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RESUMEN

En el presente trabajo se estandariz6 un protocolo para la caracterizacibn molecular de
microorganismos presentes en los suelos de los ecosistemas tropicales del sur de
Ecuador: Bosque Seco Tropical (BST), Matorral Seco Tropical (MST) y Bosque Montano
Tropical (BMT) mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se aislo
ADN de muestras de suelo y se estudi6 el efecto de diversos pardmetros en la eficiencia
de la PCR. Se observé que la concentracion media de ADN obtenido varia entre
ecosistemas siendo mayor en las muestras del BMT. Refleja la presencia de mayor
biomasa en los suelos de este ecosistema comparado con el BST y MST. Al estudiar la
eficiencia de la PCR se observé que la concentracion de ADN de partida fue el factor
determinante por tipo de ecosistema; se identificaron las diluciones 6ptimas para cada tipo
de suelo; 1:2, 1:5, 1:20 del ADN de partida (Catamayo, Arenillas y Estacion Cientifica San
Francisco). El presente trabajo sienta las bases para la cuantificaciéon de la diversidad

microbiana en los ecosistemas a partir de la PCR en tiempo real.

Palabras clave: PCR, Bosque Seco Tropical, Matorral Seco Tropical, Bosque Montano
Tropical, Cuantificaciéon de ADN.



ABSTRACT

In this thesis project, a protocol for the molecular characterization of soil microbial
communities, present in soils of the tropical ecosystems (Tropical Dry Forest (TDF),
Tropical Dry Scrub and Tropical Montane Forest (TMF)) in southern Ecuador was
standardized. To this end, total genomic DNA from soil samples was isolated and the
polymerase chain reaction (PCR) used for the amplification of conserved regions. We
observed that the obtained average DNA concentration varies between ecosystems being
higher in the samples from TMF. This reflects the presence of higher biomass in soils of
this ecosystem compared to TDF. While optimizing the conditions of the PCR, we
gathered evidences suggesting that the DNA starting concentration was the variable with
the highest impact on the reaction efficiency. We therefore identified the optimal dilutions
per soil type: 1:2, 1:5, 1:20 of the starting DNA preparation for Catamayo, Arenillas and
San Francisco respectively. This work provides the basis for the quantification of microbial

diversity in ecosystems from the real-time PCR.

Keywords: PCR, Tropical Dry Forest, Tropical Dry Scrub, Tropical Montane Forest, DNA

quantification.



INTRODUCCION

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es una técnica molecular capaz de
replicar in vitro ADN (Surzycki, 2000). Esta técnica, sumamente sensible (Van der Heidjen
& Sanders, 2002), emplea primers o iniciadores (secuencias de oligonucleétidos
complementarios al ADN molde) para copiar en pocas horas, especifica y
exponencialmente el material genético inicial (Newton, 1995; Burnett, 2003). La técnica
amplifica fragmentos especificos de ADN desde un pequefiisimo nimero de células, de
una sola espora, 0 alin mas, de material de herbario seco, incluyendo especimenes que
estan extintos. La primera vez que se utilizé este tipo de andlisis en micologia consistio en
la amplificacion y secuenciacion del ADNr, estableciéndose relaciones filogenéticas de
hongos. Asi, el desarrollo de esta técnica molecular ha permitido avances significativos en
el estudio de comunidades microbianas en el suelo. A partir de entonces muchas
preguntas de caracter ecoldgico y/o biolégico relacionado al funcionamiento del
ecosistema suelo han sido formuladas y/o resueltas.

La Zona 7 de Ecuador comprende tres provincias; El Oro, Loja y Zamora Chinchipe,
localizadas en tres diferentes regiones Costa, Sierra y Oriente, respectivamente. La
superficie aproximada es de 40.000 km (Maldonado, 2002). Entre las formaciones
vegetales mas representativas de esta zona tenemos al Bosque Seco Tropical, Bosque
Montano Tropicla y Matorral Seco Tropical. Sin embargo, el 70% del territorio esta
afectado por factores antropicos como la deforestacion para el establecimiento de
agricultura, abastecimiento de lefia y ganaderia, entre otros. Esta presion antrdpica
genera una amenaza sobre la biodiversidad produciendo pérdidas irreversibles, de ahi la
urgente necesitada de realizar estudios sobre la composicion y estructura de las
comunidades de los suelos encargadas del funcionamiento de los ecosistemas en general

y de los bosques en particular.

Por tal razon, el objetivo que nos planteamos en el presente estudio fue estandarizar una
técnica molecular (PCR) para la caracterizacion de hongos presentes en los suelos de los
ecosistemas tropicales mas representativos de la Zona 7 de Ecuador. Para cumplir dicho
objetivo: i) evaluamos la concentracién de ADN; ii) estandarizamos diversos parametros

en la eficiencia PCR (e.g. cloruro de magnesio, temperatura de anillamiento); iii)



determinamos diluciones 6ptimas para cada tipo de suelo evaluado (BST, MST, BMT) vy

iv) amplificamos exitosamente el ADN de los tres ecosistemas muestreados.

Identificar condiciones Optimas para realizar una PCR exitosa nos permitira, por tanto,
abordar otras técnicas moleculares (e.g. PCR en tiempo real, secuenciaciéon genémica de

nueva generacion) para resolver cuestiones ecoldgicas y/o bilégicas a una resolucién mas
fina.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Acido desoxirribonucleico (ADN)

El acido desoxirribonucleico es una molécula simple, con una secuencia de nucleétidos
que contiene la informacién necesaria para poder controlar el metabolismo de un ser vivo,

ademas de ser el lugar donde reside su informacién genética.

1.1.1 Generalidades del ADN

El ADN estd compuesto por una secuencia de nucleétidos formados por desoxirribosa.
Las bases nitrogenadas que se hallan formando los nucleétidos de ADN son Adenina,
Guanina, Citosina y Timina. No aparece Uracilo. Los nucleétidos se unen entre si
mediante el grupo fosfato del segundo nucleétido, que sirve de puente de unién entre el

carbono 5' del primer nucledétido y el carbono 3' de siguiente nucleétido (Klug et al. 2006).

1.1.2 Estructura del ADN

La estructura secundaria del ADN fue propuesta por Watson & Crick (1953), y la llamaron
el modelo de doble hélice de ADN. Este modelo esta formado por dos hebras de
nucleotidos orientada en sentido 5 — 3' y la otra de 3' — 5'. Las dos hebras son
antiparalelas, formando puentes de hidrégeno entre las bases nitrogenadas enfrentadas.
Cuando en una hebra encontramos Adenina, en la otra hebra hallamos Timina. Cuando
en una hebra encontramos Guanina, en la otra hallamos Citosina. Estas bases
enfrentadas son las que constituyen los puentes de Hidrégeno. Adenina forma dos
puentes de Hidrégeno con Timina. Guanina forma tres puentes de Hidrogeno con la
Citosina. Las dos hebras estan enrolladas en torno a un eje imaginario, que gira en contra
del sentido de las agujas de un reloj. Las vueltas de estas hélices se estabilizan mediante
puentes de Hidrégeno. Esta estructura permite que las hebras que se formen por
duplicacion de ADN sean copia complementaria de cada una de las hebras existentes
(Klug et al. 2006).


http://recursos.cnice.mec.es/biosfera/alumno/2bachillerato/biomol/explicadnduplica.htm

1.1.3 ADN ribosémico (ADNr).

La revolucion molecular en cuanto a taxonomia de hongos comenzé a inicios de 1990,
con la amplificacién del ADNr con la ayuda de la PCR (Hibbet, 2007); ya que existen
genes presentes en todos los genomas celulares como los ribosomales, que pueden

proveer de informacion para reconstrucciones filogenéticas (Rentaria, 2007).

El ADNr puede encontrarse en mitocondrias, cloroplastos y nucleo (Rentaria, 2007). Las
regiones que se encuentran altamente conservadas nos permiten realizar estudios
evolutivos a nivel de géneros y familias y suelen usarse para el disefio de cebadores
universales (Rivera, 2006). Entre las secuencias altamente conservadas de los genes de
esta region se encuentran regiones variables, denominadas espaciadores (internal
transcribed spacers), cuya funcion es desconocida (Peintnen et al. 2004). La tasa de
variabilidad en estas regiones espaciadoras es mas elevada que en los genes, pero sus
secuencias se pueden alinear con confianza entre taxones estrechamente relacionados
(Insua, 2003).

La region del ADNr incluye el gen 18S (esta region también se denomina SSU: Small
SubUnit), el espaciador intergénico ITS1, el gen 5.8S, el espaciador ITS2 y el gen 28S
(también denominado LSU: Large SubUnit). Las regiones 18S, 5.8S, 28S estan
relativamente conservadas entre los hongos, facilitando una base molecular para buscar
relaciones filogenéticas a diferentes niveles, el gen 5.8S esta conservado evolutivamente
como los genes 18S y 28S, pero su tamafio pequefio limita su utilidad en comparaciones
filogenéticas (Said et al. 2007).

[~ IT=3

rlTS']
—_— ITSZ2 ITS4 LRT5S

-l
0.1 kb 5.85 ITS4-R

Figura 1. Representacion del ADNr y los diferentes cebadores.
Fuente 1. Binder & David, 2003.




1.1.4 ADN molde

Se denomina ADN molde al que servird como plantilla para la amplificacion durante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Su calidad y concentracion determinan el
éxito de amplificacion (Newton, 1995). La calidad esta sujeta basicamente al método de
extraccion y purificacion empleado (a mas pureza mayor calidad), mientras que la
cantidad de ADN inicial, necesaria para una amplificacién exitosa de PCR, dependera de
la complejidad del ADN molde. Generalmente reacciones con muy poco ADN molde
pueden tener bajo rendimiento y las que lo contienen en exceso, en cambio, provocan

amplificaciones no especificas (Burnett, 2003).

1.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1.2.1 Principipos de la PCR.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, mas conocida por sus siglas en inglés como
PCR, es una técnica molecular capaz de replicar in vitro ADN (Surzycki, 2000). Esta
técnica, sumamente sensible (Van der Heidjen & Sanders, 2002), emplea primers o
iniciadores (secuencias de oligonucleétidos complementarios al ADN molde) para copiar
en pocas horas, especifica y exponencialmente el material genético inicial (Newton, 1995;
Burnett, 2003).

Desde su primera descripcién por Mullis (1983), la PCR ha tenido un efecto importante en
muchos de los campos de investigacién de la Biologia (Ayra et al. 2001). La técnica
amplifica fragmentos especificos de ADN, extraido desde un pequefiisimo ndmero de
células, de una sola espora, o aun mas, de material de herbario seco, incluyendo
especimenes que estan extintos. La primera vez que se utilizé este tipo de analisis en
micologia consistio en la amplificacion y secuenciacion del ADNr, estableciéndose

relaciones filogenéticas de hongos.

Uno de los aspectos mas relevantes en el desarrollo de esta metodologia fue el disefio de
los cebadores, los cuales fueron elaborados a partir de regiones conservadas. Ello
permitié la amplificacion de los fragmentos del ADNr en la mayoria de los hongos,
conduciendo al desarrollo de los estudios taxonomicos y filogenéticos intra e inter

especies fungicas (Said et al. 2007; Gutiérrez et al. 2002; Costa, 2004). Su principio es



muy simple y se basa en la amplificacién in vitro del ADN, lo que trae como resultado la
replicacion exponencial de la secuencia blanco hasta en un millén de veces, aun en
presencia de gran cantidad de moléculas de ADN no relacionadas, obteniéndose como
producto un ADN altamente homogéneo que se convierte en fuente excelente para
diversas manipulaciones moleculares (Ayra et al. 2001).

1.2.2 Componentes de la PCR.

1.2.2.1 Taq ADN polimerasa.

Es la enzima mas comiUnmente usada para copiar ADN. Es capaz de procesar 60
nucleétidos/segundo a 70°C (Innis et al., 1988) en un tiempo de vida media de 40 minutos
a 95°C (Lawyer et al., 1993). Su rendimiento y fidelidad se ve influenciada por pH,
concentracion de magnesio y de dNTPs (Eckert & Kunkel, 1991). Cantidades excesivas
de dicha enzima provocan accién exonucleasa intrinseca del ADN (en sentido 5'—3’),
mientras que sus bajos niveles disminuyen la eficiencia de amplificaciéon (Longley et
al.1990).

1.2.2.2 Cloruro de Magnesio (MgCl2).

Es un cofactor de la enzima Taq ADN polimerasa. Su concentracién en forma libre
determina la capacidad de accién de la enzima, de modo que, su ausencia la inactiva y su
exceso reduce la fidelidad de copiado (Eckert & Kunkel, 1991). La disponibilidad de MgCl,
para la enzima varia dependiendo de los agentes quelantes, concentracion de dNTPs y
proteinas (Newton, 1995), provocando que se incremente la amplificacién no especifica
(Williams, 1989).

1.2.2.3dNTPs.

Son los oligonucleétidos adenina, guanina, citosina y timina dispuestos en formas
trifosfatadas y desoxidadas que la ADN polimerasa emplea como materia prima para

replicar las secuencias del ADN molde (Newton, 1995).

1.2.2.4 Buffers para PCR.



Son agentes tampén muy importantes que se emplean para regular el pH de la reaccién
en un rango entre 8.3-8.8, sin afectar la actividad y fidelidad de la ADN polimerasa. La
base de la mayoria de buffers son Tris y Cloruro de Potasio (KCI). Este ultimo
componente permite adn en concentraciones modestas, incrementar en un 50 a 60% la
actividad de la enzima polimerasa. Su concentracién Optima es de 50mM (Gelfand &
White, 1989; Newton, 1995).

1.2.2.5Primers o iniciadores.

Son secuencias cortas de oligonucleétidos (de 15 a 30 pares de bases) complementarias
a la cadena del ADN molde. Los primers se unen al ADN para dar la sefial de inicio de
amplificacién a la ADN polimerasa. Generalmente se los usa en pares, uno “forward” (que
va en sentido 5'—3') y otro “reverse” (sentido 3'>5"). Las posiciones donde los primers se
adhieran determinaran el tamafio del amplificado (producto de la amplificacion). Los
primers se deben diseflar para que tengan una proporcion GC del 40 al 60% v,
especialmente, sin regiones complementarias entre si 0 estructuras secundarias que

pudieran entorpecer su alineamiento con el ADN molde (Newton, 1995).

1.2.3 Ciclos dela PCR

Newton (2000) menciona que el numero de ciclos que generalmente se aplica en una
PCR va desde los 30 a los 60, y dentro de cada uno de ellos se presentan diferentes

etapas.

1.2.3.1 Denaturacion del ADN.

Su funciodn es la de separar la doble hélice de ADN mediante calentamiento a 94°C (entre
15 segundos y 2 minutos). Lo cual permite que las cadenas de nucleé6tidos estén

disponibles para usarse como nuevo molde de replicacion.

1.2.3.2 Anillamiento.

Permite que los primers se asocien establemente con el ADN molde y entonces, se

estimule la accion de la enzima Tag ADN polimerasa. Se obtiene reduciendo la
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temperatura en un rango entre los 30 y 60 °C (dependiendo de la temperatura de

anillamiento calculada).

1.2.3.3 Extension.

En esta etapa se genera la sintesis del nuevo ADN hacia el extremo 3" de cada primer al

incrementar la temperatura entre de los 70 y 74°C.

Las tres etapas forman un solo ciclo de amplificacién y pueden optimizarse de acuerdo a
la combinacion de ADN molde y a cada par de primers empleado. Generalmente luego de
20 a 40 ciclos de amplificacion se puede analizar el tamafio de la seccion de ADN

amplificado y cuantificarlo (Promega Protocols and Applications Guide, 2006).

1.3 Caracteriticas fisicas del sur de Ecuador.

La Zona 7 del Ecuador comprende tres provincias ElI Oro, Loja y Zamora Chinchipe,
localizadas en tres diferentes regiones Costa, Sierra y Oriente respectivamente. La
superficie aproximada es de 40.000 km (Maldonado, 2002). ElI 70% es afectada por
factores antrépicos como la deforestacién para el establecimiento de agricultura y el

abastecimiento de lefia, entre otros.

No existen volcanes en el sur del Ecuador. El cerro més alto es Fierro-Urco con 3900 m
s.n.m, y las cadenas montafiosas mas representativas son: las cordilleras de Cordoncillos,
Sabanilla, Santa Rosa, Ramos, Guachanama y Cabeza de Toro, esta uUltima declina hacia
la parte mas occidental, en el cantén Zapotillo. Los principales sistemas fluviales que se
originan en esta region y desembocan en el Océano Pacifico son Puyango y Catamayo, y

hacia el Amazonas el rio Zamora (Palacios, 1995).

La provincia de El Oro se compone, en su mayor parte, de tierras planas con dos macizos
montafiosos que cruzan de este a oeste, siendo su parte terminal la que declina en esta

provincia (Lozano et al. 2002).

En la Sierra que corresponde en su mayoria a la provincia de Loja, la Cordillera Real de
los Andes no esta claramente definida generandose la depresion de los Andes, accidente

geografico que se acentla hacia el sur, retomando su existencia real al norte del Per( en
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Cajamarca. Esta area se conforma por una serie de cadenas montafiosas entrecruzadas
denominadas nudos (Cajanuma, Guagrahuma y Sabanilla), originando el relieve mas
irregular del pais (Espinosa [1948—-1949] 1997).

El Oriente sur, provincia de Zamora Chinchipe, se compone de tierras altas de la
Amazonia. Sus limites altitudinales mas bajos llegan a los 800 msnm., siendo una zona
de transicion de la vegetacién. Varias ramificaciones montafiosas atraviesan la region sur-
oriental entre éstas se pueden mencionar las cordilleras de Sébanas, Calima, Cerro
Negro, Paredones, Numbala, Nanguipa, Guambime, Tzumantza, Wintza, Sordomoras,
Manga Urcu, del Oso, de Picho, Zarza y su mayor representante la Cordillera de El
Coéndor, la cual esta relacionada tecténicamente con la Cordillera Oriental de Colombia, y
esta conformada de sedimentos cretdceos y terciarios. En esta zona se originan los
sistemas fluviales que desembocan en el rio Amazonas (Paute, Santiago y el Chinchipe)
(Neill, 1999).

1.4 Formaciones vegetales del Sur de Ecuador.

Entre las formaciones vegetales mas representativas del sur de Ecuador tenemos al

Bosque Seco Tropical, Bosque Montano Tropical y Matorral Seco Tropical.

1.4.1 Bosque Seco Tropical (BST)

Los bosques secos tropicales (BST), son considerados como el Centro de Endemismo
Tumbesino (Kessler, 1992), también como Centro de Endemismo de Plantas Aridas del
Guayas (Madsen et al. 2001), se caracterizan por poseer bosques caducifolios y
semicaducifolios que crecen en areas sujetas a una severa estacionalidad climatica. Estos
bosques reciben alrededor de 80% de la precipitacion durante cuatro meses, a lo largo de
los cuales la media de precipitacion puede sobrepasar con creces 200 mm por mes
(Maass & Burgos, 2011). En el otro extremo, el periodo de sequia se prolonga entre 5 a 6
meses al afio. Durante este periodo la precipitacion raramente supera 10 mm mensuales
(Maass & Burgos, 2011) creando un déficit hidrico (Gotsch et al. 2010; Lima & Rodal,
2010) que determina una de las caracteristicas mas conspicuas de los BST; la fenologia

distintiva de la mayoria de plantas, ligada a la pérdida estacional de las hojas y del
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bosque en general, con una época sin hojas durante la estacion seca y una fisionomia de
bosque siempre verde a lo largo de la estacion lluviosa.

De acuerdo con el sistema de clasificacion de zonas de vida de Holdridge (Holdridge,
1982), los bosques Secos Tropicales y Subtropicales se encuentran en areas donde el
promedio de temperatura anual es mayor a 17°C, la precipitacion anual es mayor a 250
mm y menor a 2000 mm; con un promedio de evapotranspiracion potencial que excede la

unidad de la precipitacion (Murphy & Lugo, 1986).

En Ecuador, las zonas de bosque seco estan incluidas en las formaciones de la costa, en
las subregiones Centro y Sur (Sierra 1999), que se extienden desde la Provincia de
Esmeraldas y los Rios al Norte hasta Lambayeque y Libertad al Sur del Pera (Aguirre et
al. 2006). En la provincia de Loja se encuentra la mayor superficie de este ecosistema,
que incluyen las tierras bajas, estribaciones occidentales bajas de la cordillera de los
andes y los valles secos interandinos del sur (Aguirre y Kvist 2005). Los boques secos del
Sur del Ecuador estan caracterizados por poseer una alta diversidad y una extraordinaria
cantidad de especies endémicas de diferentes grupos taxonémicos (Espinosa et al. 2012).
Sin embargo éstos bosques estdn ubicados en zonas densamente pobladas,
(aproximadamente el 60% de la poblacién rural se encuentra en esta formacion vegetal,
con suelos aptos para cultivos) que han sido muy intervenidos y destruidos (PDOT, ZCH,
2010).

1.4.2 Matorral Seco Tropical (MST)

Los matorrales secos tropicales se encuentran en las zonas aridas y semiaridas. Estas
zonas se caracterizan por las elevadas temperaturas y la precipitacion que, por ser tan
escasa, se evapora rapidamente al caer al suelo. Se ubica en los valles interandinos entre
1.400 y 2.200 m s.n.m. Se caracteriza por un fuerte y prolongado periodo seco. Cerca del
80% de la precipitacion ocurre entre febrero y marzo. La vegetacion no es muy alta (5-15
m), xerofitica, espinosa, achaparrada con presencia de cactus columnares, con arbustos
de los géneros Capparis, Croton y Euphorbia, asi como arboles aislados, en particular de
la familia Mimosaceae. Esta formacion se localiza en los valles de Loja (Catamayo,
Vilcabamba, Malacatos, Quinara) hasta el sur de la provincia del Azuay (Susudel-rio Leén,
valle Yunguilla-Jubones). La cobertura de vegetacion sucede en forma de parches dentro

de una matriz de suelo desprovista de vegetacién y costra biolégica del suelo (CBS).
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La CBS esta formada por la intima asociacion entre particulas de suelo, cianobacterias,
algas, hongos, liqguenes, hepéticas y bridfitos (West, 1990; Belnap & Gardner, 1993).
Entre sus multiples funciones ecolégicas estan: i) aporte de carbono (C) y nitrégeno (N) al
suelo (Castillo-Monroy et al. 2011); ii) incrementa su estabilidad y protege frente a la
accion erosiva de la lluvia y el viento (Bowker et al. 2006); iii) favorece la agregacion y
cohesién de particulas de suelo; iv) modula la infiltracién y afecta de manera directa a las
plantas vasculares influyendo en su establecimiento, contenido nutricional y estado hidrico
(Belnap & Ollange, 2003).

1.4.3 Bosque Montano Tropical (BMT).

Los bosques Montanos del sur de Ecuador se caracterizan por una alta biodiversidad, los
cuales han demostrado ser floristicamente mas diversos que los de la parte norte del pais.
(Joergensen & Ulloa Ulloa, 1994). Muestreos de vegetacion en la parte occidental del
Parque Nacional Podocarpus a 2800 m s.n.m. indican una densidad de 2310 arboles por
hectarea (Madsen & Ollgaard, 1994).

El BMT en el Sur del Ecuador se distribuye entre las provincias de Loja y Zamora
Chinchipe a partir de altitudes de 1800 m s.n.m., hasta los 2750 m s.n.m.. En este
ecosistema se encuentran gran cantidad de especies desde epifitas hasta forestales
(Cuenca, 2007), sin embargo esta altamente intervenido llegando a encontrarse reducido
en parches aislados producto de la actividad antropica, principalmente por ganaderia. Los
suelos presentan una alta biodiversidad representada en su mayoria por los
microorganismos existente en el medio, es por esto que en los Ultimos afios se ha
despertado un gran interés en su estudio, siendo descritos como el motor de los

ecosistemas terrestres.
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CAPITULO I



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sitios de estudio.

2.1.1 Catamayo:

El valle de Catamayo (Provincia de Loja) sector Alamala, esta clasificado como Matorral
Seco Tropical, y es uno de los ecosistemas mejor conservados en la actualidad. Presenta
un clima del tipo subtropical (calido-seco a muy seco), con una temperatura media anual
de 27 °C siendo octubre y junio la maxima y la minima temperatura registrada (30.8 y 17.9
°C, respectivamente). La precipitacién y evapotranspiracion media es de 388 mm y 1112
mm/afo, respectivamente (Sierra, 1999). La temporada invernal generalmente es de
febrero a abril y la época seca va desde mayo a enero, aunque se tienen periodos
esporadicos de lluvia entre los meses de septiembre a enero, los meses mas secos se los
encuentra entre junio a agosto. La cobertura de vegetacion sucede en forma de parches
dentro de una matriz de suelo desprovista de vegetacion y costra biolégica del suelo. Su
flora caracteristica esta constituida por Aloe vera (Aloeaceae), Opuntia spp. (Cactaceae),
Acacia macracantha (Mimosaceae), destacandose Croton wagneri (Euphorbiaceae) como

la especie arbustiva mas abundante (Ver figura 2).

2.1.2 Arenillas:

En la parte Sur-occidental del territorio ecuatoriano y de la provincia de EI Oro
encontramos la Reserva Ecologica de Arenillas que corresponde a un remanente de
Bosque Seco Tropical muy bien conservado. Representa un area importante de
endemismo en el mundo (Best & Kessler, 1995). Su clima esta caracterizado por una
estacién extremadamente seca de mayo a noviembre y una estacién lluviosa de
diciembre a abril (Aguirre & Kvist 2005). Temperatura media anual entre 20 - 26°C,
precipitacion media anual entre 300 y 700 mm (Aguirre & Kvist, 2005) y elevacion entre 50

— 100 m s.n.m. (Ver figura 2).
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2.1.3 San Francisco:

La Estacion Cientifica de San Francisco (ECSF) se encuentra en la provincia Zamora
Chinchipe, bordeado por el Parque Nacional Podocarpus. La ECSF cuenta con un Bosque
Montano Tropical bien conservado. Tiene una precipitacion media anual de 2500 mm y
temperatura media anual entre 15-17 °C. La zona es altamente lluviosa, en tal virtud, las
caracteristicas de los suelos varian principalmente en funcién de la altitud (temperatura).
Los suelos corresponden al grupo Dystrudept y Eutrudept que son profundos, colores
pardos amarillentos y rojizos. Debido a las fuertes pendientes que presenta esta vertiente,
los suelos son muy fragiles y sensibles a la erosién hidrica (Wilcke et al. 2002) (Ver figura
2).

Figura 2. Distribucion de las zonas de estudio. San Francisco (Bosque Montano Tropical),

Catamayo (Matorral Seco Tropical), Arenillas (Bosque Seco Tropical)
Fuente 2. Autora

2.2 Disefio experimental y muestreo.

Se seleccionaron 3 parcelas de 10 x 10 m en Catamayo, sector Alamala, distribuidas
aleatoriamente en un gradiente de altitud; 1400, 1500 y 1600 m s.n.m.. Se recolect6 5
muestras de suelo en cada parcela bajo arbusto y en suelo desprovisto de vegetacion
(CBS). El suelo fue muestreado a una profundidad de 10 cm con la ayuda de un barreno.
Se tuvo en cuenta no recoger piedras ni raices de plantas (Ver Tabla 1).
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En la Reserva Ecoldgica de Arenillas se seleccionaron 32 parcelas distribuidas
sisteméticamente a lo largo de 9 ha. Se recolectd muestras de suelos a una profundidad
de 10 cm mediante un barreno. Se tuvo en cuenta no recoger piedras ni raices de plantas

a la hora de realizar el muestreo (Ver Tabla 1).

Aprovechando un disefio experimental de manipulacién de nutrientes previamente
establecido en la Estacion Cientifica San Francisco (ECSF) por la DFG, el cual esta
constituido por tres blogues distribuidos a lo largo de un rango de altitud (2050-2150).
Cada blogque presenta parcelas de adicion de: i) Nitrégeno (N); ii) Fosforo (P); iii) NtP y iv)
tratamiento control. Asi, recolectamos 2 muestras de suelo en cada una de las parcelas
de los tres bloques para un total de 32 muestras de suelos. El suelo fue muestreado a una
profundidad de 10 cm mediante un barreno. Se tuvo en cuenta no recoger piedras ni
raices de plantas (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Microambientes/tratamientos evaluados en cada uno de los ecosistemas tropicales.

Microambiente 1/
ECOSISTEMA- Ubicacidon geografica Tratamiento2 Altitud (m s.n.m)
Costra biologica del
suelo
Lycopodium 1400
Matorral
Costra bioldgica del suelo 1500
Matorral seco Catamayo* Matorral
Costra biologica del
suelo 1600
Lycopodium
Matorral
Bosque seco - Arenillas 50

Bosque Montano — Estacion Cientifica de San
Francisco+ Nitrogeno (N) 2000-2150
Fosforo (P)
N+P
Control
"Se muestrearon los suelos debajo de cada microambiente.

*Parcelas fertilizadas con nitrégeno y fosforo
Fuente 1. Autora

Una vez recogidas las muestras de suelo, éstas fueron llevadas al laboratorio de la UTPL

en donde fueron almacenadas en un congelador a —80°C para conservar su ADN. Se
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mantuvieron en el congelador hasta ser extraido el ADN de cada una de las muestras de

suelo.

2.3 Anadlisis de Laboratorio

2.3.1 Extraccién de ADN.

A partir de los suelos recolectados se realizé la extraccibn de ADN con el kit PowerSoil

(MOBIO Laboratories, Inc.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.3.2 Visualizacion del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa.

La electroforesis en gel de agarosa es un método normalizado que se puede utilizar para
visualizar fragmentos de ADN. Una vez terminada la extracciéon de ADN de las muestras
de suelos de los tres sitios de estudio, todas las muestras fueron visualizadas por medio
de electroforesis para determinar el éxito de la extraccién. Se agregaron 3 pul ADN + 2 pl
de azul de bromofenol a un gel de agarosa al 1% (disuelto en buffer TBE 1X Trisborato,
EDTA). Se corrié a 100V, 200mA, aproximadamente por 60 min.

2.3.3 Cuantificacion de ADN.

Luego de la extracciébn del ADN, es necesaria la cuantificacion de las moléculas
obtenidas. El ADN fue cuantificado en el Espectofotémetro (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific), que ademas de valores de concentracion, también da valores de relacion
260/280 (ADN/proteinas) y 260/230 (ADN y solventes organicos) que aportan informacion

sobre pureza del producto.

2.3.4 Amplificacion de la PCR.

Se realizaron algunas pruebas para optimizar la PCR, partiendo de ciertas condiciones
(i.e. volumen final de reaccién, temperaturas y tiempos de proceso de PCR) descritas
previamente por algunos autores (Fierer et al. 2005; Castillo-Monroy et al. 2011). Se opt6
por probar con intervalos de temperaturas en lugar de una temperatura especifica en el
proceso de amplificacion.

Los productos de la PCR fueron amplificados usando el termociclador para PCR (Applied
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Biosystem), la reaccién de la PCR se realiz6 con la Taq polimerasa (GoTagG, Flexi ADN

Polymerase).
Se realiz6 una PCR utilizando los cebadores especificos para hongos totales segun Fierer

et al., (2005), indicadas en la tabla. 2. Las condiciones iniciales de la PCR estan descritas
en la tabla 3.

Tabla 2. Cebadores universales usados en la investigacion

Cebador Secuencia
ITS1-F TCC GTA GGT GAACCT GCG G
5.8s CGC TGC GTT CTT CAT CG

Fuente 2. Fierer et at. 2005

Tabla 3. Condiciones iniciales de la PCR

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 9 min 1
Desnaturalizacién 94°C 45s
Anillamiento 53°C 45s 30
Extension 72°C 45s
Extension final 72°C 9 min 1
Conservacion 4 0

Fuente 3. Autora

Para tratar de eliminar algunas bandas inespecificas modificamos las condiciones de la
PCR, se utiliz6 un rango de concentracion de MgCl, de 1,5 a 0,5, mM y un rango de
temperatura de anillamiento de: 53°C, 55°C, 57°C, 58 °C, 59 °C (Tabla 4).

Tabla 4. Modificacion de rango de Temperatura

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 9 min 1
Desnaturalizacion 94°C 45 s
Anillamiento 53, 55, 57, 58 y 59°C 45 s 30
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 7 1
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Conservacion 4 o0

Fuente 4. Autora

Los reactivos utilizados para realizar la PCR se describen a continuacion (Tabla 5). Una
vez optimizadas las condiciones de la PCR, disminuimos el volumen final para reservar

reactivos (Tabla 5). Economizar

Tabla 5. Disminucién del volumen final de la PCR

Mix (ul) Mix (ul)
Reactivo inicial Final
Buffer 5 2
MgCl, (Cloruro de Magnesio) 1.0 0.4
dNTPs (Desoxirribonucleétidos trifosfato) 0.5 0.2
Primers 0.25 0.1
Primers 0.25 0.1
Taq Polimerasa 0.25 0.1
Agua 16.75 6.1
ADN 1 1
Vf ( Volumen final) 25 10

Fuente 5. Autora

Ya estandarizado el protocolo de PCR (57°C anillamiento y 1.0 yl MgCl,) se dio paso a
realizar cada una de las muestras de los tipos de suelo. Adicionalmente se disminuyé el

tiempo de la temperatura de anillamiento y la extension final. Ver Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones optimizadas de la PCR

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
inicial 94 °C 9 min 1
Desnaturalizaciéon 94°C 45s
Anillamiento 57°C 45s 40
Extension 72°C 20s
Extension final 72°C 5 1
Conservacion 4 0

Fuente 6. Autora
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Posteriormente diluimos el ADN de todas las muestras para determinar una amplificacién
Optima para cada uno de los tipos de suelo. Para ello se realizdé un gradiente de dilucion
(1 ADN: 2 H,O — 1 ADN: 20 H,0) como muestra la Tabla 7.

Tabla 7. Diluciones evaluadas por tipo de suelo

ADN H20 Total
1:2 1l 1l * 2ul H,O+ADN
1:5 1yl 4 pl +5ul H,O+ADN
1:10 1p oul 10ul H,O+ADN
1:20 1ul 19 ul +20ul H,O+ADN

Fuente 7. Autora

2.3.5 Electroforesis en gel de agarosa

Una vez terminado el proceso de amplificacion, todas las muestras fueron analizadas por
medio de electroforesis. Tomamos 3 pl de producto de PCR de cada reaccion + 2 pl de
azul de bromofenol, posteriormente fue colocando en geles de agarosa al 1%. Para
identificar posible contaminacién utilizamos como control un blanco (reactivo sin ADN),
ademas se utiliz6 un marcador de peso molecular de 24 a 726 pb. Se corri6 a 100V,

200mA, aproximadamente por 60 min.

2.3.6 Analisis Estadistico

La diferencias entre las concentraciones de ADN de los suelos en los tres ecosistemas
fueron evaluados mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Estos analisis se realizaron

en el programa SPSS versién 15.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Muestreo.

En total fueron analizadas 160 muestras de suelos de las cuales 96 muestras fueron
obtenidas de Catamayo, sector Alamala de la provincia de Loja, 32 muestras de la
Reserva Ecoldgica de Arenillas al sur-occidente de la provincia del Oro y 32 muestras de

la Estacién Cientifica San Francisco ubicada en la provincia de Zamora Chinchipe.

3.2 Extraccion de ADN.

Una vez obtenido el ADN de cada muestra, se realizd la cuantificacién utilizando un
espectofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific), como se muestra en el Anexol.
Ademas se visualiz6 el ADN mediante un gel de agarosa, los resultados se muestran en

la Figura 3.

1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

35 36 63 65

80 81 82 83 84 85 86 87 88 89

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Il el 1 St e

23 24 25 26 27 28 29 30 3N B2

el el L L

Figura 3. Calidad de ADN en gel de agarosa (1%).A-B-C: Alamala, D: Arenillas, E:
ECSF.
Fuente 3. Autora
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Al observar los resultados del Anexol, es muy facil apreciar que las muestras de suelo
obtenidas de la ECSF presentaron sustancialmente mayores concentraciones de ADN en
relacion a los otros sitios de estudio. Dichas concentraciones varian en un rango de 41.3 a
211.6 (ng/pl). Este resultado puede ser debido a que la ECSF corresponde al Bosque
Montano Tropical, cuyos suelos presentan alto contenido de nutrientes y materia organica
(MO) generando un ambiente 6ptimo para la proliferacion de los microorganismos. Los
resultados obtenidos nos dan una idea de mayor biomasa de hongos en los suelos de la
ESFC en relacion a los otros dos sitios de estudio. Sin embargo, también encontramos
los valores més altos de impurezas correspondientes al rango 260/230 (ver Anexo 1).
Esto puede ser debido a la presencia de acidos humicos en las muestras de la ECSF.

En las muestras obtenidas en Arenillas se aprecian concentraciones mas bajas, que van
desde 8.5 a 39.4. Mientras que el rango observado en Alamala fue de 10.5 a 69.1 (Anexo

1.) Estos resultados pueden deberse al contenido MO presente en los dos sitios

Como podemos observar en la Figura 4., tenemos ADN de buena calidad en los tres sitios
de estudio, sin embargo se destaca Catamayo, sector Alamala, cuyo ADN se encuentra
en su mayoria dentro del rango de pureza 1.8 — 2.0. Caso contrario sucede con las
muestras de la ECSF en donde encontramos que un gran porcentaje de las muestras se
encuentras bajo el rango de pureza, lo cual puede ser debido, como ya mencionamos

anteriormente, a la concentracion de acidos hiimicos.
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Alamala (Lyco = Lycopodium). Y B) Media de las concentraciones de ADN por tratamiento en el
Bosque Montano Tropical.
Fuente 5. Autora
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Al analizar las muestras obtenidas en Catamayo, sector de Alamala encontramos, como
era de esperar, que muestras de suelo tomadas bajo el matorral tuvieron mayor
concentracion de ADN que en areas desprovistas de vegetacion o CBS. Estos resultados
pueden entenderse como mayor biomasa de hongos bajo matorral que en CBS debido
principalmente al aporte de hojarasca y por ende de MO al suelo (Figura 5A)

En los suelos de la ECSF, correspondiente al Bosque Montano Tropical podemos
observar (Figura 5B) que la concentracién de ADN es mayor en suelos con tratamiento de
adicién de Nitrogeno. Es altamente sorprendente que suelos con tratamiento de adicion
de Fésforo presenten menor concentracion de ADN que los suelos donde no se adicion6
ningun nutriente (Control) Esto pude deberse a una posible contaminacion de suelos por
exceso de fertilizacion, por ende disminucion de la biomasa de microorganismo totales.
Los suelos de la Reserva Ecoldgica de Arenillas fueron recogidos de manera aleatoria en

un area de 9 ha; ningln tratamiento ni microambiente fue asignado para su analisis.

140 -~

120 + T

100 +

80 -

60 A

20 +

Media de la concentracion de ADN (ng/ul)

O T T T
Arenillas-BST Catamayo-MST Zamora-BMT

Sitios de estudio

Figura 6. Media de la concentracién de ADN por sitio de estudio. Arenillas-BST: Reserva Ecolégica
de Arenillas — Bosque Seco tropical; Catamayo-MST: Catamayo — Matorral Seco Tropical; Zamora-
BMT: Zamora — Bosque Montano Tropical. Diferentes letras significan diferencias entre sitios de
estudio (n =32; P <0.01)

Fuente 6: Autora
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Una vez analizados los datos, encontramos diferencias significativas entre los sitios de
estudios (F, 30 = 186,380, P < 0.001. La biomasa microbiana es notablemente mayor en el
Bosque Montano Tropical en relacion al Bosque Seco y al Matorral Seco. No se
encontraron diferencias entre los dos ecosistemas secos aunque la biomasa es

parcialmente mayor en el Matorral Seco (ver en la Figura 6).

3.3 Amplificacién de fragmentos conservados, mediante PCR.

Las regiones amplificadas, mediante PCR fueron: ITS1-F (TCC GTA GGT GAA CCT GCG
G) / 5.85 (CGC TGC GTT CTT CAT CG) ya que estos son primers especificos para

hongos totales.

Las condiciones que modificamos y establecimos como éptimas para estandarizar el

protocolo de la PCR fueron:

i) Cloruro de magnesio (MgCl,): 1ul

ii) Temperatura de anillamiento: 57°C

iii) Tiempo de extensién en cada ciclo: 20 segundos
iv) Tiempo de extension final: 5 minutos

Estas condiciones optimizadas determinaron un mejor alineamiento de los primers,
ademas que evitamos que se incremente la amplificacion no especifica de bandas
(Williams, 1989). En la Figura 6., podemos observar las imagenes de los geles, en donde

se ve el éxito de la amplificacion en los tres zonas de estudio.
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Figura 7. Producto de amplificacion de regiones ITS-5.8s de hongos A-B-C-D: Alamala E:
Arenillas F: ECSF
Fuente 7. Autora

El 75% de las muestras de Catamayo, sector Alamala, amplificaron y se pudieron
visualizar mediante electroforesis en gel de agarosa, mientras que en Arenillas obtuvimos
un 40 % de éxito de amplificacion. Las muestras de la ESCF presentaron la mayor

dificultad para ser visualizados mediante electroforesis.

3.4 Diluciones de ADN

Para mayor éxito de la amplificacion del ADN y poder eliminar agentes inhibidores se
realizaron diluciones (Figura 7): 1:2; 1:5; 1:10; 1:20; para cada tipo de muestras de suelo.
Las diluciones 6ptimas fueron:

i) Catamayo, sector Alamala > 1:2

i) Arenillas - 1:5

iii) ECSF > 1:20
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Figura 8. Producto de amplificacién de regiones ITS-5.8s con diluciones de ADN A: Alamala B:

Arenillas C: ECSF
Fuente 8. Autora

Amplificamos la region ITS-5.8s a partir de ADN total del suelo (diluido de acuerdo al sitio
de estudio). La dilucion 6ptima para Catamayo fue 1:2. Este resultado puede deberse a
gue las muestras presentan baja concentracion y mayor pureza de ADN. La mayor
dilucién fue en las muestras de la ECSF, que fue 1:20 debido principalmente a que la
concentracion de ADN fue alta y la pureza de la muestra baja. Como podemos observar
en la Figura 7, el 90% de las muestras de Catamayo y ECSF y el 80% de las muestras de

Arenillas se amplificaron luego de la dilucion.

En conclusién, luego de la dilucion del ADN se obtuvo un alto porcentaje de amplificacién
en las diferentes areas de estudio analizadas, lo que nos sugiere la importancia de
establecer condiciones Optimas de la PCR dependiendo del tipo de suelo que se va a

analizar.
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CONCLUSIONES

Las muestras de suelo obtenidas de la ECSF presentaron mayor concentracion de
ADN en relacion a los otros dos sitios analizados. Dichas concentracion vario en
un rango de 41.3 a 211.6 (ng/ul), debido a que ECSF corresponde a un Bosque
Montano Tropical, cuyos suelos presentan alto contenido de nutrientes y materia
organica (MO) generando un ambiente O6ptimo para la proliferacion de los
microorganismos.

En Catamayo, sector Alamala se obtuvo una buena calidad de ADN, su
concentracion de pureza se encuentra en los rangos aceptables, mientras que en
el sector de la ECSF se encuentra un rango bajo de pureza, lo cual puede ser
debido a la concentracion de &cidos humicos

La concentracion y pureza no se correlacionan en ninguno de los ecosistemas
estudiados. No obstante, la mayoria de las muestras se encuentran entre el rango
aceptable de pureza (1.8 - 2.0).

Nuestros resultados sugieren que los microambientes y/o tratamientos evaluados,
afectan las concentraciones de ADN encontradas.

Las condiciones Optimas de amplificacion de la regiéon ITS-5.8s ADN debe
establecerse de acuerdo al tipo de suelo que se va a estudiar. Los suelos no son
iguales, por ende las condiciones para su amplificaciéon no lo seran.

Es importante optimizar las condiciones de la PCR (e.g. MgCly,
Temperatura de anillamiento, tiempo de extension y tiempo de extension
final) para poder obtener una mejor alineacién de los primers, ademas que
evitamos que se incremente la amplificacion no especifica de bandas.

Para un mayor éxito en la amplificacion del ADN y poder eliminar agentes
inhibidores se realizaron diluciones debido a las diferencias en
concentracion y pureza de los 3 diferente tipos de suelos analizadas.

Es recomendable hacer diluciones del producto de ADN para eliminar los agentes
contaminantes (inhibidores de la PCR) cuando en el Nanodrop dé como resultado

concentraciones de ADN muy elevadas.
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e Las condiciones para PCR fueron estandarizadas para hongos totales presentes
en los tres diferentes sitios de estudio. La amplificacion fue exitosa luego de la
dilucion del ADN de los suelos.
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RECOMENDACIONES

Analizadas ya las muestras en el cuantificador, no es necesario realizar una
electroforesis para verificar si existe ADN ya que con la cuantificacion obtenemos
rangos aceptables de pureza o contaminacién de la muestra.

Es recomendable luego de la extraccion realizar la cuantificacion del ADN vy
observar si se encuentra en los rangos aceptables para realizar la PCR, de lo
contrario es factible realizar la extraccion nuevamente.

Si existe una elevada concentracion de ADN, es importante realizar diluciones
para poder disminuir agentes contaminantes.

En aconsejable disminuir el volumen total de la PCR para economizar reactivos.
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ANEXO

Anexo 1. Datos de Cuantificacion de ADN de las 160 muestras de estudio.

POBLACIONES
Alamala Arenillas ECSF
Codigo (ng/ul) 260/280 260/230 | Codigo (ng/ul) 260/280 260/230 | Codigo (ng/ul) 260/280 260/230
AL1A1 44.5 2,00 1,55 1 15,4 1,74 0,78 1 118,9 1,75 1,76
AL1A2 255 1,84 1,04 2 30,1 1,79 1,14 2 211,6 1,57 1,01
AL1A3 39,8 1,98 1,62 3 29,6 1,63 0,81 3 148,5 1,78 1,48
AL1A4 37,7 1,95 1,58 4 36,4 1,85 1,22 4 94,7 1,79 1,38
AL1A5 336 2,04 1,56 5 26,6 1,83 1,15 5 128,6 1,71 1,32
AL1B1 23,1 2,03 1,38 6 16,0 1,91 1,09 6 51,6 1,78 1,42
AL1B2 444 1,82 1,21 7 16,3 1,93 1,11 7 79,4 1,74 1,38
AL1B3 40,4 2,02 1,52 8 15,5 1,82 0,96 8 148,0 1,70 1,25
AL1B4 355 2,01 1,62 9 14,8 1,79 0,88 9 110,2 1,69 1,23
AL1B5 34,5 1,99 1,58 10 14,0 1,81 0,79 10 870 1,74 1,41
AL1C1 51,0 1,77 1,25 11 17,6 1,79 1,02 11 198,8 1,49 0,85
AL1C2 41,0 1,91 1,45 12 15,3 1,72 0,98 12 1168 1,76 1,37
AL1C3 30,9 1,95 1,45 13 34,9 1,72 1,11 13 58,3 1,78 1,33
AL1C4 39,0 1,89 1,54 14 22,8 1,81 1,17 14 41,3 1,82 1,42
AL1C5 28,1 1,91 1,44 15 30,7 1,79 1,17 15 147,0 1,70 1,14
AL1D1 26,9 1,89 1,49 16 18,5 1,66 0,89 16 186,9 1,85 1,73
ALIAM1 53,2 1,89 1,64 17 38,1 1,82 1,40 17 109,9 1,83 1,67
AL1AM2 38,3 1,92 1,51 18 15,0 1,95 1,07 18 141,0 1,86 1,77
AL1AM3 37,9 1,87 1,58 19 28,9 1,92 1,35 19 145,4 1,85 1,72
AL1IAM4 69,1 1,87 1,71 20 17,0 1,88 1,14 20 108,0 1,81 1,48
ALIAMS5 48,7 1,94 1,65 21 8,5 1,96 0,72 21 1090 1,77 1,54
AL1BM1 30,5 1,95 1,54 22 21,4 1,54 0,77 22 1298 1,62 1,35
AL1IBM2 524 1,93 1,71 23 10,2 1,99 0,90 23 193,2 1,84 1,83
AL1BM3 35,9 1,94 1,55 24 21,0 1,61 0,84 24 131,8 1,82 1,74
AL1BM4 40,3 1,92 1,63 25 32,4 1,68 0,83 25 59,4 1,72 1,35
AL1IBM5 39,7 1,93 1,57 26 14,5 1,73 0,82 26 87,6 1,79 1,43
ALICM1 43,6 1,94 1,62 27 39,4 1,51 0,70 27 134,8 1,82 1,73
AL1ICM2 35,2 1,97 1,49 28 17,6 1,82 0,89 28 111,3 1,80 1,58
ALICM3 27,4 1,96 1,42 29 27,9 1,91 1,45 29 100,6 1,81 1,70
AL1ICM4 49,9 1,77 1,23 30 16,1 1,74 0,94 30 88,7 1,87 1,59
ALICM5 44,4 1,93 1,57 31 28,3 1,66 0,96 31 78,6 1,78 1,44
AL1IDM1 35,8 1,95 1,54 32 13,5 1,86 1,10 32 148,7 1,82 1,68

AL2A1 159 1,88 1,14
AL2A2 149 1,81 1,09
AL2A3 105 1,95 0,98
AL2B1 122 1,71 0,74
AL2B2 403 1,95 1,57
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AL2B3
AL2C1
AL2C2
AL2C3
AL2AM1
AL2AM2
AL2AM3
AL2BM1
AL2BM2
AL2BM3
AL2CM1
AL2CM2
AL2CM3
AL2AL1
AL2AL2
AL2AL3
AL2BL1
AL2BL2
AL2BL3
AL2CL1
AL2CL2
AL2CL3
AL3A1
AL3A2
AL3A3
AL3A4
AL3A5
AL3B1
AL3B2
AL3B3
AL3B4
AL3BS5
AL3C1
AL3C2
AL3C3
AL3C4
AL3C5
AL3D1
AL3AM1
AL3AM2
AL3AM3
AL3AM4
AL3AM5
AL3BM1

25,3
22,4
30,7
22,3
22,2
31,8
25,2
38,9
33,2
45,8
38,9
43,0
37,8
19,0
13,4
18,7
17,9
28,3
25,2
38,3
18,5
16,0
26,5
28,7
17,8
23,9
36,0
26,7
14,6
14,2
13,9
22,8
11,2
19,9
19,0
27,4
16,8
19,0
28,2
32,2
29,3
44,7
33,7
42,6

1,88
1,89
1,85
1,96
1,96
1,95
1,97
1,82
1,98
1,95
1,96
1,95
1,91
1,92
1,95
2,00
2,04
1,98
1,90
1,94
2,02
2,03
1,98
2,03
2,05
1,95
1,98
1,97
2,05
2,00
2,09
2,01
2,03
2,09
2,08
1,99
1,98
1,99
1,99
1,95
2,01
1,95
2,02
1,91

1,40
1,32
1,19
1,23
1,31
1,42
1,23
1,31
1,43
1,56
1,53
1,54
1,49
1,20
0,96
1,21
0,88
1,23
1,23
1,48
1,13
1,11
1,31
1,60
1,14
1,41
1,63
1,64
1,17
1,14
1,32
1,50
1,23
1,32
1,32
1,40
1,18
1,34
1,51
1,44
1,55
1,63
1,51
1,70
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AL3BM2 412 1,91 1,65
AL3BM3 41,4 1,89 1,70
AL3BM4 244 1,89 1,58
AL3BM5 24,4 1,84 1,45
AL3CM1 42,1 1,90 1,67
AL3CM2 22,3 1,95 1,48
AL3CM3 21,9 1,87 1,48
AL3CM4 17,1 1,95 1,32
AL3CM5 34,7 1,90 1,66
AL3DM1 19,9 2,04 1,26
AL3CL1 257 1,97 1,44
AL3CL2 18,4 2,02 1,19
AL3CL13 51,0 1,9 1,68
AL3CL4 11,3 2,17 1,01
AL3CL5 20,3 1,93 1,26

Valores de relacion 260/280 = 1.8 - 2.0 (ADN/proteinas) y 260/230 = 2.0 — 2.2 (ADN y

solventes organicos) que aportan informacién sobre pureza del producto.
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