus 0 1 5.00E-01
Buchnera 0 1 5.00E-01
Burkholderia 0 i 5.00E-01
Caenimonas 0 2 2.50E-01
Candidatus Hydrogenedens 0 2 2.50E-01
Candidatus Koribacter 0 1 5.00E-01
Carnobacterium 0 2 2.50E-01
Clostridium 11 0 2 2.50E-01
Comamonas 0 2 2.50E-01
Dietzia 0 1 5.00E-01
Euzebya 0 6 1.56E-02
Gemmobacter 0 2 2.50E-01
Glycomyces 0 5 3.13E-02
GplVv 0 3 1.25E-01
Granulicatella 0 2 2.50E-01
Haemophilus 0 3 1.25E-01
Haloarcula 0 2 2.50E-01
Hydrogenophilus 0 i 5.00E-01
Lactobacillus 0 4 6.25E-02
Lechevalieria 0 3 1.25E-01
Longispora 0 1. 5.00E-01
Melghirimyces 0 il 5.00E-01
Methylotenera 0 il 5.00E-01
Modestobacter 0 7 7.81E-03
Myxococcus 0 2 2.50E-01
Nitrosomonas 0 2 2.50E-01
Oceanisphaera 0 il 5.00E-01
Olsenella 0 i 5.00E-01
Panacagrimonas 0 2 2.50E-01
Patulibacter 0 2 2.50E-01
Pelosinus 0 1 5.00E-01
Piscinibacter 0 2 2.50E-01
Psychrobacter 0 77 6.62E-24
Rathayibacter 0 i3 1.22E-04
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Rhodopirellula 0 1 5.00E-01
Romboutsia 0 4 6.25E-02
Shewanella 0 3 1.25E-01
Smaragdicoccus 0 2 2.50E-01
Streptococcus 0 5 3.13E-02
Truepera 0 4 6.25E-02
Ureibacillus 0 ik 5.00E-01
Vasilyevaea 0 3 1.25E-01

Anexo 2. Género y numero de secuencias en SNRF Y SNRD del cultivo de

quinua.
Género SNRF SNRD Significancia
Lactobacillus 0 80 8.27E-25
Cystobacter 1 68 1.20E-19
Blastococcus 130 474 6.00E-14
Gaiella 2998 3808 6.00E-14
Paenibacillus 498 48 6.00E-14
Pseudomonas 15 128 6.00E-14
Solirubrobacter 414 909 6.00E-14
Subdivision3_genera_incertae_sedis 542 170 6.00E-14
Aridibacter 123 32 2.80E-13
Geodermatophilus 36 128 1.26E-12
WPS-1_genera_incertae_sedis 575 358 1.26E-12
Gp6 1977 1571 5.24E-12
Gemmata 145 50 1.05E-11
Euzebya 2 44 1.60E-11
Ohtaekwangia 163 63 4.13E-11
Romboutsia 1 38 7.46E-11
Acinetobacter 9 65 8.07E-11
Pirellula 212 101 5.67E-10
Gp10 398 246 1.98E-09
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis 181 85 3.65E-09
Gp3 208 107 1.20E-08
Pontibacter 36 3 1.95E-08
Gpl7 93 186 3.81E-08
Nitrospira 112 45 1.16E-07
Saccharothrix 32 3 2.27TE-07
Opitutus 116 50 3.40E-07
Planomicrobium 23 1 1.55E-06
Staphylococcus 2 26 1.62E-06
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Rhodocytophaga 27 3 4.65E-06
Corynebacterium 0 16 1.53E-05
Myxococcus 0 16 1.53E-05
Streptophyta 4 27 1.93E-05
Kofleria 3 24 2.74E-05
Nitrosospira 3 24 2.74E-05
Litorilinea 43 12 4.13E-05
Skermanella 140 215 6.00E-05
Chryseolinea 47 17 1.80E-04
Zavarzinella 61 26 1.80E-04
Arenimonas 20 51 2.40E-04
Sporichthya 19 3 4.88E-04
Halomonas 0 11 4.88E-04
Acidovorax 1 14 5.19E-04
Terrimonas 25 6 6.40E-04
Solitalea 10 0 9.77E-04
Planifilum 1 13 9.77E-04
Microvirga 164 227 1.42E-03
Phyllobacterium 17 3 1.49E-03
Ferruginibacter 12 1 1.83E-03
Advenella 0 9 1.95E-03
Lentibacillus 0 9 1.95E-03
Gpl 14 2 2.35E-03
Novosphingobium 2 14 2.35E-03
Labrys 8 25 3.08E-03
Conexibacter 64 102 3.18E-03
Massilia 102 64 3.18E-03
Nocardioides 1200 1064 3.74E-03
Taibaiella 0 8 3.91E-03
Dongia 13 2 4.18E-03
Parasegetibacter 13 2 4.18E-03
Lentzea 42 20 5.12E-03
Flavisolibacter 33 14 5.60E-03
Dyadobacter 10 il 6.35E-03
Latescibacteria_genera_incertae_sedis 8 23 7.14E-03
Steroidobacter 25 48 7.14E-03
Actinophytocola 10 26 7.58E-03
Turicibacter 0 7 7.81E-03
Lysinibacillus 6 19 9.32E-03
Lacibacterium 40 20 9.88E-03
Propionibacterium 1 9 1.17E-02
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Delftia 13 3 1.27E-02
Gpl6 1157 1276 1.43E-02
Pseudonocardia 130 172 1.55E-02
Chitinophaga 0 6 1.56E-02
Domibacillus 6 0 1.56E-02
Friedmanniella 0 6 1.56E-02
Gpl5 0 6 1.56E-02
Kocuria 0 6 1.56E-02
Lactococcus 0 6 1.56E-02
Neorhizobium 6 0 1.56E-02
Agromyces 125 90 1.68E-02
Catellatospora 1 8 2.15E-02
Niastella 8 1: 2.15E-02
Chryseobacterium 10 2 2.25E-02
Chlorophyta 18 7 2.78E-02
Actinomyces 0 5 3.13E-02
Cryptosporangium 0 5 3.13E-02
Kibdelosporangium 5 0 3.13E-02
Kineosporia 0 5 3.13E-02
Oligoflexus 5 0 3.13E-02
Mesorhizobium 37 21 3.57E-02
Tepidisphaera 7 1 3.91E-02
Pedobacter 15 6 5.00E-02
Micromonospora 25 13 5.12E-02
Gp25 29 16 5.24E-02
Bacillariophyta 4 0 6.25E-02
Leuconostoc 0 4 6.25E-02
Tahibacter 4 0 6.25E-02
Turneriella 4 0 6.25E-02
Aquicella 2 8 6.54E-02
Asanoa 1 6 7.03E-02
Bradyrhizobium 33 20 7.35E-02
Gp7 316 273 7.51E-02
Arthrobacter 97 123 7.84E-02
Marmoricola 50 34 8.01E-02
Parcubacteria_genera_incertae_sedis 35 22 8.54E-02
Bosea 9 3 9.23E-02
Aquihabitans 13 23 9.49E-02
Streptomyces 33 48 9.49E-02
Streptococcus 2 7 1.09E-01
Methyloceanibacter 10 4 1.18E-01
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Brevibacillus 3 0 1.25E-01
Burkholderia 0 3 1.25E-01
Cellvibrio 0 3 1.25E-01
Ensifer 0 3 1.25E-01
Geobacter 3 0 1.25E-01
Gracilibacter 3 0 1.25E-01
Jeotgalicoccus 0 3 1.25E-01
Olivibacter 3 0 1.25E-01
Sphaerisporangium 0 3 1.25E-01
Thermoactinomyces 0 3 1.25E-01
Tissierella 0 3 1.25E-01
Flavitalea 14 7 1.26E-01
Povalibacter 14 yA 1.26E-01
Hyphomicrobium 5 4 1.43E-01
Singulisphaera 11 5 1.43E-01
Armatimonadetes gp4 15 8 1.44E-01
Dactylosporangium 8 3 1.46E-01
Microlunatus 161 188 1.47E-01
Legionella 16 9 1.62E-01
Ramlibacter 26 17 1.71E-01
Modestobacter 2 6 1.80E-01
Nonomuraea 6 2 1.80E-01
Rhodococcus 7 13 1.80E-01
Gemmatimonas 243 272 2.01E-01
Aeromicrobium 208 183 2.04E-01
Herpetosiphon 10 5 2.10E-01
Chthonomonas/Armatimonadetes gp3 70 56 2.11E-01
Nitrososphaera 4 . 2.19E-01
Planococcaceae_incertae_sedis 1 4 2.19E-01
Actinoplanes 7 8 2.27E-01
Rubellimicrobium 10 16 2.38E-01
Stenotrophomonas 16 10 2.38E-01
Acrocarpospora 2 0 2.50E-01
Alistipes 0 2 2.50E-01
Amaricoccus 0 2 2.50E-01
Amycolatopsis 2 0 2.50E-01
Cupriavidus 0 2 2.50E-01
Georgenia 2 0 2.50E-01
Parafilimonas 2 0 2.50E-01
Prevotella 0 2 2.50E-01
Rhodopirellula 0 2 2.50E-01

117




Rothia 0 2 2.50E-01
Saccharomonospora 0 2 2.50E-01
Salinicoccus 0 2 2.50E-01
Shimazuella 2 0 2.50E-01
Sphingosinicella 2 0 2.50E-01
Vibrio 0 2 2.50E-01
Virgibacillus 0 2 2.50E-01
Devosia 12 7 2.50E-01
Promicromonospora 22 15 2.50E-01
Rhizocola 21 29 2.58E-01
Brevundimonas 4 8 2.67E-01
Flavobacterium 8 4 2.67E-01
Microbacterium 18 12 2.71E-01
Craurococcus 2 5 2.89E-01
Gpl 5 2 2.89E-01
Paenisporosarcina b 2 2.89E-01
Armatimonas/Armatimonadetes_gpl 3] 12 3.52E-01
Pedomicrobium 43 35 3.63E-01
Luteolibacter 8 12 3.73E-01
Actinomadura 3 1 3.75E-01
Aquisphaera 3 1 3.75E-01
Phaselicystis 1 3 3.75E-01
Roseimicrobium 3 1 3.75E-01
Sphingopyxis 3 1 3.75E-01
Glycomyces 4 7 3.88E-01
Gpl8 7 4 3.88E-01
Kribbella 88 &7 3.90E-01
Geminicoccus 60 69 4.30E-01
Gp5 34 28 4.47E-01
Peredibacter 24 19 4.47E-01
Rufibacter 16 12 4.47E-01
Nannocystis 2 4 4.53E-01
Rubrobacter 721 748 4.78E-01
Acetobacter 1 0 5.00E-01
Alterococcus 1 0 5.00E-01
Aminobacter 0 i 5.00E-01
Amphibacillus 0 1 5.00E-01
Anaerosalibacter 1 0 5.00E-01
Anoxybacillus 0 1 5.00E-01
Arcicella 1 0 5.00E-01
Bacteriovorax 1 0 5.00E-01
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Bacteroides 0 1 5.00E-01
Bauldia 0 1 5.00E-01
Beijerinckia 0 1 5.00E-01
Blastocatella 1 0 5.00E-01
Brevibacterium 0 i 5.00E-01
Candidatus Hydrogenedens 1 0 5.00E-01
Candidatus Procabacter 0 1 5.00E-01
Candidatus Solibacter 1 0 5.00E-01
Capnocytophaga 0 1 5.00E-01
Catelliglobosispora 1 0 5.00E-01
Celerinatantimonas 0 1 5.00E-01
Compostibacillus 0 1 5.00E-01
Coxiella 1 0 5.00E-01
Enterococcus 0 1 5.00E-01
Fictibacillus 1 0 5.00E-01
Fluviicola 0 1 5.00E-01
Fonticella 1 0 5.00E-01
Fusobacterium 0 1 5.00E-01
Gardnerella 0 1 5.00E-01
Gracilibacillus 0 1 5.00E-01
Herbidospora 0 1 5.00E-01
Janibacter 1 0 5.00E-01
Janthinobacterium il 0 5.00E-01
Lautropia 0 1 5.00E-01
Lechevalieria 0 1 5.00E-01
Leptotrichia 0 1 5.00E-01
Luteimonas 0 il 5.00E-01
Luteococcus 0 . 5.00E-01
Megamonas 0 1 5.00E-01
Melghirimyces 0 i 5.00E-01
Nevskia 1 0 5.00E-01
Nocardiopsis 0 1 5.00E-01
Noviherbaspirillum 0 1 5.00E-01
Olsenella 0 15 5.00E-01
Parachlamydia 0 1 5.00E-01
Peptoniphilus 0 1 5.00E-01
Pilimelia 0 1L 5.00E-01
Planctomicrobium 0 i 5.00E-01
Porphyrobacter 0 1 5.00E-01
Porphyromonas 0 1 5.00E-01
Prosthecobacter 1 0 5.00E-01
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Pseudoduganella 1 0 5.00E-01
Psychrobacter 0 1 5.00E-01
Rhodobacter 0 1 5.00E-01
Shewanella 1 0 5.00E-01
Sinibacillus 0 i 5.00E-01
Sneathia 0 1 5.00E-01
Solimonas 1 0 5.00E-01
Sphingobacterium 0 1 5.00E-01
Sphingorhabdus 1 0 5.00E-01
Sporobacter 1 0 5.00E-01
Sporosarcina 1 0 5.00E-01
Stackebrandtia 1 0 5.00E-01
Symbiobacterium 0 1. 5.00E-01
Treponema 1 0 5.00E-01
Undibacterium 0 1 5.00E-01
Vampirovibrio 0 1 5.00E-01
Veillonella 0 L 5.00E-01
Verrucosispora 0 P 5.00E-01
Panacagrimonas 5 3 5.08E-01
Gp4 616 639 5.16E-01
Nibribacter 9 12 5.16E-01
Aciditerrimonas 4 6 5.49E-01
Gp22 6 4 5.49E-01
lamia 6 4 5.49E-01
Sandaracinus 6 4 5.49E-01
Nocardia 12 15 5.62E-01
Segetibacter 17 14 5.89E-01
Pseudoxanthomonas 6 8 5.96E-01
Aeromonas 1 2 6.25E-01
Phycicoccus 1 % 6.25E-01
Sorangium 2 1 6.25E-01
Sphingobium 1 2 6.25E-01
Terrimicrobium 2 1 6.25E-01
Verrucomicrobium 1 2 6.25E-01
Cellulomonas 12 10 6.67E-01
Clostridium sensu stricto 3 2 6.88E-01
Deinococcus 2 3 6.88E-01
Kallotenue 2 3 6.88E-01
Oceanobacillus 2 3 6.88E-01
Oscillochloris 3 2 6.88E-01
Phenylobacterium 30 27 6.89E-01
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Virgisporangium 33 30 7.04E-01
Anaeromyxobacter 4 3 7.27E-01
BRC1 genera_incertae_sedis 4 3 7.27E-01
Bdellovibrio 3 4 7.27E-01
Microgenomates_genera_incertae_sedis 4 3 7.27E-01
Variovorax 3 4 7.27E-01
Hymenobacter 17 19 7.41E-01
Reyranella 44 41 7.41E-01
Jiangella 5 4 7.54E-01
Labilithrix 5 4 7.54E-01
Actinocorallia 6 5 7.74E-01
Rhizobacter 5 6 7.74E-01
Actinomycetospora 6 7 7.79E-01
Polyangium 6 7 7.79E-01
Sphingomonas 747 757 7.95E-01
Ilumatobacter 646 637 8.03E-01
Bacillus 80 77 8.10E-01
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 104 107 8.34E-01
Armatimonadetes_gp5 15 14 8.49E-01
Rhizobium 22 21 8.81E-01
Adhaeribacter 219 216 8.89E-01
Lysobacter 32 33 9.04E-01
Mycobacterium 147 145 9.04E-01
Gpll 3 3 1.00E+00
Agrococcus 1 1 1.00E+00
Campylobacter 1 1 1.00E+00
Caulobacter 5 5 1.00E+00
Cohnella 7 I 1.00E+00
Enhygromyxa 1 1 1.00E+00
Gimesia 1 i 1.00E+00
Gp2 1 1 1.00E+00
Inquilinus 1 1 1.00E+00
Intrasporangium 1 1 1.00E+00
Neisseria 1 il 1.00E+00
Pelosinus 1 1 1.00E+00
Roseomonas 2 2 1.00E+00
Sporacetigenium 2 2 1.00E+00
Sporomusa 1 I 1.00E+00
Streptosporangium 2 2 1.00E+00
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Anexo 3. Ordenes identificados, y su nimero de secuencias determinadas en
el suelo rizosférico y no rizosférico, de los suelos de alta fertilidad y

degradado en el cultivo de quinua.

Cantidad de secuencias
Suelo de alta fertilidad Suelo degradado
ORDEN SRF SNRF SRD SNRD

Acidimicrobiales 17503 8349 22482 10342
Actinomycetales 6472 0 5312 3124
Aeromonadales 1670 0 2514 2108
Alphaproteobacteria_incertae_sedis 1906 0 2292 525
Alteromonadales 2201 1092 1971 523
Anaerolineales 2262 5710 1823 6389
Armatimonadales 1973 0 1348 362
Bacillales 1923 1123 1313 761
Bacteroidales 873 1813 1256 2589
Bdellovibrionales 1022 2549 1133 1917
Bifidobacteriales 1122 43 1099 16
Burkholderiales 907 0 931 634
Caldilineales 906 0 782 1262
Campylobacterales 815 2651 682 1383
Cardiobacteriales 602 0 612 867
Caulobacterales 961 1149 587 1228
Chlamydiales 640 595 567 460
Chloroflexales 957 1926 500 988
Chromatiales 335 0 475 94
Chthonomonadales 235 0 401 68
Clostridiales 475 190 355 101
Coriobacteriales 179 91 276 40
Cytophagales 83 0 174 5
Deinococcales 142 0 91 124
Desulfobacterales 126 229 86 62
Desulfovibrionales 82 19 76 11
Desulfuromonadales 48 0 69 39
Enterobacteriales 62 35 60 61
Erysipelotrichales 74 175 59 85
Euzebyales 57 619 47 56
Fimbriimonadales 42 0 47 40
Flavobacteriales 42 73 27 174
Fusobacteriales 24 0 27 29
Gaiellales 47 114 26 102
Gemmatimonadales 168 0 24 38
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Halanaerobiales 75 31 24 21
Halobacteriales 27 175 23 44
Herpetosiphonales 16 17 23 1
Hydrogenophilales 3 3 20 191
Ignavibacteriales 14 5 19 7
Kallotenuales 12 149 17 4
Ktedonobacterales 10 37 16 31
Lactobacillales 1 10 11 85
Legionellales 5 0 9 il
Methanomicrobiales 11 10 6 3
Methylophilales 1 5 4 8
Myxococcales 0 0 4 0
Neisseriales 7 0 3 18
Nitrosomonadales 3 9 3 10
Nitrososphaerales 1 0 3 2
Nitrospirales 0 0 3 0
Oceanospirillales 0 0 3 0
Oligoflexales 3 0 2 8
Opitutales 2 0 2 5
Pasteurellales 0 0 2 3
Phycisphaerales 8 0 1 0
Planctomycetales 4 0 1 3
Procabacteriales 3 0 1 g
Pseudomonadales 1 0 1 0
Rhizobiales 0 0 1 0
Rhodobacterales 0 0 1 15
Rhodocyclales 4 0 0 0
Rhodospirillales 1 0 0 5
Rickettsiales 1 11 0 2
Rubrobacterales 1 0 0 1
Selenomonadales 1 7 0 0
Sneathiellales 1 0 0 0
Solirubrobacterales 1 0 0 0
Sphaerobacterales 1 0 0 0
Sphingobacteriales 0 i 0 19
Sphingomonadales 0 0 0 1
Spirochaetales 0 0 0 1
Synergistales 0 i 0 0
Syntrophobacterales 0 0 1 0
Tepidisphaerales 0 1 0 0
Thermales 0 0 0 2
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Thermoleophilales 2 0 0 0
Thiotrichales 0 0 1 0
Verrucomicrobiales 0 1 0 0
Vibrionales 0 2 0 0
Xanthomonadales 0 99 0 0
Total 63 35 60

Anexo 4. Phylas y su nimero de secuencias, identificadas en los suelos
rizosféricos y no rizosféricos de los suelos de alta fertilidad y degradado del
cultivo de quinua.

Cantidad de secuencias
Suelo de alta fertilidad Suelo degradado
PHYLA SRF SNRF SRD SNRD
Acidobacteria 5194 9451 3714 7734
Actinobacteria 25494 24481 30292 30683
Armatimonadetes 192 235 104 165
Bacteroidetes 5535 2390 4591 1407
BRC 8 10 5 4
candidate division WPS- 424 1436 371 586
Candidatus Saccharibacteria 726 377 579 154
Chlamydiae 10 37 16 31
Chloroflexi 863 1879 619 518
Cyanobacteria/Chloroplast 488 62 784 81
Deinococcus-Thermus 16 5 20 7
Elusimicrobia 0 0 0 0
Euryarchaeota 3 9 9 0
Fibrobacteres 0 2 0 0
Firmicutes 1011 2016 561 1390
Fusobacteria 1 0 0 5
Gemmatimonadetes 640 595 567 460
Hydrogenedentes 0 1 2 0
Ignavibacteriae 0 0 0 0
Latescibacteria 12 31 5 38
Microgenomates 5 11 0 3
Nitrospirae 74 175 59 85
Pacearchaeota 0 2 0 0
Parcubacteria 0 95 48 31
Planctomycetes 835 2712 707 1385
Proteobacteria 17076 0 16586 11539
Spirochaetes 1 7 0 0
Synergistetes 1 0 0 0
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Thaumarchaeota 1 11 0 2
Verrucomicrobia 1496 1683 1386 797
Woesearchaeota 0 3 0 0
Total 24 26 22 22

Anexo 5. Clase y su nimero de secuencias, identificadas en los suelos
rizosféricos y no rizosfericos de los suelos de alta fertilidad y degradado del
cultivo de quinua.

Cantidad de secuencias
Suelo de alata fertilidad Suelo degradado
CLASSE SRF SNRF SRD SNRD

Acidobacteria_Gpl 13 36 4 19
Acidobacteria_Gp10 252 670 307 378
Acidobacteria_Gpl1l 3 4 0 4
Acidobacteria_Gp15 0 0 0 7
Acidobacteria_Gp16 1449 0 1180 2154
Acidobacteria_Gpl7 78 151 76 315
Acidobacteria_Gp18 14 13 0 7
Acidobacteria_Gp2 0 1 0 1
Acidobacteria_Gp22 0 12 0 7
Acidobacteria_Gp25 12 45 7 28
Acidobacteria_Gp3 288 437 178 264
Acidobacteria_Gp4 1125 1700 736 1379
Acidobacteria_Gp5 37 56 12 52
Acidobacteria_Gp6 1626 0 927 2623
Acidobacteria_Gp7 Pil 552 269 459
Acidobacteria_Gp9 0 0 0 0
Actinobacteria 23616 22094 28396 22094
Alphaproteobacteria 9678 0 9667 6877
Anaerolineae 27 175 23 44
Armatimonadia 75 31 24 21
Bacilli 964 1930 528 1183
Bacteroidia 0 1 0 19
Betaproteobacteria 2580 0 3149 1319
Caldilineae 126 229 86 62
Chlamydiia 10 37 16 31
Chloroflexia 109 185 104 21
Chloroplast 446 42 710 72
Chthonomonadetes 47 114 26 102
Clostridia 43 75 27 176
Cyanobacteria 36 19 51 5
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Cytophagia 1923 1123 18d.3 761
Deinococci 16 5 20 7
Deltaproteobacteria 994 0 904 1367
Epsilonproteobacteria 0 0 0 1
Erysipelotrichia 0 0 1 15
Fimbriimonadia 0 0 0 0
Flavobacteriia 1122 43 1099 16
Fusobacteriia 1 0 0 0
Gammaproteobacteria 3534 0 2639 1726
Gemmatimonadetes 640 595 567 460
Halobacteria 2 0 5 0
Ignavibacteria 0 3 0 0
Ktedonobacteria S 9 3 10
Methanomicrobia 0 0 1 0
Negativicutes 1 5 4 8
Nitrospira 74 175 59 85
Oligoflexia 8 0 1 0
Opitutae 476 192 355 103
Phycisphaerae 16 28 23 1
Planctomycetia 819 2658 684 1383
Spartobacteria 228 367 287 242
Sphingobacteriia 2201 1092 1971 523
Spirochaetia i 7 0 0
Subdivision 372 1014 236 327
Synergistia 1 0 0 0
Thermoleophilia 0 99 0 0
Thermomicrobia 113 728 130 114
Thermoplasmata 0 6 0 0
Verrucomicrobiae 179 91 276 40
Total 47 42 42 48
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Anexo 6. Familia y su numero de secuencias determinadas en los suelos
rizosféricos y no rizosféricpos de los suelos de alta fertilidad y degradado en
el cultivo de quinua.

cantidad de secuencias
suelo de alta
fertilidad suelo degradado
FAMILIA SRF SNRF SRD SNRD

Acetobacteraceae 81 0 81 109
Acidimicrobiaceae 579 1149 467 1080
Acidimicrobineae_incertae_sedis 1 136 5 8
Actinomycetaceae 0 0 0 9
Aerococcaceae 0 0 0 3
Aeromonadaceae 4 0 1 3
Alcaligenaceae 11 0 11 18
Alteromonadaceae 1 0 0 0
Anaerolineaceae 27 175 23 44
Armatimonadaceae 75 31 24 21
Aurantimonadaceae 5 0 10 0
Bacillaceae 122 637 94 222
Bacillales_Incertae Sedis XlI 30 0 118 0
Bacteriovoracaceae 35 0 48 28
Bacteroidaceae 0 0 0 1
Bdellovibrionaceae 13 0 21 11
Beijerinckiaceae 4 0 2 2
Bifidobacteriaceae 0 0 0 1
Bogoriellaceae 3 4 1 0
Bradyrhizobiaceae 98 0 146 97
Brevibacteriaceae 0 0 0 1
Brucellaceae 3 0 4 1
Burkholderiaceae 5 0 4 11
Burkholderiales_incertae_sedis 4 0 19 2
Caldilineaceae 126 229 86 62
Campylobacteraceae 0 0 0 1
Cardiobacteriaceae 0 0 i 0
Carnobacteriaceae 0 0 6 3
Caulobacteraceae 330 0 474 89
Celerinatantimonadaceae 0 0 0 2
Cellulomonadaceae 71 42 67 32
Chitinophagaceae 1671 989 1074 501
Chloroplast 446 42 710 72
Chromatiaceae 1 0 1 2
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Chthonomonadaceae 47 114 26 102
Clostridiaceae 12 16 3 11
Clostridiales_Incertae Sedis XI 2 1 1 10
Clostridiales_Incertae Sedis XVIII 0 0 0 2
Comamonadaceae 563 475 927 165
Conexibacteraceae 85 264 147 171
Coriobacteriaceae 0 0 2 3
Corynebacteriaceae 2 0 0 26
Coxiellaceae 3 0 3 13
Cryomorphaceae 12 1 66 2
Cryptosporangiaceae 8 2 3 5
Cyclobacteriaceae 43 0 39 1
Cystobacteraceae 7 0 7 117
Cytophagaceae 1264 558 822 455
Deinococcaceae 14 5 11 4
Demequinaceae 1 1 0 0
Dermabacteraceae 2 0 0 1
Dietziaceae 0 0 il 0
Ectothiorhodospiraceae 0 0 0 1
Enterobacteriaceae 168 0 24 38
Enterococcaceae 2 0 0 1
Erysipelotrichaceae 0 0 1 15
Erythrobacteraceae 87 0 50 27
Euzebyaceae h 10 11 85
Family | 6 15 2 3
Family IV 0 0 3 0
Flavobacteriaceae 1107 42 1027 14
Fusobacteriaceae 0 0 0 1
Gaiellaceae 2262 5710 1823 6389
Gemmatimonadaceae 640 595 567 460
Geobacteraceae 0 0 1 0
Geodermatophilaceae 973 501 1498 1871
Glycomycetaceae 3 12 8 13
Gracilibacteraceae 2 9 i 0
Halanaerobiaceae 0 0 3 2
Halomonadaceae Z 0 3 18
Heliobacteriaceae 0 1 1 0
Herpetosiphonaceae 82 19 76 11
Hydrogenophilaceae 1 0 1 0
Hyphomicrobiaceae 193 0 325 178
lamiaceae 92 373 183 157
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Intrasporangiaceae 860 364 523 194
Jiangellaceae 3 154 0 4
Kallotenuaceae 12 149 17 4
Kineosporiaceae 19 18 26 53
Kofleriaceae 10 0 7 41
Ktedonobacteraceae 0 6 1 1
Labilitrichaceae 15 0 9 8
Lachnospiraceae 0 2 0 9
Lactobacillaceae il 1 7 149
Legionellaceae 21 0 24 16
Leptospiraceae 1 6 0 0
Leptotrichiaceae 1 0 0 4
Leuconostocaceae 0 0 0 10
Methylobacteriaceae 248 0 425 505
Methylocystaceae 1 0 2 1
Methylophilaceae 83 0 174 5
Microbacteriaceae 1251 495 1322 478
Micrococcaceae 7465 644 11094 873
Micromonosporaceae 416 469 318 707
Moraxellaceae 77 0 148 100
Mycobacteriaceae 160 335 158 247
Myxococcaceae 7 0 7 29
Nakamurellaceae 0 1 0 0
Nannocystaceae 60 0 46 70
Neisseriaceae 3 0 1 3
Nitrosomonadaceae 42 0 47 40
Nitrososphaeraceae 1 11 0 2
Nitrospiraceae 74 175 59 85
Nocardiaceae 207 32 297 39
Nocardioidaceae 4236 3213 5057 2785
Nocardiopsaceae 0 0 2 2
Oligoflexaceae 8 0 1 0
Opitutaceae 475 190 355 101
Oscillochloridaceae 10 5 4 2
Oxalobacteraceae 1032 0 1088 194
Paenibacillaceae 67 915 33 108
Parachlamydiaceae 8 16 7 18
Pasteurellaceae 0 0 5 0
Patulibacteraceae 0 1 3 0
Peptoniphilaceae 0 0 0 1
Peptostreptococcaceae 5 11 12 112
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Phaselicystidaceae 4 0 3 5
Phyllobacteriaceae 71 0 78 62
Planctomycetaceae 815 2651 682 1383
Planococcaceae 203 102 80 70
Polyangiaceae 112 0 101 155
Porphyromonadaceae 0 0 0 7
Prevotellaceae 0 0 0 2
Procabacteriaceae il 0 0 1
Promicromonosporaceae 65 39 109 34
Propionibacteriaceae 271 318 204 391
Pseudomonadaceae 1896 0 1200 262
Pseudonocardiaceae 512 735 540 585
Rhizobiaceae 219 0 509 82
Rhizobiales incertae sedis 2 0 3 4
Rhodobacteraceae 235 0 401 68
Rhodobiaceae 11 0 6 30
Rhodocyclaceae 5 0 9 1
Rhodospirillaceae 439 0 430 526
Rhodothermaceae 4 6 il 3
Rikenellaceae 0 0 0 4
Rubrobacteraceae 961 1149 587 1228
Ruminococcaceae 12 20 7 8
Sandaracinaceae 11 0 13 9
Sanguibacteraceae 20 1 9 0
Saprospiraceae 2 11 0 0
Shewanellaceae 0 0 3 0
Simkaniaceae 0 1 0 0
Sinobacteraceae 150 0 136 269
Sneathiellaceae 4 0 0 0
Solirubrobacteraceae 481 832 611 1501
Sphaerobacteraceae 57 619 47 56
Sphingobacteriaceae 523 5 895 19
Sphingomonadaceae 6073 0 4881 3014
Spirochaetaceae 0 1 0 0
Sporichthyaceae 23 27 31 8
Staphylococcaceae 3 4 3 48
Streptococcaceae 0 2 7 22
Streptomycetaceae 220 374 363 609
Streptosporangiaceae 8 25 8 27
Synergistaceae 1 0 0 0
Syntrophobacteraceae 1 0 0 0
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Tepidisphaeraceae 16 17 23 1
Thermaceae 1 0 0 0
Thermoactinomycetaceae 6 5 6 29
Thermoleophilaceae 0 99 0 0
Thermomonosporaceae 9 10 10 17
Trueperaceae 0 0 6 1
Veillonellaceae 0 5 4 8
Verrucomicrobiaceae 179 91 276 40
Vibrionaceae 2 0 2 5
Xanthobacteraceae 17 0 24 41
Xanthomonadaceae 757 0 794 358
Total 131 79 133 141
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Anexo 7. Analisis de suelos, caracterizacion del suelo de alta fertilidad

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

Solicitante 3 PNIA
Departamento : HUANCAVELICA Provincia : HUANCAVELICA
Distrito 5 HUANDO Predio
Referencia 3 H.R. 58704-068SC-17 Fact.: Pendiente Fecha 5 02/06/17
Numero de Muestra ICiE: Analisis Mecanico Clase cic | Cationes Cambiables Suma | Suma %
Lab l Claves pH (1:1) | caco; | m.0. P K [Arena] Limo [Arcilla| Textural [ ea” [ mMg2 [ K | Na* AP +H] de de | Sat. De
(1:1) | dS/m %o % ppm ppm Y% [ % | % meq/100g Cationes| Bases | Bases

3948 B2 8.13 | 0.21 | 10.20 1.98 8.8 390 36 27 37 Fr.Ar. [ 312012808 197 | 0.94 | 0.21 0.00 | 31.20]31.20] 100
3949 F3 8.21 0.16 | 10.30 1.58 8.8 371 38 27 35 Fr.Ar. |27.84]12505]| 1.78 | 0.78 | 0.23 0.00 | 27.84 |27.84] 100
3950 FA1 7.93 ] 0.55 9.10 720 5312227 <40 27 33 Fr.Ar. | 29.60]26.92| 1.80 | 0.49 | 0.39 0.00 | 29.60 {29.60] 100
3951 FA2 7.83 | 0.78 9.10 8.7 | 61.5.]:182 44 25 31 Er.Ar. | 27.841:25.31 ]| 1.72 | 0:39.] 0i43 0.00 | 27.84 |27.84] 100
3952 FA3 7.76 | 0.76 9.70 .72 | 40.6 | 261 40 25 35 Fr.Ar. 129.76 [ 26.99] 1.72 | 0.56 | 0.49 0.00 ]29.76 |29.76] 100
3953 FAS1 787 | 0BT 9.00 I 1983.2 |F2aBifia 2 2T 31 Er.Ar. | 272012437 | 192 | 0:54 1:0:37 0.00 | 27.20|27.20] 100
3954 FAS2 8.07 | 032 9.50 1.97 il ' 18.5 |1 308 38 29 33 Fr.Ar. | 29.60]26.57 | 2.07 | 0.64 | 0.32 0.00 | 29.60 [29.60{ 100
3955 FAS3 8.00 | 0.39 9.40 2.96 | 25.9 | 287 40 27 33 Fr.Ar. [ 29.44 | 26.46| 1.98 | 0.64 | 0.36 0.00 | 29.44 129.44| 100

A = Arena ; A Fr. = Arena Franca ; Fr.A. = Franco Arenoso ; Fr. = Franco ; Fr.L. = Franco Limoso ; L = Limoso ; Fr.Ar.A. = Franco Arcillo Arenoso ; Fr.Ar. = Franco Arcilloso;
Fr.Ar.L. = Franco Arcillo Limoso ; Ar.A. = Arcilio Arenoso ; Ar.L. = Arcillo Limoso ; Ar. = Arcilloso

e
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Anexo 8. Andlisis de suelos, caracterizacion del suelo degradado

'« HOMINE M

2,
A

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

Solicitante PNIA
Departamento HUANCAVELICA Provincia HUANCAVELICA
Distrito HUANDO Predio
Referencia H.R. 58704-068SC-17 Fecha 02/06/17
Numero de Muestra CE Analisis Mecanico Clase cic | Cationes Cambi Suma | Suma %
Lab l Claves pH (1:1) | caco, | MO P K [Arena] Limo [Arcilla] Textural | Ca? [ mg” | kK [ Na” JAIrP s 1’| de de | Sat De
(1:1) | asS/m % % ppm | ppm % | % | % meq/100g C. Bases | Bases
3938 D1 7.80 0.57 | 14.30 108 | 334 48 42 K 7 FrAr. | 21.44 .88 92 0.30 0.34 0.00 2144 |21 44 00
3938 2 3.13 0.16 4.30 0.63 4.7 )0 4 E 7 FrAr. | 21.60 .09 .82 047 0.23 0.00 21.60 |21.60 00
3940 3 27 0.12 | 16.80 0.17 | 34 3¢ 35 7 Fr.Ar. | 22.08] 1 340 LS 0.15 00 22.08 |22 08 )0
3941 DA1 7 1.28 | 14.00 0.92 77 .6 K 4z 3 7 FrAr | 22.40]20.00| 1.80 0.3¢ 24 00 22.40 |22 40 00
3942 DA2 784 | 087 | 13.90 86 | 599 | 106 | 42 25 29 | FrAr [22.40[2007 ] 1. 0. 0.32 | 0.00 [22.40[22.40| 100
3943 —DA3 824 | 013 | 17.30 02 | 63 77 | as 29 | 27 | FrAr 2208|2033 1. 0.33 | 023 | 000 |2208[2208] 100
3944 DAST 791 | 052 | 13.50 4 333 | 119 | 42 27 Fr.Ar._| 2352 28] 4t 0.22 [ 0. .00 3.52 [2352] 100
394 DAS2 7.89 0.4 3.50 .6( 26.2 108 40 31 € Fr.Ar. | 24.00 BE R-¥ 0.22 0.2 0.00 4.00 4 00 00
394¢ DAS3 7 84 0.55 3.50 .52 | 28. 135 42 29 2¢€ FrAr. | 2528 | 23.03 X4 0.25 0.2 0.00 2528 | 2528 100
3947 F1 8.16 0.19 0.10 2.07 8.0 439 | 40 27 33 FrAr. | 27.20 3.92 .BE 1.23 0 0.00 27.20 |27.20 100

A = Arena . AFr = Arena Franca . Fr A = Franco Arenoso ; Fr. = Franco . Fr.L. = Franco Limoso ; L = Limoso . Fr Ar A = Franco Arcillo Arenoso . Fr Ar = Franco Arcilloso,
FrArL = Franco Arcillo Limoso . Ar A = Arcillo Arencso ; ArL. = Arcillo Limoso ; Ar = Arcilloso
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Anexo 9. Analis foliar del cultivo de quinua del suelo de alta fertilidad

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS FOLIAR

SOLICITANTE 3 PNIA

PROCEDENCIA 3 HUANCAVELICAY HUANCAVELICA/ HUANDO

MUESTRA DE 3 HOJAS DE QUINUA

REFERENCIA g H.R. 58705

FECHA 3 02/06/2017

N. CLAVE DE N (= K Ca Mg S Na Zn Cu Mn Fe B M. S

Lab. CAMPO Yo % % % Y% %o % ppm ppm ppm ppm ppmM Yo
3673 F1 3.40 0.31 3:.Z5 2.09 0.70 0.36 0.02 48 5 244 109 40 21.89
3674 F2 3.90 0.33 4.15 2.48 0.89 0.32 0.02 49 5 235 A9, 50 20.90
3675 F3 3.40 0.27 3.80 2.17 0.71 0.30 0.03 37 5 239 87 35 22.48
3676 FA1 5.10 0.37 4.10 2.53 0.90 0.29 0.02 31 5 207 142 36 20.03
3877 FA2 6.00 0.35 4.20 2.65 1.00 0.27 0.03 31 4 194 81 35 19.92
3678 FA3 6.00 0.34 3.80 2.77. 0.9 0.30 0.03 41 8 172 101 33 19.31
3679 FAS1 3.80 0.31 4.23 3.18 1.1 0:31 0.02 30 6 211 195 46 2111
3680 FAS2 4.60 0.30 3.10 2.94 0.93 0.30 0.02 35 (<] 162 103 40 19.26
3681 FAS3 4.60 0.25 3120 2.90 1.13 0.34 0.02 39 12 142 100 50 20.14

Cs > 2
= /m/>
Y Garc rgge,zg/>
de Laboratorio
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Anexo 10. Analisis foliar del cultivo de quinua del suelo degradado

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS FOLIAR

SOLICITANTE 3 PNIA

PROCEDENCIA . HUANCAVELICA HUANCAVELICA/ HUANDO

MUESTRA DE : HOJAS DE QUINUA

REFERENCIA H H.R. 58705

FECHA . 02/06/2017

N. CLAVE DE N £ K Ca Mg S Na zn Cu Mn Fe B M.S.

Lab. CAMPO Yo Y% % % % % Yo ppm ppm ppm ppm ppm Y%
3664 D1 3.10 0.27 4.05 2.97 1.03 0.30 0.03 48 4 208 85 36 2210
3665 D2 4.40 0.29 5.15 2.66 0.87 0.22 0.02 45 6 132 113 30 20.70
3666 D3 3.60 0.24 4.20 3.69 0.96 0.20 0.03 36 5 167 91 32 21.82
3667 DA1 4.80 0.39 4.58 2.87 1.00 0.25 0.02 44 8 118 110 19 21.01
3668 DA2 4.80 0.23 4.75 2.59 1.01 0.24 0.03 47 8 142 138 23 18.47
3669 DA3 4.80 0.36 4.10 2.48 1.01 0.26 0.03 47 8 114 104 16 20.00
3670 DAS1 5.00 0.34 5.20 2.67 .15 0.28 0.03 32 6 109 134 20 20.67
3671 DAS2 5.40 0.28 4.78 3.03 1.10 0.28 0.02 29 6 120 122 22 20.76
3672 DAS3 5.40 0.35 4.80 2.86 1.15 0.30 0.02 37 % 162 124 22 20.13

Gorcix
Garcia dez
Jef 70
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Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
General General General Independiente Extraccion de ADN:
¢Qué generos | Caracterizar Ho: La poblacién bacteriana | v Suelo rizosferico de quinua | Descrito por power soild

bacterianos se hallan
hospedadas en la
rizésfera de quinua
(Chenopodium

quinoa Willd)
cultivada en suelo de
alta  fertilidad vy
degradado, en
Huando —
Huancavelica?

poblaciones bacterianas
asociadas a la rizdsfera
de quinua cultivada en
suelo de alta fertilidad y
suelo degradado,
empleando el método
independiente de cultivo
celular, en Huando-
Huancavelica.

asociada a la rizosfera de quinua,
evaluada mediante el método
independiente, no difieren en
siembras realizadas en suelos de
alta fertilidad y degradado, en
Huando- Huancavelica.

Ha: La poblacion bacteriana
asociada a la rizosfera de quinua,
evaluada mediante el método
independiente, difieren  en
siembras realizadas en suelos de
alta fertilidad y degradado, en
Huando- Huancavelica.

sembrada en suelo de alta
fertilidad

v Suelo rizosferico de quinua
sembrada en suelo degradado

v" Suelo no rizosferico de quinua
sembrada en suelo de alta
fertilidad

v" Suelo no rizosferico de quinua
sembrada en suelo degradado

Especificos

e Determinar los
géneros bacterianos de

Dependiente

MOBIO espresa fabricante de
este producto especifico para la
extraccion de ADN de muestras
de suelo.

Secuenciacion:

La metodologia empleada es
Illumina Miseq, 2017.

Analisis bioinformatico:

Se procesaran los datos con
programas: FQ, RDP 11, SEED
2.01, Mothur y Excel.
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la rizésfera y suelo no
rizosférico de quinua
cultivada en suelo de
alta fertilidad.

e Determinar los
géneros bacterianos de
la riz6sfera y suelo no
rizosférico de quinua
cultivada en suelo
degradado.

v' Géneros bacterianos en la
rizosfera de quinua sembrada en
suelo de alta fertilidad

v’ Géneros bacterianos en el suelo
no rizosferérico de quinua
sembrada en suelo de alta
fertilidad.

v Géneros bacterianos en la
rizosfera de quinua sembrada en
suelo degradado.

v" Géneros bacterianos en el suelo
no rizosferérico de quinua
sembrada en suelo degradado.
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