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Resumen: La fertilidad del suelo se la puede determinar mediante diferentes procesos uno
de estos es a través del analisis del ADN ambiental (eADN) el cual permite identificar la
diversidad genética que se encuentran en dicho material, esencial en la formacion y el
mantenimiento de la productividad del suelo, este estudio, es el primero de su tipo en la
provincia de Loja, se realizé mediante la seleccion de 9 areas, en las cuales, se recogieron 26
muestras de suelo, se midié el eDNA vy se estim6 el nimero de microorganismos a partir de
la cantidad de eDNA obtenido. El 35% de suelos totales (9) mostraron recuentosbacterianos
mayores 6,0 x 108 células/g-suelo, el 15% (4) entre 2,0 x 10® células/g-suelo (recuentos
bacterianos minimos requeridos para la mineralizacién de compuestos organicos)y 6,0 x 108
células/g-suelo. Sin embargo, el 50% (13) restantes tenian menos de 2,0 x 108 células/g-suelo
en estos suelos la mineralizacién con nitrégeno organico es extremadamentebaja, encontrada
en los cantones Saraguro, Paltas y Catamayo. Este estudio es importante porque identifica
los recuentos bacterianos de diferentes suelos y la necesidad de incorporar microorganismos
para mejorar rendimientos, gracias a la estandarizacion, la técnica se puede aplicar a la
totalidad de los suelos de la provincia y del pais.
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Abstract: Soil fertility can be determined through different processes, one of these is through
the analysis of environmental DNA (eDNA) which allows identifying the genetic diversity
found in said material, essential in the formation and maintenance of soil productivity. soil,
this study is the first of its kind in the province of Loja, it was carried out by selecting 9 areas,
in which 26 soil samples were collected, eDNA was measured and the number of
microorganisms was estimated from of the amount of eDNA obtained. 35% of total soils (9)
showed bacterial counts greater than 6.0 x 102 cells/g-soil, 15% (4) between 2.0 x 108 cells/g-
soil (minimum bacterial counts required for the mineralization of organic compounds) and
6.0 x 108 cells/g-soil. However, the remaining 50% (13) had less than 2.0 x 108 cells/g-soil
in these soils mineralization with organic nitrogen is extremely low, found in the Saraguro,
Paltas and Catamayo cantons. This study is important because it identifies the bacterial counts
of different soils and the need to incorporate microorganisms to improve yields, thanks to
standardization, the technique can be applied to all the soils of the province and the country.
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1. INTRODUCCION

Un ambiente saludable del suelo permite el crecimiento de las plantas y la produccién delos
alimentos que estd estrechamente relacionado con nuestra salud y nuestra vida [1], de gran
importancia es la presencia de microorganismos ya que juegan un papel importante en la
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descomposicién de materiales orgéanicos y el ciclo del carbono, nitrégeno, fosforo y varios otros
nutrientes [2]

En los dltimos afios, la contaminacion ambiental derivada del uso excesivo de quimicos
(fertilizantes, herbicidas fungicidas etc.) se ha convertido en un grave problema mundial [3], [4].
La provincia de Loja no es la excepcion en la que el empleo de diferentes agroquimicos es de uso
comun en labores culturales de cultivos, como el maiz, tomate, hortalizas, para proteger a los
microorganismos del suelo de los efectos nocivos de los agroquimicos, es necesario minimizar su
uso, permitiendo su recuperacion y su accién en diferentes actividades que ejercen en el suelo
acelerando el proceso de biodegradacion [5], [6]. El interés en la agricultura orgénica se
incrementa a medida que aumenta la conciencia del consumidor sobre la seguridad alimentaria.

Los fertilizantes como el compost utilizado en la agricultura organica se pueden hacer
empiricamente sin embargo es dificil ajustar sus componentes [7]. Loscomponentes organicos del
suelo son utilizados por los cultivos agricolas después de ser descompuestos por los organismos
y las bacterias presentes en el suelo, es importante analizar la fertilidad del suelo enfocandose en
la bioactividad de las bacterias involucradas, en la descomposicion de materiales orgénicos y en la
circulacion de nutrientes como C, N, Py S [8], [9]. Ademaés, la microbiota del suelo en si procesa
un conjunto labil de nutrientes que esta potencialmente disponible para las plantas [10], [11], pero
muchos de ellos son muy dificiles de separar y cultivar en un laboratorio.

Se han realizado varios intentos para extraer DNA directamente del suelo y analizar
comunidades microbianas, recientemente se establecid el método para extraer eDNA, el DNA de
microorganismos presentes en el medio ambiente como suelo y agua [12], mediante la utilizacion
del método que extrae eDNA con agitacion lenta(“Slow-Stirring Method”) y permite evaluar la
fertilidad del suelo por la carga bacteriana presenteen el mismo (biomasa bacteriana) [13].

El objetivo del presente estudio, es determinar la fertilidad del suelo de nueve cantones de la
provincia de Loja. A través del andlisis del eDNA, su importancia radica en la identifica los
recuentos bacterianos de diferentes suelos y la necesidad de incorporar microorganismos para
mejorar rendimientos, gracias a la estandarizacion, la técnica se puede aplicar a la totalidad de los
suelos de la provincia y del pais.

2. METODOLOGIA

Muestra: El suelo utilizado en este estudio fue recolectado en 26 campos agricolas de nueve
cantones (figura 1), Saraguro, Paltas, Celica, Alamor, Gonzanama, Catamayo, Macara, Loja y
Zapotillo, en la provincia de Loja.

Tres muestras por cantdn a excepcion de Gonzanama en la quese tom6 dos muestras, el suelo
se recolectd a una profundidad de 5-10 cm sin la capa superficial del suelo y se eliminaron las
raices, piedras y materiales extrafios, todas las muestras se almacenaron a 4°C hasta su
procesamiento en el laboratorio, para extraer el eDNA, las muestras se secaron a temperatura
ambiente durante una semana, luego se molieron con un mortero hasta obtener un polvo fino, y
se tamizaron usando una malla de 1 mm.

Microbiota del suelo, se midi6 analizando eDNA extraido por el método de “Slow-Stirring
Method” [13] que es un método simple y rapido de agitacion lenta para extraer eDNA de los
suelos mediante agitacion fisica suave con tratamiento quimico.
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Figura 1. Mapa de las zonas de muestreo

Extraccion de eADN: Para extraer eDNA en el suelo, se mezclaron 2,0 g de muestra del suelo
con 8,0 ml de tamp6n de extraccion de eDNA [Tris-HCI 100 mM, EDTA-2Na 100 mM, NaH2PO,
100 mM, NaCl 1,5 M, Bromuro de hexadeciltrimetiloamonio (CTAB) al 1% (p/v), pH 8,0] y 2,0
ml de dodecilsulfato sodico al 2,5% (p/v), y se agitd lentamente (200 rpm) por la noche (Heidolph
Unimax 1010, Heidolph Instruments, Alemania). La suspensién se centrifugé a 8000 rpm durante
10 min y posteriormente se transfirieron 500 pl de sobrenadante a un micro tubo de 2,0 ml y se
suplementaron con 50 ul de 3 M acetato sddico (pH 8,0) y 1400 ul de 100% etanol frio. Después
de dejar por 30 minutos, el eDNA crudo se sediment6 por centrifugacion a 13000 rpm por 3 min
y se enjuagd con 70% y 100% de etanol, respectivamente. El sedimento de eDNA crudo se
disolvié en TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0) después de secar en aire. Todos los
procedimientos para extraer el eDNA descritos anteriormente se llevaron a cabo en la temperatura
ambiente.

Cuantificacion de eDNA: El eDNA extraido se cuantificd en funcién de la intensidad de las
bandas de DNA (figura 2) en una electroforesis en un gel de agarosa agarosa [(1,5% en TBE 1x
(Tris-Borato 90mM, EDTA 2 mM)] durante 40 min (120 V constante). Las bandas de eDNA se
visualizaron mediante SYBR safe de Invitrogen. MK; marcador de peso molecular Tracklt 100 bp
DNAIladder de Invitrogen, la imagen de la electroforesis fue leida utilizando el software de
andlisis de imé&genes NIH Image J.

Analisis de la microbiota en el suelo: Se estimé usando la ecuacion Y = 1.70 x 10°x X (R2 =
0.96) [13], donde Y y X son la microbiota (recuentos bacterianos, células/g-suelo) y la cantidad
de eDNA ( g/g-suelo),respectivamente. Aunque la eficiencia de extraccion no se -probo en el
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presente experimento, Miller et al., informaron que la eficiencia de extraccion promedio fue del
86% utilizando un método de extraccion similar [14].

Para evaluar diferencias de contenido de eDNA entre los nueve sitios, se aplico la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con la libreria “stats” del programa estadistico R (R Core Team
2021).

3. RESULTADOS

Contenido de eDNA de suelo agricola en la tierra de la provincia de Loja: primeramente
se realizo la electroforesis en gel de agarosa de todas las muestras.

Loczlizacion desuslos
MK Loja Macara Alamor MK
7 10 20 10 20 10 20 7 (ul)
(pbi
2000
600
300
100

Figura 2. Andlisis de eDNA extraido del suelo agricola (electroforesis en gel de agarosa) de los
cantones Loja, Macara y Alamor, corridos con 10 y 20 ul, el marcador de peso molecular en 7 ul,
el marcador de 2000 pb.

Seguidamente se realizé una fotografia (tabla 1) que fue leida por el software de analisis de
imagenes (NIH Image J, NIH), el suelo de Alamor mostré la mayor cantidad de eDNA, el valor
promediode las tres muestras fue de 16,2 + 3,1 pg/g-suelo, por otro lado, la cantidad de eDNA en
los suelos de Saraguro, Paltas y Catamayo fueron bajas con cantidades de eDNA inferiora 1 pg/g-
suelo.
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Tabla 1. Contenido de eDNA en suelo agricola de cantones de la provincia de Loja,
contenido por cada muestra 'y promedio por area.

Edna
Area ng+/-SE/g-suelo)
Promedio™ Promedio™ en area
1 114 +/- 39.5
Saraguro 2 673.4 +/- 243.1 264.4 +/- 107.6
3 52.2 +/- 24.6
1 2171.4 +/- 480.9
Paltas 2 145.9 +/- 24.8 916.5 +/- 279.4
3 780.0 +/- 248.9
1 7527.8 +/- 2259.6
Celica 2 776.7 +/- 160.2 3304.4 +/- 1391.11
3 91.8 +/- 30.2
1 1790.2 +/- 28449
2 20895.8 +/- 8045.6 16210.4  +/- 3085.7
Alamor 3 9268.8 +/- 3955.7
Gonzanama L| 3209 *l 8728056 o 14855
2 1024.2 +/- 250.2
1 298.8 +/- 103.2
Catamayo 2 67.5 +/- 34.1 294.1 +- 103.7
3 427.3 +/- 203.3
1 935.1 +/- 110.1
Macara 2 8226.3 +/- 3245.0 3758.6 +/- 1256.9
3 3996.9 +/- 315.4
1 1615.1 +/- 722.4
Loja 2 1795.1 +/- 536.2 3079.3 +/- 1068.4
3 6743.9 +/- 3171.3
1 2431.0 +/- 962.6
Zapotillo 2 35.8 +/- 10.2 2017.8 +/- 653.2
3 4109.4 +/- 1022.0

*1; Valor promedio + error estandar (SE) de 2 to 5 extractos
*2; Valor promedio + SE de 6 to 13 experimentos para un area

En el cantdon Alamor se pudo observar alta variacion de eDNA, respecto al resto de sitios
(figura 3). el contenido de eDNA resulto mayor en Alamor y, menor en Catamayo y Saraguro, sin
embargo esa diferencia no fue significativa (prueba Kruskal-Wallis y>= 12.707, df = 8, p =
0.1224).

Microbiota en el suelo agricola en los cantones de la provincia de Loja: La microbiota de
cada suelo se calculd basandose en la cantidad de eDNA mostrada en la Figura 2. El valor
promedio de la microbiota del suelo de todas las 26 muestras de suelos fue de 6,0 + 1,0 x 108
celulas/g-suelo (figura 4).
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La microbiota del suelo se clasifico aproximadamente entre tres grupos (6,0 x 108 0 mas, 2,0 —
6,0 x 108 y 2,0 x 10 o menos). Es decir, las biomasas bacterianas de 3 cantones (Alamor,
Gonzanama y Macara) fueron de 27,6 + 5,3, 7,1 + 25y 6,4 + 2,1x 108 células/g-suelo, las
biomasas bacterianas de Celica, Loja y Zapotillo fueron de 56 +2,4,52+ 1,8y 3,4 + 1,1 x 108
células/g-suelo, las biomasas bacterianas de Saraguro, Paltas y Catamayo fueron muy bajas [0,5
+0,2,16+05y05=+0,2x 108 células/g-suelo]. Utilizando esta categorizacion, se observé
diferencia significativa en el contenido de DNA en los tres grupos de cantones (prueba Kruskal-
Wallis y2=10.417, df = 2, p = 0.00547) (Figura 4).

El 35% (9 de 26 muestras) presentaron mayores biomasas bacterianas que el valor de 6,0 x 108
células/g-suelo, el 15% (4 de 26 muestras) biomasas bacterianas entre 2,0 y 6,0 x 10® células/g-
suelo, y el 50% (13 de 26 muestras) mostré biomasas bacterianas menos de 2,0 x 108 células/g-
suelo.

4. DISCUSION

El N es uno de los nutrientes esenciales para las plantas, estd contenido en compuestos
organicos, que deben descomponerse en nitrégeno inorganico (mineralizacion) antes de ser
utilizado por las plantas, en el suelo se descompone finalmente en nitrato a través del nitrégeno
amoniacal y nitrito mediante la accion de los microorganismos, son numerosos los
microorganismos que habitan en el suelo y estan directamente involucrados en mineralizacion de
compuestos organicos [15], los cuales habitan aproximadamente en el mismo ndmero
independientemente de altitud, latitud y naturaleza del suelo [16]. Las investigaciones sobre el
DNA ambiental (eDNA) no solo se han aplicado para la deteccion de especies de
microorganismos en el suelo, sino también para la estimacién de la biomasa bacteriana (recuentos
bacterianos) porque la concentracion de eDNA se correlaciona positivamente con la biomasa
bacteriana o la abundancia de microorganismos [12], confirmando que la cantidad de eDNA
refleja la presencia o no de microorganismos (biomasa bacteriana) en el suelo [17].

Zhou [18] extrajeron 10,7 — 17,5 g DNA de 1 g del suelo utilizando CTAB y PVPP (polivinil-
pirrolidona) como surfactantes [14]. Miller [19] usaron como tampoén deextraccion el surfactante
SDS junto con disolventes organicos (fenol y cloroformo) ademas de la enzima de lisozima,
obteniendo 14,7 g DNA/g-suelo [14]. Por otro lado, [13] y [1], desarrollaron un método simple
de extraccion de eDNA del suelo ("Slew-Stirring Method™) que no requiere los disolventes
organicos y sugieren que la microbiota del suelo es Gtil como un criterio para evaluacion de la
fertilidad del suelo. Usando ese método, ellos cuantificaron el eDNA de 2000 muestras de Japon,
y reportaron el promedio de biomasa bacteriana de 6,2 x 108 células/g-suelo [13], [1]. En esta
investigacion, cuantificamos eDNA en el suelo agricola en nueve cantones de la provincia deLoja
en Ecuador por el método simple sin usar disolventes organicos establecido por Aoshima [13], el
valor promedio de biomasa bacteriana de los 26 suelos fue 6,0 x 102 células/g-suelo, el valor
promedio encontrado es menor con la investigacion contrastada

La mineralizacion del nitrogeno organico es extremadamente importante para desarrollar una
agricultura con buen rendimiento en la que intervienen los microorganismos del suelo. Sin
embargo, la mineralizacion del nitrégeno organico dificilmente ocurrird en suelos con biomasa
bacteriana de 2,0 x 108 células/g-suelo o menor [19], [20] y [1]. El 50% de los 26 suelos medidos
en este estudio mostraron una biomasa bacteriana menor de 2,0 x 108 células/g-suelo, muestras de
suelo procedentes de Saraguro, Paltas, Celica, Gonzanaméa, Catamayo, Macara y Zapotillo, estos
datos sugieren que el mejoramiento del suelo es necesario en estos sectores.

Actualmente, existe gran expectativa en la agricultura organica, sin embargo es necesario
mantener las bacterias y hongos del suelo, el aumento de la microbiota y la mejora de sus
actividades cultuales lo mantendrdn mas productivo, esperamos que este primer trabajo sea Util
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para continuar con las investigaciones y mejorar asi la fertilidad de los suelos por la conservacion
de la microbiota.

5. CONCLUSIONES

1. El analisis de ADN ambiental es una técnica que permite evaluar eficientemente la fertilidad
del suelo a través de la determinacion de la microbiota presente, en esta investigacion se
comprueba su validez y el procedimiento seguido puede ser empleado en futuras investigaciones.

2. Los suelos en Saraguro, Paltas y Catamayo mostraron la microbiota del suelo
extremadamente bajas, el promedio fue del nivel de 107 células/g-suelo, reflejando diferencias
significativas con el resto de sitios en cuanto al contenido de eDNA. Este nivel de microbiota del
suelo es menor que la biomasa bacteriana (2,0 x 108 células/g-suelo) necesaria para mantener la
mineralizacion de nitrégeno organico, lo que sugiere mejorar la fertilizacion del suelo.
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