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RESUMEN EJECUTIVO

El cultivo de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) enfrenta una amenaza significativa
por la infeccion de mildiu (Peronospora variabilis Gaum.), capaz de reducir los
rendimientos hasta en un noventa por ciento, lo cual representa un serio obstaculo para
la seguridad alimentaria en zonas de gran altitud. Ante esta problematica, se propuso
el uso de suelos supresivos como tratamiento bioldgico, ofreciendo una alternativa
ecoldgica y econdmica frente al uso de fungicidas sintéticos. Para esto se desarrollo
un analisis comparativo entre suelos supresivos y conductivos, evaluando sus
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas, incluyendo anélisis metagendmicos
para identificar la diversidad microbiana presente. A partir del suelo supresivo se
elabord un bioinsumo que fue evaluado mediante pruebas in vitro para determinar su
capacidad biocontroladora frente a P variabilis, y posteriormente validado en
condiciones de invernadero mediante la inoculacion en plantas de quinua. Los
resultados revelaron que el suelo supresivo presentd un pH ligeramente mas acido,
mayor contenido de materia organica y una diversidad microbiana significativamente
superior, condiciones que favorecen el establecimiento de microorganismos
antagonistas. El bioinsumo elaborado inhibié completamente el crecimiento del
patogeno en laboratorio y, en invernadero, las plantas tratadas presentaron una
supervivencia del cien por ciento, en contraste con la elevada mortalidad observada en
los controles. Lo que se comprobd que el uso de suelos supresivos y bioinsumos
derivados, apoyado por el andlisis microbiologico con enfoque metagendomico,
representa una estrategia efectiva, sostenible y alineada con los principios de la

agricultura ecologica para el control del mildiu en quinua.

Palabras clave: quinua, mildiu, suelos supresivos, bioinsumo, metagendémica
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ABSTRACT

Quinoa cultivation (Chenopodium quinoa Willd.) faces a significant threat from
downy mildew infection (Peronospora variabilis Gaum.), which can reduce yields by
up to 90%, posing a serious obstacle to food security in high-altitude areas. In response
to this problem, the use of suppressive soils as a biological treatment was proposed,
offering an ecological and economical alternative to the use of synthetic fungicides.
To this end, a comparative analysis was developed between suppressive and
conductive soils, evaluating their physicochemical and microbiological characteristics,
including metagenomic analyses to identify the microbial diversity present. A bio-
input was produced from the suppressive soil and evaluated through in vitro tests to
determine its biocontrol capacity against P. variabilis, and subsequently validated
under greenhouse conditions through inoculation in quinoa plants. The results revealed
that the suppressive soil had a slightly more acidic pH, higher organic matter content,
and significantly higher microbial diversity, conditions that favor the establishment of
antagonistic microorganisms. The bioinput completely inhibited the growth of the
pathogen in the laboratory, and in the greenhouse, the treated plants had a 100%
survival rate, in contrast to the high mortality observed in the controls. This proved
that the use of suppressive soils and derived bio-inputs, supported by microbiological
analysis with a metagenomic approach, represents an effective, sustainable strategy for

controlling mildew in quinoa that is aligned with the principles of organic farming.

Keywords: quinoa, downy mildew, suppressive soils, bio-input, metagenomic.
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CAPITULO L.- MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes investigativos

1.1.1. Justificacion

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cultivo esencial en regiones de altitudes
elevadas, gracias a su alto valor nutricional y capacidad de adaptacion a climas
adversos. Sin embargo, enfrenta serias amenazas, como el mildiu causado por
Peronospora variabilis Gaum., que puede reducir los rendimientos en un 50% en
cultivares tolerantes y hasta en un 90% en los mas susceptibles (Colque-Little et al.,
2021). La infeccidon por mildiu en quinua puede ser provocada por diversas causas,
siendo las principales la alta humedad, la facilidad del patogeno para dispersarse
mediante esporas y la presencia del reservorio Chenopodium album (Kara et al.,
2020). P. variabilis no solo infecta los cultivos activos, sino que también tiene la
capacidad de sobrevivir en el suelo y en restos de plantas infectadas, lo que facilita su
reaparicion en temporadas siguientes (Chavez-Centeno et al., 2024). Para controlar
esta enfermedad, se suelen emplear fungicidas quimicos que elevan los costos de
produccion y representan riesgos ambientales y de salud al acumularse en el entorno
(Puerto Rodriguez et al., 2014). Esta situacion destaca la necesidad urgente de
encontrar métodos de manejo mas sostenibles y seguros. Una alternativa natural es el
uso de suelos supresivos, que aprovecha microorganismos benéficos para controlar

patogenos de forma ecoldgica y econdmica.

El objeto de esta investigacion es evaluar el uso de suelos supresivos como una
estrategia biologica sostenible para controlar el mildiu en el cultivo de quinua,
evitando asi la dependencia de fungicidas quimicos. Estudios recientes han
demostrado que los suelos supresivos, ricos en microorganismos benéficos como
ciertos hongos y bacterias, pueden limitar naturalmente el crecimiento de patdogenos
mediante competencia por nutrientes, liberacion de compuestos antimicrobianos y
creacion de condiciones adversas para el mildiu (Rollano-Peiialoza et al., 2022). Por
ejemplo, un estudio en cultivos de hortalizas mostrd que la incorporacion de bacterias

especificas en suelos propensos a enfermedades redujo significativamente la
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incidencia de hongos bajo condiciones de alta humedad, similares a las que favorecen
la propagacion del mildiu en la quinua (Lv et al., 2024). Ademas, han indicado que el
uso de suelos supresivos no solo disminuye los costos de produccion al reducir la
dependencia de agroquimicos, sino que también mejora la salud del suelo a largo
plazo, aportando beneficios a la productividad futura de los cultivos (Chavez-Centeno

et al., 2024).

Por lo que, considerando los anteriores antecedentes, este estudio propone que el uso
de suelos supresivos es una estrategia eficaz para reducir la incidencia del mildiu en el
cultivo de quinua, minimizando asi la necesidad de fungicidas quimicos. Esta
investigacion se centrard en evaluar la efectividad de estos suelos, que cuentan con
microorganismos benéficos capaces de inhibir el crecimiento de P. variabilis, esta
alternativa proporcionaria un método de control mas sostenible, reduciendo los costos

de produccion y el impacto ambiental de la agricultura de quinua.

1.1.2. Peronospora variabilis Gaum

1.1.2.1. Clasificacion taxonomica

Peronospora variabilis Gaum es un oomiceto patdgeno perteneciente a la
familia Peronosporaceae dentro del orden Peronosporales en el filo Oomycota
(Schoch et al., 2020). Este microorganismo se clasifica en el reino Stramenopiles, y
se destaca por su caracter de patogeno obligado, es decir, requiere células vivas del
huésped para completar su ciclo de vida, lo que lo convierte en un agente devastador
en cultivos susceptibles (Thines & Choi, 2016). En cuanto a su clasificacion, dentro
de los oomicetos, P. variabilis se agrupa en la clase Oomycetes, que incluye patdgenos
con caracteristicas similares, que suelen infectar plantas de gran relevancia agricola,
especialmente en regiones con condiciones himedas y templadas (Ramirez Maguiiia

et al., 2020).



1.1.2.2. Caracteristicas morfologicas y ciclo biologico

P. variabilis presenta hifas cenociticas multinucleadas y esporangioforos
ramificados dicotdmicamente, que miden entre 240 y 580 um de longitud. Las esporas
son elipsoidales, de color olivaceo con un tinte grisiceo, y poseen una papila apical
transliicida. Estas estructuras permiten la identificacion del patéogeno bajo el

microscopio y son fundamentales para su diagnostico (Choi et al., 2020).

El ciclo biologico incluye fases asexual y sexual. En la fase asexual, los esporangios
germinan directamente, formando tubos germinativos que penetran en el tejido foliar.
La fase sexual se caracteriza por la formacion de oosporas, estructuras de resistencia
que pueden sobrevivir en semillas o restos de cultivos anteriores, sirviendo como

fuente de indculo en nuevas temporadas (Calder6n-Gonzalez et., 2023).

1.1.2.3. Condiciones ambientales favorables para el desarrollo de

Peronospora variabilis Gaum

El desarrollo de P. variabilis, causante del mildiu velloso en la quinua, esta
directamente influenciado por condiciones ambientales especificas. Este oomiceto se
favorece de temperaturas moderadas, entre 15 °C y 22 °C, y altos niveles de humedad
relativa, superiores al 90 %, factores que cominmente se presentan en las regiones
altoandinas durante la temporada de lluvias (Choi et al., 2020). La presencia
prolongada de agua libre sobre las hojas, proveniente de rocio o lluvias, permite que
las esporas germinen y penetren a través de los estomas, facilitando asi la infeccion
del hospedero (Danielsen et al., 2022). Estas condiciones son especialmente criticas
durante las primeras etapas del desarrollo de la planta, cuando el tejido es mas

susceptible al ataque del patogeno (Ali et al., 2021).

Ademas, las practicas agricolas que aumentan la humedad en el dosel del cultivo, como
la siembra densa o la falta de poda, favorecen ain mas la propagacion de la
enfermedad. En estas condiciones, P. variabilis puede esporular intensamente en el
envés de las hojas, aumentando la diseminacion a plantas cercanas (Morales et al.,

2021). Este patogeno también puede sobrevivir como oospora en residuos de cultivos



o en el suelo, activandose nuevamente cuando se restablecen las condiciones
climaticas 6ptimas (Otazu et al., 2020). Por esta razon, el manejo efectivo del mildiu
en quinua debe incluir medidas como monitoreo climatico, rotacion de cultivos y

empleo de variedades resistentes (Pérez-Aguilar et al., 2023).

1.1.3. Signos y Sintomas de Peronospora variabilis Gaum

La infeccion por P. variabilis se manifiesta inicialmente en las hojas inferiores
de la planta con manchas cloréticas y defoliacion posterior, lo cual reduce el area
fotosintética y afecta su capacidad productiva. Conforme avanza la enfermedad, las
plantas pueden sufrir defoliacion prematura, comprometiendo asi su capacidad
fotosintética y el desarrollo normal del grano, ya que el patégeno puede infectar flores
y semillas (Ramirez Maguiiia et al., 2020). Ademas, las zonas afectadas en las hojas
se decoloran y, a menudo, se vuelven marrones o negras. Este signo es tipico en etapas
avanzadas de la infeccion, cuando el mildiu ha impactado severamente la salud de la

planta (Rollano-Peiialoza et al., 2022).

Se ha revelado la existencia de infecciones sistémicas cuando la infeccion ocurre en
etapas tempranas del desarrollo (Colque-Little et al., 2021). En estos casos, ademas
de los sintomas foliares tipicos, se observan alteraciones morfologicas como reduccion
generalizada del crecimiento, distorsion de érganos, y en casos Severos, necrosis y

muerte de plantas jovenes.

1.1.3.1. Pérdidas econdomicas asociadas a la enfermedad en la quinua

Como consecuencia de esto, la presencia de P. variabilis ocasiona importantes
pérdidas a nivel econdmico en paises y continentes donde la quinua es cultivada, lo
que genera reduccion del rendimiento entre el 35% y del 99 % en variedades tolerantes
y susceptibles, respectivamente. Ademds, puede propagarse rapidamente en
condiciones favorables, afectando extensas areas de cultivo en poco tiempo si no se

implementan medidas de control oportunas (Aguilar et al., 2020).



Ademas del impacto en el rendimiento, la calidad del grano también se ve
comprometida. La infeccion por P. variabilis puede disminuir el contenido nutricional
de las semillas y afectar su viabilidad, lo que repercute negativamente en su valor
comercial y en la confianza de los mercados internacionales. Esto es particularmente
preocupante para paises exportadores de quinua, donde la reputacion del producto en

los mercados globales es crucial (Chavez et al., 2024).

La presencia de oosporas en las semillas infectadas también plantea desafios para el
comercio internacional. La deteccion de estas estructuras puede llevar a restricciones
comerciales y a la necesidad de implementar medidas de cuarentena, lo que genera

costos adicionales para los productores y exportadores.

1.1.3.2. Métodos de diagnostico en campo y laboratorio de Peronospora

variabilis Gaum

1.1.3.2.1. Métodos de diagndstico en campo de Peronospora variabilis Gaum

El diagnoéstico en campo se basa principalmente en la identificacion visual de
sintomas y signos asociados con la infeccion por P. variabilis. Los sintomas tipicos
incluyen manchas cloroéticas en el haz de las hojas, que pueden evolucionar a lesiones
necroéticas, y una esporulacion de color gris violeta en el envés. Estas caracteristicas
son indicativas de la presencia del patdogeno y permiten una deteccion rapida en

condiciones de campo (Chavez et al., 2024).

Sin embargo, la precision del diagnostico visual puede verse comprometida por la
similitud de los sintomas con los causados por otros patdogenos o factores abidticos.
Por lo tanto, es recomendable complementar la observacion visual con otras técnicas,
como el uso de lupas o microscopios portatiles, que permiten una inspeccion mas

detallada de las estructuras del patogeno.



1.1.3.2.2. Métodos de diagndstico en laboratorio de Peronospora variabilis Gaum

Los métodos de diagnostico en laboratorio ofrecen una mayor precision en la
deteccion de P variabilis. La técnica de PCR basada en sondas de hidrolisis ha
demostrado ser altamente sensible y especifica para la deteccion del patégeno en
semillas y tejidos vegetales. Esta metodologia puede detectar cantidades minimas de
ADN del patdégeno, lo que permite una identificacién temprana y precisa de la

infeccion (Testen et al., 2024).

Ademéds, se ha desarrollado un ensayo de qPCR que incluye un control interno
competitivo, lo que mejora la confiabilidad de los resultados. Este ensayo ha sido
aplicado con éxito para cuantificar el patégeno en semillas de quinua, proporcionando
informacion valiosa sobre la carga del patégeno y la eficacia de las estrategias de

control implementada.

1.1.4. Quinua (Chenopodium quinoa Willd)

1.1.4.1. Origen

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un pseudocereal andino que ha sido
cultivado desde épocas precolombinas en los territorios actualmente comprendidos por
Bolivia, Pert, Ecuador y el sur de Colombia. Este cultivo, domesticado hace més de
5.000 afios, posee una notable adaptabilidad a distintas condiciones agroclimaticas, lo
cual le permite desarrollarse en un amplio rango altitudinal que va desde el nivel del

mar hasta aproximadamente los 4.000 m s. n. m. (Basantes-Morales et al., 2019).

Durante la colonizacion espafiola, el cultivo de la quinua fue desplazado por cereales
introducidos como el trigo y la cebada, lo que llevd a una disminuciéon en su
produccion y consumo. Sin embargo, las comunidades indigenas conservaron su
cultivo y conocimiento ancestral. En las ultimas décadas, la quinua ha ganado
reconocimiento mundial por su alto valor nutricional y su adaptabilidad a diversas
condiciones agroecologicas, lo que ha impulsado su cultivo en mas de 70 paises

(Bazile et al., 2022).



1.1.4.2. Clasificacion taxonomica

La quinua pertenece al reino Plantae, division Tracheophyta, clase
Magnoliopsida, orden Caryophyllales, familia Amaranthaceae, subfamilia
Chenopodioideae, y género Chenopodium, siendo su nombre cientifico completo
Chenopodium quinoa Willd. (Bazile et al., 2021). Aunque durante mucho tiempo fue
incluida en la familia Chenopodiaceae, estudios filogenéticos recientes reubicaron este
grupo como parte de la familia Amaranthaceae, basandose en evidencias moleculares
y morfoldgicas (Kadereit et al., 2020). Esta familia incluye también especies como la
espinaca (Spinacia oleracea) y la remolacha (Beta vulgaris), con las que comparte

ciertas caracteristicas fisiologicas y ecologicas.

A diferencia de los cereales tradicionales, la quinua es considerada un pseudocereal,
ya que no pertenece a la familia de las gramineas (Poaceae), pero sus semillas se
consumen y utilizan de manera similar a los granos (Mastebroek et al., 2023). El
género Chenopodium incluye mas de 250 especies, muchas de las cuales tienen
importancia agricola o ecoldgica. Un rasgo distintivo de C. quinoa es la morfologia de
sus hojas, que recuerda a una huella palmeada, de donde proviene su nombre (del
griego chen = ganso y pous = pie). Ademas, estudios taxondémicos han revelado una
gran diversidad genética dentro de la especie, reflejo de su domesticacion en distintas

zonas agroecologicas de los Andes (Zurita-Silva et al., 2022).

1.1.4.3. Importancia nutricional y econdmica

Es reconocida mundialmente por su alto valor nutricional, lo que ha llevado a
su clasificacion como un “superalimento”. A diferencia de otros cereales, contiene
todos los aminoécidos esenciales, lo que la convierte en una fuente de proteina
completa, ideal para personas con dietas vegetarianas o con restricciones alimenticias
(Nowak et al., 2023). Ademas, es rica en minerales como hierro, magnesio, zinc y
potasio, asi como en vitaminas del complejo B y acidos grasos insaturados. También
es naturalmente libre de gluten, lo que la hace apta para personas con enfermedad

celiaca o sensibilidad al gluten (Tang et al., 2022). Diversos estudios han mostrado



que su consumo regular puede tener efectos positivos en la salud metabolica, ayudando

a controlar el colesterol y el azucar en sangre, asi como mejorando la salud intestinal.

En cuanto a su importancia econémica, la quinua se ha consolidado como un cultivo
estratégico, especialmente en regiones andinas como Bolivia, Pert y Ecuador, pero
también en paises no tradicionales como Estados Unidos, Canadda, India y varias
naciones de Europa. El auge de la demanda internacional ha abierto nuevas
oportunidades comerciales para los pequefios productores andinos, al mismo tiempo
que ha generado desafios relacionados con la sostenibilidad y la conservacion de
variedades nativas (Rojas et al., 2021). A pesar de estos retos, la quinua sigue siendo
un cultivo altamente rentable por su adaptabilidad a diferentes condiciones climaticas,
incluidos suelos salinos y zonas con sequia o altitudes elevadas. Estas caracteristicas
hacen de la quinua una alternativa viable frente al cambio climatico y la inseguridad

alimentaria global (Bazile et al., 2016).

1.1.4.4. Condiciones optimas de cultivo

La quinua es un cultivo notable por su adaptabilidad a diversas condiciones
agroecologicas, lo que le permite crecer desde el nivel del mar hasta altitudes
superiores a los 4.000 m s.n.m. Prefiere suelos bien drenados con un pH entre 6,0 y
8,5, y muestra tolerancia a suelos salinos y de baja fertilidad, caracteristicas que la
hacen adecuada para regiones con limitaciones edéficas y climaticas (Zurita-Silva et
al., 2022). Aunque puede soportar temperaturas bajas, el rango Optimo para su
desarrollo se sittia entre 15 °C y 20 °C. Las heladas durante la floracion pueden afectar
negativamente el rendimiento, aunque algunas variedades han desarrollado cierta

resistencia a estas condiciones (Bazile et al., 2021).

En cuanto a las necesidades hidricas, la quinua es eficiente en el uso del agua y puede
tolerar periodos de sequia moderada. Sin embargo, una disponibilidad adecuada de
humedad durante las etapas de floracion y llenado de grano es crucial para maximizar
el rendimiento. Préacticas agrondmicas sostenibles, como la rotacion de cultivos, el uso
de compost y biochar, y una fertilizacion equilibrada, han demostrado mejorar la

productividad y la calidad del grano, especialmente en condiciones de estrés hidrico



(Pulvento et al., 2022). Ademas, el manejo adecuado de la densidad de siembra y el
control de malezas son esenciales para optimizar el crecimiento y minimizar las

pérdidas por competencia (Harty et al., 2023).

1.1.4.5. Enfermedades comunes en la Quinua

La reciente expansion del cultivo de quinua a nuevas regiones ecologicas ha
traido consigo un incremento tanto en la diversidad como en la severidad de
enfermedades que la afectan. Entre los principales organismos responsables se
encuentran los oomicetos y hongos fitopatégenos, los cuales representan una amenaza
considerable para la produccion, especialmente en sistemas de cultivo intensivo. Las
enfermedades infecciosas no solo comprometen el rendimiento del cultivo, sino que
también inciden negativamente en la calidad de la semilla y la estabilidad econémica

de los pequefios productores (Beccari et al., 2021).

Uno de los patdogenos més relevantes en este contexto es el oomiceto Peronospora
variabilis Gdum., causante del mildit velloso, considerada la enfermedad mas
importante en la quinua a nivel mundial. Se manifiesta en las hojas con manchas
clordticas en el haz y una capa grisadcea afelpada en el envés, generando necrosis
progresiva y debilitamiento general de la planta. Su alta capacidad de dispersion y su
persistencia en condiciones humedas han hecho de este patégeno un problema
recurrente en paises andinos como Ecuador, Pert1 y Bolivia (Rollano-Pefialoza et al.,

2022).

Otra enfermedad de alta incidencia es la mancha foliar de la quinua, provocada por
especies del género Ascochyta, principalmente A. hyalospora y A. chenopodii. Estas
infecciones, inicialmente detectadas en semillas provenientes del altiplano boliviano,
provocan lesiones blanquecinas y necrosis tanto en hojas como en tallos (Testen et al.,
2013). En Ecuador, su presencia fue documentada por primera vez en 2009 con el
nombre comun de “ojo de gallo”, caracterizada por lesiones redondeadas con un centro
oscuro. Mas adelante, se identifico a Cercospora spp. como otro agente causal de este
tipo de manchas, cuyo patrén sintomatoldgico puede confundirse con el de otras

enfermedades foliares (Peralta, 2009).



Entre los hongos mas agresivos que afectan la parte aérea de la planta también se
encuentra Passalora dubia, cuyo desarrollo genera lesiones redondeadas u ovaladas
de menos de 1 cm de didmetro, de color marréon oscuro o gris negruzco, con bordes
rojizos. Estas lesiones afectan la capacidad fotosintética de la planta, favoreciendo su

debilitamiento progresivo (Testen et al., 2013).

En cuanto a enfermedades que comprometen el tallo y las raices, destacan varios
hongos responsables de la pudricion parda del tallo, entre ellos Phoma exigua, Botrytis
cinerea, Colletotrichum dematium, Macrophomina phaseolina, y especies de
Curvularia. Esta patologia debilita la estructura del tallo, causando marchitez,
reduccion del crecimiento y eventualmente la muerte de la planta. A su vez, la
pudricion de la corona puede ser inducida por patdégenos del suelo como Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, F. solani, F. moniliforme y Sclerotium sclerotiorum

(Beccari et al., 2021).

El marchitamiento también ha sido atribuido a infecciones mixtas, donde dominan
especies de Fusarium, junto con otros agentes como Ascochyta rabiei, Sclerotinia
sclerotiorum y R. solani. En hojas con clorosis o necrosis se ha logrado aislar una
amplia diversidad de hongos, incluyendo Melanospora zamiae, Botryodiplodia
theobromae, Phoma sorghina y Nigrospora oryzae, entre otros. Por otro lado, la
presencia de moho gris, generalmente asociada con condiciones de alta humedad, suele

estar relacionada con Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum (NEBIE et al., 2024).

De modo que, el manejo integrado de enfermedades resulta fundamental, e incluye el
uso de variedades resistentes, rotacion de cultivos, control bioldgico y practicas
culturales adecuadas para evitar el establecimiento y diseminacion de estos patogenos.
Ademas, la identificacion precisa de los agentes causales y su biologia es crucial para
disefiar estrategias de manejo efectivas que garanticen la sostenibilidad del cultivo en

los diferentes sistemas de produccion (Beccari et al., 2021).
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1.1.5. Tratamiento y soluciones tradicionales de Peronospora variabilis Gaum

1.1.5.1. Control quimico de Peronospora variabilis Gaum

El mildiu velloso, causado por el oomiceto Peronospora variabilis, representa
una de las principales amenazas fitosanitarias para el cultivo de quinua, especialmente
en regiones con alta humedad. Dentro de los fungicidas mas utilizados para el control
de enfermedades foliares causadas por oomicetos se encuentran los inhibidores de la
sintesis de esteroles, como los inhibidores de la dimetilacion (IDM), y compuestos mas
recientes como los fenilpirroles (PP), que presentan mecanismos de accion especificos

sobre la membrana celular fingica (Khalifa et al., 2024).

Uno de los fungicidas mas comunmente empleados para el manejo del mildiu en
cultivos como la quinua es el metalaxil (Ridomil®), un compuesto sistémico del grupo

de los acilalaninas que inhibe la sintesis de ARN en oomicetos (Leon et al., 2022).

1.1.5.2. Manejo agronémico de Peronospora variabilis Gaum

El manejo agrondomico adecuado es esencial para mitigar el impacto de esta
enfermedad y garantizar la sostenibilidad del cultivo. Una estrategia clave en el manejo
agrondmico es la implementacion de practicas culturales que reduzcan la incidencia y
severidad del mildiu velloso. Estas incluyen la rotacion de cultivos, el uso de semillas
certificadas libres de patdgenos, la eliminacion de residuos de cultivos infectados y la
optimizacion de la densidad de siembra para mejorar la circulacion del aire y reducir
la humedad en el dosel de las plantas (Calderéon-Gonzalez et al., 2023). El monitoreo
constante del cultivo y la implementacion de sistemas de alerta temprana son también
componentes esenciales del manejo agrondmico. La deteccion oportuna de sintomas
permite la aplicacion rapida de medidas de control, minimizando la propagacion del

patogeno (Taaime et al., 2023).
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1.1.5.3. Control Bioldgico de Peronospora variabilis Gaum

El control quimico ha sido una estrategia predominante, sin embargo, el uso
excesivo de fungicidas ha generado preocupaciones ambientales y la aparicion de
cepas resistentes del patdgeno. En este contexto, el control bioldgico surge como una
alternativa sostenible y ecoldgica para el manejo de esta enfermedad (Bhaik et al.,

2022).

Diversos estudios han explorado el uso de agentes de biocontrol, como bacterias y
hongos antagonistas, que pueden inhibir el crecimiento de P. variabilis mediante
mecanismos como la competencia por nutrientes y espacio, la produccion de
metabolitos antiflingicos o la induccion de respuestas de defensa en la planta huésped.
Por ejemplo, especies del género Trichoderma y bacterias del género Bacillus han
mostrado eficacia en el control de oomicetos en otros cultivos, aunque su aplicacion

especifica en quinua aun requiere mas evidencia experimental (Leon et al., 2018).

1.1.54. Desventajas del uso de quimicos en la quinua

El uso extensivo de quimicos ha generado preocupaciones debido al desarrollo
de cepas resistentes, como ha sido reportado en diversas regiones productoras.
Ademas, el uso prolongado e intensivo de estos productos puede generar desequilibrios
en los agroecosistemas, afectar organismos benéficos del suelo y contaminar cuerpos

de agua cercanos (Sharma et al., 2019).

1.1.6. Suelos supresivos

1.1.6.1. Definicion y caracteristicas principales

Los suelos supresivos constituyen un componente fundamental dentro de los
ecosistemas agricolas, debido a su capacidad para limitar o inhibir el desarrollo de
enfermedades causadas por patdgenos transmitidos por el suelo (Postma et al., 2008).
Estos suelos forman parte de un ecosistema complejo y dindmico que no solo

proporciona nutrientes a todos los organismos vivos, sino que también alberga una
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gran diversidad de microbiomas esenciales para el funcionamiento del ecosistema

(Jayaraman et al., 2021).

Estos suelos se caracterizan por albergar comunidades microbianas altamente
diversificadas y funcionales. Estas comunidades poseen rasgos multifacéticos que
promueven el crecimiento vegetal y suprimen el desarrollo de enfermedades
(Schlatter et al., 2017). A diferencia de los suelos convencionales, en los suelos
supresivos el desarrollo de enfermedades se mantiene en niveles minimos, incluso en
condiciones que normalmente serian favorables para los patogenos: es decir, en
presencia del patdgeno en el suelo y de una planta huésped susceptible (Mendes et al.,

2011).

Este tipo de supresion no implica la erradicacion total del patdgeno, sino un equilibrio
biologico en el que la comunidad microbiana del suelo impide su proliferacion y
accion patogénica. La capacidad supresiva del suelo puede deberse tanto a sus
propiedades fisicas y quimicas como a sus propiedades bioldgicas, principalmente

mediadas por el microbioma edafico Schlatter et al., 2017).

Una prueba de que la supresion es una propiedad biologica del suelo es que, al
esterilizar un suelo supresivo, este pierde su capacidad de controlar enfermedades. Por
el contrario, dicha capacidad puede transferirse parcialmente si se mezcla una pequena
cantidad de suelo supresivo con un suelo propicio o no supresor, lo cual demuestra el

papel clave del microbioma edéfico en este fenomeno (Koutika et al., 2008),

1.1.6.2. Tipos de suelos supresivos en la agricultura

1.1.6.2.1. Suelos supresivos generales

La supresion general de enfermedades es una funcion colectiva de la
comunidad microbiana del suelo, en la que multiples microorganismos actian de
forma sinérgica para antagonizar y limitar el crecimiento de poblaciones patogénicas
(Chapelle et al., 2016). A diferencia de la supresion especifica, este tipo de supresion

no se dirige a un patdgeno en particular, sino que constituye una barrera bioldgica
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generalizada, promovida por la competencia por recursos, la produccion de
metabolitos antimicrobianos y la ocupacion de nichos ecologicos por parte de

microorganismos beneficiosos (Lemanceau et al., 2017).

Esta capacidad supresora general esta fuertemente influenciada por las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo, tales como la estructura, el contenido de materia organica, la
humedad y el pH, que en conjunto crean un ambiente favorable para el desarrollo y
mantenimiento de comunidades microbianas funcionales y diversas (Hartmann et al.,

2015).

1.1.6.2.2. Suelos supresivos especificos

Los suelos supresivos especificos se caracterizan por su capacidad de limitar
el crecimiento de patogenos especificos mediante interacciones biologicas altamente
especializadas. A diferencia de la supresion general, esta forma de control de
enfermedades esta mediada por poblaciones microbianas especificas que antagonizan
directamente al patdogeno, estableciendo una interaccion antagénica definida (Kwak

& Weller, 2013).

En estos suelos, determinados microorganismos del suelo, como bacterias del género
Pseudomonas, hongos del género Trichoderma, asi como especies de Bacillus y
Streptomyces, desempefian un papel clave mediante diversos mecanismos: la
produccion de metabolitos antiflingicos o antibacterianos, la competencia especifica
por nutrientes o sitios de infeccion en las raices, la induccion de respuestas de defensa
en la planta hospedera, o estrategias de hiperparasitismo, donde el microorganismo

benéfico parasita al patogeno (Lee et al., 2023).

1.1.6.2.3. Factores que contribuyen a la supresividad del suelo

Los factores biologicos son considerados los mas determinantes en la supresividad
del suelo. La diversidad, composicion y funcionalidad del microbioma del suelo
particularmente de bacterias como Pseudomonas sp., Bacillus sp., y actinobacterias

como Streptomyces sp., asi como hongos como Trichoderma sp., juegan un papel clave

14



mediante la produccion de compuestos antimicrobianos, competencia por recursos,

induccion de defensas sistémicas en la planta y antagonismo directo (Lee et al., 2023).

Por otro lado, Las propiedades fisicas del suelo, como su textura, estructura, porosidad
y capacidad de retencion de agua afectan directamente el desarrollo y distribucion de
la microbiota beneficiosa. Suelos bien estructurados con buena aireacion y drenaje
tienden a favorecer comunidades microbianas estables y funcionales, lo que contribuye

a una mayor supresividad (Berendsen et al., 2012).

Las caracteristicas quimicas del suelo, como el pH, contenido de materia organica,
nivel de nutrientes (N, P, K), y la presencia de compuestos alelopaticos derivados de
residuos vegetales, también modulan la actividad microbiana. Por ejemplo, un pH
ligeramente acido o neutro puede favorecer la actividad de ciertos biocontroladores,
mientras que un nivel adecuado de materia organica estimula la diversidad microbiana

y la estabilidad del ecosistema edafico (Wang et al., 2019).

1.1.6.2.4. Control biologico

El uso de microorganismos de biocontrol, como Bacillus subtilis o Trichoderma
spp., ha demostrado ser eficaz en la sustitucion de tratamientos quimicos por métodos
mas ecologicos, minimizando los riesgos ambientales y promoviendo la sostenibilidad
en los agroecosistemas. Las practicas de manejo como la rotacion de cultivos, el uso
de cultivos de cobertura y la aplicacion de enmiendas organicas pueden mejorar la
supresividad de los suelos y potenciar las propiedades de biocontrol mediante el

fortalecimiento de la comunidad microbiana (Gonzalez-Leon et al., 2022).

El biocontrol en suelos supresivos no solo reduce la incidencia de enfermedades, sino
que también mejora la salud general del suelo, promueve la biodiversidad microbiana
y aumenta la resiliencia de los cultivos frente a diversos estreses bioticos y abidticos.
De esta manera, los suelos supresivos contribuyen a la agricultura sostenible al reducir

la dependencia de pesticidas y fertilizantes quimicos (Ruano & Mercado, 2015).
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1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Analizar el uso de suelos supresivos como tratamiento bioldgico contra la infeccion

del mildiu (Peronospora variabilis Gaum.) en quinua (Chenopodium quinoa Willd.).

1.2.2. Objetivos Especificos

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas de los suelos

supresivos.

o Estimar la capacidad biocontroladora in vitro de un bioinsumo elaborado a

partir del suelo supresivo contra Peronospora variabilis Gaum.

e Analizar el desarrollo de la infeccion por Peronospora variabilis Gaum. en
quinua (Chenopodium quinoa Willd) sembradas en suelos supresivos a nivel

de invernadero.
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CAPITULO IL.- METODOLOGIA

1.2. Materiales

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental, y se realiz6 en los
laboratorios académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se presenta la lista
de reactivos, material fungible, materiales adicionales y equipos empleados que se

usaron en el desarrollo de la investigacion.

Tabla 1

Lista de reactivos, material fungible, materiales adicionales y equipos.

Reactivos

Alcohol 70% 4L

Agua destilada 4L

Agua estéril 4L

Hipoclorito de sodio 3% 1L

Tampon PBS 1L

Hidréxido de Sodio 50g
Acido Sulfurico 500mL

Solucién nutritiva Hoagland 3L

Medio de cultivo PDA 1L

Carbonato de sodio anhidrido 20g

Material Fungible
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Balon de aforo 100 mL 1
Matraz Erlemeyer 250 mL 1
Tubos Eppendorf 10
Tubos de ensayo con tapa rosca 10
Papel filtro 3
Gradilla 1
Placas Petri 100
Papel aluminio 5
Vaso de precipitacion 250 mL 10
Probeta volumétrica 100 mL 2
Puntas de micropipetas 30
Vaso de precipitacion 50 mL 1
Papel industrial 1
Guantes de Nitrilo 50
Cofias 50
Materiales Adicionales
Perlita 1
Turba 1
Semillas de Quinua 400
Vasos Plasticos 100
Bandeja de Plastico 2
Cooler 2
Barreno 1
Rotulador 1
Tijeras 2
Equipos
Balanza analitica 1
pH-metro 1
Mufla 1
Incubadora 1

Balanza de humedad

Cémara de flujo laminar
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Autoclave 1

Estufa 1
Centrifuga 1
Vortex 1
Cocina 1
Refrigeradora 1
Ultra congelador 1
Centrifuga 1
Cocineta eléctrica 1
Refrigerador 1
Micropipetas (100 — 200 pL, 1000 pL) 3
Espectrofotometro 1

1.3. Meétodos

2.2.1. Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de los

suelos supresivos.

2.2.1.1. Disefio experimental
En la presente investigacion se analizé el efecto biocontrolador de suelos supresivos
contra el patdgeno Peronospora variabilis Gaum. Se manejaron los tratamientos

descritos en la siguiente Tabla 2

Tabla 2

Tratamientos por estudiar

Tratamiento Combinacién
1 Quinua + Con suelo + Infeccion
2 Quinua + Con suelo — Infeccion
3 Quinua — Suelo + Infeccion
4 Quinua — Suelo — Infeccion
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De cada tratamiento se realizé 12 réplicas biologicas y como variables de respuesta se

analiz¢ lo siguiente:

Bioinsumo a partir de suelo supresivo
e Actividad antagdnica (porcentaje de inhibicion)
e Concentracion celular

Infeccion de la planta
e Manchas clordticas en el haz de las hojas

e Eflorescencias blancas o grisiceas en el envés de las hojas

2.2.1.2. Obtencion de muestras de suelo

Las muestras de suelo se recolectaron de forma manual en zonas previamente
identificadas como potencialmente supresivas, dentro del canton Colta en la provincia
de Chimborazo. Antes de la recoleccion, se observo detalladamente el paisaje para
identificar diferencias en el terreno, la vegetacion presente y la textura del suelo
(Franzluebbers & Haney, 2018). Los puntos de muestreo fueron registrados con un
GPS, en cada punto, las muestras fueron recolectadas mediante una barrena a una
profundidad de 5 a 10 cm, ya que a esta profundidad se produciran las comunidades
microbianas mas abundantes y diversas (Kremer, 2019). Las herramientas usadas
fueron esterilizadas con alcohol al 70% antes y después de cada uso para evitar
contaminaciones. Las muestras se colocaron en fundas con zipper etiquetadas
correctamente. Para mantenerlas frescas, se transportaron en un cooler, hasta la ciudad
de Ambato — Tungurahua, en el dia 0 las muestras de suelo fueron colocadas en

bandejas plasticas para el inicio del proceso de secado.

2.2.1.3. Preparacion de suelos supresivos

Empleando la metodologia descrita por Brunelle et al., (2020), las muestras
recolectadas fueron preparadas para el andlisis fisicoquimico mediate un proceso de
secado a temperatura ambiente, con temperaturas controladas entre 20-25 °C, durante
96 horas. Una vez secas, se retiraron manualmente las rocas y restos de plantas.

Posteriormente, las muestras secas se trituraron con un mortero y se tamizaron
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utilizando un tamiz estdndar con un tamafio de malla de <2 mm. Luego, se tamizaron
nuevamente con un tamiz de 1 mm para eliminar la grava. Las submuestras recogidas
fueron homogeneizadas manualmente, garantizando una distribucion uniforme. Este
procedimiento permitid6 obtener particulas de tamafio uniforme, facilitando su

caracterizacion y posterior uso en los analisis posteriores.

Para el analisis microbiologico, se aplico la metodologia de Brunelle & Pavlovska et
al. (2021), durante la recoleccion, el suelo debe ser sacudido suavemente para
desprenderlo de las raices, evitando su secado. Las muestras fueron pasadas
rapidamente a través de un tamiz estandar de 5 mm, y posteriormente almacenadas a
4 °C en las fundas con zipper. Estas condiciones permitieron limitar la actividad

microbiana sin alterar significativamente la composicion de la comunidad microbiana.

2.2.1.4. pH del suelo

Para el analisis del pH del suelo se empleo la siguiente metodologia Chen et
al. (2019), en un vaso de precipitados, se peso 1.0 g de muestra de suelo y se mezcld
con 10 ml de agua desionizada, manteniendo una relacion suelo: agua de 1:10. Las
lecturas de pH se obtuvieron sumergiendo el electrodo/sonda de vidrio en la solucién

resultante, registrandose los valores correspondientes.

2.2.1.5. Contenido de carbono y nitrogeno

e Contenido de carbono

De acuerdo con la metodologia descrita por Breithaupt et al. (2023), se
prepararon muestras de suelos conductivos y supresivos, las cuales se colocaron en
dos bandejas de aluminio y se secaron a 105 °C durante 24 horas para eliminar la
humedad. Posteriormente, se pesaron ocho crisoles vacios (cuatro para suelos
supresivos y cuatro para suelos conductivos), registrando su peso individual. En cada
crisol se colocaron aproximadamente 5 g de muestra seca, y se anot6 el peso total del
crisol con la muestra seca (W:). Para la etapa de calcinacion, los crisoles con las

muestras fueron introducidos en una mufla a 550 °C durante 4 horas. Finalizado este
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periodo, se retiraron con pinzas y se dejaron enfriar en un desecador hasta alcanzar la
temperatura ambiente. Finalmente, se pesaron nuevamente y se registrd el peso del
crisol con las cenizas residuales (W2).

El contenido de materia organica se determindé mediante la pérdida de peso tras la

incineracion, utilizando la siguiente ecuacion:

W1 -—-W2
Peso de la muestra (g)

% Materia organica = ( ) x 100

Ecuacion 1 Contenido de Carbono

Donde
W1 = Peso seco

W2 = Peso post-incineracion

Posteriormente, el carbono organico fue estimado aplicando el factor de conversion

propuesto por Van Bemmelen, como se muestra en la ecuacion (2):

%MO)

% Carbono orgénico = (1 T4

Ecuacion 2 Contenido organico

e Contenido de nitrogeno

Para analizar el contenido de nitrégeno se utilizard la metodologia de
Michalowski et al. (2013), se pesaron aproximadamente 1 g de las muestras de suelos
y se colocaron en matraces de digestion. A continuacion, se colocd 50 ml de agua en
lg de suelo, se anadieron 3 mL del buffer de boratos y se ajust6 el pH a 9,5 con la
disolucion de hidroxido de sodio 6 mol/L. Después se anadi6 1 tabletas de catalizada
Kjeldahl en cada matraz, se afiadieron perlas de ebullicion y se agregaron 10 mL de
acido sulftirico concentrado al 98% para iniciar la etapa de digestion. La muestra fue

homogeneizada suavemente antes de proceder al calentamiento. Los matraces con las
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muestras fueron colocados en un bloque de digestion, el proceso sigui6 hasta que los
vapores generados fueron blancos y la mezcla se torno transparente con un leve color
verde, lo cual indicé la finalizacién de la digestion. Este proceso se realizd en una
sorbona y tuvo una duracidon aproximada de 1 hora 30 min. Posteriormente, las

muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente.

Para la etapa de destilacion, se afiadio 50 ml de NaOH para convertir los iones de
amonio en amoniaco. Este amoniaco fue extraido mediante destilacion por arrastre de
vapor y se capturd en un recipiente receptor que contenia 10 ml de una solucién de
acido borico y 3 gotas de indicador mixto compuesto por rojo de metilo y azul de
metileno. Este procedimiento asegur6 la transformacion completa del amonio en

amoniaco.

Para la etapa de valoracion, se retir6 el recipiente y se tituld con disolucion de acido
sulfarico 0,001 mol/L hasta que el indicador en la solucion viré de morado oscuro a
morado claro. El volumen consumido en la valoracion fue registrado, permitiendo el

calculo del contenido de nitrégeno en la muestra de suelo.

(A—B)XCx28><1000>

%Nitrogeno = ( v

Ecuacion 3 Contenido de nitrogeno

Donde:

A: Volumen de acido sulfurico gastado en la titulacion de la muestra en mL
B: Volumen de acido sulftrico gastado en la titulacion del blanco en mL
c= Concentracion de la disolucion de acido sulfurico expresada en mol/L
V: Volumen de la muestra en mL

28: Peso molecular del nitrogeno
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2.2.1.6. Analisis microbiolégico

Las muestras de suelo fueron enviadas a la empresa BIOSEQUENCE S.A.S.
(Quito, Ecuador), donde se realiz6 la extraccion de ADN vy la secuenciacion mediante
la plataforma Illumina MiSeq con lecturas paired-end. Se amplificé la regiéon V3—-V4
del gen 16S ribosomal bacteriano utilizando los  primers 341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG) y 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC). Los
cebadores fueron eliminados con Cutadapt v5.1. Tras este preprocesamiento, las
secuencias resultantes fueron procesadas con el paquete DADA2 version 1.8.1
(Callahan et al., 2016). Se realizo en el software R, generando variantes de secuencia
de amplicén (ASVs). La asignacion taxondmica se realizd6 mediante el clasificador

Naive Bayes basado en k-mer, utilizando el paquete MOTHUR (Schloss et al., 2009).

Las dos muestras fueron enrarecidas a la profundidad de la muestra con menor nimero
de lecturas (1230 lecturas), mediante submuestreo aleatorio sin reemplazo utilizando
la funcién rarefy_even depth() del paquete phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013).
Este paso permitio estandarizar la profundidad de secuenciacion y facilitar

comparaciones equitativas entre los diferentes tipos de suelo.

El analisis estadistico se realizo en RStudio (R Core Team, 2018). Se calcularon cinco
métricas de diversidad alfa: riqueza observada, Chaol, Shannon, inverso de Simpson
y evenness (Shannon/log(richness)), usando exclusivamente el paquete phyloseq. Las
graficas correspondientes fueron generadas con el paquete ggplot2 (Wickham, 2011),

permitiendo una evaluacion visual de las diferencias entre tipos de suelo.

Dado que el experimento incluy6 una sola muestra por tipo de suelo, el analisis de
abundancia diferencial se realiz6 de manera descriptiva, calculando el logz del cambio
de abundancia (log: fold change) a partir de los conteos enrarecidos por ASV. No se

realizo inferencia estadistica debido a la ausencia de réplicas biologicas.
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2.2.2. Estimacion de la capacidad biocontroladora in vitro de un bioinsumo
elaborado a partir del suelo supresivo contra Peronospora variabilis

Gaum.

2.2.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se mezclaron 10 g de suelo supresivo con 90 mL de solucién salina al 0,85 %,
se agitaron durante 30 minutos y la suspension se centrifugd a 4000 rpm por 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se inocul6 en el bioinsumo. Para la elaboracion del
bioinsumo se empled la metodologia Schmitz et al. (2022), Las cepas bacterianas se
cultivaron en medio de caldo de soja tripsinica (TSB) a 28 °C. Las cepas de
crecimiento rapido se cultivaron en TSB 1/10 durante 1 dia, mientras que las cepas de
crecimiento lento se cultivaron en TSB ' durante 5 dias. Las cepas rizobianas se
cultivaron en extracto de levadura manitol (YEM) durante 3-4 dias. Los cultivos de
cepas individuales se ajustén a una densidad final de 0,5%10% UFC ml . El bioinsumo
fue una mezcla equimolar de cepas con una concentracion final de 5x103UFC ml™! y

cada planta recibira en total 10° células.

2.2.2.2. Actividad antimicrobiana contra Peronospora variabilis Gaum

Mediante la metodologia establecida por Bokhari et al. (2019), se empled el
ensayo de cultivo dual para evaluar la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas.
El fitopatogeno P. variabilis previamente aislado, fue cultivado en placas de agar papa-
dextrosa (PDA) a 25 °C durante 10 dias y se colocaron discos de papel filtro estéril
para que el fitopatogeno pueda crecer en ellos. El bioinsumo fue colocado en discos
de papel filtro estéril, los discos fueron colocados en los extremos de la caja Petri,
Figura 1. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 7 dias, y se verifico la formacion
de una zona de aclaramiento alrededor de los discos. El tamafio de esta zona fue
utilizado como indicador del potencial de actividad de biocontrol. Como control
positivo, se empled placas inoculadas Gnicamente con el patdgeno, sin aislamientos

microbianos.
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Figura 1

Esquema del ensayo de actividad antagonica

Bioinsumo

Peronospora variabilis Gaum

2.2.2.3. Evaluacion del efecto antagonista in vitro

Se realizd pruebas de antagonismo utilizando el método de doble cultivo.
Después del periodo de incubacion, se midi6 los halos de inhibicion del crecimiento

fingico. El area de inhibicion se calcul6 utilizando la formula
d\2
rea=mx |

Ecuacién 4 Area de inhibicién
Donde d es el diametro del halo de inhibicion. Este método ha sido utilizado en

estudios previos de control biologico in vitro de P. variabilis (Charan et al., 2022).

2.2.2.4. Medicion de la inhibicion

La eficacia del bioinsumo se evalu6 en funcion del porcentaje de inhibicion del
patogeno. Se calculara el porcentaje de inhibicién comparando el area de control (sin
bioinsumo) con el drea de tratamiento (con bioinsumo), utilizando la siguiente

férmula:
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... Areadecontrol — Area de tratamiento
% de inhibicion = % 7 o~ -100
rea de contro

Ecuacion S Porcentaje de inhibicion

2.2.3. Analisis del desarrollo de la infeccion por Peronospora variabilis Gaum en
quinua (Chenopodium quinoa Willd) sembradas en suelos supresivos a nivel

de invernadero.

2.2.3.1. Aislamiento y purificacion del Patogeno

Se seleccionaron hojas de (Chenopodium quinoa wild) que presenten sintomas
caracteristicos de mildiu, como manchas cloréticas en el haz y esporulacion en el
envés. Las muestras se recolectaron de diferentes campos de cultivo para asegurar la
diversidad de los aislamientos en la provincia de Chimborazo cantéon Colta.
Posteriormente fueron desinfectadas sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito de
sodio al 1% durante 2 minutos. Se lavaran cuidadosamente en agua destilada estéril o
tampon PBS para eliminar residuos del desinfectante. Fragmentos de
aproximadamente 1 cm? de las hojas infectadas se colocaron directamente sobre placas
de medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar), el medio de cultivo se ajust6 a un pH
de 5.5 para promover el desarrollo 6ptimo del patdgeno, suplementado con antibidticos
(e.g., estreptomicina a 100 mg/L) para prevenir el crecimiento de bacterias
contaminantes Shen et al. (2024), las placas se incubaron a 20-22 °C en oscuridad por

7 a 10 dias, monitoreando la aparicion de estructuras miceliales y esporulacion.

2.2.3.2 Siembra de semillas de quinua

Siguiendo la metodologia de Khalifa et al. (2024), las semillas de quinua
fueron esterilizadas superficialmente mediante etanol al 70 % durante 1 minuto,
seguido de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 0,5 % durante 3 minutos, y enjuagadas
completamente con agua destilada estéril para eliminar cualquier contaminante.
Posteriormente, se sembraron cinco semillas en vasos de plastico de 12 oz, los cuales

estaran llenos con una mezcla de suelo caracterizado como supresivo o no supresivo y
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una proporcion 3:1 de turba mas perlita. Los vasos se mantuvieron en un invernadero
bajo condiciones controladas de temperatura (25 + 3 °C durante el diay 18 + 3,5 °C
por la noche), un fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. El riego se
realizd manualmente utilizando una solucion nutritiva de Hoagland, aplicando 50 mL
por vaso, para mantener una humedad constante en el sustrato sin generar

encharcamiento.

2.2.3.3 Infeccion de las plantulas de quinua

Siguiendo la metodologia de Ramirez et al. (2018), las plantulas de quinua de
tres semanas de edad, se cultivaron previamente en condiciones de invernadero, se
inocularon con la suspension de esporas de P. variabilis. La aplicacion de la suspension
se realiz6 rociando directamente sobre las hojas de las plantulas hasta que queden
completamente cubiertas. Para garantizar una alta humedad y favorecer la infeccion,
las plantulas inoculadas se colocaron en un cooler para mantener su humedad (80-
90%) durante 24 a 48 horas, cubriéndolas con una bolsa plastica transparente que
permita mantener un ambiente himedo. Después de este periodo, se retir6 la bolsa
plastica y las plantulas se mantuvieron bajo las condiciones de invernadero

previamente descrito.

2.2.3.4 Monitoreo del desarrollo de la infeccion

A partir de la inoculacion, se llevo a cabo un monitoreo diario de la evolucion
de la infeccidn por P. variabilis en las plantas, observando el desarrollo de sintomas
caracteristicos como manchas cloroticas en el haz y eflorescencias blancas o grisaceas
en el envés de las hojas. Para evaluar la severidad de la infeccion, se empled dos
escalas basadas en el porcentaje de area foliar afectada. La primera escala, con un
rango de 0 a 10, considera el area foliar total de la planta, donde 0 indica ausencia de
infeccidn y los valores aumentan en intervalos del 10 % (1 = 1-10 % de area afectada,
2 =11-20 %, y asi sucesivamente). La segunda escala, de 0 a 5, se enfoca en el tercio
medio de la planta, asignando un valor de 0 para la ausencia de infeccion y aumentando
en intervalos del 20 % de area afectada (1 = 1-20 %, 2 = 21-40 %, etc.) (Khalifa et
al., 2024).
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas de los suelos supresivos.

En la Tabla 3 se muestra el resultado para las caracteristicas fisicoquimicas de los

suelos supresivos y conductivos utilizados.

Tabla 3

Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de suelos

Tipo de suelo pH %C %N
Suelo Supresivo 6,0755 + 0,002 5,4100 + 0,05 0,5050 + 0,03
Suelo Conductivo  6,4748 + 0,017 4,0925 + 0,31 0,4525 £ 0,01

Nota. La prueba t de Student para muestras independientes mostrd diferencias
significativas en pH, contenido de carbono y contenido de nitrogeno entre los

tratamientos en suelos supresivos y conductivos.

Tabla 4

Relacion C:N

Tipo de suelo C:N
Suelo supresivo 10,7:1
Suelo conductivo 9,04:1

Nota. Relacion C : N obtenida de la division entre C organico total y N total.
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Figura 2

Contenido de pH de las muestras de suelos
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Nota. Las barras muestran el valor medio de pH =+ error estandar para cada tipo de
suelo. Se observo una diferencia significativa entre ambos suelos seglin la prueba t de
Student (p < 0.05), con un mayor contenido de pH en el suelo conductivo.

Los resultados obtenidos en la Figura 2, evidencian que el suelo conductivo
presenta un pH significativamente mas alto (= 6,5) que el suelo supresivo (= 6,1) seglin
lo demostrado por la prueba de t de Student presentada en el Anexo 8. Este aumento
de 0,4 unidades muestra un ambiente ligeramente menos 4cido en el suelo conductivo,
condicion que puede modificar la disponibilidad de nutrientes y la composicion

microbiana, influyendo en la capacidad del suelo para suprimir ciertas enfermedades.

El pH del suelo es un factor determinante en la estructura y riqueza microbiana en
suelos agricolas. Dentro del rango optimo de 6,0 a 7,0, la mayoria de los nutrientes
esenciales se encuentran en formas solubles que pueden ser absorbidas eficientemente
por las raices de las plantas (Khaled & Sayed, 2023). Pequefias desviaciones dentro
o fuera de este rango Optimo pueden afectar tanto la dindmica microbiana como la

biodisponibilidad de nutrientes clave. De modo que, la ligera acidificacién observada
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en el suelo supresivo reorganiza la rizosfera y favorece a la mayor supresion del
patdgeno, ya que selecciona comunidades bacterianas y fingicas distintas, pues el pH
es el principal determinante de la riqueza y composicion microbiana de los suelos
agricolas (Lammel et al., 2018). En contraste, el suelo conductivo ofrece condiciones
casi neutras que maximizan la actividad metabolica general, pero reducen la presion
selectiva sobre los antagonistas y permiten que patégenos se establezcan con mayor

facilidad (Gomez Expdsito et al., 2017).

Varios estudios han destacado la importancia del pH en la nutricién vegetal y en las
comunidades microbianas del suelo. Zouari et al. (2025) reportaron en su estudio un
aumento marginal en el pH del suelo, de 7.9 a 8.1, lo que indic6 una tendencia hacia
condiciones mas alcalinas. Este cambio, aunque leve, tuvo un impacto negativo en la
biodisponibilidad de nutrientes esenciales para el crecimiento de la quinua.
Demostrando, que incluso pequenas variaciones hacia una mayor alcalinidad pueden
reducir significativamente la disponibilidad de estos nutrientes. Por otro lado, el
estudio de Oni et al. (2020), muestra que el suelo supresivo present6é un pH de 5,15,
claramente mas 4cido, el cual favorece a microorganismos antagonistas como
Pseudomonas koreensis, capaces de suprimir eficazmente enfermedades como la
pudricidon causada por Pythium. Mientras que suelos conductivos menos acidos o

neutros presentaron un pH cercano a 7 facilitando la proliferacion de patogenos.

Por tanto, estos estudios refuerzan la hipdtesis de que pequefias variaciones en el pH,
como la diferencia observada en la Tabla 2, entre el suelo supresivo (pH 6,1) y el
conductivo (pH 6,5), pueden alterar significativamente la dindmica microbiana del
suelo. El pH mas bajo favoreceria microorganismos antagonistas capaces de suprimir
patogenos como P. variabilis, mientras que el pH mas alto podria comenzar a reducir

la disponibilidad de nutrientes clave para la quinua.
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Figura 3

Contenido de carbono de las muestras de suelos

Carbono organico

Suelo supresivo Suelo conductivo

Nota. Las barras muestran el valor medio carbono organico (CO) + error estandar para
cada tipo de suelo. Se observo una diferencia significativa entre ambos suelos segliin
la prueba t de Student (p < 0.05), con un mayor contenido de pH en el suelo supresivo.

Los resultados obtenidos en la Figura 3, evidencian que el suelo supresivo contiene un
porcentaje notablemente mas alto de carbono organico (= 5,4 % CO) que el suelo
conductivo (= 4,1 % CO) segtn lo demostrado por la prueba de t de Student presentada
en el Anexo 9. Esta diferencia absoluta, cercana al 1,3 %, sefiala una mayor
acumulacion de materia organica en el primero, lo que representa un incremento
relativo del 32 %, la mayor concentracién y la menor variabilidad de carbono en el
suelo supresivo se asocian con una fertilidad quimica mas estable y con la presencia

de sustratos que favorecen comunidades microbianas benéficas.

Segun las categorias propuestas por la FAO/ITASA/ISRIC/ISSCAS/JRC (2012), en
la mayoria de los suelos minerales el contenido de carbono orgénico suele encontrarse
en intervalos muy bajos debido a la predominancia de materiales minerales, las
categorias de salud del suelo se basan en: muy bajo < 0,2 % CO, bajo 0,2-0,6 % CO

en un intervalo medio = 0,6-1,20% CO en un intervalo alto 1,20-2% CO, muy alto en
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un intervalo > 2 % CO. Pero cuando el contenido de carbono supera ciertos limites, el
suelo deja de comportarse como mineral y pasa a la categoria de orgénico (Histosol)
unicamente cuando el CO supera 12 % en texturas sin arcilla. En Ecuador en
ecosistemas de paramo alto andino presentan valores medios de CO superiores a 2 %
(muy alto), llegando incluso a > 4 % en microcuencas protegidas (Reyna-Bowen et

al., 2018).

Al observar la Tabla 3, se evidencia que los valores obtenidos en suelos supresivos (=
5,4 %)y conducivos (= 4,1 %) se ubican por encima del umbral “muy alto” para suelos
minerales (> 2,0 %). Este hecho evidencia que ambos tipos de suelo presentan una
estructura estable y una elevada fertilidad, pero la diferencia a favor del suelo
supresivo sefiala una mayor capacidad para sostener comunidades microbianas
antagonistas y mecanismos de biocontrol naturales frente a patdégenos. En el estudio
de Khatri et al. (2024) se reportd que los valores de CO en suelos supresivos
frecuentemente superan el 4 %, mientras que los suelos conducivos se situan alrededor
del 2-3 %. Mientras que, en el estudio de Hernandez Arbolaez et al. (2021), se
compard un suelo supresivo frente a uno conductivo en cultivo de frijol, reportando
valores de CO = 5,3 % en el supresivo frente a CO = 3,9 % en el conductivo. Ademas,
la longitud de la lesion por Fusarium se redujo en un 30 % en el supresivo, y el CO
fue el Unico factor que mostrd regresion significativa con la severidad de la
enfermedad en el manejo orgénico, lo cual coincide con los valores obtenidos (=~ 5,4

% vs. = 4,1 %) destacando el mayor potencial biocontrolador del suelo supresivo.

33



Figura 4

Contenido de nitrogeno de las muestras de suelos

Contenido de nitrogeno
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Suelo supresivo Suelo conductivo

Nota. Las barras muestran el valor medio de contenido de nitrégeno + error estandar
para cada tipo de suelo. Se observé una diferencia significativa entre ambos suelos
segun la prueba t de Student (p < 0.05), con un mayor contenido de nitrégeno en el
suelo supresivo.

Los resultados obtenidos en la Figura 4, evidencian que el suelo el suelo supresivo
contiene un porcentaje notablemente mas alto de nitrogeno total (= 0,50% N) que el
suelo conductivo (= 0,45 % N) segtin lo demostrado por la prueba de t de Student
presentada en el Anexo 10. Presenta una diferencia absoluta = 0,50% N. En cuanto a
la relacion C/N observado en la Tabla 4, el suelo supresivo alcanza un valor medio de
10,7:1, mientras que el conductivo se sitia en 9,0:1. Esta diferencia de 1,7 unidades
indica que, aunque ambos suelos se mantienen en el rango considerado 6ptimo para
una liberacion equilibrada de nitrégeno, el supresivo retiene proporcionalmente mas

carbono por unidad de nitrégeno.
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En la investigacion de Oni et al. (2020), el suelo supresivo presentd un contenido de
nitrogeno total de 0,73 % frente al 0,17 % registrado en el suelo conductivo. Estos
valores muestran cierta similitud con los resultados obtenidos de en la Tabla 3, donde
el suelo supresivo mostré un mayor porcentaje que el conductivo. Ademas, la relacion
C:N en el la investigacion fue de aproximadamente 8,3:1 en el supresivo y 11,3:1 en
el conductivo, mientras que en nuestros suelos los cocientes fueron de 10,7:1 y 9,0:1,
respectivamente. De acuerdo con, Car la relacion optima de C:N es de (~8-12:1) para
mantener un equilibrio saludable entre la acumulacion de materia organica y liberacion
de nutrientes, por tanto, los valores obtenidos siguen siendo muy adecuado para una

buena produccion sin exceder limites criticos.

En la Tabla 5 se muestra el resultado de la caracterizacion microbiologica de los suelos

utilizados

Tabla §

Indices de alfa diversidad para los tipos de suelo

Compartimento Riqueza  Chaol Shannon InvSimpson  Evenness
Suelo supresivo 1126 1171,374 6,322674 255,5005 0,899842
Suelo conductivo 1406 1446,564 6,682698 408,8168 0,921942

Nota. los indices de alfa diversidad reflejan la diversidad y distribucion de las especies
en cada tipo de suelo.
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Figura §

Meétricas de alfa diversidad para los tipos de suelos

Tipo de suelo . Conductivo . Suppresivo
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Nota. A) riqueza estimada de especies B) equitatividad C) diversidad, teniendo en
cuenta tanto la riqueza como la dominancia D) riqueza observada E) diversidad,
considerando tanto la riqueza como la equitatividad de las especies.

En la Tabla 5 se presentan los indices de alfa diversidad para los compartimentos de
suelo supresivo y conductivo. Se observd que el suelo conductivo mostré valores
superiores en todos los indices analizados en comparacion con el suelo supresivo. En
particular, el suelo conductivo presentd una mayor riqueza observada (1406) y
estimada (Chaol = 1446,56) respecto al suelo supresivo (riqueza = 1126; Chaol =

1171,37). Asimismo, los valores de diversidad, expresados tanto por el indice de

36



Shannon (6,68 vs. 6,32) como por el indice de InvSimpson (408,82 vs. 255,50), fueron
mayores en el suelo conductivo, indicando una mayor complejidad y menor
dominancia de especies. El indice evenness también fue ligeramente superior en el
suelo conductivo (0,92) respecto al supresivo (0,90), lo que sugiere una distribucion
mas uniforme de las especies en este tipo de suelo. Estos resultados se visualizan en la
Figura 5, donde se resumen graficamente las diferencias en las métricas de alfa

diversidad entre ambos tipos de suelo.

En este estudio, el suelo supresivo mostro valores inferiores en los indices de
diversidad alfa en comparacioén con el suelo conductivo Figura 5. Estos resultados
sugieren que la supresion de enfermedades no necesariamente estd asociada con una
mayor diversidad microbiana, sino que podria depender de la presencia y actividad de
taxones funcionalmente relevantes. Berendsen et al. (2012), argumentan que la
estabilidad y funcionalidad de las comunidades microbianas en suelos supresivos
radica en la presencia de microorganismos clave capaces de ejercer efectos

antagonicos sobre patdogenos, mas que en la diversidad global de la comunidad.

Mendes et al. (2011) demostraron que la supresion de enfermedades en suelos
agricolas esta frecuentemente asociada con una mayor abundancia de grupos
bacterianos especificos, particularmente del género Pseudomonas, méas que con una
alta diversidad total. De acuerdo con los resultados reportados por Yin et al. (2013),
se encontrd que suelos naturalmente supresivos a Rhizoctonia solani en trigo presentan
una menor riqueza bacteriana en comparacion con suelos conductivos, pero una mayor
abundancia relativa de bacterias antagonistas como Pseudomonas y Streptomyces. Al
comparar estos resultados con los presentes en esta investigacion podemos sefialar que
la menor diversidad observada en el suelo supresivo podria reflejar una comunidad

microbiana mas especializada y eficiente en la supresion de patdgenos.
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Figura 6
Abundancias relativas de los filos mas abundantes presentes en los suelos supresivos

y conductivos
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Nota. Composicion relativa de los principales filos bacterianos en muestras de suelo
supresivo (A006) y conductivo (A007). Se destaca los taxones mas representativos,
Proteobacteria, Actinobacteriota, Bacteroidota y Acidobacteriota.

En la Figura 6 se presenta la composicion relativa de los filos bacterianos dominantes
en los suelos supresivo y conductivo. Ambas comunidades microbianas estan
dominadas principalmente por Proteobacteria y Actinobacteriota, aunque se observa
una mayor proporcion relativa de Actinobacteriota en el suelo supresivo en
comparacion con el conductivo. Por el contrario, el suelo conductivo muestra una

mayor abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidota.
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Diversos estudios han demostrado que dentro de estos filo dominantes, existen familias
bacterianas asociadas a la supresion de patogenos y la induccion de resistencia en
plantas. Por ejemplo, miembros de la familia Pseudomonadaceae (Proteobacteria),
como el género Pseudomonas, han sido ampliamente documentados por su capacidad
de producir antibidticos, sider6foros y compuestos volatiles que inhiben el desarrollo
de hongos fitopatdégenos, ademas de inducir resistencia sistémica en plantas
hospedadoras (Mendes et al., 2011). De manera similar, la familia Streptomycetaceae
(Actinobacteriota) agrupa a Streptomyces, conocidos por su produccion de antibioticos
naturales y su papel central en suelos con actividad supresiva (Chapelle et al., 2016).
Por otro lado, Bacillaceae (Firmicutes), representados por especies del género
Bacillus, también han sido identificados como agentes efectivos en la supresion de
enfermedades del suelo a través de la produccion de lipopeptidos antimicrobianos y la

activacion de defensas en las plantas (Berendsen et al., 2012).

Tabla 6

ASV con abundancia diferencial en suelos supresivos

ASV Filo Familia Abundancia
11 Proteobacteria Xanthobacteraceae 517
52 Actinobacteriota Streptomycetaceae 317
59 Firmicutes Bacillaceae 260
39 Actinobacteriota Micrococcaceae 249
33 Proteobacteria Xanthobacteraceae 227
69 Proteobacteria Sphingomonadaceae 227

103 Proteobacteria Sphingomonadaceae 203
91 Proteobacteria Burkholderiaceae 196
84 Firmicutes Bacillaceae 172

143 Proteobacteria Rhizobiaceae 146

Nota. Se muestran los diez ASV mas diferenciales segun su clasificacion taxondmica
a nivel de filo y familia.

En la Tabla 6 se muestra el analisis de la comunidad bacteriana asociada a la muestra,

se identificaron los ASV mas abundantes, pertenecientes principalmente a los filos
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Proteobacteria, Actinobacteriota y Firmicutes. Destacan la familia Xanthobacteraceae,
Streptomycetaceae, Bacillaceae, Micrococcaceae, Sphingomonadaceae,

Burkholderiaceae y Rhizobiaceae.

Algunas de estas familias, como Streptomycetaceae, Bacillaceae y Burkholderiaceae,
han sido reportadas por su papel como agentes de biocontrol bioldgico y promotores
del crecimiento vegetal demostrando una reduccion promedio del 56% en
enfermedades causadas por patogenos (Khan et al., 2023). También se han observado
incrementos significativos de familias como Burkholderiaceae y Sphingomonadaceae
en suelos supresivos frente a patdgenos, apoyando su rol activo en la supresion de

enfermedades por medio de mecanismos antagonistas y competencia por recursos

(Chapelle et al., 2016).

En este analisis, los ASV mas abundantes correspondieron principalmente a
Xanthobacteraceae, Streptomycetaceae, Bacillaceae, Micrococcaceae,
Sphingomonadaceae, Burkholderiaceae y Rhizobiaceae. De acuerdo con el estudio de
Pan et al. (2025), sobre el microbioma de soja y colza se identifico un enriquecimiento
de Sphingomonadaceae asociado a un aumento en el rendimiento, sugiriendo un papel
funcional en la supresion de patdogenos y en la promocion del crecimiento vegetal.
Chapelle et al. (2016) encontraron que Streptomyces es uno de los principales géneros
responsables de la supresion de enfermedades fungicas, gracias a su habilidad para
modular el microbioma del suelo y producir compuestos antifiungicos. Asi mismo en
el estudio de Mendes et al. (2011), familias como Sphingomonadaceae (ASV69 y
ASV103) y Burkholderiaceae (ASV91), con abundancias considerables en la muestra,
han sido reportadas como componentes frecuentes en suelos supresivos, donde
contribuyen a la degradacién de compuestos toxicos, la competencia por recursos y la

inhibicién del desarrollo de patdgenos.

Por otra parte, la familia Rhizobiaceae (ASV84), aunque es tradicionalmente conocida
por su papel en la fijacion biologica de nitrogeno a través de simbiosis con
leguminosas, también ha sido reportada como promotora de crecimiento y como
agente indirecto de biocontrol en la rizosfera. Ademas, Rhizobiaceae puede modular

la composiciéon del microbioma de la raiz, favoreciendo la presencia de otros
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microorganismos benéficos y reforzando la proteccion contra enfermedades del suelo

(Martinez-Hidalgo & Hirsch, 2017).

3.2. Aislamiento de P. Variabilis.

En la Figura 7 se muestran estructuras caracteristicas de P. variabilis tras su

aislamiento en PDA y tincion con azul de lactofenol.

Figura 7

Peronospora variabilis

Nota. Aislamiento e identificacion. (A) Crecimiento de P. variabilis en medio PDA;
(B) Estructuras observadas en el microscopio optico (100x) tras tincidon con azul de
lactofenol, donde se evidencian conididforos ramificados y conidios terminales,
compatibles con los patrones morfoldgicos descritos para el agente causal del mildiu.

En la Figura 7B se identifican estructuras caracteristicas de P. variabilis, tales
como conidiéforos hialinos y ramificados, acompafiados de conidios globosos en sus
extremos. Esta morfologia concuerda con lo descrito por Calderén-Gonzalez et al.
(2023), quienes observaron estructuras similares emergiendo de las estomas foliares
de quinua. En su estudio, los conididéforos presentaban un patrén de ramificacion
perpendicular y simétrica, caracteristicas que también se aprecian en nuestra imagen

microscopica.
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A nivel estructural, se observa ademas que las hifas carecen de tos visibles, lo cual es
consistente con las caracteristicas de los oomicetos, grupo al que pertenece P.
variabilis. Esta particularidad ha sido destacada por Assiuty et al. (2019), quienes
describieron la naturaleza hialina y aseptada de las hifas, asi como la presencia de
conidios terminales redondeados en tejidos infectados de quinua. En su anélisis, los
conidi6foros se presentaban como estructuras rectas con ramificaciones apicales que
se asemejan en forma y disposicion a las evidenciadas en esta investigacion, lo que

refuerza la validez del diagndstico morfologico.

Por otro lado, estudios recientes realizados por el Sistema Nacional de Vigilancia de
Plagas en Argentina reportan que P. variabilis, que su fase asexual se caracteriza por
esporas ovoides de germinacion directa, producidas en conididforos que emergen en
forma dicotdémica desde hifas cenociticas, generando un micelio ramificado de forma
caracteristica (SENASA, 2020). Esta descripcion coincide plenamente con las
estructuras observadas en nuestra Figura 7B, tanto en la organizacién ramificada del
micelio como en la tipologia de las hifas y conidios, lo que fortalece nuestra

interpretacion de que el aislamiento se encontraba en una fase activa de esporulacion.

La forma de ramificacion dicotomica observada en nuestras imagenes, sumada a la
posicion apical de los conidios y la ausencia de septos en las hifas, permite descartar
la presencia de otros patdogenos morfoldégicamente similares, como Alternaria o
Fusarium, cuyas estructuras son septadas y presentan conidios multicelulares con
disposicion diferente. Ademas, Kara et al. (2020) indicaron que los conidios de P.
variabilis son lisos, de forma elipsoidal a globosa, y miden entre 25-35 x 22-27 pm,
dimensiones que concuerdan visualmente con lo observado en nuestra muestra. En
conjunto, estos elementos morfoldgicos permiten confirmar, con base en evidencia

cientifica, que las estructuras captadas en las imagenes corresponden a P. variabilis.

3.2 Bioinsumo obtenido a partir de suelo supresivo

Como se muestra en la Figura 8 el bioinsumo se obtuvo mediante la mezcla equimolar
de cepas bacterianas cultivadas en medios seleccionados segun su tipo de crecimiento:

lento, rizobianas y rapido.
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Figura 8

Bioinsumo

TSB 1/10 YEM TSB 1/2
Dilucion 1:10 Dilucion 1:4  Dilucion 1:21

Nota. (A) Cultivos individuales de cepas bacterianas en los medios TSB 1/10 (1:10),
YEM (1:4) y TSB 1/21 (1:21), segln su tipo de crecimiento. (B) Bioinsumo obtenido
a partir de la mezcla equimolar de las cepas previamente cultivadas.

Los resultados obtenidos mediante el analisis del suelo supresivo revelan que
alberga bacterias con funciones clave en el control bioldgico, como Burkholderia,
Streptomyces, Paenibacillus y Xanthobacter. Estas bacterias mostraron una clara
capacidad de adaptacion a medios de cultivo con bajo contenido nutricional, como
TSB Y2, TSB/10 y YEM, siendo TSB ' el que permitié un crecimiento mas rapido y
evidente, especialmente en cepas de Burkholderia y Paenibacillus. Esta adaptabilidad
es relevante, donde los nutrientes son limitados, y permite identificar microorganismos
resistentes y funcionales para ser usados como bioinsumos. Mendes et al. (2011),
indican que los suelos supresivos se caracterizan por una microbiota activa que no solo
inhibe patogenos, sino que también prospera en ambientes competitivos. Ademas,
Berendsen et al. (2012) destacan que géneros como Streptomyces y Burkholderia
tienen un papel clave en la produccion de antibidticos naturales y compuestos volatiles,

lo que refuerza su potencial como agentes supresores

En la Figura 8A se observan tres cultivos bacterianos individuales desarrollados en
diferentes medios liquidos: TSB 1/10, YEM, y TSB 1/2, todos con distintas diluciones.

El medio TSB 1/10, con una dilucién ligera (1:10), present6 una tonalidad amarilla
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clara, lo que indica un crecimiento activo pero moderado. Este comportamiento es
ideal para cepas de crecimiento rapido, ya que evita la sobrepoblacion celular,
promueve la estabilidad y reduce el riesgo de dominancia en mezclas multicepa.
Ademas, su bajo contenido de nutrientes permite mantener un balance adecuado de

biomasa sin comprometer la viabilidad (Cherwell Labs, 2022).

En contraste, el medio YEM (1:4) mostr6 una turbidez més intensa y un color amarillo
mas brillante. Este medio es especifico para rizobios, ya que contiene manitol como
fuente de carbono y extracto de levadura como suplemento nitrogenado, elementos
claves para el metabolismo y la actividad simbidtica de estas bacterias (Technical
Data, 2019). La alta densidad visual sugiere que las cepas rizobianas crecieron de
manera eficiente, conservando su funcionalidad para establecer asociaciones con
raices. Su inclusion en la mezcla garantiza el aporte de microorganismos fijadores de

nitrogeno, fundamentales en sistemas agricolas sostenibles.

El medio TSB 1/2 (diluciéon 1:21), con la coloracion mas oscura entre los tres,
evidencié un crecimiento bacteriano mas denso. Este comportamiento es coherente
con cepas de crecimiento lento que, al contar con una mayor disponibilidad de
nutrientes en un medio menos diluido, lograron alcanzar una alta densidad celular

(Cherwell Labs, 2022).

El bioinsumo formulado a partir de los tres cultivos como se evidencia en la Figura 8B
presentd una apariencia blanca, homogénea y ligeramente turbia, sin presencia de
sedimentos ni fases separadas, lo cual indica una suspension bacteriana estable y con
alta densidad celular. Esta apariencia visual es similar al estandar McFarland 1.0, el
cual se utiliza como referencia microbioldgica para estimar una concentracion
aproximada 3*10® UFC.ml"! (Souza et., 2020). Aunque no se realizaron recuentos en
placa, esta comparacion visual es una técnica aceptada para estimar densidades
celulares en formulaciones bacterianas, especialmente cuando se requiere una

estandarizacion practica y rapida (CLSI, 2012).

En aplicaciones in vitro, concentraciones equivalentes a McFarland 1.0 permiten una

colonizacidn efectiva sin interferencias por sobrepoblacion bacteriana, favoreciendo
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el desarrollo de tejidos vegetales (Singh et al., 2011). En condiciones de campo, este
rango de concentracion ha demostrado mejorar la interaccion rizosférica, la absorcion

de nutrientes y la tolerancia al estrés en diversos cultivos (Vessey, 2003).

3.2.2 Capacidad biocontroladora in vitro

En la Figura 9 se evidencia la evaluacion del efecto antagonista in vitro del bioinsumo
derivado de suelos supresivos frente al patégeno P. variabilis, utilizando el método de

doble cultivo.
Figura 9

Monitoreo del efecto antagonista in vivo del bioinsumo contra Pvariablis

Nota. (A) Crecimiento libre del patdégeno sin bioinsumo. (B) Bioinsumo sin presencia
del patodgeno. (C) Bioinsumo inoculado 24 h antes del patdégeno; inhibicion total del
crecimiento. (D) Patogeno inoculado 24 h antes del bioinsumo; el bioinsumo colonizo
completamente el medio y no permitié el desarrollo del patdégeno.
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Cuando se aplica un bioinsumo en condiciones in vitro, los microorganismos
benéficos controlan al patdogeno principalmente a través de competencia por espacio y
nutrientes. Estos microorganismos, al presentar un tiempo de crecimiento mas rapido,
colonizan primero el medio y restringen fisicamente el desarrollo del patogeno.
Ademas, secretan metabolitos secundarios como antibioticos, siderdforos y enzimas
hidroliticas (quitinasas, proteasas, glucanasas), que afectan directamente la integridad
celular del patégeno o bloquean su metabolismo esencial (Compant et al., 2005). Por
ejemplo, los sideroforos capturan el hierro disponible en el medio, limitando este
micronutriente esencial para el desarrollo de hongos y bacterias patogenas (Loper et
al., 2007). Asimismo, la produccion de compuestos organicos volatiles, como
alcoholes y cetonas, permite una accidn inhibitoria a distancia sin contacto directo, lo
que refuerza el efecto antagonista (Ryu et al., 2003). Estos mecanismos combinados
permiten que el microorganismo benéfico domine répidamente el entorno, lo

modifique quimicamente y suprima al patogeno de manera eficiente.

La Figura 9 presenta los resultados del ensayo de antagonismo in vitro entre un
bioinsumo microbiano, desarrollado a partir de suelos supresivos, y el oomiceto P,
variabilis, este ensayo basado en el método de doble cultivo permitié evaluar cémo
varia la respuesta del patdgeno ante diferentes tiempos de inoculacion del bioinsumo.
Los resultados demuestran una inhibicion diferencial del crecimiento del patdogeno
dependiendo del orden de aplicacion, lo que pone en evidencia la relevancia ecologica

de la dindmica competitiva microbiana en entornos controlados (Jiang et al., 2018)

En la Figura 9A, donde se inocul6 Uinicamente P. variabilis, se observo un crecimiento
libre, expansivo y sin interferencias, confirmando su capacidad colonizadora en
condiciones sin antagonismo. Este resultado era esperado, dado que el patdogeno se
desarrolla con rapidez en medios nutritivos y estériles. Estudios como el de Danielsen
& Ames., (2000) ya han documentado el comportamiento agresivo de P. variabilis en
condiciones in vitro, donde puede formar estructuras de dispersiéon como esporangios
y zoosporas en tan solo 48 horas sobre medios propicios. Esta condicion sirvido como
control positivo, demostrando la viabilidad y agresividad del patogeno cuando no se

encuentra en presencia de microorganismos antagonistas.

46



La Figura 9B, que muestra el crecimiento del bioinsumo sin presencia del patdogeno,
fue el control negativo. No se evidencid crecimiento fungico, lo que indica que el
bioinsumo esta libre de contaminaciones o microorganismos indeseables. La pureza
microbiologica de un bioinsumo es un criterio fundamental para su aplicacion, ya que
su estabilidad y especificidad determinan la inocuidad y eficacia del producto. Tal
como sefiala Mendes et al. (2011), los suelos supresivos contienen microorganismos
que coexisten de manera estable y ejercen efectos beneficiosos en la rizosfera sin
provocar desequilibrios, lo que puede ser aprovechado en bioformulaciones

comerciales.

En la Figura 9C, se inocul6 primero el bioinsumo y, 24 horas después, el patdgeno.
Los resultados evidencian una inhibicidn total del crecimiento de P. variabilis. Esta
respuesta sugiere que la colonizaciéon anticipada del medio por parte de los
microorganismos del bioinsumo gener6 una exclusion competitiva, evitando el
establecimiento del patéogeno. Segin Berendsen et al. (2012), cuando los
microorganismos benéficos logran establecerse primero, desarrollan una red
microbiana sinérgica que impide fisicamente la colonizacion de patdogenos y modifica
quimicamente el entorno para hacerlo hostil. Este fendmeno se conoce como
“colonizacidn protectora” y ha sido exitosamente replicado en multiples cultivos con

diferentes bioinsumos.

Por el contrario, en la Figura 9D, el patogeno fue inoculado primero y, tras 24 horas,
se aplico el bioinsumo. Aunque el bioinsumo se introdujo con desfase temporal, logro
limitar el desarrollo de P. variabilis, lo que se evidencid en una reduccion parcial del
crecimiento. Esto sugiere que, si bien el patdgeno logré iniciar su colonizacion, los
microorganismos benéficos del bioinsumo fueron capaces de interferir en su avance
mediante mecanismos de competencia y produccion de compuestos antimicrobianos.
Segun Raaijmakers & Mazzola (2012), incluso cuando el patdégeno se establece
primero, algunos agentes de biocontrol pueden inhibir su progresion si logran activarse

a tiempo y modificar el entorno de manera hostil para su crecimiento.
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3.2.3 Antagonismo microbiano e inhibicion de P. variabilis

La Tabla 8 muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento de P. variabilis

Tabla 7

Porcentaje de inhibicion de P. variabilis

Descripcion % de
inhibicion
Bioinsumo antes del El bioinsumo fue inoculado 24 h antes 100%
patogeno que P. variabilis
Patogeno antes del P, variabilis fue inoculado 24 h antes 100%
bioinsumo que el bioinsumo

Nota. En ambas se registro una inhibicion del 100%, ya que el bioinsumo impidi6 por
completo el desarrollo del patdgeno No se calcularon areas de inhibicidon debido a la
supresion total del crecimiento del patogeno en ambas condiciones.

El resultado de inhibicion total (100%) de P. variabilis que se muestra en la
Tabla 8, donde el bioinsumo fue aplicado antes y después del patogeno
respectivamente, destaca la eficacia de los tres medios de cultivo derivado de suelos
supresivos. Este nivel de supresion completa es notable, especialmente cuando se
compara con estudios previos que reportan inhibiciones parciales frente a patdgenos
similares. Por ejemplo, (Virgen et al., 2020) evaluaron cepas de Bacillus y
Burkholderia contra Phytophthora cinnamomi, Fusarium oxysporum'y Colletotrichum
sp., obteniendo porcentajes de inhibicion que oscilaron entre el 33.2% y el 70.24% en
confrontaciones in vitro. Estos resultados, no alcanzan la supresion total observada en
el presente estudio, lo que sugiere que la diversidad y sinergia del consorcio

microbiano utilizado puede ofrecer ventajas significativas en el control de oomicetos.

Ademas, investigaciones sobre el control del mildiu en quinua mediante inductores de
defensa, como las realizadas por (Aguilar et al., 2020) han demostrado reducciones
en la severidad de la enfermedad, pero no una inhibicién completa del patdgeno. Estos

hallazgos refuerzan la idea de que la aplicacion de consorcios microbianos derivados
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de suelos supresivos puede ser una estrategia mdas eficaz para el manejo de
enfermedades como el mildiu, ofreciendo una alternativa sostenible y potencialmente
mas efectiva que los métodos tradicionales.

3.2.4 Capacidad biocontroladora in vivo

3.2.4.1 Monitoreo del desarrollo de la infeccion

En la Figura 10, se muestran los tratamientos aplicados a las plantulas de quinua en

funcién de la combinacion entre tipo de suelo (supresivo o conductivo), presencia o

ausencia del patogeno y el orden de aplicacion del bioinsumo.
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Figura 10

Monitoreo de la infeccion in vivo




Nota A. Control de A (suelo supresivo sin patégeno B. Control de B (suelo conductivo
sin patogeno) C. Suelo supresivo + patdogeno + bioinsumo (bioinsumo aplicado antes
del patdégeno) D. Suelo supresivo + patdgeno + bioinsumo (patéogeno aplicado antes
del bioinsumo) E. Suelo conductivo + patdgeno sin bioinsumo F. Control de B (suelo
conductivo sin patégeno)

Los tratamientos con suelo supresivo (T1A, T1B y T2) mostraron una
supervivencia del 100 %, lo que evidencia una proteccion efectiva frente al patdgeno
y condiciones de estrés. Esto puede atribuirse al bioinsumo aplicado, derivado del
mismo suelo, que contenia géneros microbianos clave como Streptomyces,
Paenibacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium. Mendes et al.,
(2011) destacan que estos microorganismos poseen funciones esenciales en la
promocién del crecimiento vegetal y la supresion de enfermedades a través de

mecanismos como competencia, antibiosis y activacion de defensas.

La alta presencia de Actinobacterias como Streptomyces es relevante, ya que producen
compuestos antimicrobianos capaces de inhibir patéogenos como Peronospora
farinosa, causante del mildit. Viaene et al., (2016) demostraron que Streptomyces
promueve el crecimiento vegetal al tiempo que limita la proliferacion de patégenos
mediante la produccién de antibidticos. De igual forma, Compant et al., (2005)
sefialaron que especies como Paenibacillus y Bacillus son capaces de inducir
resistencia sistémica en las plantas, ademas de mejorar la colonizacién radicular bajo

condiciones estresantes.
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Tabla 8

Mortalidad y supervivencia de las plantulas de quinua segun el tipo de tratamiento

% %
Tratamiento Mortalidad Supervivencia
T1A (S.supresivo + patdégeno + 0,0 100
bioinsumo (bioinsumo aplicado antes
del patogeno)
T1B (S.supresivo + patégeno + 0,0 100
bioinsumo (patogeno aplicado antes
del bioinsumo).
T2 (S.supresivo sin patdégeno) 0,0 100
T3A (S.conductivo + patdégeno + 100 0,0
bioinsumo)
T3B (S. conductivo + patdgeno sin 83,3 16,7
bioinsumo)
T4 (S. conductivo sin patégeno) 50 50

Nota. Los valores expresan el porcentaje de mortalidad y supervivencia de plantas de
quinua segun tipo de suelo, presencia de patégeno y aplicacion del bioinsumo.

El tratamiento T3A (suelo conductivo con patdégeno y bioinsumo) se observd una
mortalidad del 100 %, lo que indica que la funcionalidad del bioinsumo fue anulada
en ausencia del soporte ecologico del suelo supresivo. Santhanam et al., (2015)
afirman que la eficacia de los microorganismos benéficos depende de su capacidad de
establecerse en la rizosfera, la cual estd condicionada por las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas del suelo receptor. Ademés, Raaijmakers & Mazzola
(2016), senalaron que la estructura microbiana del suelo influye directamente en la

expresion funcional del bioinoculante.

El tratamiento T3B (suelo conductivo + patdogeno sin bioinsumo) presentd una
mortalidad del 83,3 %, mientras que T4 (suelo conductivo sin patogeno) mostroé un 50
% de supervivencia. Estos resultados indican que el suelo conductivo, por si solo,

representa un entorno desfavorable para el establecimiento vegetal, incluso sin
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patdgenos presentes. Mazzola & Freilich (2017), explicaron que este tipo de suelos
carece de comunidades microbianas supresoras y favorece la proliferacion de

microorganismos patogénicos o neutrales sin beneficios agrondmicos.

Entre los géneros identificados en el suelo supresivo destacan Pseudomonas y
Burkholderia, conocidos por su capacidad de competir eficazmente en la rizosfera y
desplazar patogenos. Berendsen et al., (2012) reportaron que estas bacterias pueden
formar biofilms protectores, producir sideréforos y desencadenar respuestas de
defensa inducida en las plantas. Ademas, Lugtenberg & Kamilova (2009), indicaron
que estas especies también mejoran la disponibilidad de nutrientes y estimulan el

desarrollo radicular, aumentando asi la tolerancia a factores de estrés.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.2 Conclusiones

Los suelos supresivos mostraron condiciones fisicas y quimicas que favorecen
el control natural de enfermedades. Su pH ligeramente mas acido, el mayor
contenido de carbono y nitrégeno, y la presencia de microorganismos
benéficos como Streptomyces, Burkholderia, Bacillus y Pseudomonas
ayudaron a limitar el desarrollo del patogeno. Estos factores demostraron que
la salud del suelo y su microbiota juegan un papel clave en la supresion de P,
variabilis, haciendo del suelo una herramienta activa en el manejo bioldgico

de la enfermedad.

El bioinsumo preparado a partir del suelo supresivo tuvo un efecto altamente
eficaz contra Peronospora variabilis in vitro. Logr6 inhibir por completo el
crecimiento del patégeno, sin importar si se aplicaba antes o después de la
infeccion. Esto se debe a la accion conjunta de las bacterias presentes, que
compiten por nutrientes, liberan sustancias antimicrobianas y crean un entorno
hostil para el hongo. El resultado confirma que los bioinsumos desarrollados
desde un suelo funcional pueden convertirse en una alternativa real frente a los

fungicidas quimicos.

En condiciones de invernadero, las plantas de quinua que crecieron en suelo
supresivo con bioinsumo no presentaron infeccidbn y mantuvieron una
supervivencia del 100%. En cambio, en suelos conductivos, incluso con
bioinsumo, la mortalidad fue total. Esto demuestra que el éxito del tratamiento
no depende solo del bioinsumo, sino también del tipo de suelo en el que se
aplica. El suelo supresivo actia como un soporte vital para que los
microorganismos benéficos se establezcan, interacttien con la planta y activen

sus defensas.

El uso de suelos supresivos, junto con bioinsumos derivados, representa una

estrategia eficiente y sostenible para proteger la quinua contra el mildiu. Esta
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combinacion reduce la dependencia de quimicos, mejora la salud del suelo y
promueve una agricultura mas ecologica y resiliente. Ademdas de controlar
eficazmente la enfermedad, este enfoque fortalece el agroecosistema y ofrece
una solucidn practica y accesible para pequefios productores que buscan

alternativas mas seguras y naturales

4.3 Recomendaciones

- Serecomienda complementar la identificacion del patdgeno con secuenciacion
molecular, lo que facilitaria una identificacion mas precisa y fiable del

patdgeno de interés.

- Aunque la concentracion del bioinsumo fue estimada visualmente usando el
estandar McFarland 1.0 (~3 x 108 UFC-ml™), se recomienda realizar estudios
con diferentes concentraciones y validacién por recuento en placa para

optimizar su aplicacion.
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ANEXOS

Anexo 1

Coordenadas geograficas y datos altimétricos de los sitios de muestreo del suelo

A B

Position : Lat/Lon (WGS84) Speed (km/h)

1.757644° S
78.756062°W

World Map

Heading (* M) Altitude (m)

Nota. A. Coordenadas geograficas y punto de ubicacion marcado. B. Direccion y

altitud.

Anexo 2

Toma de muestras de los suelos

A

Nota. A. Suelo conductivo. B. Suelo supresivo
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Anexo 3

Plantulas de quinua a nivel de invernadero

Nota. A. Desinfeccion de semillas. B. Siembra de semillas en 48 vasos. C. Riego con
solucion de Hoagland (50 ml por vaso). D. Plantulas de quinua en cuatro tratamientos.
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Anexo 4

Aislamiento y purificacion de P. variabilis

Nota. A. Recoleccion de hojas con sintomas visibles de mildiu. B. Fragmentos
sembrados en medio Rosa de Bengala. C. Incubacion en condiciones controladas. D.

Subcultivo en medio PDA. E. Tincién con azul de lactofenol. F. Observacion
microscopica de estructuras de P. variabilis.

Anexo 5

Elaboracion del bioinsumo
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Nota. A. Suspension de 10 g de suelo supresivo en 90 mL de solucion PBS en reposo.
B. Centrifugacion en tubos Falcon para obtencion del sobrenadante. C. Controles de
los medios TSB y YEM. D. Cultivo de cepas en TSB 1/10 (crecimiento rapido), TSB
1/2 (crecimiento lento) y YEM (rizobios). E. Mezcla equimolar de cepas con
concentracion final de 5 x 10®* UFC-mL™" F. Bioinsumo listo para su aplicacion.

Anexo 6

Controles del efecto antagonista del bioinsumo contra P. variabilis

Nota. A. P. variabilis. B. Bioinsumo.
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Anexo 7

Monitero de la infeccion P.variabilis in vivo

Nota. A. Infeccion con Peronospora variabilis sin aplicacion de bioinsumo. B.
Infeccion con P. variabilis y aplicacion del bioinsumo.

Anexo 8

Prueba t de Student aplicada para el contenido de pH de las muestras suelos

SS SC
Media 6,0755 6,47475
Varianza 1,63333E-05 0,001143583
Observaciones 4 4

Varianza agrupada 0,000579958
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6

Estadistico t -23,44560943

P(T<=t) una cola 1,97482E-07

Valor critico de t (una cola) 1,943180281

P(T<=t) dos colas 3,94963E-07

Valor critico de t (dos colas) 2,446911851
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Anexo 9

Prueba t de Student aplicada para el contenido de carbono de las muestras suelos

SS SC
Media 5,41 4,0925
Varianza 0,008466667 0,387558333
Observaciones 4 4
Varianza agrupada 0,1980125

Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6

Estadistico t 4,187157703

P(T<=t) una cola 0,002883716

Valor critico de t (una cola) 1,943180281

P(T<=t) dos colas 0,005767431

Valor critico de t (dos colas) 2,446911851

Anexo 10

Prueba t de Student aplicada para el contenido de nitrogeno de las muestras suelos

SS SC
Media 0,505 0,4525
Varianza 0,000966667 9,1667E-05
Observaciones 4 4

Varianza agrupada 0,000529167
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6

Estadistico t 3,227587773

P(T<=t) una cola 0,008982444

Valor critico de t (una cola) 1,943180281

P(T<=t) dos colas 0,017964889

Valor critico de t (dos colas) 2,446911851
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Anexo 11

Lecturas de absorbancia (ODsoo) de los tres cultivos: TSB 1/10, TSB 7 y YEM

Medio Réplica Absorbancia (ODso)
YEM (blanco) 0 0,000
YEM 1 0,076
YEM 2 0,060
YEM 3 0,044
TSB " (blanco) 0 0,000
TSB 1 0,053
TSB Y2 2 0,055
TSB Y2 3 0,043
TSB 1/10 (blanco) 0 0,000
TSB 1/10 1 0,050
TSB 1/10 2 0,039
TSB 1/10 3 0,049

Nota. El medio YEM present6 la mayor densidad celular promedio (ODsoo = 0,060),
seguido de TSB 2 (= 0,050) y TSB 1/10 (= 0,046).

Anexo 12

ASV con abundancia diferencial en suelos supresivos

ASV Filo Familia Abundancia
11 Proteobacteria Xanthobacteraceae 517
52 Actinobacteriota Streptomycetaceae 317
59 Firmicutes Bacillales unclassified 260
39 Actinobacteriota Micrococcaceae 249
33 Proteobacteria Xanthobacteraceae 227
69 Proteobacteria Sphingomonadaceae 227

103 Proteobacteria Sphingomonadaceae 203
91 Proteobacteria Burkholderiaceae 196
101 Chloroflexi KD4-96 fa 185
84 Firmicutes Bacillaceae 172
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143
57
171
102
157
180
229
100
153
158
160
18
136
233
204
239
256
166
211
284
293
325
264
224
237
74
312
292
398
247
279
375
576

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota

Proteobacteria

Chloroflexi

Proteobacteria

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria

Proteobacteria

Acidobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria
Actinobacteriota

Proteobacteria

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria

Proteobacteria

Acidobacteriota

Proteobacteria

Rhizobiaceae
Micrococcaceae
Streptomycetaceae
Micrococcaceae
Rhizobiaceae
Microbacteriaceae
uncultured
Streptomycetaceae
Nocardioidaceae
Microbacteriaceae
Sphingomonadaceae
Streptomycetaceae
Pyrinomonadaceae
Xanthobacteraceae
KD4-96 fa
Rhizobiaceae
Xanthobacteraceae
Microbacteriaceae
Nocardioidaceae
Burkholderiaceae
Burkholderiaceae
Acidobacteriae fa
Gaiellaceae
Rhizobiaceae
67-14
Enterobacteriaceae
Xanthobacteraceae
Streptomycetaceae
Nocardioidaceae
Sphingomonadaceae
Pseudomonadaceae
Solibacteraceae

DO05-2

74

146
144
142
139
132
132
120
109
109
105
101
98
96
94
91
88
88
82
82
74
74
73
71
70
68
67
64
63
63
61
61
60
60



444
489
549
364
376
349
382
412
547
76
451
632
316
333
478
72
221
372
467
645
355
357
308
41
482
484
127
440
215
313
417
418
633

Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Planctomycetota

Verrucomicrobiota

Actinobacteriota

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

Proteobacteria

Firmicutes

Verrucomicrobiota

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Firmicutes

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Firmicutes
Actinobacteriota
Firmicutes

Proteobacteria

Actinobacteriota

Proteobacteria

Verrucomicrobiota

Xanthobacteraceae
Burkholderiaceae
uncultured
Xanthobacteraceae
Xanthobacteraceae
Hyphomicrobiaceae
Streptomycetaceae
11-24 fa
[lumatobacteraceae
Micrococcaceae
WD2101 _soil_group
Chthoniobacteraceae
67-14
uncultured
Chthoniobacteraceae
Enterobacteriaceae
Bacillaceae
Chthoniobacteraceae
uncultured fa
Streptomycetaceae
uncultured
Mycobacteriaceae
Bacillaceae
Devosiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae
Paenibacillaceae
uncultured
Bacillaceae
Sphingomonadaceae
Gaiellaceae
Dongiaceae

Parachlamydiaceae
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59
59
59
58
57
55
55
55
55
52
51
51
50
50
50
50
49
49
49
49
48
48
46
46
46
46
45
45
43
43
43
43
43



514
590
499
515
755
479
526
528
553
756
524
548
670
490
358
399
466
54
600
659
712
727
807
810
525
560
400
456
468
550
715
778
794

Acidobacteriota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Chloroflexi
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Bacteroidota

Actinobacteriota

Gemmatimonadota

Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Chloroflexi

Actinobacteriota
Proteobacteria

Actinobacteriota

Actinobacteriota
Proteobacteria

Actinobacteriota

Proteobacteria

Acidobacteriaceae (Subgroup 1)
Chitinophagaceae
Micromonosporaceae
MB-A2-108 fa
Methyloligellaceae
Nocardioidaceae
Blastocatellaceae
KD4-96 fa
Alphaproteobacteria_unclassified
MB-A2-108 fa
Xanthobacteraceae
uncultured
Micromonosporaceae
Acidobacteriaceae (Subgroup 1)
Streptomycetaceae
uncultured
Nocardioidaceae
Devosiaceae
Chitinophagaceae
Mycobacteriaceae
Gemmatimonadaceae
Gaiellaceae
Xanthobacteraceae
Oxalobacteraceae
Burkholderiaceae
KD4-96 fa
Streptosporangiaceae
TRA3-20
Gaiellaceae
Nocardioidaceae
Reyranellaceae
uncultured

Xanthobacteraceae
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42
42
41
41
41
40
40
40
40
40
39
39
38
37
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
35
35
34
34
34
34
34
34
34



809
850
935
988
1027
1058
1253
483
516
527
792
808
867
1026
1136
1137
423
934
350
447
848
870
905
933
1096
1208
457
635
849
1133
1219
561
614

Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota

Bacteroidota

Geodermatophilaceae
MB-A2-108 fa
Mycobacteriaceae
Gaiellaceae
uncultured
67-14
uncultured
Burkholderiaceae
Micromonosporaceae
uncultured
Nocardioidaceae
Xanthobacteraceae
Chitinophagaceae
uncultured
Nocardioidaceae
Pirellulaceae
Nocardioidaceae
Mycobacteriaceae
Nocardioidaceae
Sphingomonadaceae
Nocardioidaceae
Comamonadaceae
Streptomycetaceae
Reyranellaceae
Pirellulaceae
uncultured
Isosphaeraceae
Nocardioidaceae
Microbacteriaceae
uncultured
uncultured
WD2101_soil group
Chitinophagaceae
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34
34
34
34
33
33
33
33
33
33
33
33
33
32
32
32
32
32
31
31
31
31
31
31
30
30
30
30
30
29
29
29
29



728
758
886
989
1028
578
613
634
672
833
904
1170
1206
1312
1473
636
685
700
991
1024
1056
1138
1168
1174
1209
1255
290
562
579
660
698
714
743

Gemmatimonadota

Gemmatimonadota

Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria

Gemmatimonadota

Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria

Firmicutes

Verrucomicrobiota

Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Actinobacteriota

Gemmatimonadaceae
Gemmatimonadaceae

MB-A2-108 fa

Acidobacteriaceae (Subgroup 1)

Solirubrobacteraceae
Steroidobacteraceae
Gemmatimonadaceae
uncultured
Rhodanobacteraceae
MB-A2-108 fa
Pirellulaceae
uncultured
Solirubrobacteraceae
Gitt-GS-136_fa
Steroidobacteraceae
Burkholderiaceae
Solirubrobacteraceae
Sporichthyaceae
IMCC26256 fa
Labraceae
Paenibacillaceae
Chthoniobacteraceae
Isosphaeraceae
Sporichthyaceae
MB-A2-108 fa
Gaiellaceae
Methyloligellaceae
Nocardiaceae
Xanthobacteraceae
Solirubrobacteraceae
67-14
Nocardioidaceae

IMCC26256_fa
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29
29
29

28
28
28
28
28
28
28
27
27
27
27
27
27
27
27
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26



745
775
777
811
868
1171
1257
1414
1562
393
500
564
729
1140
1211
1258
1314
380
617
699
779
906
961
962
1025
1055
1207
1304
1410
22
592
757
936

Gemmatimonadota
Firmicutes
Myxococcota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Firmicutes
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota

Actinobacteriota

Gemmatimonadaceae
Paenibacillaceae
bacteriap25 fa
uncultured
IMCC26256 fa
Paenibacillaceae

uncultured

Thermoleophilia_unclassified

Nocardioidaceae
Comamonadaceae
Xanthobacteraceae
Paenibacillaceae
Mycobacteriaceae
Nocardioidaceae
Solirubrobacteraceae
Mycobacteriaceae
Xanthomonadaceae
Rhizobiaceae
uncultured
Chitinophagaceae
uncultured fa
KD4-96 fa
67-14
Nitrosomonadaceae
Xanthobacteraceae
Sphingomonadaceae
Paenibacillaceae
Nakamurellaceae
Bryobacteraceae
Pseudomonadaceae
Chthoniobacteraceae
uncultured

Nocardioidaceae
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26
26
26
26
26
25
25

25
25
25
25
25
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
23
23
23
23
23
23
23
23
23



938
987
1132
1172
1173
1254
1308
1406
1671
554
577
648
744
793
813
910
1095
1134
1263
1366
1419
1669
419
563
594
615
701
713
832
869
932
1059
1210

Proteobacteria
Gemmatimonadota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Bacteroidota
Bacteroidota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota

Chloroflexi

Acetobacteraceae
Gemmatimonadaceae
Sphingobacteriaceae
Gaiellaceae
Comamonadaceae
Solirubrobacteraceae
Rhizobiales Incertae Sedis
Sphingomonadaceae
Gaiellaceae
Gaiellales unclassified
Nocardiaceae
Nocardioidaceae
67-14
Bryobacteraceae
Pedosphaeraceae
Steroidobacteraceae
Thermoactinomycetaceae
uncultured
Rhizobiaceae
uncultured
Mycobacteriaceae
IMCC26256 fa
Chitinophagaceae
Sphingobacteriaceae
Chitinophagaceae
Micromonosporaceae
Oxalobacteraceae
uncultured
Hyphomicrobiaceae
Actinobacteriota_unclassified
Bryobacteraceae
Nocardioidaceae

KD4-96 fa
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23
23
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
20
20



1217
1220
1307
1362
1657
1666
383
491
668
795
851
887
990
1099
1216
1261
1361
1472
1569
1583
1655
1665
591
646
964
1057
1097
1098
1213
1305
1309
1367
1407

Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria

Acidobacteriota

Acidobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteriota

Actinobacteriota

Actinobacteriota

Actinobacteriota

Bacteroidota
Firmicutes

Actinobacteriota
Proteobacteria

Planctomycetota

Acidobacteriota

Acidobacteriota

Actinobacteriota

Actinobacteriota

Actinobacteriota

Actinobacteriota

Chloroflexi
Proteobacteria

Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Firmicutes
Chloroflexi
RCP2-54
Acidobacteriota

Actinobacteriota

uncultured
Beijerinckiaceae
Rhizobiaceae
uncultured
uncultured
Burkholderiaceae
PLTAI13 fa
Propionibacteriaceae
Streptosporangiaceae
67-14
Gaiellales_unclassified
Chitinophagaceae
Paenibacillaceae
Geodermatophilaceae
CCD24 fa
Gemmataceae
Pyrinomonadaceae
Vicinamibacteraceae
Propionibacteriaceae
Streptomycetaceae
Gaiellaceae
Gaiellales unclassified
KD4-96 fa
Dongiaceae
uncultured
Xanthobacteraceae
Hyphomicrobiaceae
Methyloligellaceae
Paenibacillaceae
KD4-96 fa
RCP2-54 fa
Subgroup 25 fa

uncultured
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20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
18
18
18
18
18
18
18
18



1421
1474
1482
1560
1567
1570
1576
1659
1781
1790
243

593

673

780

814

907

993

1094
1101
1135
1141
1169
1214
1259
1262
1306
1310
1408
1468
1481
1566
1664
1788

Chloroflexi
Planctomycetota
Planctomycetota

Proteobacteria

Proteobacteria

Verrucomicrobiota

Actinobacteriota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria

Actinobacteriota

Gemmatimonadota

Chloroflexi
Acidobacteriota
Acidobacteriota

Firmicutes
Acidobacteriota
Actinobacteriota

Myxococcota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Planctomycetota

Actinobacteriota

Gemmatimonadota

Planctomycetota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Bacteroidota

Planctomycetota

KD4-96 fa
Pirellulaceae
Gemmataceae
Xanthobacteraceae
Rhodanobacteraceae
Chthoniobacteraceae
67-14
KD4-96 fa
67-14
uncultured
Methyloligellaceae
Cellulomonadaceae
Gemmatimonadaceae
KD4-96 fa
Subgroup 11 fa
Vicinamibacteraceae
Paenibacillaceae
uncultured
MB-A2-108 fa
Haliangiaceae
SC-1-84
uncultured
WD2101 soil group
Solirubrobacteraceae
Gemmatimonadaceae
Gemmataceae
Sphingobacteriaceae
67-14
[lumatobacteraceae
uncultured
Intrasporangiaceae
Chitinophagaceae

Gemmataceae
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18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17



2007
323
354
759
835
909
992
996

1029
1060
1212
1215
1260
1360
1365
1370
1409
1412
1417
1478
1581
1651
1653
1771
1895
2135
616
686
796
852
984
1061

Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Planctomycetota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria

Proteobacteria

Gemmatimonadota

Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteriota

Myxococcota

Proteobacteria
Acidobacteriota

Patescibacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Myxococcota
Bacteroidota

Proteobacteria
Acidobacteriota

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Acidobacteriota

Hyphomicrobiaceae
Devosiaceae
Nocardioidaceae
Actinobacteria unclassified
MB-A2-108 fa
JG30-KF-CM45
Micromonosporaceae
MB-A2-108 fa
Pseudomonadaceae
uncultured
WD2101 _soil_group
Xanthobacteraceae
Streptomycetaceae
Rhizobiales Incertac Sedis
Hyphomicrobiaceae
Gemmatimonadaceae
Xanthomonadaceae
uncultured
[lumatobacteraceae
Polyangiaceae
uncultured fa
Subgroup 5 fa
CandidatusMagasanikbacteria fa
67-14
uncultured
Haliangiaceae
Microscillaceae
Reyranellaceae
Blastocatellaceae
Inquilinaceae
Thermomonosporaceae
67-14

Pyrinomonadaceae
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17
17
17
17
17
17
17
17
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
15



1129
1139
1256
1311
1471
1556
1565
1574
1578
1584
1656
1663
1764
1786
45
473
492
746
812
834
925
937
994
995
1030
1062
1063
1176
1313
1415
1480
1573
1661

Firmicutes
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Gemmatimonadota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Bacteroidota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Bacteroidota
Gemmatimonadota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Firmicutes
Actinobacteriota
Firmicutes
Gemmatimonadota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Patescibacteria

Proteobacteria

Paenibacillaceae
Chthoniobacteraceae
uncultured
Xanthomonadaceae
Gemmatimonadaceae
Nitrosomonadaceae
Steroidobacteraceae
Labraceae
Micromonosporaceae
Mycobacteriaceae
JG30-KF-CM45
Microscillaceae
uncultured
MB-A2-108 fa
Pseudomonadaceae
Sphingobacteriaceae
Gemmatimonadaceae
Nocardioidaceae
IMCC26256 fa
KD4-96 fa
Bacillaceae
67-14
Paenibacillaceae
Gemmatimonadaceae
Dongiaceae

Steroidobacteraceae

Rhizobiales Incertae Sedis

Pedosphaeraceae
[lumatobacteraceae

Isosphaeraceae

Solirubrobacterales unclassified

YM_S32 TM7 50 20

Oxalobacteraceae
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15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
14
14

14
14
14
14
14
14



1769
1770
1774
1792
2017
2021
2127
2131
2132
2146
2414
455
742
760
1175
1266
1418
1557
1558
1571
1572
1579
1652
1768
1879
1881
1891
2006
2025
2117
2118
2129
2141

Planctomycetota
Myxococcota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Planctomycetota
Acidobacteriota
RCP2-54

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

Proteobacteria
Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria
Acidobacteriota

Firmicutes
Acidobacteriota

Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Latescibacterota

Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Actinobacteriota

WD2101 _soil_group
Phaselicystidaceae
IMCC26256 fa
uncultured
Pirellulaceae
Subgroup 11 fa
RCP2-54 fa
Pyrinomonadaceae
Pedosphaeraceae
Nitrosomonadaceae
WD2101 _soil_group
Nocardioidaceae
Nocardioidaceae
Micromonosporaceae
Burkholderiaceae
Pyrinomonadaceae
Paenibacillaceae
uncultured
SC-1-84
Pseudonocardiaceae
Intrasporangiaceae
Sporichthyaceae
uncultured
Gemmataceae
Latescibacterota_fa
Diplorickettsiaceae
MB-A2-108 fa
uncultured
Gaiellales_unclassified
uncultured
Comamonadaceae
Gammaproteobacteria_unclassified

Nocardioidaceae
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14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13



2267
2268
2275
238
2439
571
730
797
871
908
911
963
1264
1369
1372
1411
1420
1422
1476
1484
1563
1568
1575
1577
1654
1658
1766
1767
1772
1782
1877
1880
1893

Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Chloroflexi
Actinobacteriota
Gemmatimonadota
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Gemmatimonadota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteriota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Firmicutes
Acidobacteriota

Actinobacteriota

Enterobacteriaceae
Paenibacillaceae
67-14
Sphingomonadaceae
uncultured
Xanthomonadaceae
Methyloligellaceae
KD4-96 fa
[lumatobacteraceae
Gemmatimonadaceae
uncultured
Pedosphaeraceae
Pyrinomonadaceae
Gemmatimonadaceae
MB-A2-108 fa
Sphingomonadaceae
Mycobacteriaceae
Terrimicrobiaceae
Hyphomicrobiaceae
Vicinamibacteraceae
Chthoniobacteraceae
Streptomycetaceae
KF-JG30-B3
Rhodomicrobiaceae
Pyrinomonadaceae
Caulobacteraceae
Chthoniobacteraceae
IMCC26256 fa
uncultured
Xanthobacteraceae
Paenibacillaceae
uncultured

Nocardioidaceae
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13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12



1896
1898
1999
2011
2012
2013
2014
2016
2125
2126
2143
2283
2287
2290
2421
2437
2442
2448
2612
2620
626
939
1100
1142
1177
1218
1267
1315
1317
1364
1368
1470
1475

Planctomycetota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Myxococcota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Bacteroidota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Planctomycetota
Chloroflexi
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Myxococcota

Chloroflexi

Gemmataceae
Subgroup 17 fa
Sphingomonadaceae
Chitinophagaceae
67-14
Gemmataceae
bacteriap25 fa
WD2101 soil group
uncultured

Gemmataceae

Microtrichales unclassified

Gaiellaceae
Cellulomonadaceae
Nitrosomonadaceae

Vicinamibacteraceae
67-14
Subgroup 7 fa
Sphingobacteriaceae
Xanthomonadaceae
uncultured
Nocardioidaceae
uncultured
JG36-TZT-191 fa
Gaiellaceae
WD2101 _soil_group
Roseiflexaceae
Pedosphaeraceae
uncultured
Vicinamibacteraceae
Xanthomonadaceae
Hyphomicrobiaceae
Phaselicystidaceae

KD4-96 fa
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12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11



1477
1479
1561
1580
1582
1585
1775
1777
1783
1785
1789
1793
1884
1897
1902
2004
2022
2124
2144
2147
2254
2256
2286
2424
2435
2604
2624
2630
2794
2803
647
661
997

Actinobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Bacteroidota
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Bacteroidota
Planctomycetota
Verrucomicrobiota
Gemmatimonadota
Actinobacteriota
Gemmatimonadota
Gemmatimonadota
Actinobacteriota
Myxococcota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Planctomycetota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Bacteroidota
Chloroflexi
Firmicutes

Bacteroidota

Microbacteriaceae
Actinobacteriota unclassified
uncultured
Pyrinomonadaceae
Chitinophagaceae
Acidobacteriales unclassified
Subgroup 17 fa
SC-1-84
Oxalobacteraceae
Xanthomonadaceae
Devosiaceae
Nitrosomonadaceae
Actinobacteriota unclassified
Sphingobacteriaceae
Gemmataceae
Chthoniobacteraceae
Gemmatimonadaceae
67-14
Gemmatimonadaceae
Gemmatimonadaceae
Micromonosporaceae
Myxococcaceae
67-14
Xanthomonadaceae
Rhodomicrobiaceae
Gemmataceae
Steroidobacteraceae
Solibacteraceae
67-14
Flavobacteriaceae
Caldilineaceae
Planococcaceae

Chitinophagaceae
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11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11



998

121
1373
1586
1660
1667
1670
1773
1784
1876
1883
1886
1901

197
2000
2002
2005
2023
2024
2140
2273
2276
2288
2293
2410
2412
2433
2440
2447
2596
2832
2834
2839

Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota
Methylomirabilota
Acidobacteriota
Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Proteobacteria
Actinobacteriota
Desulfobacterota
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Planctomycetota
Chloroflexi
Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria

SC-1-84
Rhodanobacteraceae
Microscillaceae
Solirubrobacteraceae
MB-A2-108 fa
uncultured
Isosphaeraceae
Rokubacteriales fa
Subgroup 5 fa
Paenibacillaceae
Yersiniaceae
Solirubrobacteraceae
Frankiales fa
Sphingomonadaceae
SC-1-84
Pseudonocardiaceae
Pseudonocardiaceae
KD4-96 fa
Acetobacteraceae
67-14
uncultured fa
uncultured fa
Micropepsaceae
Chitinophagaceae
Pseudonocardiaceae
Anaerolineaceae
Comamonadaceae
Pedosphaeraceae
Gemmataceae
S085 fa
Acetobacteraceae
Acetobacteraceae

Steroidobacteraceae
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11
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10



3092
3100
3101
3391
965
999
1265
1363
1416
1469
1483
1490
1672
1765
1776
1885
1887
1888
1889
1890
1903
200
2003
2009
2015
2121
2130
2136
2137
2142
2150
2151
2252

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteriota
Latescibacterota
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Myxococcota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Chloroflexi
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Methylomirabilota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Patescibacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Entotheonellacota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria

Acidobacteriota

Alphaproteobacteria_unclassified

uncultured
A21b
Subgroup 7 fa
Latescibacteraceae
uncultured
Pedosphaeraceae
Haliangiaceae

Oxalobacteraceae

Streptosporangiaceae

JG30-KF-CM45
Diplorickettsiaceae
MB-A2-108 fa
Dongiaceae
WX65

Nocardioidaceae

Gaiellales_unclassified

Chthoniobacteraceae

Sphingomonadaceae

Microtrichales_unclassified

Saccharimonadales_fa

Comamonadaceae
67-14
Acidothermaceae
cvE6

uncultured

Thermomonosporaceae

A21b
Entotheonellaceae
Vicinamibacteraceae
IMCC26256 fa
Steroidobacteraceae

Pyrinomonadaceae
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2255
2261
2264
2266
2269
2278
2280
2408
2419
2422
2445
2449
2594
2603
2609
2628
2812
2838
3056
3064
3069
3077
3103
3106
3357
3401
747
836
845
903
1486
1787
1899

Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteriota

Firmicutes

Acidobacteriota

Acidobacteriota

Actinobacteriota

Bacteroidota
Myxococcota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Chloroflexi
Proteobacteria
Proteobacteria
Planctomycetota
Planctomycetota
Bacteroidota
Acidobacteriota
Planctomycetota
Sumerlaeota
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Acidobacteriota

Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria

Firmicutes
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota

Proteobacteria

uncultured
TRA3-20
Rhizobiales Incertae Sedis
IMCC26256 fa
Paenibacillaceae
uncultured
uncultured
Ilumatobacteraceae
Weeksellaceae
Myxococcaceae
Isosphaeraceae
Bryobacteraceae
JG30-KF-CM45
Acetobacteraceae
TRA3-20
Pirellulaceae
Isosphaeraceae
Hymenobacteraceae
Vicinamibacteraceae
uncultured
Sumerlaeaceae
uncultured
Chlamydiales unclassified
MB-A2-108 fa
Subgroup 7 fa
Solirubrobacteraceae
Xanthobacteraceae
Micropepsaceae
Paenibacillaceae
uncultured
Chthoniobacteraceae
uncultured

Comamonadaceae
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1904
2019
2138
2139
2145
2148
2257
2271
2281
2284
2289
2292
2405
2406
2413
2415
2420
2428
2443
2444
2446
2601
2607
2608
2632
2809
2817
2826
2836
3062
3071
3080
3102

Acidobacteriota
Myxococcota
Bacteroidota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

Planctomycetota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Chloroflexi
Bacteroidota
Chloroflexi
Bacteroidota

Chloroflexi

Verrucomicrobiota

Chloroflexi
Chloroflexi
Proteobacteria
Planctomycetota
Proteobacteria

Proteobacteria

Gemmatimonadota

Actinobacteriota

Verrucomicrobiota

Acidobacteriota
Acidobacteriota
Planctomycetota
Proteobacteria
Planctomycetota

Actinobacteriota

Vicinamibacteraceae
Myxococcaceae
Chitinophagaceae
Pyrinomonadaceae
67-14
Diplorickettsiaceae
Pirellulaceae
uncultured
Chthoniobacteraceae
WD2101 _soil_group
MB-A2-108 fa
Xanthomonadaceae
TK10 fa
Microscillaceae
S085 fa
Chitinophagaceae
KD4-96 fa
Chthoniobacteraceae
Gitt-GS-136_fa
KD4-96 fa
Oxalobacteraceae
OM190 fa
Xanthobacteraceae
Rhodanobacteraceae
Gemmatimonadaceae
Solirubrobacteraceae
Parachlamydiaceae
Thermoanaerobaculaceae
Vicinamibacteraceae
Pirellulaceae
uncultured
Pirellulaceae

0319-7L14 fa
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3117
3417
3782
558
1031
1424
1487
1559
1751
1794
1878
1892
2001
2018
2149
2253
2258
2260
2263
2265
2272
2277
2279
2407
2417
2427
2429
2430
2434
2436
2438
2593
2597

Actinobacteriota
Planctomycetota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Firmicutes
Chloroflexi
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota

Actinobacteriota

Verrucomicrobiota

Planctomycetota
Actinobacteriota
Firmicutes
Chloroflexi
Chloroflexi
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota

Actinobacteriota

Verrucomicrobiota

Bacteroidota

uncultured fa
Gemmataceae
uncultured
Nocardiaceae
Steroidobacteraceae
uncultured
JG30-KF-CM66 fa
uncultured
Paenibacillaceae
Adb
IMCC26256 fa
Micromonosporaceae
Solirubrobacteraceae
Vicinamibacteraceae
uncultured
Parachlamydiaceae
WD2101_soil_group
67-14
Paenibacillaceae
KD4-96 fa
Roseiflexaceae
uncultured fa
Bryobacteraceae
A21b
TRA3-20
Nocardioidaceae
Solirubrobacteraceae
Subgroup 7 fa
uncultured fa
Blastocatellaceae
Kineosporiaceae
Pedosphaeraceae

Microscillaceae
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2598
2600
2610
2611
2622
2627
2629
2631
2793
2801
2811
2816
2825
2845
2846
289
3052
3059
3075
3105
3125
3347
3359
3372
3373
3384
3403
3409
3736
3742
3745
1319
1371

Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Planctomycetota
Proteobacteria
Bacteroidota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Gemmatimonadota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Bacteroidota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Planctomycetota
Firmicutes
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Firmicutes
Acidobacteriota
Chloroflexi
Bacteroidota
Planctomycetota
Chloroflexi
Firmicutes

Actinobacteriota

67-14
Pedosphaeraceae
CCD24 fa
Opitutaceae
Isosphaeraceae
Nitrosomonadaceae
Chitinophagaceae
Koribacteraceae
Acidimicrobiaceae
Bryobacteraceae

uncultured

Gemmatimonadaceae

Microtrichales unclassified

Beijerinckiaceae
uncultured
Azospirillaceae
Ilumatobacteraceae
Flavobacteriaceae

Burkholderiaceae

Thermoanaerobaculaceae

Tepidisphaeraceae
Paenibacillaceae
Chthoniobacteraceae
Pyrinomonadaceae

Hyphomonadaceae

Thermoactinomycetaceae

Vicinamibacteraceae
S085 fa
SJA-28 fa
Gemmataceae
RBG-13-54-9 fa
Bacillaceae

67-14
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1391
1485
1662
1668
1673
1778
1791
1900
1906
2008
2020
2026
2134
2249
2259
2262
2274
2282
2431
2441
2450
2595
2613
2617
2619
2623
2625
2791
2795
2804
2820
2823
2831

Actinobacteriota Nocardiaceae
Verrucomicrobiota Chthoniobacteraceae
Verrucomicrobiota Pedosphaeraceae

Myxococcota Sandaracinaceae
Bacteroidota Saprospiraceae

Planctomycetota WD2101 _soil_group

Acidobacteriota uncultured

Acidobacteriota Vicinamibacteraceae

Chloroflexi JG30-KF-CM45
Proteobacteria TRA3-20

Actinobacteriota Micromonosporaceae

Planctomycetota Isosphaeraceae

Acidobacteriota uncultured

Proteobacteria TRA3-20

Planctomycetota uncultured

Firmicutes Paenibacillaceae
Firmicutes Paenibacillaceae
Chloroflexi JG30-KF-CM45

Acidobacteriota Subgroup 17 fa

Actinobacteriota Gaiellaceae

Actinobacteriota IMCC26256 fa

Chloroflexi TKI10 fa
Proteobacteria uncultured

Acidobacteriota Vicinamibacteraceae

Verrucomicrobiota Pedosphaeraceae
Firmicutes Paenibacillaceae
Actinobacteriota Nocardioidaceae
Chloroflexi KD4-96 fa
Proteobacteria Acetobacteraceae
Proteobacteria Steroidobacteraceae
Chloroflexi S085 fa
Actinobacteriota uncultured fa
Planctomycetota WD2101 _soil_group
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2833
3058
3072
3074
3079
3088
3089
3093
3099
3120
3128
3129
3340
3346
3370
3397
3402
3411
3418
3422
3718
3747
3769
3777
3786
436
754
761
1014
1318
1423
1489
1882

Planctomycetota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Planctomycetota
Myxococcota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota
Chloroflexi
Bacteroidota
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Gemmatimonadota
Bacteroidota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Bacteroidota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Planctomycetota

Actinobacteriota

Isosphaeraceae
JG30-KF-CM45
Gaiellales unclassified
uncultured
Myxococcaceae
Nitrosococcaceae
Opitutaceae
Diplorickettsiaceae
Microbacteriaceae
[lumatobacteraceae
Vicinamibacteraceae
Rhodanobacteraceae
Pirellulaceae
Caldilineaceae
Sphingobacteriaceae
Solirubrobacteraceae
Chthoniobacteraceae
Solirubrobacteraceae
Gemmatimonadaceae
SJA-28 fa
SBR1031 fa
Solirubrobacteraceae
Parachlamydiaceae
Sphingobacteriales_unclassified
TK10 fa
Nocardioidaceae
Microbacteriaceae
Solibacteraceae
Nocardioidaceae
Subgroup 2 fa
Pyrinomonadaceae
Pirellulaceae

67-14
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1894
1905
1998
2119
2123
2128
2251
2270
2285
2291
2409
2411
2416
2423
2426
2432
2451
2588
2592
2602
2605
2606
2626
2633
2802
2805
2806
2808
2813
2821
2827
2837
3061

Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Bacteroidota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Chloroflexi
Acidobacteriota

Acidobacteriota

Gemmatimonadota

Firmicutes
Myxococcota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Planctomycetota

Bacteroidota

Verrucomicrobiota

Dependentiae
Actinobacteriota
Acidobacteriota

Bacteroidota
Actinobacteriota

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

Planctomycetota

Verrucomicrobiota

Acidobacteriota

67-14
uncultured
Nocardioidaceae

Chitinophagaceae

Rhizobiales Incertae Sedis

Pyrinomonadaceae
uncultured
Vicinamibacteraceae
KD4-96 fa
Subgroup 5 fa
Solibacteraceae
Gemmatimonadaceae
Paenibacillaceae
Haliangiaceae
Nocardioidaceae
Comamonadaceae
uncultured
Micromonosporaceae
Nocardioidaceae
Rubinisphaeraceae
Gemmataceae
Flavobacteriaceae
Pedosphaeraceae
UBA12409
Solirubrobacteraceae
uncultured
Cytophagaceae
MB-A2-108 fa
Subgroup 7 fa
Opitutaceae
Gemmataceae
Chthoniobacteraceae

Subgroup 7 fa
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3065
3073
3096
3109
3112
3113
3118
3121
3122
3126
3127
3130
3348
3352
3364
3365
3366
3367
3368
3378
3386
3395
3410
3694
3700
3701
3724
3726
3739
3750
3752
3758
3774

Planctomycetota
Planctomycetota
Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Bacteroidota
Myxococcota
Acidobacteriota
Myxococcota
Acidobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Armatimonadota
Acidobacteriota
Patescibacteria
Proteobacteria
Patescibacteria
Bacteroidota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Myxococcota
Verrucomicrobiota
Myxococcota
Proteobacteria
Actinobacteriota

Patescibacteria

WD2101 _soil_group
WD2101 _soil group
Rhodanobacteraceae
uncultured
Thermoanaerobaculaceae
uncultured
Bryobacteraceae
Diplorickettsiaceae
Intrasporangiaceae
Gemmataceae
uncultured fa
Saprospiraceae
Haliangiaceae
Vicinamibacteraceae
Haliangiaceae
uncultured
Pirellulaceae
MB-A2-108 fa
Chthonomonadaceae
Vicinamibacteraceae
LWQS8
Rhizobiales unclassified
Saccharimonadales unclassified
Chitinophagaceae
AKIW781
Actinobacteria_unclassified
uncultured fa
Haliangiaceae
Chthoniobacteraceae
Haliangiaceae
Comamonadaceae
Microtrichales_unclassified

Saccharimonadales_fa

98

LN L D W U W D D b O b O b U O D O b e b e e b i b O i D i e e e D



3776
3781
3784
4086
1488
1674
2133
2295
2418
2425
2452
2590
2591
2615
2616
2618
2796
2797
2798
2807
2814
2815
2818
2824
2829
2835
3055
3057
3063
3067
3070
3078
3084

Bacteroidota
Verrucomicrobiota
Planctomycetota
NB1-j
Chloroflexi
Bacteroidota
Acidobacteriota
Bacteroidota
Gemmatimonadota
Verrucomicrobiota
Chloroflexi
Proteobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Myxococcota
Actinobacteriota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Proteobacteria
Patescibacteria
Verrucomicrobiota
Gemmatimonadota
Bdellovibrionota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Bacteroidota
Planctomycetota
Bdellovibrionota
Proteobacteria
Patescibacteria
Bdellovibrionota

Planctomycetota

Chitinophagaceae

Chlamydiales unclassified

Pirellulaceae
NB1-j fa
JG30-KF-CM45
Chitinophagaceae
Vicinamibacteraceae
Chitinophagaceae
Gemmatimonadaceae
Verrucomicrobiaceae
Ktedonobacteraceae
Comamonadaceae
Gaiellaceae
uncultured
uncultured
Sandaracinaceae
Micromonosporaceae
KD4-96 fa
Gaiellaceae
Oxalobacteraceae
Saccharimonadales_fa
Chthoniobacteraceae
Gemmatimonadaceae
Bdellovibrionaceae
Solirubrobacteraceae
Pirellulaceae
Chitinophagaceae
WD2101 _soil_group
Oligoflexaceae
Rhodanobacteraceae
Saccharimonadales _fa
Bdellovibrionaceae

Pirellulaceae
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3085
3086
3090
3094
3095
3098
3104
3107
3114
3119
3343
3345
3349
3350
3355
3360
3375
3388
3394
3398
3399
3400
3405
341
3412
3413
3416
3419
3426
3428
3429
3697
3705

Planctomycetota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Desulfobacterota
Armatimonadota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Elusimicrobiota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
RCP2-54
Patescibacteria
Firmicutes
Chloroflexi
Bacteroidota
Acidobacteriota
Gemmatimonadota
Actinobacteriota
Patescibacteria
Chloroflexi
Firmicutes
Myxococcota
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Bacteroidota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Myxococcota

Gemmataceae
uncultured
Gemmataceae
uncultured fa
Chthonomonadales_fa
Legionellaceae
Solirubrobacteraceae
Rhodocyclaceae
uncultured fa
Micromonosporaceae
Lineage Ila fa
Pseudonocardiaceae
Iamiaceae
RCP2-54 fa
LWQ8
Hungateiclostridiaceae
Adb
Chitinophagaceae
Subgroup 7 fa
Gemmatimonadaceae
Microbacteriaceae
Candidatus_Kaiserbacteria_fa
Anaerolineaceae
Paenibacillaceae
Blrii41
Pedosphaeraceae
Subgroup 20 fa
Solirubrobacteraceae
Chitinophagaceae
Gemmataceae
IMCC26256 fa
Thermoleophilia_unclassified

Polyangiaceae
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3716
3720
3743
3744
3759
3763
3772
3773
3785
3788
3792
3793
3796
3800
3804
657
2027
2589
2599
2614
2621
2790
2800
2810
2822
2840
2841
2843
3053
3054
3060
3068
3076

Bacteroidota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Chloroflexi
Patescibacteria
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Myxococcota
Myxococcota
Proteobacteria
Planctomycetota
Desulfobacterota
Verrucomicrobiota
Bdellovibrionota
Bacteroidota
Proteobacteria
Gemmatimonadota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Planctomycetota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota
RCP2-54
Chloroflexi
Cyanobacteria
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Planctomycetota

Bacteroidota

Sphingobacteriaceae
Chthoniobacteraceae
Microtrichales unclassified
A0839
Chloroflexi_unclassified
Saccharimonadales_unclassified
Burkholderiaceae
Opitutaceae
mlel-27 fa
Polyangia_unclassified
Nitrosomonadaceae
Gemmataceae
uncultured fa
Pedosphaeraceae
0319-6G20 fa
Sphingobacteriaceae
Burkholderiales unclassified
Gemmatimonadaceae
uncultured
uncultured fa
Gaiellaceae
Gemmataceae
Pedosphaeraceae
Solirubrobacteraceae
RCP2-54 fa
Roseiflexaceae
Nostocaceae
67-14
Thermoanaerobaculaceae
67-14
Gemmataceae
Pirellulaceae

Chitinophagaceae
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3082
3083
3087
3091
3115
3116
3123
3341
3342
3351
3353
3356
3361
3363
3381
3385
3389
3393
3396
3406
3414
3415
3420
3423
3425
3427
3699
3706
3708
3709
3712
3713
3725

Actinobacteriota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Planctomycetota
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Myxococcota
Firmicutes
Actinobacteriota
Bacteroidota
Chloroflexi
Bacteroidota
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Firmicutes
Patescibacteria
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

uncultured fa
Xanthobacteraceae
uncultured

Blastocatellaceae

Micromonosporaceae

PLTAI3 fa

Chthoniobacteraceae

Gemmataceae

Parachlamydiaceae

Vicinamibacteraceae

Pirellulaceae
uncultured
bacteriap25 fa
Bacilli_unclassified
uncultured fa
Chitinophagaceae
AKYG1722
Chitinophagaceae

Gaiellales unclassified

Pedosphaeraceae
Paenibacillaceae

GWA2-38-13b _fa

Vicinamibacteraceae

Verrucomicrobiaceae

R7C24 fa
Beijerinckiaceae

Legionellaceae

Chthoniobacteraceae

PAUC26f fa
Simkaniaceae
Nitrosomonadaceae
uncultured

Opitutaceae
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3728
3730
3731
3734
3735
3746
3749
3753
3756
3761
3767
3768
3778
3780
3783
3787
3790
3791
3801
3803
4061
4062
4069
4073
4083
4092
4095
4096
4108
4111
4112
4236
4237

Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Planctomycetota
Armatimonadota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Acidobacteriota
Bacteroidota
Bdellovibrionota
Bacteroidota
Proteobacteria
Planctomycetota
NB1-j
Bacteroidota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Bdellovibrionota
Planctomycetota
Firmicutes
Actinobacteriota
Dependentiae
Patescibacteria
Firmicutes
Myxococcota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Verrucomicrobiota
Chloroflexi
Acidobacteriota
Planctomycetota
Actinobacteriota

Acidobacteriota

Thermoleophilia_unclassified

Opitutaceae
Pirellulaceae
Armatimonadales fa
Subgroup 22 fa

Frankiaceae

Acidobacteriaceae (Subgroup 1)

Microscillaceae
Bdellovibrionaceae
AKYH767
Diplorickettsiaceae
OM190 fa
NB1-j fa
Chitinophagaceae

Planctomycetales_unclassified

Thermoanaerobaculaceae

Nitrosomonadaceae
Bdellovibrionaceae
Pirellulaceae

Sporomusaceae

Gaiellales_unclassified

Babeliales unclassified

Kazania fa
Carnobacteriaceae

Polyangiaceae

Proteobacteria_unclassified

Parachlamydiaceae

Omnitrophales_unclassified

OLB14 fa
Subgroup 17 fa
Pirellulaceae
uncultured

Subgroup 22 fa
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1796
2250
2294
2792
2799
2828
2844
3066
3081
3108
3110
3344
3354
3358
3371
3376
3382
3383
3387
3392
3404
3407
3408
3421
3693
3695
3696
3703
3704
3714
3715
3717
3719

Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteriota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota
Planctomycetota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

Planctomycetota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Patescibacteria
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Myxococcota
Planctomycetota
Bacteroidota
Patescibacteria
Myxococcota
Latescibacterota

Planctomycetota

Inquilinaceae
Oxalobacteraceae
uncultured
Chitinophagaceae
Nocardioidaceae
uncultured
Gemmataceae
uncultured
Nocardioidaceae
WD2101_soil_group
Subgroup 7 fa
Gaiellales_unclassified
Solirubrobacteraceae
uncultured
Pedosphaeraceae
Pirellulaceae
Vicinamibacterales unclassified
Oxalobacteraceae
uncultured
Paenibacillaceae
uncultured
uncultured
uncultured
Saccharimonadales_unclassified
uncultured
Subgroup 22 fa
Phaselicystidaceae
Gemmataceae
Sphingobacteriaceae
Parcubacteria_unclassified
Anaeromyxobacteraceae
Latescibacterota_fa

Tepidisphaeraceae
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3721
3727
3740
3741
3757
3762
3764
3765
3766
3771
3795
4054
4055
4056
4058
4059
4067
4068
4074
4080
4087
4093
4098
4099
4106
4110
4254
912
1795
3124
3369
3377
3380

Acidobacteriota

Patescibacteria
Proteobacteria
Cyanobacteria
Myxococcota
Proteobacteria
Dependentiae

Planctomycetota

Firmicutes
Acidobacteriota

Dependentiae

Gemmatimonadota

Verrucomicrobiota

Dependentiae
Firmicutes
Proteobacteria
Planctomycetota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Patescibacteria
Dependentiae
Bdellovibrionota
Latescibacterota
Chloroflexi

Patescibacteria

Verrucomicrobiota

Acidobacteriota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Patescibacteria
Planctomycetota
Bacteroidota

Firmicutes

Vicinamibacteraceae
Saccharimonadales_fa
Nitrosomonadaceae
Obscuribacteraceae
Haliangiaceae
Oxalobacteraceae
Babeliaceae
Gemmataceae
Paenibacillaceae
Pyrinomonadaceae
Vermiphilaceae
Gemmatimonadaceae
Pedosphaeraceae
Babeliaceae
Paenibacillaceae
Nitrosomonadaceae
Pirellulaceae
Gemmataceae

Subgroup 22 fa

Parcubacteria_unclassified

Babeliales_unclassified
Silvanigrellaceae
Latescibacterota fa
C0119 fa
Parcubacteria_fa
Simkaniaceae
uncultured
Ktedonobacteraceae
Gaiellaceae
WWH38
WD2101 _soil_group
Chitinophagaceae

Paenibacillaceae
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3390
3430
3698
3707
3710
3711
3722
3732
3733
3737
3748
3751
3755
3760
3775
3794
3797
3802
4053
4057
4064
4065
4070
4072
4077
4078
4084
4085
4090
4091
4094
4100
4101

Acidobacteriota

Gemmatimonadota

Acidobacteriota
Abditibacteriota
Myxococcota
Acidobacteriota
Bacteroidota
Actinobacteriota
Myxococcota
Proteobacteria
Patescibacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Firmicutes

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota

Chloroflexi
Bacteroidota
Acidobacteriota
Patescibacteria
Acidobacteriota
Firmicutes
Proteobacteria
Chloroflexi
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Desulfobacterota
Planctomycetota
Chloroflexi
Bacteroidota
Dependentiae
Desulfobacterota

Acidobacteriota

Subgroup 7 fa
Gemmatimonadaceae
Vicinamibacteraceae
Abditibacteriaceae
Myxococcaceae
Subgroup 25 fa
Sphingobacteriaceae
[amiaceae
Polyangia unclassified
Nitrosomonadaceae
CandidatusMoranbacteria fa
Kapabacteriales fa
Thermoleophilia_unclassified
Erysipelotrichaceae
uncultured
Verrucomicrobiae unclassified
Thermomicrobiales unclassified
Chitinophagaceae
Subgroup 17 fa
Saccharimonadales_unclassified
uncultured
Clostridiaceae
Rhodanobacteraceae
Roseiflexaceae
uncultured
Thermoleophilia_unclassified
uncultured fa
WD2101_soil group
Chloroflexales unclassified
Chitinophagaceae
Babeliales unclassified
uncultured fa

uncultured
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4102
4103
4105
4107
4109
4114
4115
4116
4228
4230
4231
4238
4241
4242
4243
4244
4246
4248
4249
4250
4253
4255
94

Acidobacteriota
Myxococcota
Bdellovibrionota
Proteobacteria
Chloroflexi
Planctomycetota
Chloroflexi
Proteobacteria
Proteobacteria
Acidobacteriota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Planctomycetota
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Verrucomicrobiota
Acidobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota

Proteobacteria

uncultured
BIfdi19 fa
Bdellovibrionaceae
Coxiellaceae
Anaerolineaceae
OM190 fa
uncultured
Nitrosomonadaceae
SC-1-84
uncultured
Vicinamibacteraceae

SC-1-84

Planctomycetes_unclassified

Vicinamibacteraceae
Chthoniobacteraceae
Subgroup 2 fa
Pedosphaeraceae
Subgroup 17 fa
Pseudonocardiaceae
67-14
67-14
Pirellulaceae

Pseudomonadaceae
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Anexo 13
Indice porcentual de supervivencia y mortalidad en plantas de quinua bajo distintos

tratamientos de suelo, patogeno y bioinsumo

INDICE DE SUPERVIVENCIA'Y MORTALIDAD
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= (S.supreswo + (S.supreswo + sin patégeno) (S.conductivo+ conductivo+ conductivo sin

X patogeno + patogeno + patogeno + patdgeno sin patdgeno)
bioinsumo bioinsumo bioinsumo) bioinsumo)

(bioinsumo (patbgeno
aplicado antes aplicado antes
del patogeno) del bioinsumo).

Tratamientos

W % Mortalidad ® % Supervivencia

Nota. El gréfico refleja la proporcion de plantas vivas y muertas en funcion del
tratamiento aplicado.

Anexo 14

Porcentaje de germinacion de plantulas de quinua bajo distintos tratamientos.

Tratamiento Plantas Plantas Total de %
Vivas Muertas Plantas Germinacion
T1A 6 0 6 100
T1B 6 0 6 100
T2 12 0 12 100
T3A 0 6 6 0
T3B 1 5 6 16,67
T4 6 6 12 50
Total 31 17 48 64,58

Nota. Datos obtenidos a partir del célculo de semillas germinadas respecto al total
sembrado, considerando el tipo de suelo, presencia de patdogeno y uso del bioinsumo
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