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RESUMEN

El sistema de cultivo agroecoldgico promete el desarrollo de micro y macro
organismos en el suelo como consecuencia una mayor fertilidad. Por el contrario, el
sistema convencional suele ser criticado, se piensa que reduce la fertilidad del suelo
como consecuencia de la aplicacidon permanente de productos sintéticos, lo cual tiene

efectos en la diversidad y cantidad de la diversidad.

En el pais, no existen estudios comparativos entre estos dos sistemas de produccion

a nivel de comunidades microbianas.

Las técnicas basadas en el aislamiento y cultivo de microorganismos limitan el
conocimiento de estas comunidades ya que solo un grupo muy limitado de
microorganismos pueden ser cultivados. Las técnicas actuales se basan en analisis

moleculares y bioinforméaticos.

En este trabajo estudiamos las comunidades microbianas del suelo rizosférico de trigo
cultivado de forma agroecoldgica y convencional, usando ADN del suelo. Para lo cual
se tomaron 10 pares de muestras distribuidas en las provincias de Azuay y Cafar,
cada par estuvo compuesto por una muestra de cada sistema de cultivo y por pares
fueron colectadas en zonas similares, el historial del cultivo se evidencio a través de

encuestas a los propietarios.

El ADN metagendémico fue extraido de cada muestra y usado para amplificar la regién
ITS y 16S de la comunidad de hongos y bacterias respectivamente. EI ADN
amplificado fue sometido a DGGE y a patrtir del perfil de bandas generadas se analizd
la diversidad de las comunidades usando los indices de Riqueza, Shannon y
Equitatividad. No se encontraron diferencias significativas entre la diversidad de

hongos ni bacterias al comparar ambos sistemas de cultivo.

PALABRAS CLAVES: ADN, METAGENOMICO, DGGE, DIVERSIDAD MICROBIANA,
BACTERIAS, HONGOS, TRIGO.
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ABSTRACT

The system of agroecological cultivation promises the development of micro and
macro organisms in the soil and consequently a greater fertility. On the contrary, the
conventional system tends to be criticized because it is thought that it reduces the

fertility of the soil as a result of the permanent application of synthetic products.

In the country, there are no comparative studies between these two systems of
production at the level of microbial communities. Technigues based on the isolation
and cultivation of microorganisms limit the knowledge of these communities since only
a very limited group of microorganisms can be cultivated. Current techniques are
based on molecular and bioinformatic analysis. In this work we study the microbial
communities of wheat rhizospheric soil cultivated in an agroecological and

conventional way, using soil DNA.

In total, 10 pairs of samples were collected in the provinces of Azuay and Cafiar, each
pair was composed of one sample of each culture system and in pairs were collected

in similar areas, the history of the crop was evidenced through surveys the owners.

The metagenomic DNA was extracted from each sample and used to amplify the ITS
and 16S region of the community of fungi and bacteria respectively. The amplified DNA
was submitted to DGGE and from the profile of generated bands the diversity of the
communities was analyzed using the Wealth, Shannon and Equitativity indices. No
significant differences were found between fungal and bacterial diversity when

comparing both culture systems.

KEYWORDS: DNA, METAGENOMIC, DGGE, MICROBIAL DIVERSITY,
COMPOSITION, FUNGI, BACTERIA, WHEAT
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

ADN: acido desoxirribonucleico

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

ITS: espaciador transcribible interno

DGGE: electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion
dNTPs: desoxirribonucledtido trifosfato

mM: milimolar

UM: micromolar

pb: pares de bases
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CAPITULO I: INTRODUCCION

El manejo de los cultivos en el Ecuador ha sido orientado hacia un modelo de
produccion agricola que se caracteriza principalmente en tener alta eficiencia, por la
utilizacion de productos quimicos para el control de plagas, por el uso de fertilizantes
quimicos para recuperar las extracciones de nutrientes del suelo por los cultivos y por
la utilizacion intensiva de los recursos (Charvet, 2012). Estos compuestos quimicos
pueden aumentar el costo de produccion, aumentan la dependencia de las
importaciones, contribuyen a la contaminacion ambiental por los residuos que liberan
y pueden disminuir la calidad del producto si estos residuos quedan en el mismo
(Magnabosco, 2013). Este tipo de produccion se realiza tanto en el cultivo de

alimentos para el consumo dentro de los hogares, como para la industrializacién.

El trigo, representa uno de los cereales de mayor importancia en el Ecuador (Garofalo
et al., 2011), su consumo supera las 450 000 Tm/afio (SICA, 2002). El 98% de los
requerimientos internos de trigo es importado, mientras que el solo el 2%, es producido
a nivel local (Banco Central del Ecuador, 2007), esto se debe a la baja produccion que
se tiene, ademéas de los precios bajos que representa la importacion del cereal
(Falconi, 2008). Sin embargo, se estima que desde el afio 2010 la superficie de
produccién de trigo ha aumentado (Garéfalo et al., 2011), aumentando con ello la
demanda de insumos (fertilizantes, herbicidas, fungicidas, insecticidas, maquinaria,

otros).

El modelo de produccion y desarrollo, sustentado en la exportacion de materia prima,
ha provocado una fuerte presion sobre los recursos naturales y la consecuente

degradacion del ambiente (Pavon, 2003).

A diferencia la agroecologia da un enfoque a la agricultura mas ligado al ambiente y
mas sensible socialmente; centrada no sélo en la produccion sino también en la
sostenibilidad ecoldgica del sistema de produccion (Altieri et al., 1999), en el manejo
del suelo, en la generacion de una cadena comercial mas justa, que finalmente deriva
en una produccidbn mas sana para el consumo (Charvet, 2012). “El rendimiento
sustentable de los agroecosistemas proviene del equilibrio 6ptimo de cultivos, suelos,

nutrientes, luz solar, humedad y otros organismos coexistentes” (Altieri et al., 1999).

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 12
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“El ecosistema edéafico es el habitat de un gran niumero de especies microbianas, tanto
eucariotas (hongos, algas, protozoos, acaros e insectos entre otros) como procariotas
(bacterias y arqueas) que establecen relaciones intra e interespecificas que

contribuyen a las caracteristicas propias del suelo” (Nogales, 2005).

Los estudios sobre el componente bioldgico del suelo utilizan generalmente técnicas
de aislamiento y cultivo, para identificar los microorganismos y asociarlos con
determinadas funciones (Daniel, 2004). La principal desventaja de estas técnicas es
la limitacion que se tiene al identificar Unicamente los organismos cultivables, que en
el caso de procariotas representan menos del 1 %, pese a ser el grupo mas abundante

del suelo (Torsvik y @vreas, 2002).

Al estudiar el metagenoma de un ambiente en particular, es posible identificar en gran
parte bacterias u otros organismos no cultivables (Herndndez et al., 2010). La
construccion de bibliotecas metagenémicas es una opcion importante para tener
acceso a todo este material genético (Handelsman, 2004), que podria codificar nuevas

0 mejores actividades metabdlicas (Hernandez et al., 2010).

El suelo rizosférico de las plantas de trigo contiene una alta diversidad de
microorganismos y por lo tanto, constituye una gran reserva para el descubrimiento
de genes con diversas aplicaciones de la biotecnologia agricola (Hernandez et al.,
2012).

Es necesario conocer la diversidad bioldgica y el impacto que las practicas de manejo
bajo sistemas contrastantes de produccion (uso de insumos provenientes de fuentes
organicas y practicas de bajo impacto ambiental “agroecolégicos” y de uso intensivo
de agroquimicos y practicas de alto impacto ambiental “convencional”), tienen sobre
esta riqueza y abundancia de los mismos, por lo tanto en el presente trabajo, se
propone un estudio mediante el analisis metagenémico que permitird analizar
comunidades bioldgicas, con mayor resolucion y sensibilidad taxonémica que los

métodos tradicionales.

Con este estudio se determinara las diferencias existentes entre los dos tipos de
manejo, en base a la determinacién de la riqueza y abundancia de microorganismos

que cada uno de ellos presente, aportando al conocimiento de codmo las practicas de

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 13
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produccion agricola que se realizan en las comunidades del sur del Ecuador, influyen
sobre la diversidad biolégica en el cultivo de trigo e infieren sobre el efecto que
pudieran tener dichos microorganismos en la sostenibilidad del mismo, considerando
que la diversidad y abundancia relativa de las comunidades microbianas en suelos
agricolas dependen del tipo de cultivo y las labores agricolas realizadas (Barcena et
al., 2014; Borneman et al., 1996; Girvan et al., 2004; @vreds y Torsvik, 1998).

Cientificamente, el estudio propuesto aportd a cubrir el vacio de informacién respecto
a la composicion de las comunidades biolégicas de suelos manejados con practicas
agroecoldgicas y convencionales dedicadas al cultivo de trigo en comunidades
representativas en el sur del Ecuador. Este estudio aportd informacion sobre el efecto
del tipo de manejo en las comunidades microbianas, que sera de utilidad para el

disefio de sistemas de produccion agricola, amigables y sustentables.

1.1. Objetivo General

Caracterizar la diversidad microbiana existente en suelos manejados bajo sistemas
de produccion contrastantes (“convencional” y “agroecoldgico”) dedicados a la

produccion de trigo en el sur del Ecuador.

1.1.1. Especificos:
- Establecer indices de diversidad microbiana en suelos bajo los dos sistemas de
manejo del cultivo de trigo en el Sur del Ecuador.
- Inferir sobre posibles relaciones entre los ambientes microbianos y las practicas

agricolas.

1.2. Hipé6tesis de investigacion

La diversidad microbiana en los suelos dedicados al cultivo de trigo es mayor en
suelos con manejo agroecoldgico que en suelos manejados convencionalmente en el

sur del Ecuador.

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 14
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Agroecologia.

Es una disciplina cientifica que se enfoca en el estudio de la agricultura desde una
perspectiva ecoldgica y se define como un marco teérico cuyo fin es analizar los
procesos agricolas de manera mas amplia. Considera a los ecosistemas de
produccién agricola, como unidades fundamentales de estudio; y dentro de estos, a
los ciclos minerales, las transformaciones de la energia, los procesos biolégicos y las
relaciones socioeconomicas, investigados y analizados como un todo (Altieri et al.,
1999). En agroecologia el interés es la investigacion no sélo para la maximizaciéon de
la produccion de una unidad en particular, sino también la optimizacién del
agroecosistema. Mas alla de las consideraciones disciplinarias hacia interacciones
complejas entre personas, cultivos, suelo, animales, etcétera (Altieri et al., 1999).

2.2. Suelo.

El suelo es un recurso viviente, dinamico, no renovable, cuya condicion vy
funcionamiento es vital para la produccién de alimentos, y para el mantenimiento de
la calidad ambiental local, regional y global (Doran, 1999). Es un sistema que
comprende una variedad de micro habitats que hace posible la vida de muchos
microorganismos y macroorganismos, que hacen parte de un ecosistema complejo
(Garbeva et al., 2004).

La comunidad microbiana, dentro del ecosistema edéfico, es de vital importancia para
su funcionamiento, dada la cantidad de procesos en los que participa
(descomposicidn, ciclado de nutrientes, agregacion del suelo y patogenicidad) (Dubey
et al., 2006). Esta relacion de co-dependencia entre el suelo y los seres vivos que lo
habitan es clave en cualquier investigacion sobre el manejo ecoldgico de un suelo

agricola (Hernandez et al., 2006).

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 15
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2.3. Diversidad biologica en suelos agricolas.

Los suelos agricolas albergan una gran diversidad bioloégica, la misma que
dependiendo del sistema de manejo del cultivo, puede ser incluso mayor a la del
ecosistema natural donde se ubican (Drinkwater et al., 1995; Kennedy y Smith, 1995;
Mulder et al., 2003). No obstante, muchas practicas de cultivos convencionales tienen
un efecto negativo sobre diversidad bioldgica en el suelo (Giller et al., 1997; Buckley
y Schmidt, 2001; Van Diepeningen et al., 2006). Por el contrario, los suelos bajo
sistemas de cultivo orgénicos tipicamente presentan mayor diversidad biolégica que
los suelos convencionales y naturales (Maeder et al., 2002; Mulder et al., 2003; Oehl
etal., 2003). Los organismos mas abundantes del suelo son los procariotas, seguidos
por los hongos, protozoarios, nematodos y artrépodos. En términos de diversidad, la
riqueza de especies bacterianas presentes en los suelos es altamente variable, pero
se estima que puede oscilar entre 26 000 y 52 000 especies por gramo de suelo
(Roesch et al., 2007). Con respecto a los hongos, estos son tipicamente mas
abundantes y diversos en suelos forestales, siendo en general los grupos mas
abundantes aquellos pertenecientes al subreino Dikarya (Ascomycota Yy
Basidiomycota) (Anderson y Cairney, 2004; Buée et al., 2009). En suelos agricolas, la
composicién taxondmica y abundancia relativa de las poblaciones microbianas en el
suelo dependen del tipo de cultivo y labores agricolas desarrolladas en ese suelo
(Barcena et al., 2014; Borneman et al., 1996; Girvan et al., 2004; @vreas y Torsvik,
1998). Estas poblaciones tipicamente varian en el tiempo en respuesta a factores
ambientales, siendo la amplitud de estas fluctuaciones un indicador del nivel de salud
del suelo (van Bruggen et al., 2006; Pereira e Silva et al., 2012, 2013), siendo este
nivel tipicamente mayor en suelos bajo manejo organico (Birkhofer et al., 2008; van
Bruggen et al., 2006).

2.4. Metagenomica.

Metagenomica se define al analisis genédmico de la comunidad microbiana en un
ambiente determinado (Carvalhais et al., 2012, Dupre y O'Malley 2007). Al conjunto
de los genomas de microorganismos en una muestra de un nicho ecoldgico

determinado, se le llama metagenoma (Handelsman et al., 2002).

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 16
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El desarrollo de la técnica metagendmica surgio para ser utilizada en el estudio de
microorganismos no cultivables que representan hasta el 99% de la poblacidon

microbiana en un ambiente determinado (Schloss y Handelsman, 2003).

Los estudios metagendmicos pueden ser descriptivos, esto es, orientados a
determinar la taxonomia y abundancia de microorganismos, o prospectivos, es decir
orientados a explorar funciones especificas de las comunidades microbianas para el

desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas (Sharma, et. al., 2008).

2.5. Metagenomica en rizosfera de trigo.

La caracterizacion de las comunidades microbianas del suelo y la posibilidad de
construccion de una biblioteca metagendmica de la rizosfera de suelo en trigo ha sido
muy importante ya que se representa un potencial para el descubrimiento de nuevas
funciones u organismos desconocidos en entornos ampliamente estudiada. Se
considera especialmente un depdésito de material genético que codifica para moléculas

con alguna actividad en el control biolégico (Hernandez et al., 2012).

2.6. Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE).

La técnica DGGE (“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”), disenada por Fischer
y Lerman en 1983, es un tipo de electroforesis que permite la separacion de

fragmentos de ADN del mismo tamafio, pero con diferente secuencia de nucleétidos.

Los ecblogos microbianos adoptaron la técnica para el analisis de la estructura y
dinamica de comunidades complejas a partir de los trabajos propuestos por Muyzer
et al., en 1993. En la actualidad la DGGE tiene en la ecologia microbiana su principal

campo de aplicacion.

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 17
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio de muestreo

El presente estudio se realizd en los cantones Nabodn, de la provincia del Azuay vy el
cantdon Caiar, de la provincia del Cafar, en estos cantones se identific sitios donde
se cultivd trigo bajo dos sistemas de produccion contrastantes (convencional y
agroecoldgico), donde se realiz6 la toma de muestras y el desarrollo de las actividades
gue se requieran durante el presente estudio.

=

Figura 1. Mapas de las zonas de estudio; Fuente: POT — Nabén y PDOT — Cafar.

- En el cantdon Nabon se identificaron las comunidades Chunasana y Taro para

realizar la toma de muestras.

aRumilona fon, Chunasana Chunasana

Cooglc earth

Figura 2. Ubicacién de los sitios de estudio en el canton Nabon; Fuente: Google earth y
disefio autor.
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En el cantén Cainar se identificaron los sitios de estudio en las comunidades La

Posta y Quilloac.

Figura 3. Ubicacion de los sitios de estudio en el canton Nabon; Fuente: Google earth y

3.2.

disefio autor

Colecta de muestras.

Andlisis fisico: Las muestras de suelo se tomaron una vez se conté con una
superficie despejada libre de malezas (20 cm x 20 cm), se introdujo el cilindro
lentamente con golpes suaves/moderados intentando perturbar o menos
posible el suelo dentro del cilindro. Una vez que se insert6 todo el cilindro (10
cm), se despejo el suelo en el exterior de uno de los lados del cilindro y con la
ayuda de un machete introducido por debajo del cilindro, se retird
cuidadosamente. La muestra se identifico con el codigo de colecta, se envolvid
en plastico y se guardé cuidadosamente para evitar que se mueva demasiado.
Andlisis quimicos: Las muestras se tomaron cerca de las tomadas para analisis
fisicos. Se colectd 1 Kg de muestra de suelos de los 10 cm mas superficiales,

se depositoé en una funda plastica, marcando con el codigo de colecta. En este
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caso no importo si las muestras se mueven, lo importante aqui es que no se
mezclen (Anexo 2).

- Muestras para analisis metagenomico: Se repitio el proceso usado para la toma
de las muestras para analisis quimicos con la diferencia de que en lugar de
colectar 1Kg, s6lo se colectdé 100g. Estas muestras se identificaron con los
mismos codigos de colecta con los que se identificaron las otras muestras y se
coloco en una bolsa pléstica para su traslado. Las muestras se colocaron en
fundas plasticas, se transportaron en un envase que ayudo a que permanezcan

frescas y fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

3.3. Caracterizacion de los sitios de estudio.

Se realiz6 una caracterizacion de los sitios de estudio de acuerdo con los siguientes

criterios:

- Clima: régimen de precipitacién y temperatura (obtenidos a partir de registros

histéricos).
- Paisaje: pendiente, aspecto, proximidad a cerros, bosques y cuerpos de agua.

- Historia de manejo: Encuesta de manejo de las parcelas en rotacion anual y

retrospectiva a tres afnos.

- Suelo: textura, pH, capacidad de intercambio catiénico (CIC), materia organica

(MO), orden taxonémico.

3.4. Analisis fisico — quimico del suelo.

El analisis fisico — quimico del suelo fue realizado en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad de Cuenca y de la Estacion Experimental del Austro del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias - INIAP, lo que permiti6 determinar las

caracteristicas de los suelos en cada sitio de estudio.
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3.5. Extraccion y purificacion del ADN metagendmico.

Para aislar el ADN metagendmico de los suelos de cultivo de trigo se empleo el kit de
extraccion Powersoil® DNA isolation Kit (MoBio, Carlsbad, California, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para verificar la cantidad y calidad del ADN
extraido se realizé electroforesis en geles de garosa 0,8% (p/v) preparados con
amortiguador TAE 1X. Cada muestra cargada en el gel estuvo compuesta de 5 ul de
ADN metagendmico, 5 yl de SYBER GREEN™vy 1 ul de Blue Juice ™ 10X. En cada
gel se incluy6 también un marcador de longitud molecular (Tracklt 1 kb plus DNA
ladder™, Invitrogen). Luego de que las muestras migraron por 30 minutos a 80 voltios
fueron visualizadas usando un foto-documentador (E-Gel® Imager System,

Invitrogen).

3.6. Amplificacion de fragmentos de ADN ribosomal

Mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) se amplificaron fragmentos de ADN
ribosomal (ADNr) 16S de bacterias e ITS de hongos.

3.6.1. PCR delaregion ITS del ADNr de hongos

La region ITS del ADNr de la comunidad fangica, se amplificé a partir del ADN
metagendmico extraido previamente, utilizando los cebadores universales ITS1F (5'-
CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3"), e ITS4 (5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3') (Del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Cuenca) y un
termociclador Mastercycler® nexus GSX1, Eppendorf programado con el siguiente
perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 10 ciclos de
hibridacién tipo touchdown, con desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
hibridacion a 65°C por 30 segundos disminuyendo 1°C por cada ciclo, 72°C por 30
segundos, seguido por 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C
por 30 segundos y una extension final a 72°C por 7 minutos (Liu et al. 2015). Con un

volumen final de 30 pl.
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Tabla 1. Reactivos y volumenes utilizados para PCR # 1 de la region ITS.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Platinum® PCR SuperMix 1X
Primer ITS1F 0,2 uM
Primer ITS4 0,2 UM
ADN metagendémico <500ng

El producto de la amplificacion se utilizO como molde para realizar una segunda PCR
(PCR anidada) con los cebadores ITS1FGC (5'-CGC CCG CGC GCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGG GCT TGG TCA TTT AGA GGA AGT AA -3) e ITS2 (5-
GCT GCG TTC ATC GAT GC-3') (Del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
de Cuenca), usando el siguiente perfil térmico: desnaturalizacién inicial a 94°C por 4
minutos, seguido de 30 ciclos de hibridacién a 94°C por 45 segundos, 55°C por 75
segundos, 72°C por 60 segundos, seguido de una extensién final a 72°C por 5 minutos
(Wu et al. 2013). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 30 pl. Las

concentraciones de cada reaccion se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos y volumenes utilizados para PCR anidada de la region ITS

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Platinum® PCR SuperMix 1X
Primer ITS1FGC 0,2 uM
Primer ITS2 0,2 uM
ADN PCR #1 <500g

3.6.2. PCR bacterias (gen 16S ADNr)

A partir de las mismas muestras del ADN metagendmico aislado inicialmente, se
amplificé por PCR un fragmento del gen ADNr 16S que codifica la region variable V6
y V8 de alrededor de 420 pb. Usando los cebadores F968 (5'- GC-CGC CCG CGC
CCCGCG CCCGGCCGLCCCCCGCCCCAACGCGAAGAACCTTAC-3'y 1401R
(5-CGCCCGCGCCCCGCCCGGCCCGLCCCCCGCCCCAACGCGAAGAACC
TTAC -3). El PCR Super Mix Platinum® (Anexo 1) fue utilizado para un volumen final
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de 30 ul (Tabla 3).

Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos; seguida de 10 ciclos de amplificacion tipo touchdown a 94°C por 1 minuto,
hibridacién inicial a 65°C por 1 minuto disminuyendo 1°C por cada ciclo y extension a
72°C por 2 minutos; seguido por 25 ciclos de amplificacion (estandar) a 94°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 2 minutos; seguido de una extension final a
72°C por 30 minutos (Brons y Van Elsas, 2008).

Tabla 3. Reactivos y volumenes utilizados para PCR del gen 16S.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Platinum® PCR SuperMix 1X
Primer F968GC 0,2 UM
Primer 1401R 0,2 uM
ADN metagendémico <500ng

Un control negativo, que consistio en un tubo con todos los componentes para la
reaccion de PCR a excepcion del AND metagendmico, se incluyd durante todas las

PCR realizadas.

Un gel de agarosa al 1%(w/v) elaborado con buffer TAE 1X se usé para verificar la
amplificacion de los segmentos especificos de ADN tanto de hongos (ITS) como de
bacterias (16S). Las muestras cargadas en el gel estuvieron compuestas por: 5ul de
ADN amplificado, 0.5 yl de SYBER GREEN y 1 ul de Blue Juice 10X. En cada gel se
incluy6 ademas un marcador de longitud molecular (Tracklt 1Kb plus DNA Ladder,
Invitrogen) para verificar los tamafios de las bandas. La electroforesis se llevé a cabo
por 30 minutos a 80 Voltios luego de lo cual se visualizé el gel en un transiluminador

(E-Gel® Imager System, Invitrogen).

3.7. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante DGGE

Los fragmentos amplificados de la regiéon ITS (hongos), fueron sometidos a
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DGGE en geles de poliacrilamida al 8% (acrilamida:bisacrilamida 37.5:1), y un
gradiente 20%- 35% (urea y formamida). Los fragmentos amplificados de la region
16S (bacterias) también se sometieron a DGGE, pero en esta ocasion se us6 un
gradiente desnaturalizante de 35-55% (urea y formamida) en geles de acrilamida al
7%. Para ambos casos el equipo DCodeTM Universal Mutation Detection System (Bio-

Rad) fue usado, siguiendo las instrucciones descritas por Zwart y Bok (2004).

El ADN amplificado se cargd en el gel, en una mezcla de 15ul de ADN + 3ul de
Bluejuice 6X. La electroforesis se realizé a una temperatura de 60°C y 80 Voltios por
14 horas (Correa et al., 2007). Posteriormente los geles fueron tefiidos en condiciones
de obscuridad, a temperatura ambiente por 30 minutos, usando SYBR Green 2X en
tampon TAE 0.5X. El resultado se visualizo en un foto-documentador (E-Gel® Imager
System, Invitrogen). (Anexo 3)

Los patrones y la densidad de las bandas se analizaron usando Image Lab. Los
resultados se registraron en una matriz de ausencia / presencia e intensidad de

bandas y se calcularon indices de diversidad y abundancia (Duarte et al., 2012).

3.8. Determinacion de riqueza e indices de diversidad

Con los reportes generados en el programa Image Lab version 5.2.1, de la
identificacion de bandas para cada perfil de DGGE, se obtuvo los valores de cantidad
de bandas presentes, que nos permitieron realizar los célculos que determinaron los

indices descritos a continuacion:

- Riqueza (S), que esta dada por el niumero de organismos presentes en una
muestra; En el presente estudio la Riqueza (S), esta determinada por el nimero
de bandas presentes en cada muestra y su formula se interpreta de la siguiente
manera:

S = Nro. de bandas en cada muestra.

- Indice de Shannon (H?, se calculé con el dato volumen de intensidad de cada
banda identificada dentro de la linea del perfii DGGE correspondiente a una

muestra y se calcula utilizando la siguiente férmula:
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H'=-YPi*h Pi
Donde:
H= Indice de Shannon-Wiener

Pi= Abundancia relativa
Ln = Logaritmo natural

- Indice de equitatividad (J’), determina medida de la distribucion de la abundancia

de las especies y se calcula con la siguiente formula:
J=HIlInS

Donde:

J'= indice de Equitatividad

H’= indice de Shannon — Wiener
Ln= Logaritmo natural

S= indice de riqueza

3.9. Determinacion jerarquica de las comunidades microbianas

Con la utilizacion del software PyElph se realiza y con los resultados de identificacion
de bandas, se realiza la jerarquizacion de las agrupaciones de comunidades tanto de
bacterias a través de la region ITS, como de hongos a través del gen 16S. Los
Dendogramas resultantes se obtienen en los algoritmos COMPLETE LINKAGE,
NEIGHBOUR JOINING, SINGLE LINKAGE, UPGMA, WPGMA.

Estos algoritmos nos permiten obtener la clave jerarquica de las comunidades
microbianas, con la que utilizando el software Phylip, se construye un solo arbol
consenso que nos indica de todas las probabilidades, las relaciones jerarquicas mas

comunes.

3.10. Determinacion del nivel de significancia entre los manejos agroecoldgico

y convencional

Con los datos de riqueza e indices de diversidad obtenidos y mediante la utilizacion del

software estadistico InfoStat, realizando una prueba T — Student con un valor p < 0,05
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Caracterizacion sitios de estudio

El proceso de caracterizacion de los sitios de estudio estd fundamentada en el
procesamiento de informacion obtenida sobre la base de documentacion secundaria
(Plan de desarrollo y ordenamiento territorial (PDyOT) del cantdn Nabon y el Plan de
Desarrollo y Ordenamiento Territorial de la Provincia del Cafar 2015 — 2019 (PDOT)

de la provincia del Cafiar) y con el levantamiento de informacion primaria.

Los sitios de estudio pertenecen al cantén Naboén en la provincia del Azuay y Cafar
en la provincia del Cafiar, luego de realizar la ubicacion de cada lote y una vez que se
tuvo la aprobacién por parte de los propietarios, se procede a realizar el levantamiento
de la informacion con la encuesta y la ficha de manejo del cultivo, para posteriormente

tomar las muestras de suelo.

4.1.1. Zonal
En la primera zona de estudio se seleccionaron los sitios (lotes) manejados bajo
sistemas de produccién contrastantes pertenecientes a comunidades del cantén
Nabén, en donde aun se cultiva trigo, 5 sitios con produccién agroecoldgica y 5

convencional.

- Comunidad: Chunasanay Taro

- Parroquia: Las Nieves y Nabon

- Cantén: Nabon

- Provincia: Azuay

- Clima: El cantdon Nabén, se encuentra en una zona que tiene diferentes pisos
altitudinales y climaticos, lo que hace gque se tenga precipitaciones que van desde
los 500 mm hasta 1500 mm al afio. Al igual que las precipitaciones, las
temperaturas van desde los 6°C a los 20°C. Los sitios de estudio se encuentran

en la zona seca de la subcuenca del rio Leon.
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Paisaje: Los sitios de estudio se encuentran en zonas de topografia irregular,
donde las pendientes pueden ir desde 5% y alcanzar mas de 45%, debido a que
se encuentran en las estribaciones de la cordillera occidental de los Andes,
conformando la subcuenca del rio Le6n. La comunidad Chunasana se encuentra
en la parte baja del bosque protector de la subcuenca alta del rio Ledn, lo que
permite el abastecimiento de agua tanto para consumo humano como para
actividades agricolas de esta comunidad. Mientras que en la comunidad de Taro,
el abastecimiento de agua proviene a través de canalizacién desde los bosques
de la subcuenca del rio Zhincata, pese a encontrarse en otra subcuenca.

Suelo: Los tipos de suelo predominantes son Entisoles, Inceptisoles y Anfisoles,
es decir son suelos de formacion joven, que por la pérdida de vegetacion
protectora estdn expuestos a degradacion y erosion hidrica y edlica, lo que ha
encaminado a que sean suelos superficiales y pobres para el desarrollo de
actividades agricolas. Las caracteristicas fisco — quimicas del suelo muestreado
en el presente estudio, se indican en la tabla de resultados en la seccion Analisis

de suelo.

Los sitios de muestred se describen a continuacion:

Tabla 4. Caracteristicas de los sitios de estudio del canton Nabon.

#LOTE

COMUNIDAD

TIPO DE MANEJO

HISTORIA DE MANEJO

TCN 1

Chunasana

Convencional

Esta ubicado junto a la via en Chunasana,
es un terreno que tiene riego al
encontrarse junto a un canal de riego, se
fertiliza durante el ciclo del cultivo con
productos de origen animal y quimico,
tiene pendiente del 10% y se hace

rotacion con maiz.

TAN 1

Chunasana

Agroecologico

El lote de trigo se encuentra ubicado en
un terreno parcelado para cultivar varios
productos, rotando frecuentemente con
maiz - fréjol y hortalizas, tiene riego por

inundacion, con una pendiente del 15%,
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se aplica productos organicos para
fertilizar y no se realiza controles

fitosanitarios.

TCN 2 | Chunasana Convencional Es un terreno que posee una pendiente
de 40%, es de temporal lluvioso debido a
que no posee riego, se rota con maiz y se
deja en descanso para pastorear al
ganado, se fertiliza durante el ciclo del
cultivo, adicionando tanto productos de
origen animal, como con productos

quimicos.

TAN 2 | Chunasana Agroecologico Terreno parcelado que tiene riego, se rota
con hortalizas, maiz y alfalfa. Tiene una
pendiente del 10%, se incorpora materia
organica con residuos de cosechas y

abono de origen animal.

TCN3 | Taro Convencional El terreno posee una pendiente del 30°,
se cultiva trigo en rotacion del maiz para
aprovechar el fertilizante utilizado. La
siembra se realiza en los meses de
febrero y marzo, para aprovechar las

lluvias.

TAN 3 | Taro Agroecoldgico Se considera manejo agroecologico,
debido a que en el terreno Unicamente se
cultiva trigo una vez al afo, el resto del
tiempo se dedica al pastoreo del ganado,
ademas no se realiza la aplicacion de

productos quimicos.

TCN4 | Taro Convencional En este terreno se realiza dos ciclos al
afio del cultivo, uno con maiz y otro
rotando con cebada y trigo. Se utiliza
productos de origen quimico para la
fertilizacién en las épocas que el cultivo lo
requiera. Tiene una pendiente de 20%,

qgue permite que la preparacion se haga
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con maguinaria agricola y se cuenta con

riego.

Después de haber permanecido en

descanso se realiza en este ciclo la
siembra de trigo, con la finalidad de rotar
al cultivo anterior (maiz), ademas se
realiza un ciclo, debido a que no se
cuenta con riego, por lo que se aprovecha
la época invernal. La pendiente del

terreno es del 30%.

El terreno presenta una pendiente del
40%, tiene riego por aspersién lo que
permite que en ocasiones se realice dos
ciclos del cultivo en rotacion con maiz y
cebada; durante el ciclo del cultivo se
de

necesarios para el cultivo.

realiza  aplicacion fertilizantes

TAN 4 | Taro Agroecologico
TCN5 | Taro Convencional
TAN5 | Taro Agroecoldgico

En el terreno se realiza la siembra de un
cultivo al ano, aprovechando los meses
de lluvia, debido a que no poseen agua
para riego. La pendiente es del 40% y se
prepara el suelo con yunta y se realiza la

aplicaciéon de abono de gallina.

TCN: Trigo Convencional Nabén

TAN: Trigo Agroecolégico Nabén

4.1.2. Zona 2

= =
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En esta zona de estudio, los sitios a muestrear manejados bajo sistemas

de produccidn contrastantes pertenecientes de las comunidades La Posta y Quilloac

del cantén Cafar, por ser zonas productoras de trigo, 5 sitios con produccion

agroecologica y 5 convencional.

- Comunidad: La Posta y Quilloac

- Parroquia: Canar
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Cantén: Cafiar

Provincia: Cafiar

Clima: El canton Cafar se encuentra en la subcuenca alta del rio Cafar, formada
por valles altos cuya altitud se encuentra entre los 2.600 a 4.500 msnm; Dentro
del canton se seleccionaron las comunidades La Posta y Quilloac como sitio de
estudio. Estas comunidades conforman la microcuenca del rio Shanshan. La
temperatura en la zona en la que se encuentra el cantén Cafar oscila entre una
méaxima de 17°C y una minima de 7,1°C, con una media anual de 11,3°C,
considerandose una zona de clima frio de alta montafia; con una precipitacion
promedio anual de 471,8 mm.

Paisaje: Las dos comunidades se encuentran en la microcuenca del rio Shanshan,
son de topografia irregular, con zonas irrigadas por fuentes de agua como la
guebrada Rosas pamba, sistemas de riego canalizados como el Quilloac - London
y zonas de estacion lluviosa.

Suelo: En el cantén Canfar, la influencia de la topografia permite que se pueda
tener varios pisos altitudinales con fuertes pendientes, esto asociado al desgaste
acelerado de la capa arable causado por la deforestacion, practicas agricolas
inadecuadas, erosion fluvial y edlica y procesos de formacion continua, ha
determinado que la mayor parte sean suelos jovenes, con caracteristicas de
fertilidad pobres; pero sin embargo esto no es una limitante para que se puedan
realizar practicas agropecuarias. La clasificacion taxondmica de los suelos en
Canar corresponde a alfisoles, entisoles, histosoles, inceptisoles, molisoles y
vertisoles. Las caracteristicas fisco — quimicas del suelo muestreado en el
presente estudio, se indican en la tabla de resultados en la seccién Andlisis de

suelo.

Los sitios de muestreo se describen a continuacion:

Tabla 5. Caracteristicas de los sitios de estudio del canton Canar.

#LOTE | COMUNIDAD | TIPO DE MANEJO HISTORIA DE MANEJO

TCC1l | LaPosta Convencional Este terreno tiene una pendiente del 20%,
se prepara con traccion animal, no posee

riego por lo que es de temporal y se deja
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en descanso para en el siguiente ciclo
cultivar cebada, a pesar de eso se le
aplica fertilizante nitrogenado durante el

ciclo del cultivo.

TAC1 | LaPosta Agroecoldégico El lote se encuentra junto al domicilio del
propietario, por lo que se facilita el riego
con agua del domicilio, esto permite que
se puedan sembrar varios cultivos
durante todo el afio. Se adiciona abonos
de origen animal y residuos de cosechas
principalmente maiz, al ser parte del
terreno de la casa, posee una pendiente
del 10%.

TCC2 | LaPosta Convencional Es un terreno en el que se tiene riego por

inundacion y se cultiva varios productos
con fines de consumo y comercializar,
actualmente se rota con trigo, después de
haber cultivado papa para aprovecha los
residuos de los fertilizantes utilizados.

Tiene una pendiente del 30%.

TAC 2 | Quilloac Agroecoldgico El terreno posee riego por inundacion
permitiendo que se pueda realizar dos
ciclos al afio, en rotaciéon con papa. La
preparacion se inicia con el pastoreo del
ganado, el arado y cruza con yunta
incorporando los desechos de los
animales y gallinaza. Tiene una pendiente
de 30%.

TCC 3 | Quilloac Convencional El terreno tiene una pendiente del 30%,

tiene riego con el agua del domicilio, se
cultiva varios productos y en rotacion para
aprovechar la aplicacion de fertilizantes,
los residuos de cosechas se utilizan para

el ganado.
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TAC 3 | Quilloac Agroecologico El terreno se encuentra a la falda de una
montafia, tiene una pendiente de 40%,
pese a que no posee riego y se
aprovecha la temporada de lluvias, se
realiza dos siembras al afio en rotacion
cereales (maiz, trigo o cebada) con papa.
Se le adiciona materia organica a través
de la incorporacion de abonos de origen

animal, mineral y residuos de cosechas.

TCC 4 | Quilloac Convencional Este terreno no cuenta con riego y se
aprovecha la temporada invernal para
poder cultivar, ademas se observa como
un terreno pobre por lo que durante el
ciclo del cultivo se adiciona fertilizantes
guimicos para suplir los requerimientos
de nutrientes. Tiene una pendiente del
20% y al encontrase hacia la parte baja
de la carretera, cuando se hace el
mantenimiento vial, cada vez se le coloca

material pétreo.

TAC 4 | La Posta Agroecoldgico El terreno se encuentra en una propiedad
parcelada con varios cultivos que se rotan
cada afio en las diferentes parcelas, se
aprovechan los residuos de cosechas
para incorporar materia organica y en
ocasiones se le aplica abonos como
gallinaza y desechos de la cuyera, posee
riego por inundacion y la pendiente es del
20%.

TCC5 | LaPosta Convencional El terreno estd junto a la casa del
propietario, se cultiva trigo en rotacion
con maiz y papa. La pendiente es del
20%, se aprovecha el agua del domicilio
para regar y poder -cultivar varios

productos al afio. Se incorpora
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fertilizantes quimicos y residuos de

cosechas al suelo.

TAC 5 La Posta

Agroecologico

Es un terreno que no posee riego, por lo
tanto, en invernal y se realiza un solo ciclo
de cultivo por afio dejando en descanso
para pastorear el ganado. No se utiliza
fertilizantes, para nutrir el suelo al inicio
de la siembra, se incorpora gallinaza.
Posee una pendiente del 40%. Todas las
actividades se realizan con traccion

animal y humana.

TCC.: Trigo Convencional Canar

TAC: Trigo Agroecolégico Cafar

4.2. Analisis fisico quimico de suelo

E

iui

Los resultados de los andlisis fisicos — quimicos de las muestras de suelo tomadas en

los sitios de estudio se encuentran en el Anexo 4 y en la tabla 6, que a continuacion

detallamos.

Al realizar el analisis de los resultados obtenidos de varios parametros, se puede

observar que en la mayoria de ellos no se tiene diferencias significativas, por cuanto

no se puede afirmar que un tipo de manejo sobresalga del otro. Sin embrago, se puede

apreciar que el contenido de MO en los lotes de produccion agroecoldgica del canton

Nabdn, tienen un valor de p = 0,049, con lo que se puede manifestar que en este caso

en particular el contenido de MO, si posee una diferencia significativa con el manejo

convencional.

Estos resultados se pueden verificar en el cuadro siguiente:
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Tabla 6. Resultados de analisis fisico — quimico de las muestras de suelo tomadas en los sitios de estudio de los cantones Nabdn

y Caniar.
NABON CONVENCIONAL
TCN 1 TCN 2 TCN 3 TCN 4 TCN5 MEDIA #SE | p <0,05
pH 7 7 6 5,96 5,66 6,26 0,27 |pH 0,774
Da 0,94 1,06 1,06 1,41 1,01 1,10 0,08|Da 0,613
CE 0,15 0,1 0,05 0,14 0,05 0,10 0,02 |CE 0,718
%MO 3 2,7 3,5 3 3,71 3,18 0,18 MO 0,049
TEXTURA | Franco-Arcillo-Arenoso Arcilloso Arcilloso Franco - Arenoso Franco-Arcillo-Arenoso J 0,718
AGROECOLOGICO
TAN 1 TAN 2 TAN 3 TAN 4 TAN 5 MEDIA +SE
pH 6 6 6,42 6,10 5,98 6,17 0,11
Da 1,12 1,21 1,12 1,13 1,14 1,14 0,02
CE 0,03 0,08 0,10 0,05 0,15 0,08 0,02
%MO 3,9 51 45 4,15 3,69 4,27 0,25
TEXTURA Franco-Arcilloso Franco-Arcilloso Franco-Arcillo-Arenoso Franco - Arenoso Franco-Arcillo-Arenoso
CANAR CONVENCIONAL
TCC1 TCC2 TCC3 TCC 4 TCC5 MEDIA #SE | p <0,05
pH 5,55 6,69 6,51 7,68 8,16 6,92 0,46 |pH 0,495
Da 1,22 1,09 1,21 1,14 1,19 1,17 0,02 |Da 0,165
CE 0,16 0,09 0,16 0,06 0,13 0,12 0,02 |CE 0,307
%MO 2,73 3 3,5 3,6 1,06 2,78 0,46 | MO 0,825
TEXTURA | Franco-Arcillo-Arenoso Arenoso - Franco Franco-Arcillo-Arenoso Franco-Arcillo-Arenoso Franco J' 0,718
AGROECOLOGICO
TAC 1 TAC 2 TAC 3 TAC 4 TAC5 MEDIA +SE
pH 7,68 6,08 5,76 8,45 8,58 7,31 0,59
Da 1,20 1,18 1,27 1,23 1,17 1,21 0,02
CE 0,14 0,05 0,06 0,11 0,10 0,09 0,02
%MO 4,99 3,9 4.6 0,81 0,61 2,98 0,94
TEXTURA | Franco-Arcillo-Arenoso Franco-Arcillo-Arenoso Franco - Arenoso Franco-Arcillo-Arenoso Franco - arcillo - arenoso
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4.3. Extraccion ADN

La extraccion del ADN metagendmico de las muestras colectadas en los sitios de
estudio fue exitosa, esto se pueda corroborar en las siguientes imadgenes donde se

puede apreciar una sola banda a una altura aproximada de 12.000 pb.

3
>
[&]
Q<
£
— — N N [82] ™ < o < Ln 19
z =z z z z zZ z 3 =z z Z
) < ) < ) < O o < O <
= [ = [ = [ F o F F [
PB

100

Figura 4. ADN metagenomico extraido de las muestras colectadas en las comunidades Chunasana y
Taro en el cantén Nabon.
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= [ [ [ [ [ P a [ [ [
PB
12.000

100

Figura 5. ADN metagendmico extraido de las muestras colectadas en las comunidades La Posta y

Quilloac en el cantén Cafar.

4.4. Amplificacion ADN

En la amplificacién del ADN metagenémico del gen 16S ADNr y de la region

ITS ADNr, realizado por PCR, se obtuvo resultados positivos para la continuacion del
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estudio; esto se puede determinar al observar la presencia de bandas bien definidas

tanto para el gen 16S, como para la region ITS en las figuras 6y 7.

PB

12.000

1000

500

100

Figura 6. Amplificacion de ADN metagenomico 16S

¢ (
(=4
e ——r ™~

Figura 7. Amplificacion de ADN metagenomico ITS

4.5. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante DGGE

Los perfiles en gel obtenidos con gradiente desnaturalizante se muestran a

continuacion:
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- DGGE Nabén 16S

MUESTRA CONTROL
MUESTRA CONTROL

TCN1
TAN1
TCN2
TAN2
TCN3
TAN3
TCN4
TAN4
TCN5
TAN5S

Figura 8. Perfil de diversidad del gen 16S del cantén Nabo6n
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DGGE Nabé6n ITS
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Figura 9. Perfil de diversidad de la region ITS del cantén Nabon
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- DGGE Canar 16S
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TAC5

Figura 10. Perfil de diversidad del gen 16S del cantén Cafiar

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 39



UNIVERSIDAD DE CUENCA

- DGGE Canar ITS
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Figura 11. Perfil de diversidad de la region ITS del cantén Cafiar.
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4.6. Determinacion de indices de diversidad

Luego de realizar la identificacion de bandas presentes en los perfiles DGGE
obtenidos para cada muestra usando el software Image Lab y PyElph 1.3, se procedio
a determinar la Riqueza (S), indice de Shannon (H) e indice de equitabilidad de
Shannon (Ew), permitiendo establecer en la Tabla 7, las variables necesarias para
determinar si existen diferencias significativas en cuanto a los dos sistemas de manejo

contrastantes (convencional y agroecoldgico) en cada sitio de estudio.

Tabla 7. Riqueza (S), indice de Shannon (H) e indice de equitabilidad de Shannon
(En), a partir de perfiles de DGGE en suelos de cultivos de trigo del canton Nabén.

16S Hongos
CONVENCIONAL | TCN1 TCN2 TCN3 TCN4 TCN5 MEDIA +SE p <0,05

S| 31 28 35 28 27 29,80 1,45 S 0569
H| 1,33 1,26 142 133 1,30 1,33 0,03 '
J'| 0,89 0,87 0,92 092 091 0,90 0,01 H 0998

AGROECOLOGICO| TAN1 TAN2 TAN3 TAN4 TAN5 MEDIA +SE
S| 35 32 31 33 24 31,00 1,86 I 0414
H| 1,40 1,33 137 134 1,20 1,33 0,03 '
J'| 0,91 0,88 092 089 0,87 0,89 0,01

ITS Bacterias

CONVENCIONAL | TCN1 TCN2 TCN3 TCN4 TCN5 MEDIA +SE p 0,05
S| 18 21 21 24 19 20,60 1,02 s 0825
H'| 1,02 1,19 1,17 1,10 1,14 1,13 0,03 '
J'| 0,81 0,90 0,89 0,80 0,89 0,86 0,02 " 0,853
AGROECOLOGICO| TAN1 TAN2 TAN3 TAN4 TAN5 MEDIA +SE
S| 17 18 28 18 25 21,20 2,21 7 0971
H'| 1,00 1,12 1,22 1,06 1,26 1,13 0,05 '
J'] 0,82 0,89 0,84 0,84 0,90 0,86 0,02

Los indices de diversidad y riqueza de hongos identificado a través del gen 16S
y de bacterias a través de la region ITS, nos permite determinar que en el cantdon
Nabdn: a) El manejo agroecoldgico tiene una riqueza media de hongos de S =31 (SE+
= 1,86), mayor a la riqueza media del manejo convencional S = 29,80 (SEx = 1,45),
sin embrago esta no es significativamente diferente p = 0,569. Y b) La riqueza media

de bacterias en el manejo agroecolégico S = 21,20 (SEx = 2,21), es mayor a la del
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manejo convencional S = 20,6 (SEx = 1,02), pero al igual los hongos, esta riqueza no

es significativamente diferente p = 0,825.

Tabla 8. Riqueza (S), indice de Shannon (H) e indice de equitabilidad de Shannon

(En), a partir de perfiles de DGGE en suelos de cultivos de trigo del canton Cafar.

16S
CONVENCIONAL | TCC1 TCC2 TCC3 TCC4 TCC5 MEDIA +SE P <0,05

S 21 24 26 25 33 25,80 1,97 S 0352
H | 1,17 128 132 130 1,38 1,29 0,03 '
J 0,88 093 094 093 091 0,92 0,01 H 0621

AGROECOLOGICO| TAC1 TAC2 TAC3 TAC4 TAC5 MEDIA +SE
S 34 29 33 28 24 29,60 1,79 3 0114
H| 1,32 138 135 131 1,23 1,32 0,02 ’
J'| 0,86 094 089 091 0,89 0,90 0,01

ITS
CONVENCIONAL | TCC1 TCC2 TCC3 TCC4 TCC5 MEDIA +SE P <0,05
S| 31 31 26 35 29 30,40 1,46

H'| 1,36 1,36 1,29 1,39 1,36 1,35 0,02 S 0926

J'1 092 091 091 0,9 0,93 0,91 0,00 H 0393
AGROECOLOGICO| TAC1 TAC2 TAC3 TAC4 TAC5 MEDIA +SE

S 27 34 28 29 33 30,20 1,38 3 0174

H|] 1,20 140 131 131 1,37 1,32 0,03
J']1 084 091 09 0,90 0,90 089 0,01

En los resultados de la tabla arriba descrita, se puede observar que los indices de
diversidad y rigueza de hongos identificado a través del gen 16S y de bacterias a
través de la region ITS, determinan que en el canton Naboén: a) EI manejo
agroecologico tiene una riqgueza media de hongos de S = 29,60 (SE+ = 1,79), mayor
a la rigueza media del manejo convencional S = 25,80 (SE+ = 1,97), sin embrago esta
no es significativamente diferente p = 0,352. Y b) La riqueza media de bacterias en el
manejo agroecolégico S = 30,20 (SEx = 1,38), es menor a la del manejo convencional
S = 30,40 (SEx = 1,46), pero al igual que los hongos, esta riqueza no es

significativamente diferente p = 0,926.

Con los datos obtenidos de indices de diversidad para cada tipo de manejo en cada
zona de estudio, ademas se realizdé una comparacion entre los dos tipos de manejo,

obteniendo los resultados que se presenta a continuacion:
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Tabla 9. Comparacion de los indices de diversidad obtenidos de los sistemas de

produccion en los cantones Nabén y Cafiar, del gen 16S.

TIPO DE MANEJO
Zlg\.'rﬁsD%E CONVENCIONAL AGROECOLOGICO p £0,05

S H SH | s H SH

31 1331 089 | 35 1402 001

28 1262 087 |32 1326 088

NABON 35 1421 092 |31 1,366 0,02

165 28 1,326 092 |33 1344 0,89
27 1301 091 |24 1203 087 | s 0238
H 0,649
21 1169 088 |34 1322 086 | J 0,066

24 1282 093 |29 1375 0,94

CARAR 26 1323 094 |33 1348 0,89

25 1205 093 |28 1313 091

33 1379 091 |24 1228 0,89

Al comparar la diversidad y riqueza del contenido de hongos entre los dos sistemas

de manejo en las dos zonas de estudio, podemos concluir que el valor de p = 0,238,

nos determina que no existen diferencias significativas.

Tabla 10. Comparacién de los indices de diversidad obtenidos de

produccion en los cantones Nabén y Cafar, de la region ITS.

los sistemas de

ZONAS DE TIPO DE MANEJO
ESTUDIO CONVENCIONAL AGROECOLOGICO p <0,05
S H SH S H SH
18 1,021 0,81 17 1,003 0,82
21 1,192 0,90 18 1,123 0,89
NABON 21 1,175 0,89 28 1,219 0,84
ITS 24 1,101 0,80 18 1,059 0,84
19 1,142 0,89 25 1,260 0,90 IS 0,840
H' 0,213
31 1,457 0,92 26 1,276 0,90 J 0,304
31 1,352 0,92 29 1,331 0,91
CANAR 26 1,325 0,90 29 1,326 0,91
35 1,485 0,93 31 1,316 0,88
29 1,391 0,94 31 1,351 0,91

De la misma forma que se hizo para hongos, hacemos para bacterias una

comparacion en cuanto a la riqueza y diversidad y podemos ver que el valor de p =

0,840, nos determina que significativamente los sistemas de manejo no son diferentes.
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4.7. Dendogramas de agrupacion

La elaboracion de los dendogramas con los algoritmos de agrupamiento COMPLETE LINKAGE, NEIGHBOUR JOINING,
SINGLE LINKAGE, UPGMA, WPGMA, nos permite observar el agrupamiento que se puede tener de las muestras pareadas para

cada zona de estudio.

4.7.1. Nabon 16S

CONVENCIONAL
e L AGROECOLOGICO
R 7.7 :
51 E ] TCH 4 1] TCM A
7.2 18.5 TN 3 Fi TAM 1
FEA-1 TaM 2 o 2 TiCM 5
154 Tad 4 206 TaM 2
2.
| 15.4 ——_— 12,7 —_—
TAM 1 3.0 FALIES T IS, CSORTIROL
TCH 5 1_41 13.8 RIS TR, SO T L
oM 2 13.9 TaM &
0.1 =
= 10,2 =] . X -TCM 1
el TR, SO TR, AE. 3 TR o
13.4 PALIE ST SOMTROL L. Tan 3

-8 b 14 a0 M 40 —10 a 10 20 Ef 49

A B

A= Complete Linkage
B = Neighbour Joining

Figura 12. Dendogramas A y B, de agrupamiento del gen 16S para el canton Nabén.

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 44



UNIVERSIDAD DE CUENCA

-Lil 14.4 TCH 1 15.4 TAM 4
14.4
M1 TCN 4
a1 | L MUESTRA CONTROL
124 MUESTRA CONTROL I
0.9 TCH 2
'I 100 N—_— 15
134
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i 5 i 134
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Laa TAN 4 1a 144 ena
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14.4 TCN 4
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C = Single Linkage
D = UPGMA
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Figura 13. Dendogramas C, D y E, de agrupamiento del gen 16S para el canton Nabon.
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En los dendogramas elaborados con los cinco algoritmos, podemos observar que no existe un agrupamiento definido especifico

para suelos bajo manejo agroecoldgico y tampoco para suelos con manejo convencional. Sin embargo se puede ver que algunas

muestras si tieneden a juntarse.

4.7.2. Nabon ITS
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BePLIES T A O T
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ThM 3
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A

A= Complete Linkage
B = Neighbour Joining

20 &0

—10

Figura 14. Dendogramas A y B, de agrupamiento de la regién ITS para el cantén Nabdn.
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Figura 15. Dendogramas C, D y E, de agrupamiento de la region ITS para el canton Nabon.
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Al igual que en los dendogramas del gen 16S, en este caso tambien se puede ver que ciertas muestras tienden a juntarse, sin

considerar que, el tipo de manejo del que provienen es distinto.

4.7.3. Cafar 16S

P i IJ—J_LL MUESTRA CONTROL
27 TaC 1 MUESTRA CONTROL

14,7

Tar 4

5.0 TCC 4

2.0

2.0 LR TAC 5 o
. 15.0 S .
150 - )
A8 TCC 2 )
: ool TCC 1
. I 8.3 MUESTRA COMTROL CONVENCIONAL
L B3  juestRacontrRoL — AGROECOLOGICO
o o
—ia a 1o 20 3 40 -1 a 1 20 30 40

A= Complete Linkage
B = Neighbour Joining
Figura 16. Dendogramas A y B, de agrupamiento del gen 16S para el cantén Cafiar.
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Figura 17. Dendogramas C, D y E, de agrupamiento del gen 16S para el cantén Cafiar.
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4.7.4. Cafar ITS
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Figura 18. Dendogramas A, B y C, de agrupamiento de la region ITS para el canton Cafar.
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Figura 19. Dendogramas D y E, de agrupamiento de la region ITS para el cantén Cafiar.
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De cada algoritmo se obtiene la relacion y el érden de ubicacién de las muestras en el dendograma, esto se genera en un codigo

gue posteriormente con el uso del software PhyElph realizamos un arbol consenso que nos agrupa las muestras que mas se

relacionan en cada algoritmo. Para la elaboracion del arbol consenso se utilizo la siguiente clasificacion logaritmica:

Tabla 11. Claves de los algoritmos de las muestras agroecolégicas y convencionales de los cantones Nabon y Caniar.

SITIOS ALGORITMO | CLAVE
Complete Linkage | ((TCN1, TCN4), TAN3), TAN2), ((TAN4, TAN5), (TANL, TCN5), (TCN2, TCN3), (MC, MC)))
Neighbour Joining | (TCN2, TCN3), (TAN1, TCN5)), (TAN2, TAN4)), (((MC, MC), TNA5), ((TCN1, TCN4), TAN3)))
NABON 16S |Single Linkage | (((((TCN1, TCN4), (MC, MC)), ((((TCN2, TCN3), (TAN1, TCN5)), TAN5), TAN4)), TAN2), TAN3)
UPGMA ((((TAN4, TANS5), (TAN1, TCN5)), (TCN2, TCN3)), (MC, MC)), ((TCN1, TCN4), TAN3)), TAN2)
WPGMA (((TAN4, TAN5), (TAN1, TCN5)), (TCN2, TCN3)), (MC, MC)), ((TCN1, TCN4), TAN3)), TAN2)
Complete Linkage | ((TAC3, TAC1), TAC4), ((TCC5, TCC4), TAC5)),((TAC2, TCC2), (TCC3, TCC1))), (MC, MC))
Neighbour Joining | ((MC, MC), TAC4), (TCC5, TCC4), TAC5)), (TAC2, TCC2), (TCC3, TCC1))), (TAC3, TAC1))
CANAR 16S |Single Linkage | (((TAC3, TAC1), (TCC5, TCC4)), TCC3), TCC4), TCC1), TCC2), TAC5), (MC, MC)), TAC2)
UPGMA (((TCC3, TCC1), TCC2), TAC2), (TCC5, TCC4), TAC4), (TAC3, TAC1)), TAC5)), (MC, MC))
WPGMA ((((TCC3, TCC1), TCC2), TAC2), ((TCC5, TCC4), TAC4), (TAC3, TAC1)), TAC5)), (MC, MC))
Complete Linkage | (((TAN5, TAN3), TCN2), (TAN4, TCN3)), (TCN4, TCN1), (((MC, MC), TAN2), TAN1)), TCN5))
Neighbour Joining | ((TAN4, TCN3), ((TAN5, TAN3), TCN2)), (MC, MC)), (TCN5, TCN1)), (TCN4, TAN1), TAN2))
NABON ITS |Single Linkage | (((((((((MC, MC), TAN2), TAN4), TAN1), TCN4), TCN1), TCN2), TCN3), (TAN5, TAN3)), TCN5)
UPGMA (((((((((MC, MC), TAN2), TAN1), TAN4), TCN4), TCN1), TCN5), ((TAN5, TAN3), TCN2)), TCN3)
WPGMA ((TAN5, TAN3), TCN2), TCN3), ((TAN4, TCN1), ((((MC, MC), TAN2), TAN1), TCN4)), TCN5))
Complete Linkage | (((TCC4, TAC3), (TAC5, TCC5)), (((MC, MC), TAC1), TCC1)), ((TAC2, TCC2), TCC3), (MA, TAC4)))
Neighbour Joining | (((((TAC5, TCC5), (TCC4, TAC3)), (MC, MC), TAC1), TCC1)), TCC2), (TCC3, TAC2)), (MA, TAC4))
CANAR ITS |Single Linkage | ((TCC4, TAC3), (((TAC2, TCC2), TCC3), TAC4), MA), TCC1), (TAC5, TCC5)), ((MC, MC), TAC1)))
UPGMA ((((TAC2, TCC2), TCC3), (TAC5, TCC5)), ((MC, MC), TAC1), TCC1)), (MA, TAC4)), (TCC4, TAC3))
WPGMA (((TAC2, TCC2), TCC3), (TAC5, TCC5)), ((MC, MC), TAC1), TCC1)), (MA, TAC4)), (TCC4, TAC3))
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4.7.5. Arbol consenso Nabén 16S
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Figura 20. Arbol consenso para el gen 16S en el cantén Nabon.
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4.7.6. Arbol consenso Nabén ITS
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Figura 21. Arbol consenso para la region ITS en el cantén Nabon.
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4.7.7. Arbol consenso Cafar 16S

CONVENCIONAL
AGROECOLOGICO

Figura 22. Arbol consenso para el gen 16S en el canton Cafiar.
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4.7.8. Arbol consenso Caifiar ITS
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Figura 23. Arbol consenso para la region ITS en el canton Cafiar.
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CAPITULO V: DISCUSION

Los andlisis realizados con el estudio de diversidad de comunidades permitieron
determinar que se tuvo diversidad y riqueza en cuanto a la presencia de
microorganismos tanto bacterias como hongos, corroborando la importancia del
analisis molecular para el estudio de comunidades de microorganismos hongos y
bacterias traidos directamente de una muestra (Jurkowski, et al., 2007), sin que su
contenido dependa del manejo realizado, por lo que se logré extraer el ADN de cada

muestra.

Debido a la presencia de bandas bien definidas que resaltan en todas las muestras,
se puede observar en los arboles consenso que los agrupamientos son poco definidos

en cuanto al tipo de manejo, lo que también es manifestado por Llivicura y Pafi (2017).

Los resultados que se obtuvieron del contenido de hongos en el sistema bajo manejo
agroecologico no fueron significativamente diferente al contenido de hongos del cultivo
manejado convencionalmente, reportado también por Gonzales et al., (2012), esto se
determiné por un valor p = 0,238; sin embargo, el valor promedio de riqgueza fue mayor
en el manejo agroecolégico. Mientras que en cuanto al contenido de bacterias
determinado por la region ITS, al igual que en la riqueza de hongos, el manejo
agroecoldgico no fue significativamente diferente al manejo convencional, aqui el valor
de p = 0,840 y los valores medios de riqueza fueron similares. Resultados obtenidos
realizando el analisis metagendmico de suelo, de los sitios en estudio manejados bajo
dos sistemas contrastantes de produccién (agroecolégico y convencional), estos
resultados también manifiestan Llivicura y Pafii (2017).

Si bien se logré determinar que existe presencia de microorganismos, no se determind
las caracteristicas que estos poseen y cuan beneficiosos o0 no, son para las
actividades agropecuarias. Esta presencia se no solo se debe a las caracteristicas
que los suelos y el clima tienen en cada zona, sino también a que cuando los
productores tanto agroecolégicos como convencionales desarrollan sus practicas
agricolas, realizan aportes de insumos agropecuarios (fertilizantes quimicos, abonos
de origen animal, vegetal, residuos de cosechas), hacen que los animales en

ocasiones pastoreen comiéndose los residuos de cosechas y utilizan agua que no
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tiene un tratamiento especial, o que puede traer consigo que muchos
microorganismos se incorporen al suelo, aumentando mas la poblacion existente y
también haciendo que muchos disminuyan debido al efecto de los productos, como
menciona Saenz (2014) en su estudio en donde determina que la incorporacién de

nitrogeno afecta en la riqueza de microorganismos en el suelo.

Las caracteristicas topograficas de las zonas de estudio y en general en toda la sierra
sur del Ecuador, es una de las determinantes para que las actividades agropecuarias
gue se realicen, por lo general sea en sitios con pendientes superiores al 30%, en
suelos jovenes, superficiales, de aptitud agropecuaria baja por ser pobres en cuanto
a contenido de materia organica y elementos minerales necesarios para el desarrollo
de los cultivos. Sin embrago, pese a esto son suelos que se caracterizan
principalmente por estar sometidos a las actividades agropecuarias que el hombre
realiza de manera constante, con la finalidad de obtener productos ya sea para el
consumo dentro del hogar y en ocasiones cuando la produccién ha sido buena, se
pude llegar a comercializar. Pero estas actividades en su mayoria son realizadas de
una forma precaria y sin considerar practicas de conservacion, lo cual ha conllevado
a que el desgaste sea mayor, debido sobrepastoreo, uso de productos quimicos,
minerales y organicos que se incorporan sin considerar como se encuentra su
contenido, esto también mencionan (Murty, et al. 2002) y (Post, et al. 1990). Todo esto
agravado por la deforestacion que fomenta la erosion hidrica y edlica por falta de
cubierta vegetal; el avance de la frontera agricola, que ocupa sitios en los cuales la
vegetacion favorecia la presencia de lluvias que garantizaba un clima favorable para
la proteccion de zonas de recarga hidrica. La produccion agricola se ve afectada por
estas acciones, debido a que al no haber agua ya sea a través de la lluvia o de
sistemas de riego, los ciclos de cultivo bajan, las superficies de cultivo se reducen y
muchos se abandonan. Los suelos expuestos a labores agricolas se ven fuertemente
afectados en contenido de nutrientes y diversidad de microorganismos, expuesto por
Saenz (2014).

La presencia, diversidad y riqueza de los microorganismos y la quimica de los suelos
estudiados, también esta determinada por las caracteristicas fisicas del suelo; en este
caso podemos observar que poseen valores inferiores a 1,5 de Densidad Aparente, lo

gue estd muy relacionado con las actividades agricolas y ganaderas que el hombre
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realiza. Esto favorece a que los suelos sean de bajo contenido de humedad y a su vez

condiciones adversas para el desarrollo de vida en los suelos.

El trigo es cultivado bajo estos dos sistemas de manejo, con la finalidad de hacer
rotaciones en la unidad productiva, ademas su produccion se utiliza basicamente para
el consumo en el hogar a través de harinas, sopas, artesanias y su follaje sirve de
alimento para los animales. Es un cereal que se adapta a zonas de suelos pobres y
con bajas precipitaciones, por lo que se lo cultiva en los valles interandinos, donde por
las malas préacticas agricolas, los suelos se han degradado paulatinamente como lo
menciona (Falconi 2008).

Teniendo en cuenta que la hipotesis de investigacion fue que “La diversidad
microbiana en los suelos dedicados al cultivo de trigo, es mayor en suelos con manejo
agroecoldgico que en suelos manejados convencionalmente en el sur del Ecuador”,
podemos concluir que de acuerdo al presente estudio, la diversidad microbiana
evaluada en cuanto a presencia y riqueza en el presente estudio, no depende directa
ni nicamente del tipo de manejo que se realice con fines agroproductivos, sino de
como los productores realicen estos manejos; Asi también la presencia de
microorganismos también se encuentra influenciada por las zonas agrocliméticas y la

interaccién de los distintos factores que suceden.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1.

6.2.

Conclusiones

Las técnicas moleculares utilizadas, facilitaron la determinacion de la presencia
de microorganismos en los suelos de estudio, tanto de manejo convencional,
como agroecoldgico. Sin embargo, esta presencia no se determin6 de forma
que se pueda identificar taxonémicamente las caracteristicas que estos
microorganismos poseen, pudiendo ser beneficiosos o no para la agricultura.
Los indices de diversidad que se desarrollaron en el estudio nos permitieron
determinar que los suelos no poseen una abundante riqueza de
microorganismos.

La riqueza y diversidad de microorganismos presentes en los suelos del
presente estudio, no estd dada por el tipo de manejo al que estos son
sometidos, ya sea convencional o agroecoldgico; No asi para el contenido de
materia organica, en donde en una de las zonas si se pudo evidenciar una
pequefia diferencia en cuanto a su contenido entre el manejo convencional y el
agroecoldgico.

Las condiciones climaticas presentes en las zonas de estudio, sumado a las
caracteristicas de los suelos, nos permiten concluir ademas que la presencia
de microorganismos también se ve influenciada ya que son suelos de bajo
contenido de materia organica y con caracteristicas fisicas que permiten una

infiltracion rapida del agua debido a su baja densidad aparente.

Recomendaciones

Los estudios que se realicen para determinar diferencias significativas entre los
sistemas de manejo del suelo se deben realizar durante varios afios, con la
finalidad de poder ir evaluando todas las actividades y los efectos que estas
tengan sobre la rigueza microbiana, mineral y sobre las caracteristicas fisicas,

con esto se puede ayudar a despejar muchas dudas.
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- Tomar muy en cuenta que productos se incorporan al suelo, la calidad, sanidad
y utilidad que este vaya a tener, ya que los productos que se obtienen, se
nutrieron de estos productos.

- Realizar un estudio mas extenso que permita describir la rigueza de hongos y
bacterias que un ambiente tenga y si estos son benéficos.

- Trabajar en varios cultivos y en varias zonas, con la finalidad de poder ir
estudiando toda la diversidad que existe en los diferentes ambientes, sobre
todo en los suelos.

- Antes de implementar un cultivo o0 un sistema de manejo, se debe zonificar los
terrenos, para de esta forma saber que actividades agropecuarias se deben
realizar.

- Los sistemas de manejo al que el suelo sea sometido, deben contar
inicialmente con un analisis de suelos, con la finalidad de que se pueda conocer
su riqgueza mineral y asi poder incorporar los, minerales que requiera el cultivo
que se va a implementar.

- Las précticas agropecuarias que se realicen sobre un terreno deben hacerse
de forma adecuada para que no afecten sus caracteristicas fisicas, quimicas y

Su rigueza microbiana.
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ANEXOS
ANEXO 1. SuperMix utilizado para la reaccion PCR.

invitrogen

by ,&kvccm.zt:ocs

Platinum® PCR SuperMix

Cat. nos. Size Store at -30°C to -10°C
11306-016 100 reactions

11306-081 5000 reactions

Pub. Part no. 11306.pps MANDODOF 50 Rev. Date 10 Apr 2012

Description

Platinum® PCR SuperMix provides qualified reagents for the amplification of
nucleic acid templates by polymerase chain reaction {PCR). The mixture
contains anti-T2g DNA polymerase antibody, Mg™*, dNTPs, and recombinant
Tag DNA polymerase at concentrations sufficient to allow amplification
during PCR. Platinum® PCR SuperMix is supplied at 1.1X concentration to
allow approximately 10% of the final reaction volume to be used for the
addition of primer and template solutions. Reagents sufficient for 100 or 5000
amplification reactions of 50 uL each are provided.

Anti-Tag DNA polymerase antibody inhibils polymerase activity providing an
automatic "hot start” {Chou, 1992; Sharkey, 1994) and permits ambient
temperature set-up. Antibody-mediated hot starts improve PCR specificity
and yield (Westfall, 1997). Due to specific binding of the antibody, Platinum®
PCR SuperMix is present in an inactive form and is reactivated aftera
denaturation step in PCR cycling at 94°C.

Platinum® PCR SuperMix may be stored at either -30°C to - 10°C or 2°C to
8°C. Starage at 2°C to 8°C avoids the necessity of thawing the mix before
assembling the PCR. No detectable reduction of PCR performance or enzyme
activity is observed after storage of Platinum” PCR SuperMix for 12 months at

2°C to 8°C. Repeated freeze-thaw cycles do not reduce performance or

activity.
Component 100-rxn size 5000-rxn size
Platinum® PCR SuperMix 4x1.125mL 4 x 56.25 mL

Product Use: Far research use anly.
Nat intended lar any anim al or human therapeutc ar diagnostic use.

e
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Anexo 2. Imagenes de la seleccidn de sitios y toma de muestras.

A

‘."

CARLOS ALBERTO JIMENEZ MERINO 69



UNIVERSIDAD DE CUENCA l“'i"i’“%?““i

ANEXO 3. Trabajo en Laboratorio.

Cuantificacion de ADN

Electroforesis con gradiente desnaturalizante
DGGE

BIORAD

et
‘Gel Boc XRe

Fotodocumentador
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ANEXO 4. Resultados de laboratorio de los analisis de suelo.

ppm meq/100mL ppm meq/100mL %

MUESTRA | PROCEDENCIA | pH N P K Ca Mg Zn Cu Fe Mn S Bases Ca/Mg | Referencia | Mg/K | Referencia | (Ca+Mg)/K | Referencia M.O. QEE:QS&?\I#E
TCN 1 Chunasana 7 PN 36 M| 143 3 18 | A 2 2 B| 12 |A| 18 3 |B 23,54 7,83 2-8 0,71 25-10 6,31 12.5-50 3 0,94
TAN 1 Chunasana 6 LAc 61 A 26 1 19 A 6 1 B 10 [ A 6 11|B 26,38 3,23 2-8 6,70 25-10 28,32 12.5-50 3,9 1,12
TCN 2 Chunasana 7 PN 3 B 24 1 19 | A 2 1 B| 10 A 2 1B 22,29 8,68 2-8 1,45 25-10 14,07 125-50 | 2,7 1,06
TAN 2 Chunasana 6 MeAc 23 B 38 2 9 A 3 3 B 13 [ A 73 3|B 13,77 3,56 2-8 1,27 25-10 5,78 12.5-50 51 1,21
TCN 3 Taro 6 MeAc 47 M 22 1 18 A 6 1 B 13 [ A 11 3|B 24,65 3,00 2-8 10,96 25-10 43,84 12.5-50 3,5 1,06
TAN 3 Taro 6,42 | LAc | 28,11 (M| 1,38 0,67 1443 | A | 3,52 1,11 | B | 2,00 [ M | 14,00 4 | B 18,62 41 2-8 53 25-10 26,8 125-50 | 45 1,12
TCN 4 Taro 5,96 | MeAc | 95,70 | A | 17,47 0,68 828 |A| 1,84 159 | B | 3,10 | M | 76,00 6 | M 10,80 4,5 2-8 2,7 25-10 14,9 12.5-50 3 1,41
TAN 4 Taro 6,10 | LAc | 5852 | A | 30,03 2,04 1519 | A | 2,92 1,33 [ B | 1,50 [ M | 25,00 3 |B 20,15 52 2-8 1,4 25-10 8,9 125-50 | 4,15 1,13
TCN5 Taro 5,66 | MeAc | 74,86 | A | 23,75 0,86 962 | A| 343 1,67 | B | 3,00 | M | 63,00 4 | B 13,91 2,8 2-8 4,0 25-10 15,2 125-50 | 3,71 1,01
TAN 5 Taro 598 | MeAc | 37,68 | M | 77,13 2,17 899 |A| 2,13 1,73 | B | 410 [ M | 97,00 5|B 13,29 42 2-8 1,0 25-10 51 125-50 | 3,69 1,14
TCC1 La Posta 5,55 | MeAc | 28,67 | M 7,26 1,29 12,80 [ A | 3,56 1,39 | B [ 1,90 | M | 52,00 5|B 17,65 3,6 2-8 2,8 25-10 12,7 125-50 | 2,73 1,22
TAC 1 La Posta 7,68 | LAl [109,78 | A | 41,81 1,38 16,30 | A | 2,38 534 | M |[250|M |21,00 2 |B 20,06 6,8 2-8 1,7 25-10 13,5 125-50 | 4,99 1,20
TCC2 La Posta 6,69 PN 94,37 | A | 167,20 0,97 20,35 | A | 2,61 1323 | A | 7,10 | M | 76,80 9| M 32,88 1,5 2-8 56,6 25-10 142,0 12.5-50 3 1,09
TAC 2 Quilloac 6,08 | LAc | 1856 | B | 103,65 2,55 1981 | A | 4,23 3,30 | B [ 4,00 | M | 1240 8 | M 26,42 53 2-8 2,3 25-10 14,5 125-50 | 3,9 1,18
TCC3 Quilloac 6,51 PN 7743 | A 1,83 0,39 9,08 |A| 1,72 3,03 [ B|7,70 | M| 25,00 11 [ A 11,19 53 2-8 4,4 25-10 27,7 12.5-50 3,5 1,21
TAC 3 Quilloac 576 | MeAc | 99,45 [ A | 2,62 0,24 1149 | A | 558 3,01 | B [310|M | 11,70 1B 19,61 85 2-8 1,9 25-10 17,9 125-50 | 4,6 1,27
TCC4 Quilloac 7,68 | LAI 23,82 | M | 384,58 1,03 19,46 | A | 1,58 3,76 | B [ 6,00 | M | 530 6 | M 33,91 55 2-8 2,2 25-10 14,3 125-50 | 3,6 1,14
TAC 4 La Posta 8,45 | MeAl 56,52 | A | 12,84 0,75 19,66 | A | 16,31 1,98 | B |29 (M| 2,70 0|B 36,72 1,2 2-8 21,8 25-10 48,0 125-50 | 0,81 1,23
TCC5 La Posta 8,16 | MeAl | 80,10 | A | 14,34 0,51 2595 | A | 516 1,66 [ B |280|M| 310 0|B 31,62 5,0 2-8 10,1 25-10 61,0 125-50 | 1,06 1,19
TAC5 La Posta 8,58 Al 45,18 | A 9,21 0,39 2470 | A| 9,34 153 | B [200 (M| 200 2 |B 34,43 2,6 2-8 24,0 25-10 87,3 125-50 | 0,61 1,17
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