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Resumen.

Los microorganismos son entidades ubicuas y, dentro de estas, las comunidades
bacterias conviven con toda clase de microorganismos y organismos como las plantas,
efectuando principalmente una cadena de metabolismo compartido, permitiendo
promover el desarrollo de estas asi también como afectar o inhibir dicho desarrollo. La
identificacion de cada una de estas comunidades microbianas por los métodos
microbioldgicos tradicionales, seria dificultoso e imposible de llevarse a cabo. Es por
eso que el presente trabajo reporta la diversidad bacteriana en suelos de tres zonas
agroproductivas del altiplano boliviano donde se efectua el cultivo de Chenopodium
quinua Willd. empleando nuevas tecnologias de identificacion microbiana como la
secuenciacion de nueva generacion de la region V3 y V4 del gen 16S rRNA bacteriano.
También se han estudiado algunas condiciones sobre el desarrollo de esta planta
tomando en cuenta variables fisicoquimicas y algunas pertinentes con el manejo de los
suelos, tratando de determinar su influencia en la diversidad de estas comunidades y su
posible efecto en la produccion de quinua. De esta forma se ha encontrado que la
diversidad es mayor en la zona sur del altiplano seguida del centro y norte, donde la
diversidad y riqueza de especies fue menor; coincidiendo en que la produccion y las
propiedades de las plantas son mejores en el sur y centro del altiplano. Proteobacteria,
Actinobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes, Bacteriodetes, Verrumicrobia y
Chloroflexi fueron los principales filos representados en todas las muestras,
identificando también arqueas. También se ha identificado tanto promotores de
crecimiento como fitopatogenos. Ademads, se vio que durante el desarrollo de la quinua
la proporcion de secuencias del gen 16S rRNA que no pudieron clasificarse a nivel de
filo fue en aumento lo que indica posibles nuevos filos bacterianos presentes en estos
suelos. También se observo que la riqueza de especies es mayor en suelos en descanso y
son particulares al tipo de suelo y zona agroproductiva. Sin embargo, la diversidad
cambia en los suelos de cultivo y pierde relacion con las zonas del altiplano debido al
manejo del suelo.

Palabras clave: Metagendmica, Diversidad microbiana, Secuenciacion 16S, Cultivo de
quinua



Abstract.

Microorganisms are ubiquitous entities and, within these, bacterial communities coexist
with all kinds of microorganisms and organisms such as plants, mainly carrying out a
chain of shared metabolism, allowing them to promote their development as well as
affect or inhibit said development. The identification of each of these microbial
communities by traditional microbiological methods would be difficult and impossible
to carry out. That is why the present work reports the bacterial diversity in soils of three
agro-productive zones of the Bolivian highlands where Chenopodium quinoa Willd is
cultivated using new microbial identification technologies such as next-generation
sequencing of the V3 and V4 region of the bacterial 16S rRNA gene. Some conditions
on the development of this plant have also been studied, taking into account
physicochemical variables and some ones pertinent to soil management, trying to
determine their influence on the diversity of these communities and their possible effect
on quinoa production. In this way, it has been found that diversity is greater in the
southern area of the highlands followed by the center and north, where the diversity and
richness of species was lower; agreeing that the production and properties of the plants
are better in the south and center of the highlands. Proteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteria, Planctomycetes, Bacteriodetes, Verrumicrobia and Chloroflexi were the
main phyla represented in all the samples and also identifying some archaea phylum.
Both growth promoters and phytopathogens have also been identified. In addition, it was
seen that during the development of quinoa, the proportion of 16S rRNA gene sequences
that could not be classified at the phylum level increased, indicating possible new
bacterial phyla present in these soils. It was also observed that the richness of species is
greater in fallow soils and are particular to the type of soil and agro-productive zone.
However, the diversity changes in the cultivated soils and loses relation with the high
plateau areas due to soil management.

Keywords: Metagenomics, Microbial diversity, 16S sequencing, Quinoa cultivation



I. Planteamiento del Problema:
A. Justificacion.

El altiplano boliviano es una extensa region ubicada a una altura promedio de
3800 msnm, una cuenca intramontaiosa, cuyos sedimentos han sido
mayoritariamente depositados en condiciones de endorreismo y levantados por
los mismos movimientos tectonicos que han dado origen a la cordillera Andina
desde hace unos 15-25 millones de afios (SempErE et al., 1991). Debido a sus
caracteristicas geograficas los climas extremos estan presentes en toda su
extension, es por eso que la flora nativa es esteparia lo que permite sobrevivir y
resistir estas condiciones. De la flora nativa hay especies que han sido
aprovechadas, por ejemplo, para la actividad agricola, como ciertas variedades de
quinua (Chenopodium quinua Willd.) que debido a sus caracteristica nutritivas,
ha formado parte de la dieta en culturas ya antiguas (Montesinos, 2016).

En la actualidad estas actividades agricolas se han visto afectadas principalmente
por efecto del cambio climatico, provocando perdidas por las alteraciones
producidas en las propiedades de las plantas y/o frutos como es el caso de la
quinua, producidos en esta region para el consumo propio de los habitantes como
para su comercializacion y exportacion. Este efecto en las propiedades de la
quinua se debe a las caracteristicas de los suelos, relacionadas no solo al cambio
climatico sino también a la actividad antropogenica. Las propiedades bidticas y
abidticas (Cardenas, Urquizo, Cardenas, Ferndndez, & Vladimir, 2015) se ven
alteradas, y estas alteraciones influyen en las comunidades microbianas que
conforman parte de la simbiosis y mutualismo con las plantas. (Hiruma et al.,
2016)

La identificacion de cada una de estas comunidades microbianas por los métodos
microbiologicos tradicionales, como el cultivo en placas Petri y otros, seria
dificultoso e imposible de llevarse a cabo, debido a las condiciones que requieren
estos microorganismos, es por eso que entre el 80 y 90% de estos son viables no
cultivables (Hernadndez-Ledn, Veldzquez-Sepulveda, Orozco-Mosqueda, &
Santoyo, 2010).

En los ultimos afnos han surgido nuevas tecnologias en el campo de la genoémica,
que permiten estudiar una amplia diversidad de microorganismos en una misma
muestra (Rodriguez-Herrera et al., 2009). Estas tecnologias construyen las
secuencias genéticas presentes en esas muestras por lo que el resultado en bruto
es la obtencion de una gran cantidad de informacion. Es por esta razén que es
imprescindible el uso de programas informaticos (bases de datos) que facilitan el
procesamiento de esa informacion y asi efectuar la interpretacion y el analisis de
los resultados de ese procesamiento. De esta forma es posible contestar
diferentes interrogantes, ademas, permite comprender las relaciones simbiodticas,
mostrando qué tan perjudiciales o beneficiosas podrian llegar a ser estas
comunidades microbianas para el cultivo de la quinua.



Es asi que algunas instituciones reconocidas en diferentes paises han estado
implementando estas nuevas tecnologias como la secuenciacion y la
bioinformatica dirigido a diferentes 4mbitos, como la biorremediacion, estudios
clinicos, etc. En este caso la aplicacion en el estudio de suelos permitid
comprender como los microorganismos perciben y reaccionan a los cambios en
su medio ambiente e identificar los tipos de comunidades que habitan y asi poder
caracterizar algin potencial que favorezca por ejemplo el cultivo de la quinua
como tal.

El desarrollo y mejora de estas tecnologias es constante, en el caso de la
secuenciacion de nueva generacion NGS (por sus siglas en inglés), efectua la
secuenciacion, rapida, masiva y a bajo costo, de regiones gendmicas o genomas
completos, haciendo posible estudios gendmicos de organismos no modelo y
estudios metagendmicos. Estas tecnologias permiten y prometen estudios
ecoldgicos y evolutivos hacia asuntos relacionados con conservacion y manejo
de la diversidad bioldgica ante retos como es el cambio climatico. (Escalante,
Barbolla, Ramirez-Barahona, & Eguiarte, 2014)

Planteados estos elementos las cuestiones que nos llevara a efectuar el trabajo de
investigacion son: ;Cudles son las comunidades microbianas presentes en los
suelos asociados al cultivo de la quinua? Y de estas (Cual es su relacion con las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo y con el tipo de manejo de los suelos en
el cultivo de quinua?

Objetivos
1. Objetivo general.

Establecer la relacion entre las comunidades microbianas de suelos de cultivo
de quinua (Chenopodium quinua Wild) con las propiedades fisicoquimicas
que presenta el suelo y el tipo de manejo efectuado a los suelos de cultivo
empleando el analisis metagendomico.

2. Objetivos especificos.

a) Describir el andlisis metagenémico del gen 16S rRNA de comunidades
microbianas procedentes de muestras de suelos utilizados en el cultivo de
quinua.

b) Determinar las diferencias entre las abundancias y riqueza de las
comunidades microbianas presentes en suelos de cultivo de quinua de
acuerdo a su distribucion en las zonas agroproductivas como también a la
fase de desarrollo de la quinua.

¢) Analizar la correlacion multivariante entre las abundancias bacterianas
versus variables fisicoquimicas correspondientes a los suelos y a las
zonas agroproductivas del cultivo de quinua.



II. Disefio Tedrico
A. Marco Referencial:
1. Antecedentes generales sobre el problema de investigacion.

La quinua es un alimento muy importante por sus propiedades nutricionales,
un alimento ancestral de los andes sudamericanos. Su cultivo se ha extendido
a otros continentes gracias a su variabilidad genética, que permite su cultivo
en diversas zonas agroecologicas y en diferentes condiciones climatoldgicas.
Esto permiti6 aumentar el nivel de produccion asi como el nivel de
exportacion y dado el gran interés en este alimento en los ultimos afios su
valor en mercado se a quintuplicado desde 1980 (Juan Risi, 2015).

En Bolivia, su expansion se dio principalmente en el altiplano sur, en los
departamentos de Oruro y Potosi que circundan los salares de Uyuni y
Coipasa, llegando a ser una expansion desmedida, poniendo en riesgo
recursos naturales, ademas empleando practicas de cultivo intensivas que
causan un serio deterioro del suelo (Juan Risi, 2015).

El suelo de la region andina se caracteriza por las diferentes condiciones de
acidez, alcalinidad, presencia de sales, texturas diversas, pedregosidad,
contenido de materia orgéanica variable. La region Norte se caracteriza por un
mayor contenido en rocas, ademas posee una mayor precipitacion fluvial; la
region Central es semi-arida con suelos pedregosos a arenosos ligeramente
salinos o alcalinos; y la region Sur es mas arida y presenta suelos arenosos
(Juan Risi, 2015). Ademas, los suelos de la region sur tienen una baja
capacidad de retencion de agua, sumado a las bajas precipitaciones (entre 250
y 550 mm/afio) (Gomez-Montano et al., 2013), hacen que se de mayor
importancia el estudio de esta planta en conjunto a las caracteristicas y
propiedades del suelo.

Se han realizado diversos estudios concernientes a las caracteristicas
geograficas que presenta el altiplano boliviano y se han identificado factores
que han alterado y desgastado la calidad de los suelos, como el uso de
plaguicidas, la actividad agricola y mas importante el cambio climatico.(Ruiz
et al., 2013).

Este efecto en la calidad del suelo tiene un impacto negativo en el cultivo de
los diferentes productos agricolas como la quinua, ademas de soportar los
climas extremos su desarrollo se ve afectado por las alteraciones en las
propiedades de los suelo, llegando a producir perdidas en el sector.
(Montesinos & Montesinos, 2017)

Otros estudios del suelo demuestran el efecto que tiene el cambio climético
en las comunidades microbianas que forman parte de la simbiosis con el
crecimiento de la quinua. Ademas, estas comunidades no solo son afectadas
por el cambio climatico sino por el manejo del suelo como el uso de



agroquimicos, el monocultivo, el tipo de suelo, etc. (Gomez-Montano et al.,
2013)

El reciente interés en mantener la calidad del suelo ha sido estimulado por un
conocimiento renovado de la importancia de la condicién del suelo para la
sostenibilidad de los sistemas de produccion agricola y la calidad del medio
ambiente.

Determinar qué tipos de comunidades microbianas estan presentes en estos
suelos permitiria comprender la relacion y efecto que podrian tener con el
cultivo de la quinua, y qué condiciones serian favorables para esta actividad.

Un estudio de suelos en el altiplano norte y central que empled la
pirosecuenciacion demostrd que la dinamica de comunidades bacterianas y
fingicas se ve alterada por el tipo de manejo de los suelos y la remocién de
plantas nativas, lo que permitié determinar que los periodos de barbecho
influye negativamente a las comunidades microbianas. Esto permitio
considerar programas de restauracion y recomendaciones para los
agricultores en el manejo de suelos. (Gomez-Montano et al., 2013)

La aplicacion de programas bioinformaticos en nuestro medio es aun
reducida, teniendo en cuenta que la informacion generada por las tecnologias
de secuenciacion de nueva generacion (NGS) nos dan la capacidad de
gestionar y analizar la relacion de las comunidades microbianas con los
diferentes ecosistemas, tanto de rios como del sistema digestivo humano
entre muchos otros. (Zamora, Malaver, & Ramos, 2012)

Descripcion del ambito de estudio.

Las bacterias presentes en el suelo cumplen en conjunto con otros tipos de
microorganismos funciones muy importantes que permiten la nutricion y
desarrollo de las plantas, como la transformacion de compuestos organicos e
inorganicos, la humificacion, etc. Es por esta razon su interés en el cultivo de
la quinua lo que permitird determinar su relacion con las propiedades de los
suelos como con el manejo de los mismos. Ademas de poder determinar si
existen cambios temporales y espaciales de estas en los suelos de diferentes
localidades del altiplano boliviano.

Dada su importancia, poder identificar estas comunidades empleando
técnicas tradicionales resulta complicada e imposible de llevar a cabo, es por
esta razon que el surgimiento de nuevas tecnologias en el campo de la
secuenciacion permiten identificar esas comunidades microbianas, su
predominancia, a través de las secuencias nucleotidicas, generando
conocimiento de la diversidad microbiana presente en los suelos donde se
realiza el cultivo de la quinua.

La quinua (Chenopodium quinua Willd.), es un pseudocereal nativo de las
regiones andinas de Sudamérica (Jancurova, 2009). La quinua es cultivada en
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rotacion con otras especies agricolas en el norte del altiplano, estas plantas de
quinua llegan a una altura de 1.06 m, mientras en el sur el cultivo no esta en
rotacion con otras especies, y su tamafio alcanza los 1.38 m. Este estudio
permitird determinar si existen diferencias entre las comunidades microbianas
de las 3 regiones del altiplano y si tiene relacion o no con los monocultivos.

B. Marco Teorico.
Diversidad biologica.

Se define a la biodiversidad o diversidad bioldgica como "la variabilidad de
organismos vivos de cualquier fuente, incluidos, entre otras cosas, los
ecosistemas terrestres y marinos y otros ecosistemas acudticos y los
complejos ecoldgicos de los que forman parte. Para generar conocimiento
sobre la diversidad bioldgica se requiere considerar los diferentes niveles
jerarquicos de organizaciéon de la vida (genes, especies, poblaciones,
comunidades y ecosistemas), junto con su composicidn, estructura y
funcionalidad, lo cual puede abordarse a partir de tres preguntas: ;qué
elementos la componen?, ;como estan organizados? y ;cOmo interactian?
(Noss, 1990)

Estudio de comunidades microbianas en ambientes naturales

El desarrollo de técnicas para la extraccion directa del ADN o ARN de
comunidades a partir de muestras ambientales y su analisis ha hecho posible
un mayor conocimiento de la diversidad microbiana. Las técnicas para la
extraccion de ADN usualmente son una combinacion de métodos fisicos y
quimicos para romper las células tratando de minimizar el dafio causado a los
acidos nucléicos, sin embargo, estas técnicas no logran romper la pared
celular de todas las células en la comunidad y la pureza de los &cidos
nucléicos pueden presentar problemas para su posterior amplificacion por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR permite la
deteccion de fragmentos de ADN que se encuentran en poca cantidad en
muestras ambientales, no obstante, esta técnica presenta sesgos relacionados
con la diferencia en el acceso del iniciador (primer) a la cadena molde y la
eficiencia en la extension. (Polz & Cavanaugh, 1998)

El objetivo clave en la metagendomica comparativa es poder identificar
grupos microbianos que son responsables de otorgar caracteristicas
especificas a cierto ecosistema. Ademas, existen algoritmos que
proporcionan una vision de las interacciones intermicrobianas, permiten la
agrupacion de los metagenomas basandose en patrones intermicrobianos
probables y permiten a los usuarios realizar un andlisis comparativo a través
de microbiomas. (Wikipedia, 2019) La metagendmica como una herramienta
adicional en los sitios de contaminacion, puede mejorar las estrategias para



monitorear el impacto de estos en los ecosistemas y para limpiar los
ambientes contaminados. (Techtmann & Hazen, 2016)

Las tecnologias de NGS disminuyen los costes de secuenciacion de las
bibliotecas de ADN, permitiendo su accesibilidad a usuarios o instituciones
que requieran aplicar a estudios de diferente escala. Estas tecnologias
recientes nos permiten secuenciar el ADN y el ARN mucho mas rapido en
comparacion con la secuenciacion de Sanger, y como tal han revolucionado
el estudio de la gendmica y la biologia molecular (Rodriguez-Santiago &
Armengol, 2012).

Métodos independientes de cultivo.

Los métodos moleculares, desde los afos 90, iniciaron nuevas formas de
comprension dentro la microbiologia y la ecologia microbiana. Estos
métodos llamados independientes de cultivo, son capaces de detectar e
identificar microorganismos directamente en una muestra sin cultivarlos ni
aislarlos, ya que analizan su ADN o ARN.

Estos métodos emplean la extraccion directa de los acidos nucleicos de las
células, que luego son analizados mediante métodos que permiten resaltar
las caracteristicas de una o varias comunidades microbianas.

Fases fenologicas del ciclo de cultivo de la quinua.

Las duraciones de las fases del cultivo estdn dadas por los factores
ambientales y condiciones edaficas, por ejemplo, estas fases se alargan mas
en un suelo franco arcilloso que en un suelo franco arenoso, esto por la facil
retencion de humedad del primero.

Tabla 1. Fases fenoldgicas del cultivo de quinua.

Tiempo (después

Fase Descripcion .
P de la siembra)

Comprende la germinacion, enraizamiento y

. . Una semana
comienzo de la emergencia.

Pre-emergencia

La plantula emerge del suelo y extiende las

Emergencia hojas cotiledonales. Dos semanas
. Dos hojas verdaderas extendidas de forma
Dos hojas . . i
lanceolada y en la yema apical el siguiente par 10 a 15 dias
verdaderas ;
de hojas.
4y 6 hojas Tres pares de hojas 25 a 45 dias
verdaderas

Ocho hojas verdaderas extendidas con

) ) presencia de hojas axilares hasta el
Ramificacion ) ) 45 a 50 dias
tercer nudo, las hojas cotiledonales se caen y

dejan cicatrices en el tallo



Tiempo (después

Fase Descripcion .
P de la siembra)

Inicio y desarrollo La inflorescencia va emergiendo del apice y

del panojamiento  aglomeracion de hojas. 55275 dias

La flor hermafrodita apical se abre mostrando

o ) los estambres
Inicio de floracion . . 75 2 80 di
y floracion Separados, anteras protegidas por el perigonio a oy dias

de un color verde limon. Esta fase es muy
sensible a las heladas y granizadas

Los frutos en los glomérulos contienen una
Grano lechoso y sustancia lechosa en esta fase y no debe existir
pastoso un déficit hidrico. Y luego presenta una
consistencia pastosa

100 a 160 dias

Cuando el grano presenta resistencia a la
presion o penetracion, contenido de humedad
Madurez del grano varia de 14 a 16%, constituye el
fisiologica periodo de llenado del grano, la presencia de
lluvia es perjudicial, empieza a secarse y es el
momento de realizar la cosecha.

160 a 180 dias

Fuente: SEPHU “CULTIVO DE LA QUINOA ORGANICA”
Requerimientos del cultivo organico de la quinua.

La quinua presenta una amplia variedad y diversidad, alcanzada por las
diferentes caracteristicas geograficas de la region en la que se origind y
desarrolld, es por eso que esta planta tiene algunos requerimientos
particulares como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Requerimientos particulares del cultivo de Quinua.

Requerimiento  Descripcion

Se adapta a diferentes tipos de suelo, pero es preferible los franco-

Suelos arenosos a los franco-arcillosos, llanos o con pendientes moderadas, con
profundidad media.
n Es preferibles suelos con pH de 6 a 8.5 y una conductividad eléctrica de
p 12 mhos/cm
Son d6ptimas las precipitaciones de 300 a 500 mm y maximo de 600 a
Agua 800 mm, aunque posee caracteristicas que la hacen soportar la falta de
humedad.
La optima comprende los 8 a 15 °C, pero puede soportar hasta -4 °C y
Temperatura heladas hasta 15 o 20 dias.
Sequi Soporta hasta 60 dias (excepto en la etapa de germinacion, florescencia y
equias madurez)
Humedad El exceso de humedad es daiiino.

Es favorables sectores de alta iluminacion solar, requiriendo un
promedio de 12 horas de luz.

Altitud Hasta los 4000 msnm

Radiacion solar




Adaptabilidad, resistencia y simbiosis de la quinua.

La quinua ha sido, durante varios afios, objeto de diferentes tipos de estudios
e investigaciones, todas relacionadas principalmente a sus caracteristicas
nutritivas, diversidad o variedad, condiciones edéficas, a su importancia
econdmica y en los ultimos afios referidas al cambio climatico y su efecto en
esta, tanto por su rendimiento y calidad como por las consecuencias
econdmicas. Asi, el uso de nuevas variedades de quinua de alto rendimiento,
los agricultores podrdn mejorar sus ingresos.

Montesinos, (2016) realizo una evaluacion de la adaptacion de la quinua al
cambio climético en el Perti. Dado que el cultivo de esta planta ha enfrentado
los nuevos factores abidticos y bidticos producidos por el cambio en las
precipitaciones, sequias, heladas, etc. La evaluacion se realizd durante 4
etapas de crecimiento de la planta, que son el crecimiento (a los 30 dias),
floracion (a los 60 dias), fructificacion (a los 120 dias) y madurez (a los 150
dias). Se evaluo la altura de la planta y la altura de la panoja. Se selecciono 5
variedades de semillas y una nativa, las cuales fueron tratadas y cultivadas en
2 regiones. En general las semillas seleccionadas tuvieron una mayor
produccion en comparacion con la semilla nativa en aproximadamente 22%
y 32%. Los resultados de analisis estadisticos indican que la densidad de
cultivo ha incrementado la produccion y por lo tanto favorece los ingresos de
los agricultores.

Sivila & Hervé, (1999) realizaron un estudio de los suelos de cultivo y su
relacion con la microbiota y los factores que intervienen en su presencia y
actividad. Este estudio se realizd en las comunidades de Huaraco, Pumani y
Patarani (provincia Aroma) a una altura promedio de 3800 msnm. Su estudio
reflejo una amplia diferencia en la microbiota presente en el suelo entre el
cultivo de quinua y el cultivo de papa, cebada y avena, resaltando a la quinua
por poseer una mayor resistencia a microrrizas y hongos principalmente.

Entre estos estudios, también estan aquellos que estudiaron las variedades de
quinua que tienen una mayor resistencia a infecciones, especialmente al
Mildiu, un conjunto de enfermedades causadas por un hongo (Gabriel,
Pereira, Angulo, Magne, & Gandarillas, 2012). Estos sefialan que las
variedades de quinua que presentaban un mayor didmetro tanto de tallo como
de panoja (procedente de valles), tenian una mayor resistencia al mildiu, sin
embargo, el didmetro y grosor de los granos era menor en comparacion a
variedades del altiplano, una caracteristica de importancia econémica.

También se estudian bacterias endofitas o bacterias promotoras de
crecimiento (PGPR), por su rol en el metabolismo de compuestos requeridos
por las plantas, como la solubilizacion de fosforo, fijacion de nitrégeno y
otros, siendo los del genero Paenibacillus las promotoras de crecimiento mas
promisorias (Angulo, Mollinedo, Claros, & Ortuio, 2013). Las bacterias



endofitas permiten la sintesis de ciertas sustancias reguladoras de
crecimiento, como giberelinas, citocininas y auxinas, haciendo que las
plantas sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climaticas
adversas. En un estudio se obtuvo 164 aislados bacterianos endofitos
procedentes de 3 cultivares (Oruro) de los cuales 72 fueron solubilizadoras
de fosfato, 59 producen la fitohormona del acido indol acético y 31 fueron
fijadoras de nitrégeno.

Estudio metagenomico en suelos de cultivo de Quinua.

Con el auge de las nuevas tecnologias biotecnologicas, el estudio de
microorganismos presentes en diversos tipos de ambientes estd en actual
desarrollo y mejora. Tal es el caso de la metagendomica, que ha permitido
identificar microorganismos que no hubieran sido posibles aislarlos por los
métodos microbioldgicos tradicionales (Hernandez-Leon et al., 2010).

Un estudio reciente de la diversidad microbiana se llevd a cabo en cultivos
de quinua, los objetivos de éste fueron: Evaluar los efectos del periodo de
barbecho y la presencia de tola en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo,
asi como en la diversidad microbiana de bacterias y hongos. Este estudio
tuvo lugar en dos comunidades del departamento de La Paz (Umala y
Ancoraimes). Los resultados refutaron la hipotesis inicial que periodos largos
de barbecho aumentan la diversidad microbiana y que por ende enriquecen el
suelo.

En este estudio se observd que los periodos de barbecho largos tuvieron
efectos diferentes entre las 2 comunidades, en Umala la diversidad de
comunidades fungicas disminuyo en comparacion con Ancoraimes y en
comunidades bacterias sucedid lo contrario, un género muy frecuente en
Umala fue Paenibacillus, pero estuvo ausente en Ancoraimes, este género es
importante en la fijacion de nitrégeno. Pero también Umala presento géneros
que incluyen patdgenos de plantas y antagonistas de patdgenos de plantas.
También se han identificado patégenos de hongos, algunos aumentaron
mientras que otros disminuyeron con periodos largos de barbecho.
Adicionalmente se han hecho relaciones entre las comunidades bacterianas y
la presencia de plantas silvestres (como la tola) en las que se observd que
estas tienen un efecto en la composicion de diversidad microbiana en
periodos largos de barbecho, por ejemplo, la presencia de tola disminuyo la
frecuencia de hongos patdgenos como también de bacterias utiles a las
plantas.

Metagenomica 16S y los proyectos globales.

La metagenomica 16S forma parte de la metagendmica dirigida, es decir se
da enfoque a amplicones, en este caso del gen ARNr 16S presente en
procariotas, arqueas, entre otros (Ramirez Muinoz & Gonzéilez Pazmifo,



2015). Este tipo de estudio, parte de la bioinformadtica, permite realizar una
clasificacion a nivel taxonomico ya que este gen presenta regiones
conservadas y variables. Ademaés, permite identificar ‘QUIENES ESTAN
PRESENTES’ en una sola muestra ¢ indicar ‘QUE RELACION TIENEN’
con factores o variables de su entorno, algo que por métodos tradicionales es
practicamente imposible (Hernandez-Ledn et al., 2010).

El estudio metagendmico hace uso de NGS y de herramientas informaticas,
evitando técnicas o analisis microbiologicos y/o bioquimicos tradicionales
(Mocali & Benedetti, 2010), para llegar a determinar a microorganismos
presentes y la proporcion en que se encuentran en esa muestra.

Estas herramientas informaticas que funcionan en ‘cadena’ de procesos son
conocidas como ‘Pipelines’, es decir una combinacién de paquetes o
programas que se arman de acuerdo a un estandar o requerimiento, que
procesan la informacion generada por NGS. Actualmente existen diferentes
Pipelines disponibles, tanto online o para su uso autébnomo en una
computadora personal.

Uno de los Pipelines mas empleados es Qiime (Perspectivas cuantitativas en
ecologia microbiana), la caracteristica de este software, que ostenta un flujo
de trabajo generalizado (Figura 1), es que permite al usuario programar un
Pipeline para un andlisis particular. Siendo un software abierto, permite
interactuar con otros programas o bases de datos de terceros, que amplia las
posibilidades en el procesamiento y analisis de datos.

Secuencias
fastq

LIMPIEZA

fastq -> fasta

DESCONTAMINACION
Eliminacion quimeras
Descontaminacion
Eliminacion Sec. eucariontes

METADATOS _ ANALISIS | VISUALIZACION
QIIME " QIIME/RDP Excel/Krona
METADATOS ANALISIS
A o £, .
A * ESTADISTICO REPORTE
STAMP

Figura 1. Pipeline para metagenomica 168S. El pipeline es algo anticuado,
pero aun vigente, la linea punteada indica un paso opcional. (Bruno Goémez
Gil y Raul Llera).
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En general existe un pipeline frecuente en el procesamiento de datos de
secuenciacion 16S, varios de estos programas van agregando nuevas
funciones lo que permite mejorar y ampliar los alcances en sus aplicaciones,
integrando practicamente un pipeline completo, es decir desde el
preprocesamiento de las lecturas crudas hasta obtener los resultados
estadisticos.

En paralelo, también se han ido creando organizaciones o comunidades de
cientificos que han publicado estandares para el analisis de secuencias 16S y
188S, todo enfocado a NGS, como el Proyecto del Microbioma de la Tierra
creado en 2010, EMP (por sus siglas en inglés) http://press.igsb.anl.gov/
earthmicrobiome, que como indica “es un intento sistematico de caracterizar
la diversidad microbiana taxonomica y funcional a nivel mundial en
beneficio del planeta y la humanidad”, su visidon: construir el mapa
microbiano de la Tierra, este sitio ofrece servicios de secuenciacion (16S o
18S), procesamiento y analisis, software (plugin para Qiime) y brinda
protocolos y estdndares (desde la extraccion del ADN hasta el
preprocesamiento de secuencias) para poder adicionar estudios individuales
o particulares dentro este proyecto (Gilbert, Jansson, & Knight, 2014).

Otros proyectos o instituciones enfocados a la metagenémica son: Proyecto
de Base de Datos Ribosdmicos (RDP), ampliamente usado, proporciona una
Base de Datos de secuencias rARN 16S de Bacterias y Arqueas muy
controladas, alineadas y de calidad, y recientemente secuencias de ARNr 28S
Fungicos, también proporciona un conjunto de herramientas de anélisis (Cole
etal., 2014).

El Proyecto del microbioma humano (HMP), cuya mision es la
caracterizacion integral del microbioma humano y el analisis de su rol en la
salud humana y las enfermedades. Provee flujos de trabajo, protocolos
estandarizados y herramientas para diferentes tecnologias de secuenciacion y
plataformas (Huttenhower et al., 2012).

El Proyecto de Microbioma Brasilefio (BMP) apunta a reunir un Consorcio/
Base de datos metagendmico brasilefio sea de diferentes hébitats, entornos o
humanos. Que coordina y estandariza los diversos proyectos que se realizan
en Brasil, junto con proyectos futuros, mediante recursos como protocolos y
herramientas (16S, 18S e ITS). También cuenta con un Sistema Operativo
basado en Linux (Pylro et al., 2014).

Y entre otros como SILVAngs, MG-RAST, MG7 cuentan con sus pipelines
estandarizados siendo el mayor enfoque la secuenciacion 16S, 18S e ITS, y a
excepcion de MG7, una institucion privada, la mayoria es de acceso libre
requiriendo solo un registro de usuario, permitiendo su uso o modificacion
de acuerdo a sus requerimientos o criterios.
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C. Marco Conceptual.
CAMBIO CLIMATICO

Se trata de una variacion en el estado del sistema climatico que perdura durante
periodos de tiempo suficientemente largos para suponer que se ha alcanzado un
nuevo equilibrio. Puede afectar tanto a los valores medios del clima como a su
variabilidad y extremos. Son graduales o abruptos debido a causas diversas,
como las relacionadas con los cambios en los parametros orbitales, la deriva
continental o periodos de vulcanismo intenso. El cambio climatico actual es de
origen antropogénico y se relaciona principalmente con la intensificacion del
efecto invernadero debido a las emisiones humanas procedentes de la quema de
combustibles fosiles.

IMPACTO AMBIENTAL

Modificaciones al medio ambiente ocasionadas por actividades antropogénicas o
por fendmenos naturales.

INDICADOR DE CALIDAD DE LA TIERRA

Los ICT son datos estadisticos que informan sobre la condicion y la calidad del
recurso tierra y también sobre las relaciones causa-efecto que pueden dar lugar a
cambios en su calidad y las respuestas de la sociedad a esos cambios.

Capacidad de campo: contenido de agua o humedad que es capaz de retener el
suelo luego de la saturacion o de haber sido mojado abundantemente y dejado
drenar libremente.

CALIDAD DEL SUELO

La calidad del suelo se basa en la premisa de que su manejo puede deteriorar,
estabilizar o mejorar las funciones del ecosistema suelo.

DIVERSIDAD BIOLOGICA

La variedad de organismos vivos considerando todos los niveles de organizacion,
incluyendo los genes, especies y a los niveles taxondmicos maés altos. La
diversidad bioldgica incluye también la variedad de hébitat y ecosistemas, asi
como los procesos naturales que ocurren dentro de los mismos.

DIVERSIDAD ALFA

La diversidad alfa se considera como la riqueza bioldgica de un determinado
habitat o bien el numero de especies en una localidad.

DIVERSIDAD BETA

A la diversidad beta también se le considera como el recambio de especies de
una localidad a otra o bien la riqueza de especies promedio de las localidades de
cierta region.
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SECUENCIACION DEL ADN

La secuenciacién del ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas
cuya finalidad es la determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, Gy T) en
un oligonucledtido de ADN. La secuencia de ADN constituye la informacion
genética heredable que forman la base de los sistemas de desarrollo de los seres
vivos. Asi pues, determinar la secuencia de ADN es util en el estudio de la
investigacion basica de los procesos bioldgicos fundamentales, asi como en
campos aplicados.

METAGENOMICA

La metagendmica se define como el estudio del material genético, el cual es
recuperado directamente de muestras ambientales. Este amplio campo también
puede ser conocido como: gendmica ambiental, ecogendmica o gendmica de la
comunidad.

SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS)

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés), también
conocida como secuenciacion de alto rendimiento, es el término general utilizado
para describir una serie de diferentes tecnologias de secuenciacion modernas,
incluyendo: Secuenciacion de Illumina (Solexa), Secuenciacion Roche 454, Ion
torrent: secuenciacion Proton/PGM y secuenciaciéon SOLiD.

SECUENCIACION PAIRED-END

La secuenciacion de ‘extremo pareado’ permite a los usuarios secuenciar ambos
extremos de un fragmento y generar datos de secuencia alineables de alta
calidad. La secuenciacion de ‘extremo pareado’ facilita la deteccion de
reordenamientos genomicos y elementos de secuencia repetitiva, asi como
fusiones genéticas y transcripciones novedosas.

SECUENCIACION POR SINTESIS

La secuenciacion por sintesis SBS, es una mas de las tecnologias de
secuenciacion masiva de nueva generacion que utilizan la amplificacion clonal in
vitro. Los fragmentos a secuenciar son preparados con adaptadores en los
extremos, para permitir que sus cadenas desnaturalizadas puedan unirse a una
superficie solida y asi poder ser enriquecidas por medio de una amplificacion
tipo puente, generando clusters de cadenas del mismo fragmento, con el fin de
amplificar la sefial generada por los nucleo6tidos fluorescentes incorporados a la
cadena en crecimiento y asi puedan ser detectados por una camara, esto durante
un proceso ciclico que permite alargar las lecturas dependiendo de la plataforma
seleccionada.
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II1.Formulacion de las Hipotesis de Investigacion.

Se ha encontrado una diferencia significativa en la diversidad microbiana entre las
diferentes regiones del altiplano debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, lo que
incide en las propiedades de la quinua.

Las variaciones de las comunidades y estructura microbiana son influenciadas tanto
por el cambio climatico como por las caracteristicas del cultivo.

IV. Operacionalizacion de las Variables en Estudio.

Tabla 3. Operacionalizacion de variables de estudio.

Variable

Indicador

Unidad de medida

Indice o tasa de
biodiversidad

Propiedades
fisicoquimicas

Manejo de suelos

Grupos identificados
Taxa

« Género

o Familia
o Orden
« Especie

Dominancia
OTUs

pH

Conductividad eléctrica
Potasio

Fosforo

Aluminio

Humus

Hierro férrico

Nitrato nitrogenado

Region

Tipo de suelo

Porcentaje

Indice de dominancia
Numero

Unidad
uS
kg/ha
ppm
ppm
rango
kg/ha
kg/ha

Altiplano Norte
Altiplano Centro
Altiplano Sur

Puruma

Pre-siembra
Fase lechosa
Pre-cosecha

V. Disefio Metodolégico:

A. Poblacién de estudio, Ambito y Periodo de Investigacion.

La poblaciéon de estudio implicd 30 muestras provenientes de suelos de cultivo
de quinua y purumas, de las 3 zonas agroproductivas del altiplano boliviano en
tres fases durante un afio agrario. Estas se obtuvieron de seis localidades, en el
norte: Sullcataca baja (Municipio de Laja) y Estacion Experimental de
Choquenaira (UMSA); en la zona central: Canaviri (Municipio de Umala) y
Estacion Experimental de Patacamaya (UMSA); en el Sur: Irpani y Saitoco
(Municipio Salinas de Garci Mendoza). El periodo de la investigacion se da en
los meses de Marzo-Abril (fase lechosa), Junio (pre cosecha) y Septiembre y
Octubre (pre siembra) de 2016, cubriendo una gestion agraria.
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B.

Tipo de Investigacion.

Esta investigacion es de tipo descriptiva, cuali-cuantitativa, experimental in silico
e hipotetica-deductiva longitudinal.

Materiales, Métodos, Técnicas y Procedimientos a ser Empleados.
1. Descripcion de los sitios de estudio.

El Altiplano boliviano es una planicie que se halla entre las cordilleras occidental
y oriental. Se encuentra por encima de los 3000 msnm, con temperaturas
promedio entre -6 a 16 °C y precipitaciones que fluctuan entre los 200 a 900
mm/afio. Esta region se sub divide en tres Zonas Agroproductivas: Altiplano
Norte, Altiplano Central y Altiplano Sur (Figura 2). Estas zonas tienen variacion
segun los diferentes pisos ecoldgicos, altitud y fisiografia que determinan las
caracteristicas en la produccion agricola y pecuaria (Aragon Oraquine, Arias
Irusta, Chacolla Arias, & Tito Villca, 2014).

1500w

NORTE Sullkataka ba.io
Choquenaira |

CENTRO Eatacamays .4
Cadaviri

SUR [ E'iilt’a"“i

20°00'W

Figura 2. Mapa de division de las zonas agroproductivas en el altiplano
boliviano.
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En cuanto a la produccion de quinua la superficie cultivada en Bolivia representa
solo el 2% del total y aproximadamente el 80% de los productores de quinua se
situan en el altiplano boliviano, la mayoria de los productores de Potosi y Oruro
comercializan su producto a través de la Asociacion Nacional de Productores de
Quinua (ANAPQUI, 2017). La feria de Challapata se constituye en una de las
ferias mas importantes para los productores del altiplano sur, a esta arriban
generalmente productores de las comunidades de Huari, Salinas de Garci
Mendoza, Uyuni, Quillaca, Coipasa y Pampa Aullagas. En el altiplano central, la
feria de Patacamaya donde llegan productores de las comunidades de Umala,
Llanga, San Martin, Kiluhiri, Pomposilo y Huaylanicon. La feria del
Desaguadero se caracteriza por su actividad de intercambio bilateral en la que
participan los paises de Bolivia y Per, la quinua recolectada proviene
basicamente de la feria de Challapata (Sarco S., 2011).

Los poblados que son parte del Municipio de Salinas de Garci Mendoza del
altiplano sur son las que tienen una mayor produccion, en la gestion 2009 se tuvo
un rendimiento de 17.565,72 Kg/ha, en contraste a otras regiones del altiplano,
en el 2009 entre Municipio de Umala y Patacamaya el rendimiento fue 3.270 Kg/
ha. Las variedades mas producidas en etas regiones son la quinua Real blanca y
Toledo.

En los ultimos afios el precio de la quinua tuvo variaciones muy perceptibles,
llegando a costar desde Bs. 400 hasta Bs. 2050 por quintal (Figura 3), este ultimo
se debe a la declaracion en 2013 del afio internacional de la quinua.
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Figura 3. Precios alcanzados en bolivianos por quintal de quinua entre 2011 y
2015. Fuente: (Miranda, 2015)
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a) Descripcion del Altiplano Norte.

El Altiplano norte tiene una extension de 13600 km2, se encuentra
circunscrito en los margenes del lago Titicaca y comprende las provincias
Manco Kapac, Omasuyos, Ingavi, Los Andes y Pacajes. Esta zona se
caracteriza por zonas fisiograficas de la cordillera Occidental, Altiplano y
Cordillera Oriental. Posee un clima templado frio (Koppen, 1936). Segun
la clasificacion de la UNESCO, se presentan dos tipos de climas: clima
semidrido de verano templado e invierno fresco, clima subhumedo seco
de verano calido e invierno célido. Por sus factores climaticos y por su
altitud, recibe una mayor cantidad de energia solar que una superficie
similar ubicada a nivel del mar.

Gran parte de la cuenca del Altiplano de La Paz sufre de una gran
deficiencia de agua, situacion que afecta gravemente a la atencion de las
diferentes demandas existentes. Ocasionalmente se presentan sequias
fuertes, cuya ocurrencia varia de 1 cada 2 afios (Aragon Oraquine et al.,
2014).

De forma genérica, en esta region los suelos son superficiales a
moderadamente profundos con texturas franco-arcillo-arenosos y
abundantes fragmentos de piedras, expuestos a un proceso erosivo de tipo
laminar y en carcavas, con pendientes moderadamente escarpadas
(15-30%). Los suelos que pertenecen a la cadena montafiosa de la
Cordillera Oriental son superficiales, bien drenados, con mucha
pedregosidad superficial y afloramientos rocosos, ademas con erosion
severa.

El manejo del suelo es principalmente para fines agropecuarios, es decir
se emplean los suelos para el pastoreo de ganado y cultivos agricolas
(Laja, 2005). En esta zona se siembra usualmente leguminosas,
tubérculos y quinua en una extension menor a una hectérea, por lo que es
una costumbre efectuar rotacion de los suelos, generalmente entre quinua
y papa. Los suelos estan en descanso por el tiempo de dos afios, y los
empleados se encuentran en las planicies y en menor frecuencia las
serranias y laderas.

Las variedades de quinua que se siembran para su comercializacion son
con mayor frecuencia la real blanca y criollo, este grano es tanto para
autoconsumo o vendido a mercados nacionales y locales. El rendimiento
obtenido antes (20 afios atras) en promedio era de 7 quintales por
hectérea, hoy en dia se obtiene en promedio 5 quintales por hectarea.

La mayoria de los agricultores destinan su produccion a la
comercializacion solo cuando la produccién agricola es buena. Los
mayores ingresos lo obtienen de la venta del ganado, también existe en
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b)

pequena escala el intercambio o trueque entre diferentes productos
presentes en las ferias locales.

Descripcion del Altiplano Central.

El Altiplano central ocupa 91079 km2, esta ubicado en la parte sur del
departamento de La Paz. Comprende las provincias Pacajes, Aroma,
Gualberto Villarroel e Inquisivi, el departamento de Oruro, norte de
Potosi y la provincia Bolivar del departamento de Cochabamba. Esta
zona también es conocida como puna seca.

En general la, fisiografia es plana a levemente ondulada, siendo el rio
Desaguadero el principal afluente de agua. La produccion agropecuaria es
limitada debido a los factores climéaticos y edafologicos.

La sequia es uno de los riesgos de mayor afectacion en la zona del
Altiplano central, debido a que su ocurrencia es de 1 cada 2 afios de
sequia en la parte del Desaguadero y 4 cada 5 afios en la parte sur en las
que se presentaron sequias meteorologicas e hidrologicas (Aragén
Oraquine et al., 2014). La topografia es ondulada, con una precipitacion
anual de 450 mm, clima frio, con heladas en los meses de invierno y
fuertes granizadas.

Los suelos varian desde arcillas fuertemente salinas, arcillas no salinas y
arenas, hasta bastante pedregosas. Los recursos hidricos provienen de los
rios Desaguadero, Umala, Calteu y Kheto. La vegetacion es de pastura
seca con arbustos.

La principal actividad es la pecuaria, con la cria de ganado vacuno, ovino
y camélido, practica que genera ingresos economicos significativos para
la poblacion. La agricultura varia con cultivos de papa, oca, haba, quinua,
alfalfa y cebada en grano, esta ultima destinada a la alimentacién del
ganado (Patacamaya, 2010; Sica_Sica, 2010).

En esta zona, por lo general se siembra quinua en una extension mayor a
una hectarea. Es una costumbre efectuar rotacion de los suelos, un afio es
cultivado en planicie y al siguiente en serrania o ladera.

Las variedades de quinua més sembradas actualmente son: Real Blanca,
seguido de jacha grano, La mayoria de los productores llevan su
produccion para comercializar cuando la produccidn agricola es buena.
Los mayores ingresos obtienen de la venta de los ganados, también existe
en pequena escala el intercambio denominado trueque entre diferentes
productos presentes en las ferias.
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¢) Descripcion del Altiplano Sur.

El Altiplano sur con 73983 km?2, tiene caracteristicas de puna con escasa
cobertura vegetal, bajas temperaturas y escasa precipitacion (Monasterio,
Andressen, & Terceros, 2007).

Los paisajes de esta zona se caracterizan por la presencia de conos
volcanicos, mesetas de lava, acumulaciones de ceniza e ignimbritas. Esta
regidon encierra en su interior a varios salares, como el de Uyuni,
Chiguana, Empexa, con una suave inclinacion desde el suroeste hacia el
Salar de Uyuni. En la parte plana, el Altiplano potosino tiene una altura
de 3.650 a 3.700 msnm, y en este se encuentran llanuras de arenas,
arcillas, limos y gravas modeladas por el escurrimiento hidrico superficial
y la accion de fuertes vientos.

Debido a las condiciones ecoldgicas limitadas, la produccion
agropecuaria es de menor proporcion con relacion a las zonas norte y
central del altiplano; sin embargo, se destaca la produccion de quinua y
haba como los productos principales, siendo la actividad ganadera de
menor proporcidn con relacion a camélidos y ovinos.

La principal amenaza para la zona son las heladas y sequias, cuya
frecuencia es de 1 cada 2 afios y de 4 a 5 anos respectivamente (Aragon
Oraquine et al., 2014).

La principal actividad de los pobladores es la crianza de llamas, las
condiciones de los suelos con presencia de una variedad de pastos nativos
favorecen esta actividad. La actividad agricola es enfocada
principalmente al cultivo de la quinua, principal fuente de produccion
econdmica. Las Comunidades que se sitlian son colindantes a los salares,
se dedican a la prestacion de servicios manuales en el acopio y transporte
de sal (Salinas Garci_Mendoza, 2002). Los productores hacen uso de
maquinaria en comparacion a las zonas norte y centro, donde realizan
manualmente o con azadon y yuntas.

Las variedades mas sembradas de quinua son la variedad Real Blanca,
Pandela, Toledo, Pisankalla, Negra un 23%, jacha grano. Se hace uso de
fertilizantes y en menor proporcion biofertilizantes y superfosfato. El
abono mas utilizado por los productores y disponible en el altiplano es el
estiércol de camélido y muy poco se utiliza el estiércol de ovino.

La comercializacion de la Quinua en la situacion actual se realiza
principalmente por venta directa en ferias o a minoristas (Feria de
Challapata), 42% los productores entregan su produccion a la institucion
COPROQUIRC que lo comercializan internacionalmente, y un 4% es
para el consumo del productor. El rendimiento promedio actualmente es
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de 12 quintales por hectarea, antes se podia obtener un promedio de 17
quintales por hectarea.

La variedades de quinua sembradas en los sitios de estudio fueron Jach’a
grano y Real blanca. En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas de las
las plantas cosechadas en cada sitio. De estas resaltan las de Cafiaviri
(altiplano centro), Saitoco e Irpani (altiplano sur) por tener dimensiones
(longitud de la planta, diametro de la panoja, didmetro de grano, etc.)
superiores a las de las comunidades Sullcataca Baja y Patacamaya. El
mejor rendimiento obtenido de grano fue de la comunidad de Saitoco,
seguido de Cafaviri.

Tabla 4. Caracteristicas de las plantas de quinua obtenidas de los sitios de
estudio (Datos no obtenidos para Choquenaira).

ALTIPLANO
NORTE CENTRO SUR
Descripcion De Sullcataca L . .
La Planta Baja Canaviri  Patacamaya Saitoco Irpani
Altura (m) 1,06 1,205 1 1,44 1,325

Diametro de

¢ 4,29 6,055 0,32 6,16 9,935

panoja (cm)

Longitud de

panoja (cm) 26,3 41,4 2,9 52,65 67

Diametro de 144 2,005 1,05 1,74 1,375
tallo (cm)

Longitud de 215 38.25 0,21 435 4775
raiz (cm)

Didmetro de 1.9 1,75 0,92 4,225 2,5

grano (mm)

Peso total de 6 125,185 25,92 154,545 113

grano (g)

2. Obtencion de las muestras.

Para el presente trabajo las muestras de suelo fueron obtenidas a partir de
muestras madre recolectadas dentro el proyecto “Estudio del efecto del
cambio climatico sobre la biodiversidad microbiana de suelos donde se
realizan cultivos de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) procedentes de
distintos ecosistemas del altiplano” (COSUDE 2016), almacenadas en el
Laboratorio de la Facultad de Agronomia (UMSA) en la ciudad de Viacha.

La obtencion de las muestras madre se efectud cubriendo una gestion agraria
de quinua en las tres regiones de estudio, solicitando los permisos
correspondientes de las autoridades de las diferentes comunidades. Se
emplearon dos técnicas de muestreo, la primera se trata de las calicatas
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realizadas en los suelos con cultivo y en los suelos puruma, que consiste en
efectuar excavaciones de un metro cuadrado de superficie por 1.5 m de
profundidad, se identifican los estratos u horizontes del suelo comenzando
desde la superficie con la letra A en adelante, de estos estratos se tomo el
primer horizonte para el presente estudio, llamado también la fase orgénica.
La segunda técnica de zigzag fue empleada en los suelos con cultivo que
consistia en colectar 30 sub-muestras que fueron tomadas en forma de zigzag
a lo largo del campo a una profundidad de 20 cm. Este volumen de sub-
muestras se homogeneizd y se procedié al cuarteo de la muestra hasta
obtener 2 kilogramos de muestra de suelo, esta ultima fue trasladada al
laboratorio.

Estas muestras madre fueron tomadas en 6 localidades (2 localidades por
cada zona agroproductiva) en tres tiempos: Fase lechosa (marzo-abril), Pre-
cosecha (junio) y Pre-siembra (septiembre-octubre). Adicionalmente se
tomaron muestras control colectadas de suelos “Puruma” o suelos en
descanso por mas de 12 afios, en la Tabla 5 se muestran las caracteristicas de
cada punto de muestreo.

Tabla 5. Caracteristicas principales de los puntos de muestro.

Localizacion Altura Textura del Capacidad

Localidad ~ Muestra (UTM) (msnm) suelo de campo

Altiplano norte

Sullcataca  Puruma 19K, 563450X.8171387Y  375] Franco 2,08 %
baja Cultivo 19K, 563446X,8171349Y 3736  Franco-arcilloso 41,6 %
) Puruma 19K, 567854X,8146810Y 3851  Franco-arcilloso 31,98 %
Choquenaira
Cultivo 19K, 576125X,8154219Y 3871  Franco-arcilloso 26,3 %
Altiplano central
Puruma  19K,603945X,8086311Y 3842  Franco-arenoso 10,52 %
Cafaviri

Cultivo 19K, 639461X,8086296Y 3833 Franco-arenoso 9,85 %
Puruma 19K, 628492X.8091175Y 3611 Franco-arenoso 10,24 %

Patacamaya  cyjtivo 19K, 612034X,8090975Y 3588  Franco-arcillo-

30,9 %
arenoso

Altiplano sur

Puruma 19K, 638624X,7815836Y 3676  Arenoso-franco 22,46 %
Irpani
Cultivo 19K, 638498X,7815767Y 3671 Franco-arenoso 24,06 %

Puruma 19K, 636802X,7812420Y 3728 Franco-arenoso 46,31 %

Saitoco )
Cultivo 19K, 636174X,7812964Y 3646  Arenoso-franco 11,17 %

21



De las muestras madre se tomaron 0,25g en tubos Eppendorf a 3 repeticiones
y fueron conservadas en frio (4 °C) durante su transporte al laboratorio donde
fueron almacenadas a -20 °C hasta la extraccion de ADN. En la Tabla 6 se
muestran los Cédigos asignados a las muestras indicando las fases en que las
muestras madre fueron tomadas.

Tabla 6. Codificacion de las muestras obtenidas (P: puruma, S: pre-siembra,
L: fase lechosa, C: pre-cosecha).

Tiempo
Localidad
Puruma Pre-siembra Fase lechosa Pre-cosecha
Altiplano norte
Sullcataca baja Su.P Su.S Su.L Su.C
Choquenaira Ch.P Ch.S Ch.L Ch.C
Altiplano central
Cafiaviri serrania Ca.P CaS.S CaS.L CaS.C
Cafiaviri planicie CaP.S CaP.L CaP.C
Patacamaya Pa.P Pa.S Pa.C
Altiplano sur

Irpani serrania Ir.P IrS.S IrS.L IrS.C
Irpani planicie IrP.S IrP.C
Saitoco serrania Sa.P SaS.S SaS.C
Saitoco planicie SaP.S SaP.L SaP.C

En las localidades de Cafiaviri, Irpani y Saitoco se obtuvieron ademas
muestras de los cultivos localizados en las serranias o laderas. Por problemas
técnicos no se pudo obtener las muestras en fase lechosa de las localidades de
Patacamaya, planicie de Irpani y serrania de Saitoco.

Adicionalmente, se solicité los datos fisicoquimicos y agronomicos del
analisis de las muestras madre en los sitios de estudio (Tabla 7).

Tabla 7. Datos agronémicos de los suelos segun la zona agroproductiva por
tipo de suelo y etapa de desarrollo.

Humedad Capacidad Humedad Capacidad
Zona Suelo gravimétrica de campo Etapa gravimétrica de campo
(%) (%) (%) (%)

Puruma 38,04 £15,1 37,5£11,56  Pre-Siembra 10,7 £1,72 9,6 +4,07

Norte Fase Lechosa 9,3 £3,67 25,51 £9,32

Cultivo 10,1 £1,1 25,03 £3,1
Pre-Cosecha 10,3 +£3,5 39,9 +£3,9
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Centro

Sur

Puruma 3,7+2,14 16,24 + 14,9  Pre-Siembra 5,2 £0,18 4.4 +0,19
Fase Lechosa 4,77 £1,03 19,78 £11,4
Pre-Cosecha 1,9 +0,83 27,7 £2,6

Cultivo 4045 17,3 £5,9

Puruma 7,8 £6,03 30,9 +4,1 Pre-Siembra 0,35 +0,36 5,4 £6,64

Fase Lechosa 3,62 +1,66 21,37 £8,7
Cultivo 1,9 £0,65 18,03 £2,3
Pre-Cosecha 1,82 +£1,05 27,31 +4,86

3. Extraccion de ADN de muestras de suelos.

Para la extraccion del material genético se empleo el Kit de extraccion de
ADN de suelos Powersoil® (Mobio, Carlsbad, CA, EE. UU) segin las
indicaciones del fabricante (Anexo 1).

a)

b)

Electroforesis horizontal.

Se verifico la calidad de la extraccion de ADN mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1 % con tampon amortiguador TAE 1X (Tris-Acetato-
EDTA), posteriormente se visualizo el ADN extraido con bromuro de
etidio (EtBr) 0,5 ug/mL utilizando un transiluminador de luz UV (Sharp
et al. 1973).

Cuantificacion y estimacion de la concentracion de ADN.

El ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria, se prepararon
diluciones 1/100 de cada muestra y se empled6 como blanco agua
bidestilada, se anotaron las lecturas a 230, 260 y 280 nm (Nair, Vincent,
& Bhat, 2014). Las absorbancias fueron determinadas mediante el uso de
espectrofotometro UV/vis Cary 50 (Varian, Inc. 190-1100 nm).

La concentracion total se obtuvo mediante la siguiente formula:

Donde, DO es la densidad optica a 260nm y FD es el factor de dilucion.
Para determinar la pureza del ADN extraido se establecié mediante la
relacion de absorbancias A260/280 (Huberman, 1995), y en conjunto con
la relacion A260/230 se determind si existe alguna contaminacion
proteica, compuestos aromaticos, carbohidratos, fenolica o de ARN (J. F
& Russell, 2001; PROGRAMA CONTROL DE CALIDAD DE
MUESTRAS, 2010).

4. Amplificacion y Secuenciacion de las muestras de ADN.

La amplificacion del gen ARN ribosomal 16S de las muestras de ADN
extraidas se efectu6 empleando los primers o cebadores 341F
(CCTACGGGAGGCAGCAG) y 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC),
que cubren las regiones V3 y V4, de aproximadamente 460pb (Illumina;
Klindworth et al., 2012).
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La secuenciacion se realizd en el sistema Illumina MiSeq (Omega
Bioservices, Georgia USA) mediante la técnica Paired-End con lecturas de
2x300pb. El sistema MiSeq utiliza la secuenciacion por sintesis (SBS), y las
lecturas son almacenadas en archivos FASTQ comprimidos.

Pre-procesamiento bioinformatico.

Para comprobar la calidad de las bases de las lecturas se empled FastQC
v0.11.5 (Andrews et al., 2012), que cred6 reportes de la calidad y
caracteristicas de las lecturas obtenidas en los archivos FASTQ.

Para el procesamiento y andlisis de las lecturas se empleo la version Unix de
la suite Qiime (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) MacQiime
1.9.1 (WernerLab), una instalacion precompilada de Qiime con toda sus
dependencias. También se empleo la version nativa en el sistema Linux (J.
Gregory Caporaso et al., 2010). Este software, de cddigo abierto, posee
pipelines y herramientas para el procesamiento y analisis de datos de
secuenciacion de alto rendimiento.

a) Validacion del archivo de asignacion.

En primer lugar se construyd el archivo de asignacion (mapping_file) en
formato de texto en columnas tabuladas como se muestra en la Figura 4, que
contiene informacion basica relevante a las muestras. Este se validé mediante
el comando validate mapping file.py, que crea un archivo HTML con un
reporte detallado.

#SampleID BarcodeSequence LinkerPrimerSequence ReversePrimer pH Fase Region Description

Ca.P CCTACGGGNGGOWECAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.3 Puruma dCentro franco_arenaso

Ir.P CCTACGGGNGGOWECAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 7.8 Puruma Sur arenosa_francoe

SaP.L CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.8 Fase_lechosa Sur arenosa_francoe
IrS.L CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAATC(C 5.4 Fase_lechosa Sur franco_arenaso
CaP.L CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.0 Fase_lechosa Centro franco_arenoso
Sa.P CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 5.1 Puruma Sur franco_arenaso

5u.P CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.9 Puruma Norte franco

Su.L CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.8 Fase_lechosa Norte franco_arcilloso
Ch.L CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.2 Fase_lechosa Norte franco_arcilloso
Pa.C CCTACGEGNGGCHGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.2 Pre_cosecha Centro  franco_arcillo_arenaso
CaP.C CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.0 Pre_cosecha Centro franco_arenoso
Cas.C CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C B.0 Pre_cosecha Centro franco_arenoso
Su.C CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.0 Pre_cosecha Norte franco_arcilloso
Ch.C CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.2 Pre_cosecha Norte franco_arcilloso
SaP.cC CCTACGGGNGGOWECAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C B.0@ Pre_cosecha Sur arenoso_francoe
Irs.C CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.2 Pre_cosecha Sur franco_arenoso
5as.C CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.2 Pre_cosecha Sur arenosa_francoe
IrP.C CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C B.0@ Pre_cosecha Sur franco_arenoso
5a5.5 CCTACGEGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.0 Pre_siembra Sur arenosa_francoe
Ir5.5 CCTACGGGNGGOWSCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.4 Pre_siembra Sur franco_arenoso
S5aP.S CCTACGEGNGGOWECAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.6 Pre_siembra Sur arenosa_francoe
IrP.S CCTACGEGNGGOWECAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C B.0@ Pre_siembra Sur franco_arenaso
Cas.5 CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.8 Pre_siembra Centro franco_arenoso
5u.5 CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.2 Pre_siembra Norte franco_arcilleso
CaP.S CCTACGGGNGGOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 7.8 Pre_siembra Centro franco_arenoso
Pa.S CCTACGGGNGGOWECAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.8 Pre_siembra Centro franco_arcillo_arenaso
Ch.S CCTACGGGNGGOWSCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.8 Pre_siembra Norte franco_arcilloso
Pa.P CCTACGGGNGGIWSCAG GACTACHVGGGTATCTAATCC 6.5 Puruma <Centro franco_arenaso

Ch.P CCTACGGGNGGOWSCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 8.3 Puruma Norte franco_arcilleso

Cas.L CCTACGGGNGGIWGCAG GACTACHVGGGTATCTAAT(C 6.0 Fase_lechosa Centro franco_arenaso

Figura 4. Imagen del archivo de mapeo (mapping file).

b) Ensamblado de las lecturas.

Las lecturas Paired-End, fueron ensambladas en contigs mediante el método
fastq-join (Aronesty, 2013) con un porcentaje de similitud mayor o igual al
80%, este algoritmo es mas eficiente y admite algunas comparaciones y
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6.

ajustes automaticos que otras herramientas, por ejemplo toma una secuencia
A 5°-3’ y alinea automaticamente la secuencia B 3°-5’ sobre la secuencia A.
Esta basado en un algoritmo que aplica el Alineamiento Anclado Preciso
(ACANA: ACcurate ANchoring Alignment) ( Huang, Umbach, & Li, 2005).

Bésicamente lo que realiza es superponer las bases de dos secuencias y si
¢éstas coinciden se toma la base con mayor puntaje de calidad, incrementando
hasta en 3 puntos; y si las bases no coinciden se comprueba si un puntaje de
calidad es mayor a 3, el puntaje resultante es la diferencia entre los dos
puntajes (calidad reducida debido a la falta de coincidencia) o caso contrario
el puntaje sera 3.

¢) Demultiplexado y filtrado de calidad.

Las lecturas ensambladas fueron demultiplexadas y filtradas empleando el
script split _libraries fastq.py que genera un solo archivo con las secuencias
de todas las muestras en formato FASTA, necesario para posteriores analisis
(Bokulich et al., 2012). Los siguientes parametros fueron aplicados: el
puntaje minimo de calidad debe ser mayor o igual a 20, el tipo de codigo de
barras es ‘not-barcoded’, el numero maximo de bases consecutivas de baja
calidad a 3.

Para descartar secuencias quiméricas que posiblemente se hayan generado
durante la amplificacion por PCR primero se identificaron mediante el
comando identify chimeric_seqs.py empleando USEARCH v6.1 (Edgar,
2010; Edgar, Haas, Clemente, Quince, & Knight, 2011), posteriormente las
quimeras identificadas se utilizaron para filtrar las secuencias del archivo
FASTA. Por ultimo, para ver el resultado de la filtracion se realizé un conteo
de secuencias finales con el script count segs.py.

Analisis bioinformatico.
a) Agrupamiento en Unidades Taxonomicas Operativas (OTUs).

Las secuencias filtradas fueron agrupadas en OTUs con el protocolo Open-
Reference (pick open_reference otus.py), en este proceso, las secuencias son
alineadas frente a una base de datos de referencia, GreenGenes v13.8
(DeSantis et al., 2006; McDonald et al., 2011), aquellas secuencias que no se
encuentren en la base de datos son agrupadas mediante el protocolo ‘De
Novo’ con el algoritmo UCLUST (Edgar, 2010), que agrupa tomando
secuencias centroides o representantes de grupo con los que se va
comparando al 97% de similitud entre las secuencias restantes, las secuencias
que no coincidan van formando otros grupos con el cual se siguen
comparando e ir construyendo los OTUs con todas las secuencias restantes.
Aquellas secuencias, que no formaron parte de un OTU o un OTU que posea
menos de 3 miembros fueron descartados (J. G. Caporaso et al., 2009).
También se obtendra el arbol filogenético en formato TREE (Price, Dehal, &
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Arkin, 2010) aplicando el remuestreo estadistico (bootstrapping) de los datos
dentro de FastTree2 como método de maxima verosimilitud. Las tablas OTU
fueron construidas en formato BIOM (Biological Observation Matrix) y por
ultimo las secuencias representativas de cada OTU junto con las nuevas
secuencias de referencia en el archivo rep_set.fna.

Un resumen estadistico de las tablas OTU fueron obtenidas con el comando
biom summarize-table.

b) Caracterizacion taxonomica.

Las tablas OTUs fueron resumidas por niveles taxondmicos con los
comandos summarize_ taxa_trough plots.py y summarize taxa.py, ambos
crearon tablas en archivos de texto con columnas tabuladas para cada nivel
taxonomico: filo, clase, orden, familia, género y especie, estas tablas fueron
importadas en Office Excel (Microsoft Inc.).

Después de realizar el compendio de las comunidades los resultados
obtenidos (archivos TXT) fueron ordenados en Excel, de estos datos se
calcul6 los porcentajes de abundancia a nivel de reino por localidad y tipo de
muestra. También se generd una grafica en barras de las proporciones a nivel
de filo mayores o iguales al 0.4% en cada muestra. Ademas, se incluye una
grafica de las proporciones a nivel de género de cada muestra con
abundancias mayores al 0.5%.

¢) Determinacion de la diversidad Alfa y curvas de rarefaccion.

Se empled el comando alpha diversity.py para obtener los indices de
diversidad, incluyendo PD whole tree para la diversidad filogenética (Faith
& Baker, 2007), la riqueza estimada y observada como el numero de
observaciones (Observed Otus) y el estimador Chaol (Gotelli & Colwell,
2011), ademas del indice de Shannon (Magurran, 1988) y el indice de
heterogeneidad de Simpson (Peet, 1974; Simpson, 1949). Posteriormente se
obtuvieron las respectivas curvas de rarefaccion mediante el comando
alpha_rarefaction.py. Finalmente se efectu6 el calculo de la significancia y la
normalizacion de cada estimador de diversidad alfa mediante el comando
compare_alpha_diversity.py 'y add_alpha to_mapping file.py.

d) Determinacion de la diversidad Beta con Unifrac.

Se calculdo la diversidad beta para identificar las diferencias entre las
comunidades bacterianas de los puntos del altiplano, por zona
agroproductiva, por etapas del desarrollo de la quinua y por tipo de suelo.
Para esto se utilizo6 las métricas de UniFrac, que son medidas filogenéticas
utilizadas ampliamente como ser: Weighted Unifrac (Cuantitativo), que
permitio revelar las diferencias de la comunidad que se deben a cambios en la
abundancia relativa de taxones, y Unwieghted Unifrac (Cualitativo), que es
mas informativo sobre la presencia o ausencia de individuos en la muestra
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(C. Lozupone & Knight, 2005). Mediante beta diversity through_plots.py
se construyd las matrices de distancias y se realizd el Andlisis de
Coordenadas Principales (PCoA).

Analisis de Correlacion Canonica del altiplano sur.

Para este analisis se obtuvieron los datos de las mediciones fisicoquimicas de
la Base de Datos del proyecto COSUDE (Tabla 8). El andlisis se realizo con
las muestras puruma y cultivo de las tres zonas agroproductivas.

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de los puntos de muestreo en suelos
puruma del altiplano sur.

Altiplano Norte Altiplano Centro Altiplano Sur
Analito
Puruma Cultivo Puruma Cultivo Puruma Cultivo
pH 7,60 6,31 6,40 6,68 8,45 6,79
Nitroégeno De
Nitrato, (Kg/ha) 25,00 25,42 17,50 30,16 10,00 28,75
Potasio (Kg/ha) 320,00 321,67 292,50 313,33 325,00 298,33
Fosforo (Kg/ha) 162,50 118,75 106,25 75,24 137,50 128,13
Humus (%) 3,25 2,08 1,50 0,75 2,50 121
Magnesio (ppm) 11,25 100,33 28,75 90,08 132,50 91,63
Calcio (ppm)  1925,00 1716,67 1200,00 1476,19 1475,00 193333
Sulfatos (ppm) 287,50 277,08 650,00 389,68 275,00 670,83
Aluminio (ppm) 7,50 11,88 5,00 11,35 7,50 11,25
Cloro (ppm) 275,00 229,17 175,00 154,76 175,00 255,00
Hierro Férrico (Iﬁ% 5,00 26,25 16,25 24,68 18,75 26,88
Nitrégeno De 5,50 6,50 1,00 2,03 1,00 2,42
Nitrito (ppm)
Nitrégeno De 6,25 10,00 13,75 6,03 5,00 15,00

Amonio (ppm)

Con la informacion obtenida se determiné la correlacion existente entre las
caracteristicas y propiedades de los suelos con las comunidades microbianas
identificadas. Se emple6 CANOCO v.4.5 para realizar el Andlisis de
Correlacion Canodnica (CCA), en este caso observar las variaciones de las
comunidades microbianas con las condiciones dadas de los suelos respecto a
la zona de cultivo de quinua, y observar la respuesta de estas comunidades a
los cambios del suelo debido al cultivo de quinua. Ademas, permitid
encontrar cierta consistencia o previsibilidad de estas variaciones.
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D. Procesamiento de los datos.
1. Recoleccion.

Los datos iniciales de la secuenciacion fueron obtenidos en archivos de texto
en formato FASTQ, la informacion y metadatos de cada muestra fueron
almacenados en archivos de Texto en columnas tabuladas y la informacion
detallada como los datos fisicoquimicos fueron entregados en hojas de
calculo en Microsoft Excel (2016).

2. Elaboracion.

La elaboracion de los datos se efectud en Tablas en formato TXT tabulados,
tablas BIOM, hojas de calculo en Numbers (5.0 2018) y para el analisis CCA
se transformaron las tablas en archivos DTA utilizando CANOCO v.4.5. Las
graficas de abundancia se elaboraron en Numbers, las graficas de calidad y
curvas de rarefaccion fueron creadas en archivos HTML.

3. Analisis.

El andlisis se realizard mediante la construccion de graficas de proporciones
al 100% de las abundancias de las comunidades microbianas por muestra, por
fase de cultivo y por zona agroproductiva dentro de Numbers (5.0 2018)
resaltando los grupos taxondmicos mas representativos, también se
obtuvieron los indices de diversidad alfa de cada muestra asi como las
graficas de rarefaccion en Qiime. Ademas se efectud un andlisis de la
diversidad beta entre las muestras que representan las fases fonoldgicas del
cultivo de quinua, representados con los graficos de Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA) empleando Emperor (Vazquez-Baeza, Pirrung, Gonzalez,
& Knight, 2013). Ambos analisis, diversidad alfa y beta, se efectuaron dentro
de Qiime. Por ultimo se realizé el anélisis de correlacion multivariable entre
las propiedades fisicoquimicas de los suelos y las comunidades microbianas
mas representativas mediante graficas de Correlacion Canonica (CCA) que
fueron elaboradas en CANODraw v4.14.

VI. Resultados y discusion.
A. Extraccion y cuantificacion del ADN

Después de la extraccion de ADN se utilizaron 10 pL para la electroforesis y 10
ul para la cuantificacion por espectrofotometria. La electroforesis mostr6é bandas
en la mayoria de las muestras (Figura 5), de estos algunos pozos mostraron
bandas tenues y otros no presentaron bandas. Varios factores estdn presentes en
las causas de bandas erraticas, como el manejo de los reactivos, manejo de la
muestra y el proceso de sembrado; ya que los resultados obtenidos en el calculo
de la concentracion de ADN por espectrofotometria indicaron la presencia ADN
(Tabla 9) en todas las muestran. Ademas, se observo los rastros dispersos en las
bandas que indica una contaminacion leve, estos pueden ser por carbohidratos o
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residuos fendlicos o algun residuos provenientes de las soluciones empleadas en
el Kit de extraccion.

w IEF2 838 4TR5 R 6RR 7 X 889810 1112 13 14 15 16 1718 19 20 2122 23

Figura 5. Electroforesis de ADN total de las 30 muestras obtenidas. Se observa
los pozos seguidas de las bandas de ADN durante la corrida. El carril X es una
muestra repetida.

Se calcul6 el rendimiento y la pureza del ADN con las mediciones de la DO a
260nm y las relaciones de A260/A280 respectivamente (Glasel, 1995; Nair et
al., 2014), que se observa en la Tabla 9, las concentraciones estuvieron entre los
2 y los 36.5 pg/mL, la media fue de 14.02 pg/mL (+ 9.56), existen variaciones
con los resultados obtenidos en la electroforesis, estas variaciones se deben a
dos motivos, el primero al error de muestreo de la alicuota o mala resuspension
del ADN, y el segundo a que la determinacion de la concentracion mediante
espectrofotometria tiene sesgos, debido principalmente a que el equipo presentd
una variabilidad en las mediciones por el recorrido del equipo.

Tabla 9. Concentraciones e indices de pureza de las muestras de ADN. Se indica
la concentracion: indice de pureza (IP), y la relacion A260/A230 (indicador de
contaminacion fenolica y/o proteica).

- Concentracion Ip
Codigo ng/mL A260/280 AZG0/230

CaP 15,5 1.24 0.479
ItP 45 0.65 0.686
SaPL 24,5 1.54 0.629
IS.L 9 225 0.257
CaPL 8,5 425 0.378
Sa.P 2,5 1.48 0.430
Su.p 13,5 1.68 0.508
Sul 27,5 1.41 0.608
ChL 13 1.87 0.583
Pa.C 13,5 138 0.603
CaP.C 8,5 1.67 0.476
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Concentracion Ip

Cédigo A260/230
ng/mL A260/280

CaS.C 4 4.00 0.131
Su.C 17,5 1.43 0.430
Ch.C 33,5 1.31 0.587
SaP.C 9 1.40 0.500
IrS.C 11,5 2.88 0.354
SaS.C 12 2.67 0316
IrP.C 13,5 1.31 0.579
SaS.S 13 1.30 0.522
IrS.C 15,5 1.39 0.548
SaP.S 4 2.67 0.267
IrP.S 2 1.14 0.452
CaS.S 23,5 0.82 0.673
Su.S 15 1.80 0.714
CaPS 36,5 1.94 3.667
Pa.S 8 16.00 0.340
Ch.S 11,5 1.85 0.500
Pa.P 35 1.16 0.649
Ch.P 10 1.32 0.621
CaS.L 36,5 1.30 0.775

De las 30 muestras, seis presentaron concentraciones bajas entre 2 y 4.5 pg/mL
siendo la concentracion optima requerida para el servicio de secuenciacion de 5
pug/mL. Las muestras 6 y 22, las de menores concentraciones, muestran bandas
notorias en el gel de la corrida electroforética, dada las variaciones del equipo de
espectrofotometria, estos valores de rendimiento y pureza son tomados como
una verificacion opcional de la extraccion de ADN, teniendo en cuenta que el
uso del kit MoBio de extraccion de ADN de suelos, con un amplio uso,
proporciona buenos rendimientos en estos tipos de muestras.

Otras observaciones en este paso indican: un IP de 16 para la muestra 26, este
valor esta sobreestimado, la absorbancia obtenida a 260nm para esta muestra fue
de 0.0016 y a 280nm fue de 0.0001, rango en el que las proteinas absorben la
luz, en particular los aminoacidos aromaticos (J. F & Russell, 2001), ya que las
mediciones se hicieron por triplicado y se promediaron los resultados no
significan errores sino los sesgos por el manejo de los materiales y muestra; en
el caso de la muestra 25 se observa una relacion A260/A230 de 3.67, esto indica
que existe una mayor proporcion de adcidos nucleicos que otros componentes que
absorben a 230nm, como residuos de fenol o carbohidratos (Jenway),
componentes presentes en las demds muestras observadas.
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B. Caracteristicas de la secuenciacion Paired-End.

Las lecturas RAW obtenidas de la secuenciacion fueron guardadas en dos
archivos comprimidos (GNU ZIP) por muestra, uno con las lecturas Forward
con el sufijo R1 _001.fastq.gz y el otro con las lecturas Reverse con el sufijo
R2 001.fastq.gz en formato FASTQ, éstas se descargaron a travez del servidor
BaseSpace (https://basespace.illumina.com) de Illumina Inc.

Los resultados de los reportes de calidad obtenidos con FastQC v0.11.5
muestran, en general, que las lecturas Forward tuvieron mejores puntajes de
calidad durante la secuenciacién en comparacion con las lecturas Reverse
(Figura 6). Al comienzo de la secuenciacion las bases de cada secuencia tienen
una buena calidad de lectura, y a medida que la secuenciacion transcurre la
calidad baja, mostrando una mayor dispersion respecto a la media representada
con la linea azul, algunas bases tienen buena calidad y otras muy mala, por esta
razon el cuartil es tan grande (Andrews et al., 2012). Este decaimiento de la
calidad durante el proceso de secuenciacion es comun en este tipo de tecnologia,
y los errores son numerosos, en general los grupos de secuencias (clusters) no
crecen al mismo tiempo y lentamente se va perdiendo la sincronia de las sefiales
en la placa, también esta relacionado con la densidad de los grupos que
interfieren la ‘llamada’ de base, ademas de que los elementos o reactivos van
desnaturliazandose durante la corrida (Illumina; Inc.).
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Figura 6. Distribucion de la calidad de las lecturas de las bases en las
secuencias para la muestra Ca.P. Se representa en amarillo los cuartiles, en azul
la media, zona verde: buena calidad (28-34), zona naranja: calidad intermedia
(20-28), zona roja: mala calidad (0-20). (A) Lecturas Forward, (B) Lecturas
Reverse.

Luego de la secuenciacion el sistema crea los archivos de las lecturas por
muestra alcanzando 2.41 GB de tamafio. La técnica Paired-End es muy
recomendada, porque proporcionan una alineacion superior a través de las
regiones del ADN que contienen secuencias repetitivas, y producen contigs mas
largos rellenando espacios en la secuencia consenso (Illumina). También detecta
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reordenamientos tales como inserciones, eliminaciones e inversiones entre otras
aplicaciones dentro la gendmica.

La distribucion de la calidad tuvo el mismo comportamiento en todas las
muestras (Anexo 2), con excepcion de la muestra 3 (SaP.L: Saitoco Fase
lechosa) que presenta una distribucion muy erratica (Figura 7), en esta muestra
la secuenciacidon tuvo un mal desempefo, segin los datos de rendimiento y
pureza de ADN en la Tabla 8, posee valores aceptables que superan la cantidad
optima requerida para llevar a cabo la secuenciacion, descartando que el
problema provenga de la muestra, sino mas bien del proceso de secuenciacion.
Como se menciond anteriormente, existen muchos factores; pero esto sucede
cuando existe una sobresaturacion de los grupos o clusters en las celdas de flujo,
lo que produce que el dispositivo reconozca menos grupos (Illumina; Schirmer,
D’Amore, [jaz, Hall, & Quince, 2016).
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Figura 7. Se muestra el perfil de calidad de las bases para la muestra 3 (SaP.L),
la variacion de las calidades se da desde el inicio de la corrida. (A) Lecturas
Forward, (B) Lecturas Reverse.

Para comprender los factores o sesgos de calidad inherentes de la secuenciacion,
FastQC proporciona graficas adicionales para entender las posibles causas. Uno
de esos factores se muestra en la Figura 8 A que representa si la celda de flujo
fue filtrada de burbujas o interferentes, como los reactivos. Si se efectud un buen
filtrado sera completamente azul, las marcas de color (diferente de azul) indican
que se tiene mala calidad, ya que las burbujas quedan en la celda de flujo y
produce interferencia. Como referencia se muestra también la grafica para la
muestra 1 (Ca.P) que presenta mejor calidad (Figura 8B).
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Figura 8. Calidad de la secuencia por "baldosa" (Per Tile Sequence Quality).
(A) Representa la muestra 3:SaP.L, que tuvo la corrida mas erratica. (B)
Representa la muestra 1:Ca.P, que en conjunto con el resto de las muestras
tuvieron mejores puntajes de calidad.

La siguiente grafica muestra los puntajes de calidad por secuencia, muestra el
numero de lecturas distribuido a travez de la media de los puntajes de calidad de
las secuencias. Con esta grafica se consider6 el numero aproximado de lecturas
que se tuvieron que quitar, en la Figura 9A se observa la distribucion de la
muestra 3:SaP.L la cual tuvo pocas lecturas y que aproximadamente 120 lecturas
tienen un puntaje de calidad media de 22. En el resto de las muestras, las
lecturas se agrupan hacia los mejores puntajes de calidad (Figura 9B),

35



Cuelky scove dstribunon over al seq0enoss

Auetage Oually per read

15 16 17 18 19 20 2 2 2B A

Mezn Sequerce Qualty (Fhred score)

Quelicy scove distribution over ol seauerces

Average Quaity pe rea

S2000

0000

32000

20000

1000

2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 1617 18 19 20 21 &

Pean Sequerce Qualty (Frred Scors)

5 25 27 28 29 30 31 2 33 3 X % 7

Figura 9. Puntaje de calidad por secuencia. En el eje X se representa la media
de la calidad de las secuencias. Mientras que en el eje Y, se representa el numero
se secuencias o lecturas al que corresponde esa media. (A) Muestra 3:SaP.L, se
observa que la mayor cantidad de secuencias tienen un puntaje de calidad de 22.
(B) Muestra 1:Ca.P, mas de 50000 lecturas tienen una media de 37 en puntaje de
calidad.

El siguiente apartado nos muestra el contenido de secuencias a travez de cada
base o la proporcion de cada una de las bases que hay en las secuencias, en esta
grafica no deberia existir variacion de las lineas entre A (Adenina) vs T
(Tiamina) y G (Guanina) vs C (Citosina) (Figura 10), en este caso, para la
muestra 1 y 3, se observa diferencias entre unas bases y otras cuando la cantidad
de A deberia ser igual a la de T y lo mismo para G con C.
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Figura 10. Contenido de la secuencia por base en sus posiciones, la diferencia
entre los proporciones de las bases deberian tener un comportamiento paralelo.
La grafica superior representa la muestra 1:Ca.P (A) y la inferior a la muestra
3:SaP.L (B).

Luego tenemos el contenido de G y C en las secuencias, en el que se mide la
proporcion GC en toda la secuencia y se compara con una distribucién normal
teodrica en funcion a la media y desviacion estandar de las lecturas, en la Figura
11A, perteneciente a la muestra 1:Ca.P, se observa que la distribucion de los
datos (linea roja) tiende a solapar con la distribucion teorica (linea azul), pero
muestra dos picos, el primero que sobresale indica que hay secuencias con
menor contenido GC. Si la variacion de estas dos lineas es peor, como sucede
con la muestra 3:SaP.L (Figura 11B), nos indica que existid contaminacion,
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principalmente de los adaptadores, también indican contaminaciéon con otro
ADN o la incorrecta llamada de base durante la secuenciacion, es decir se
coloca una G o C donde no deberia ir. Este apartado nos confirma que la
secuenciacion, para esta ultima muestra, no se llevo correctamente.

GC distribution over all zequences
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Figura 11. Contenido en guanina y citosina (GC) por secuencia. La linea roja
representa la distribucion GC de toda la secuencia y la linea azul representa la
distribucion tedrica del contenido GC. Distribucion para la muestra 1:Ca.P (A) y
la muestra 3:SaP.L (B).

Por ultimo el apartado Contenido de Kmer, que indica los subfragmentos de
ADN de un tamafio determinado que se posicionan en la secuencia, estos no
deberian aparecer en la region de interés o target, como se observa en la Figura
12, estan presentes en la region donde se encuentran los adaptadores o
cebadores, indicandonos que las secuencias todavia cuentan con estos
elementos.
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Figura 12. Contenido de Kmer. Este apartado mide el nimero de cada k-mer de
tamafo 7 en cada posicion de la libreria y usa un andlisis binomial para buscar
desviaciones significativas de una cobertura en todas las posiciones.

Dentro de FastQC para cada uno de los apartados analizados se muestra un
indicador de aprobacion si no tiene errores o ha cumplido con los requisitos
tedricos, un indicador de advertencia para que el usuario tenga en cuenta al
momento de la filtracion y un indicador de error cuando posee muchas
inexactitudes o variaciones.

Posteriormente se realiz6 el filtrado de calidad, corte de adaptadores y primers
de las lecturas Paired-End ya ensambladas. En la Tabla 10 se muestran estos
resultados de los pasos durante el pre-procesamiento. En promedio se alcanzo
un 74.82% de secuencias filtradas, que pasaron el control de calidad para el
procesamiento y andlisis final. Se observd que la muestra puruma de
Patacamaya (Pa.P) tuvo el mejor rendimiento en la secuenciacion, con 82.2% de
secuencias que pasaron el filtro, teniendo muy pocas lecturas cortas.

Tabla 10. Resultados de la secuenciacion 16S para las lecturas Forward.

N°de Despuésdel Lecturas Conteo de Longitud Después Secuencias
lecturas ensamblaje muy cortas cara;teres media fi del limpias
iltrado

Ca.P 200456 125018 9876 21478 449,00 93664 74,92 %
CaP.C 188391 121198 8318 22077 445,00 90803 74,92 %
CaP.L 230360 154938 11224 27665 445,00 116049 74,90 %
CaP.S 202383 129008 9582 22120 454,00 97306 75,43 %
CaS.C 188282 122004 8292 21841 459,00 91871 75,30 %
CaS.L 198251 130369 9837 22947 445,00 97585 74,85 %
CaS.S 213668 143085 10525 26205 460,00 106355 74,33 %
Ch.C 202528 128915 8680 22963 447,00 97272 75,45 %
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C.

Conteo de Después

N°de Despuésdel Lecturas Longitud Secuencias
lecturas ensamblaje muy cortas cara;teres media fi del limpias
iltrado

Ch.L 105757 69028 4973 12455 454,00 51600 74,75 %
Ch.P 180866 121078 8651 21345 445,00 91082 75,23 %
Ch.S 203614 138148 9546 24807 448,00 103795 75,13 %
Ir.P 242096 157273 10735 28685 445,00 117853 74,94 %
IrP.C 144342 94604 7187 16834 445,00 70583 74,61 %
IrP.S 211704 141799 10168 26246 454,00 105385 74,32 %
IrS.C 140494 94371 6868 17489 447,00 70014 74,19 %
IrS.L 215295 127115 10384 22425 445,00 94306 74,19 %
IrS.S 186725 123048 8751 21678 454,00 92619 75,27 %
Pa.C 203509 122897 8409 20918 447,00 93570 76,14 %
Pa.P 196513 127181 95 22542 445,00 104544 82,20 %
Pa.S 214087 141284 9842 25452 449,00 105990 75,02 %
Sa.P 122819 76512 5278 13355 449,00 57879 75,65 %
SaP.C 116824 73976 5603 12763 451,00 55610 75,17 %
SaPL 1076 271 59 37 445,00 175 64,58 %
SaP.S 208316 144616 10207 26909 459,00 107500 74,33 %
SaS.C 149109 100393 6780 18622 445,00 74991 74,70 %
SaS.S 123776 82769 5894 14962 448,00 61913 74,80 %
Su.C 199002 124581 9201 21976 458,00 93404 74,97 %
Su.L 143793 93376 6697 16852 457,00 69827 74,78 %
Su.P 146990 100273 6820 18495 458,00 74958 74,75 %
Su.S 191237 130542 9116 23794 446,00 97632 74,79 %

Debido a que se obtuvo muy poca cantidad de secuencias (175 secuencias) en la
muestra de SaP.LL de Saitoco (planicie en fase lechosa), sera descartada para los
andlisis de diversidad, ya que no serd compatible con el minimo de secuencias
en comun para todas las muestras.

Finalmente, a partir de estas secuencias ensambladas se armo la biblioteca de
secuencias con todas las muestras que fue empleada para todos los andlisis
posteriores (split_libraries_fastq.py),

Grupos taxonomicos identificados por zona agroproductiva.

De todas las lecturas obtenidas, mas del 99% fueron asignadas taxonomicamente
empleando la base de datos de Green Genes. Esta clasificacion taxondmica
permitid obtener los siete niveles taxondémicos, sin embargo, a nivel de especie
no se obtuvo una asignacioén en la mayoria de los OTUs, debido a que Green
Genes no cuenta con la profundidad de identificacion. Esta profundidad o
alcance depende de las actualizaciones a la base de datos.

Se emple6 el método Open Reference (pick open reference otus.py) para
realizar la clasificacion, este método es apropiado para muestras ambientales ya
que existe una porcidon considerable de organismos que ain no han sido
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identificados y estas deben conformar parte de los andlisis posteriores. Lo
contrario sucede en el caso la microbiota humana, que se tiene identificada
practicamente la totalidad de microorganismos y en este caso es adecuado

emplear el método Closed Reference.

Cuadro 1. Datos del agrupamiento y ensamblado

Numero de muestras
Numero de observaciones

Conteo Total

Resumen del conteo por muestra:
Min

Max

Mediana

Promedio

Desviacion estandar

30
12417
1437277

111,0
70071,0

50487,500
47909,233
13833,126

De las 1437277 lecturas filtradas (Cuadro 1) se obtuvieron 12417 OTUs, la
desviacion es amplia debido a la muestra de Saitoco (SaP.L). En el Cuadro 2 se
detallan las cantidades de secuencias obtenidas en cada muestra.

Cuadro 2. Detalle de los conteos por muestra

SaP.L | 111,0

27683,0
30695,0
31335,0
38106,0
38173,0
39186,0

42173,0

Sa.P
Ch.L
SaP.C
SaS.S
IrS.C
IrP.C
Su.LL
Pa.C | 42241,0
42399,0
44306,0
44369,0

45220,0

SaS.C
Ca.P
IrS.S

Su.P
Ch.P | 46082,0

IrS.L | 49786,0

CaS.L | 51189,0
52773,0

52839,0

Su.C
CaP.C
CaS.C | 52927,0
54145,0
55326,0
55389,0

58325,0

Ir.P
CaP.S
IrP.S
Ch.C
Pa.P | 58326,0
59755,0
61329,0
63372,0

644220

Ch.S
SaP.S
CaP.L
CaS.S
Pa.S | 65224,0

Su.S | 70071,0
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A nivel de Reino en el altiplano norte, las bacterias alcanzaron 99.94% en
comparacion con arqueas (0.026%) y los no identificados alcanzaron 0,035%.
En el altiplano central se alcanzo al 99.85% para bacterias y 0.036% para
arqueas, los OTUs no identificados llegaron al 0.109%; y en el altiplano sur se
alcanzd 99.77% para bacterias y 0.043% para arqueas, dejando el 0.186% para
OTUs no asignados. Se observa que los OTUs no asignados y la presencia de
arqueas tiende a aumentar hacia el sur del altiplano. En las Tablas 11 a 13 se
muestra en detalle, a nivel de reino, los OTUs identificados por cada zona de
muestreo.

Tabla 11. Porcentajes de abundancia en muestras puruma y cosecha de las 3
zonas agroproductivas del altiplano a nivel de reino.

Norte Centro Sur
Reino
Puruma Cosecha Puruma Cosecha Puruma Cosecha

Arquea  0,026% 0,016% 0036%  0029%  0,043% 0,029 %
Bacteria 99,940 % 99,951 % 99.855% 99,948 % 99,771 % 99,912 %
Noasignado  0,034%  0,033% 0,109%  0,023%  0,186% 0,059 %

A nivel de filo se ha alcanzado a identificar 47 taxones bacterianos en todas las
muestras, de las cuales las mas abundantes fueron: Proteobacteria,
Actinobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes, Bacteriodetes, Verrumicrobia,
Chloroflexi, entre otros (Figura 13). Entre las arqueas, Crenarchaeota estuvo
entre las mas abundantes.
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I Bac-Chlamydiae [ Bac-Ws3 Bac-BRC1 B Bac-Fusobacteria Bac-Fibrobacteres

Figura 13. Clasificacion taxonémica de los filos mas abundantes en las
muestras de estudio.
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Por zona agroproductiva, en el norte los filos mas abundantes fueron:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes,
Verrumicrobia entre otros. En la zona central Proteobacteria, Acidobacteria,
Actinobacteria, Planctomycetes, Verrumicrobia Bacteroidetes fueron los mas
abundantes, y en el Sur Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi (Figura 14).

Estos filos conforman la microbiota presente en el altiplano ya mencionado por
Gomez-Montano et al. (2013) en el que se emplearon la pirosecuenciacion, e
identificaron a Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria,
Verrucomicrobia y Bacteroidetes como los filos mas abundantes en las
comunidades de Umala y Ancoraimes (Altiplano norte).

Solo algunos de los filos identificados variaron por zona agroproductiva; por
ejemplo, para proteobacterias, los suelos en descanso no presentaron variacion
significativa segin la zona, pero si se observo que en los suelos de cultivo
tuvieron mayor proporcion en la zona norte en comparacion con las otras zonas.
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Figura 14. Abundancias de filos en las muestras Puruma segun la zona
agroproductiva.

En el norte, refiriéndose a suelos en descanso, se observo Bacteroidetes,
Cyanobacteria, FBP, Chlorobi y WS3 como los filos mas abundantes en
comparacion con las otras zonas. Las abreviaciones fueron los nombres iniciales
o alternativos hasta la ultima version disponible de la base de datos de
GreenGenes. FBP se refiere a la Abditibacteria, una bacteria muy extendida en
ambientes extremos, desde ecosistemas polares, desiertos hasta aguas residuales
y sitios mineros contaminados (Tahon, Tytgat, Lebbe, Carlier, & Willems,
2018), pertenece actualmente al filo Armatimonadetes (Parks et al., 2018). WS3
es Latescibacteria un filo candidato de bacterias recientemente propuesto, estan
presentes en diversos tipos de algas (Farag, 2015).

En la zona central los filos mas abundantes fueron: Acidobacteria,
Verrumicrobia, AD3, Elusimicrobia y BHI80-139. AD3 es un filo que esta
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relacionado con plantas, este se desarrolla dentro de las raices, pero permanece
en el suelo (Billings et al., 2018). BHI80-139 es el filo recientemente propuesto
como Aerophobetes, los andlisis gendmicos revelan una amplia distribucion en
los sedimentos de aguas profundas (Wang et al., 2016). En el sur el filo
Actinobacteria tuvo mayor presencia, asi como Firmicutes y Fibrobacteres.

Estas abundancias observadas fueron muy diferentes en los suelos de cultivo
(Figura 15). En el norte, ademas de Proteobacterias ya mencionado, también
abundaron Fibrobacteres. Por otro lado se observo una reducida presencia de
Planctomycetes, Verrumicrobia y Cyanobacterias en comparacion con las otras
zonas, este ultimo contrario a los suelos Puruma, donde Cyanobacteria es mas
abundante. En el centro Firmicutes y WS3 tuvieron mayor abundancia sin
ninguna otra observacion. En el sur la tnica observacion que se tiene es la
presencia de BHI80-139, filo que no se identifico en las otras zonas.

75 %

0% 25% 50 % 100 %
I Bac-Protecbacteria Ml Bac-Actinobacteria Ml Bac-Acidobacteria [l Bac-Planctomycetes Ml Bac-Bacteroidetes WM Bac-Verrucomicrobia
[l Bac-Chloroflexi B Bac-Firmicutes W Bac-Gemmatimonadetes || Bac-Armatimonadetes Wl Bac-Nitrospirae B Bac-AD3
Bac-Cyancbacteria [l Bac-FBP B Bac-TM7 Bac-WPS-2 B Bac-Elusimicrobia M Arg-Crenarchaeota
Bec-OD1 ¥ No asignado I Bac-ws2 Bac-Chlorobi B Bac-Thermi] Bac-BHI80-139
Bac-Tenericutes [ Bac-Chlamydiae Bac-WS3 Bac-BRC1 W Bac-Fusobacteria . Bac-Fibrobacteres

Figura 15. Abundancias de los filos mas abundantes en suelos de cultivo por
zona agroproductiva.

Estas variaciones parecen tener influencia por el manejo de suelo, puruma o
cultivo, asi también las propiedades edaficas de los suelos pueden tener
influencia sobre estos. Esto indica que en los suelos en descanso las bacterias
tuvieron un desarrollo muy diferente en comparacion con los suelos donde se
realiza el cultivo habitual.

En cuanto al género, muchos OTUs no fueron identificados hasta este nivel
taxonomico, debido al alcance de GreenGenes. Entre estos, un género de la clase
WD2101 del filo Planctomycetes fue el mas abundante en el norte y centro
(Anexo 3). Esta clase es Phycisphaerae (WD2101), son cocos Gram negativos,
presentan flagelos y son aerobias o facultativas, se los ha encontrado asociado a
diferentes tipos de algas (Yoon, Jang, & Kasai, 2013). En suelos de cultivo este
genero tuvo mayor abundancia, principalmente en el centro y sur.

Kaistobacter fue el mas abundante en dos muestras, una de la zona norte (6.6%)
y otra de la zona central (5.1%), en el resto de las muestras se observd una
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abundancia promedio del 2%. Este género habita principalmente suelos
organicos (rectificados) y tiene una alta tasa de crecimiento (Schwartz et al.,
2014). En suelos de cultivo fue mas abundante en todas las muestras llegando
hasta un 7.7%.

El género Flavobacterium tuvo 0.1% en promedio en todas las muestras, pero
tuvo una mayor abundancia en la muestra de Sullcataca con 3.7%. Se conoce
que habita suelos y cuerpos de agua dulce y en una variedad de ambientes,
algunos son patdgenos de peces (BERNARDET et al., 1996). En cuanto a los
suelos de cultivo este genero tuvo entre el 0.2 a 1.3% en todas las muestras.

Un genero del filo Verrucomicrobia descrito como DA101 fue muy abundante
en el altiplano central (entre el 5 y 8%) y en una muestra del altiplano sur (5%).
Dentro este genero, a pesar de haber sido descrito en 1998 mantiene ese nombre
y se han identificado varios filotipos que pertenecen a la misma familia. Estos
forman parte del ranking de las bacterias mas abundantes en distintos estudios
realizados en suelos principalmente mediante la técnica de shotgun (Brewer,
Handley, Carini, Gilbert, & Fierer, 2016). Segin este estudio, DA101 se
encuentra mayormente en suelos de pastizales que en suelos forestales y
concluyeron que DA101 prefiere suelos que reciben cantidades elevadas de
insumos de carbono labiles. En suelos de cultivo se observo una abundancia
entre 1.1% y 7.5%.

Sphingomonas fue abundante en el norte (2%), este genero se distribuye
extensamente en la naturaleza, y tiene un rango amplio de aplicaciones dentro la
biotecnologia como la biorremediaciéon (Bourne, Riddles, Jones, Smith, &
Blakeley, 2001). En las muestras de suelos de cultivo se observod una equitativa
abundancia en todas las muestras (en promedio 0.5%).

Pedobacter fue abundante en Sullcataca (altiplano norte) en suelo puruma (2%),
un genero Gram negativo que habita diferentes tipos de ecosistemas (Zhou et al.,
2012), este genero ha sido identificado como un contaminante en sistemas de
agua ultra puras, (Gallego, Garcia, & Ventosa, 2006).

Flavisolibacter (1.5-1.8%) y ligeramente Hymenobacter (0.8-1.2%) fueron
abundantes en el norte, este ultimo llego a 3.42% en el centro. Es un genero que
habita una amplia gama de nichos ecoldgicos y varios tipos de ambientes
extremos (minas de uranio) (Ohn, Ten, Kim, Cho, & Jung, 2018), son bacterias
cultivables y muy sensibles a numerosos antibidticos (Krieg et al., 2010),

Segetibacter (3.2%), Candidatus solibacter (2.7%) y Devosia (3.5%) fueron
abundantes en Cafiaviri (altiplano central), estas bacterias, propias de los suelos,
son inmoviles con excepcion de Devosia que posee flagelo. Candidatos
solibacter es un genero muy estudiado, ejerce diferentes funciones dependiendo

de las condiciones del ambiente, empleadose también como biorremediador de
minas de sulfuro (Johnson, Yajie, & Okibe, 2008).
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Dos especies muy estudiadas y ubicuas en diferentes tipos de hdbitat fueron
abundantes en el sur, Bacillus en Saitoco (2.9%) y Pseudomonas en Irpani
(2.4%). Estos géneros son ampliamente estudiados, varios géneros han llegado a
tener gran importancia en diferentes ambitos como la biorremediacion, en la
industria, en la agricultura y otros. En cuanto al género Pseudomonas algunas
especies han sido reportadas como fitopatdgenos, particularmente en plantas
agricolas. Ademas de estos géneros fitopatdgenos ya mencionados, se identifico
otros géneros en menor abundancia presentes en las muestras (Figura 16).
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Figura 16. Géneros bacterianos potencialmente fitopatégenos presentes en los
suelos de cada zona agroproductiva.

Se observd mayor abundancia de fitopatogenos en suelos Puruma en
comparaciéon con los suelos en cultivo, esta abundancia reducida de
fitopatégenos tuvo variacion entre las diferentes muestras, lo que indica la
diferencia en el manejo del suelo en cada sitio de muestreo, sumado con la
utilizacion de agroquimicos o pesticidas que modificarian la abundancia y
desarrollo de estos microorganismos.

En cuanto a las etapas de crecimiento de la quinua, las proporciones y
abundancias de estos fitopatdogenos no tuvieron un comportamiento general
(Anexo 4), sino mas bien tuvieron comportamientos diversos; mientras en
algunos sitios se observa aumento en las abundancias en otros existe
disminucioén, otros se reducen en fase lechosa y aumenta de nuevo en fase de
pre-cosecha. En forma general se observa que en la zona sur del altiplano existe
una mayor abundancia de estos fitopatogenos, mientras en norte y centro las
abundancia son menores pero muy similares entre si.

D. Grupos taxondmicos segun la fase de crecimiento de la Quinua.

En cuanto a las diferencias taxondmicas durante las fases de crecimiento de la
quinua, se observaron varias formas de comportamientos entre los diferentes
taxones. Para los reinos, en el norte del altiplano se observo una leve

46

2% 3% 4%



disminucién de bacterias, por el contrario las arqueas y los grupos no
identificados tuvieron un ligero incremento.

Tabla 12. Abundancia a nivel de reino en las muestras del altiplano norte.

Sitio Etapa Arquea Bacteria  No asignado

Pre-siembra 0,007 % 99,973 % 0,020 %
Sullcataca baja  Fase lechosa 0,028 % 99,945 % 0,026 %
Pre-cosecha 0,030 % 99,932 % 0,038 %

Pre-siembra 0,025 % 99,930 % 0,045 %
Choquenaira  Fase lechosa 0,029 % 99,938 % 0,033 %
Pre-cosecha 0,024 % 99,925 % 0,051 %

En la zona central del altiplano las muestras de cada sitio mostraron
comportamientos contrarios, mientras que en la planicie de Canaviri las
bacterias incrementaban a través de las fases fonologicas, en la serrania
disminuian. Esto significaria que las comunidades bacterianas tienen un
desarrollo diferente en las pendientes. Sin embargo, en el altiplano Sur se
observa comportamientos diferentes, en la planicie de Saitoco las bacterias
disminuyeron y de igual modo en laderas, en la planicie y laderas de Irpani las
bacterias incrementaron. Por lo tanto la variacion no esta relacionada con las
pendientes o con el contorno del suelo, en termino no son factores que sean
directamente relevantes a la diversidad de microorganismos.

Una aspecto particular se observo en los grupos no asignados, de manera general
este grupo tiende a aumentar en abundancia durante las fases de crecimiento.
Esto indica que la abundancia de los OTUs no identificados ha ido creciendo
durante el desarrollo de la planta, esto significaria que en este grupo se
encuentran microorganismos promotores o solo simbiodticos con la quinua, ya
que se reduce la abundancia de los microorganismos identificados. En este caso
para conocer a estos grupos ¢ identificarlos se requieren de otros estudios.

Tabla 13. Abundancia a nivel de reino en las muestras del altiplano central.

Sitio Etapa Arquea Bacteria No asignado
Pre-siembra 0,439 % 99,535 % 0,025 %
Caiaviri g, o Jechosa 0,028 % 99,957 % 0,014 %
(planicie)
Pre-cosecha 0,013 % 99,966 % 0,021 %
Pre-siembra 0,045 % 99,936 % 0,019 %
Caftaviri g, oo jochosa 0,029 % 99,934 % 0,037 %
(serrania)
Pre-cosecha 0,036 % 99,928 % 0,036 %
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Sitio Etapa Arquea Bacteria No asignado

Pre-siembra 0,028 % 99,936 % 0,037 %

Patacamaya
Pre-cosecha 0,099 % 99,839 % 0,062 %

Tabla 14. Abundancia a nivel de reino en las muestras del altiplano sur.

Sitio Etapa Arquea Bacteria No asignado
Irpani Pre-siembra 0,043 % 99,928 % 0,029 %
(planicie)  pre_cosecha 0,013 % 99,946 % 0,041 %
Pre-siembra 0,034 % 99,833 % 0,133 %
(serzll::;Z)i Fase lechosa 0,030 % 99,944 % 0,026 %
Pre-cosecha 0,010 % 99,963 % 0,026 %
Pre-siembra 0,023 % 99,917 % 0,060 %
" fa‘zfgl‘;‘)’ Faselechosa 0,000 % 100,000 % 0,000 %
Pre-cosecha 0,089 % 99,872 % 0,038 %
Saitoco Pre-siembra 0,016 % 99,971 % 0,013 %
(serrania)  pre_cosecha 0,045 % 99,906 % 0,050 %

A nivel de filo algunos grupos tuvieron variacion de las abundancias durante las
etapas de desarrollo (Figura 17). Por ejemplo, Proteobacterias disminuyeron en
el norte, mostraron un leve crecimiento en el centro y en el sur aumento durante
la fase lechosa pero disminuy6 antes de la cosecha. Actinobacterias tuvo un
mayor crecimiento en el sur, seguido del norte, pero en el centro disminuy¢ en la
Fase lechosa. Acidobacterias se mantuvo aproximadamente a los mismos
niveles, solo en el centro aumenté en la fase lechosa pero disminuyo antes de la
cosecha. Bacteriodetes mantuvo un crecimiento constante durante las fases en el
norte y centro, pero en el sur aumento en la fase lechosa y disminuyo hasta la
cosecha.

En los filos con menor abundancia la variacion de estas durante el desarrollo de
la quinua no fue muy pronunciada en comparacion con los ya mencionados, solo
en la muestra de Sullcataca Baja tuvieron una menor abundancia debido a la
mayor presencia de proteobacterias.
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Figura 17. Abundancias a nivel de filo de las tres zonas agroproductivos del
altiplano boliviano por fase de desarrollo de la quinua. (A) Zona norte, (B) Zona
central, (C) Zona sur.
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En cuanto a los géneros identificados durante el desarrollo de la quinua, se
observo de manera general que las abundancias llegan a obtener proporciones
casi equitativas durante las fases, es decir, las variaciones no fueron muy
pronunciadas en el transcurso de las fases de desarrollo (Figura 18). Sin
embargo, existen algunas observaciones que realizar; por ejemplo, en la zona
norte, en la fase de Pre-Siembra se observo dos géneros muy abundantes,
aunque no fueron identificados hasta este nivel taxonémico, uno pertenece a la
familia de las Xanthomonadaceae (28,5%) y el otro pertenece a la familia de las
Sphingomonadaceae (8,7%), ambos del filo Proteobacteria. En las fases
posteriores y en todos los sitios de muestreo mantuvieron un nivel muy
semejante que promedia 2,1% =+ 0,9%.

El genero WD2101 (Phycisphaerae) fue uno de los més abundantes en cuanto
nos referimos a todas las muestras, este tuvo un ligero aumento en las etapas de
desarrollo de 4,2% a 8,2% (zona norte), aunque en el Sur disminuyo bastante en
la fase lechosa de 8,6% a 4,6% y un incremento antes de la cosecha a 5,8%.
Otro género abundante fue Kaistobacter, principalmente en el Norte y DA101
tuvo incremento en Fase lechosa en el Norte y Centro.

WD2101 es un ejemplo de bacteria no cultivable que es muy abundante en todo
tipo de ecosistemas, se ha identificado que su principal funcidon es degradar
polisacaridos (Dedysh et al., 2021). Esta involucrado en la degradacion de
varios heteropolisacaridos, ademas se cree que estdn involucrados en la
degradacion de desechos de musgos (esfagno) (Ivanova, Kulichevskaya, Merkel,
Toshchakov, & Dedysh, 2016).
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Figura 18. Abundancias a nivel de género de las tres zonas agroproductivos del
altiplano boliviano por fase de desarrollo de la quinua.

Adicionalmente se observd la presencia de ciertas bacterias conocidas por sus
caracteristicas en ayudar directa o indirectamente en el crecimiento de las
plantas, denominadas Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
(PGPR). En el cual existen varios grupos que no necesariamente promueven el
crecimiento en todas las clases de plantas sino en ciertas especies (Moreno
Reséndez, Carda Mendoza, Reyes Carrillo, Vasquez Arroyo, & Cano Rios,
2018). Estos grupos estan formados segun el tipo de mecanismo o accién que
efectua a favor de las plantas.

Pseudomonas: algunas especies dentro este genero estan identificados como
patogenos en ciertos cultivos como tomate, endivia y brocoli, pero otras especies
como P. fluorescens son PGPR. La actividad enzimdtica las convierte en un
grupo de microorganismos importante, debido a que son responsables de la
degradacion aerobica de muchos compuestos en diversos ecosistemas y son
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empleadas en distintas maneras dentro la agricultura (Pérez Alvarez, Coto
Arbelo, Echemendia Pérez, & Avila Quezada, 2015).

Mesorhizobium: es un genero simbidtico de plantas tuvo mayor abundancia en
el norte seguido del Centro y Sur; Bradyrhizobium tuvo la mayor abundancia en
la Fase lechosa en la Zona Sur (1%), en los demas casos se mantenia entre el
0,02% vy el 0,1%; Bacillus y Enterobacter han sido evaluadas y reportadas como
agentes de biocontrol contra patdégenos de plantas (Moreno Reséndez et al.,
2018), pocas especies dentro estos grupos han sido reportados como
fitopatogenos. Bacillus estuvo entre 0,3% y el 0,8% en el Norte, incrementando
en cada fase fonologica, en el Sur llego casi al 3% en la ultima fase.

Paenibacillus: tuvo mayor abundancia en el Sur (0,49% en fase lechosa);
Acinetobacter: una bacteria muy importante en el suelo que contribuye a su
mineralizacion estuvo presente en las tres zonas mostrando un mismo
comportamiento, de mayor abundancia en Pre-Siembra, reduccion en fase
lechosa y aumento en la Pre-Cosecha.

Sphingomonas aument6 en Fase lechosa, mientras que Cellulomonas disminuye
en la misma fase. Otros géneros PGPR identificados en poca abundancia fueron:
Burkholderia, Flavobacterium, Agrobacterium, Arthrobacter, Erwinia y
Streptomyces.

D. Analisis de diversidad alfa (@) y beta ().

Para evaluar la riqueza y diversidad de las comunidades bacterianas en los
suelos de cultivo se obtuvieron las curvas de rarefaccion, la riqueza de especies
(observed otus), el estimador de riqueza Chaol, el indicador de diversidad
filogenética (PD_whole tree) y la diversidad de Shannon.

Las curvas de rarefaccion permiten observar el grado de cobertura alcanzado en
la secuenciacion y comparar visualmente la diversidad entre las distintas
muestras. En la Figura 19 se muestran las curvas de rarefaccion con el nimero
de OTUs generados para cada muestra de suelo en funcion del numero de
secuencias. Con respecto a la forma de las curvas, varias de las muestras
presentaron curvas que se aproximan a una asintota horizontal indicando que la
secuenciacion cubrid una parte importante de la riqueza de especies en estas
muestras. No obstante algunas de las muestras no alcanzaron el plateau, lo cual
indica que se debe aumentar el esfuerzo de secuenciacion para lograr una Optima
cobertura de la diversidad.
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Figura 19. Curvas de rarefaccion por muestras para el nimero de especies
observadas (Observed_species).

Los indices o valores de diversidad fueron obtenidos siguiendo el protocolo de
Qiime, con los comandos ya mencionados, estos valores finales son
sobreestimados de acuerdo al manual del software, esta sobreestimacion de los
indices seran corregidas en versiones futuras. Es por eso que los valores
sobrepasan las referencias tedricas segiin cada indicador.
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Figura 20. indices de diversidad alfa por region altiplanica. (A) Indice de
Shannon, (B) Diversidad filogenética, (C) Estimador de riqueza chaol, (D)
Numero de OTUs observados.
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De manera general, en la Figura 20 se observa que el altiplano central posee una
mayor diversidad microbiana en comparacion a las zonas norte y sur, ademas la
zona con la menor diversidad y riqueza microbiana es la zona norte del altiplano
(Datos por muestra en Anexo 5). Los indices de diversidad de Shannon y
diversidad filogenética PD whole tree muestran que la diversidad es mayor en
suelos Puruma que en los suelos de cultivo en las 3 regiones del altiplano
(Figura 20A 'y 20B).

PD whole tree determina la biodiversidad a travez del tiempo, en este caso
observando los resultados del altiplano central indica que existe mayor
diversidad filogenética, es decir mayor ramificacion en el arbol filogenético de
las especies en esa comunidad, caso contrario a lo que se observa en la zona
norte que presenta indices menores a las otras zonas; esto se debe a varios
factores pero principalmente a la mayor actividad antropogénica en la zona;
adicionalmente se debe tener en cuenta que en una de los puntos de muestreo
(Patacamaya) viene de un terreno en el que se realizan manejos particulares en
el suelo ya que es un sitio de estudios agronémicos; por otro lado se observo que
el efecto del pastoreo de ganados puede agregar sentido a estos resultados, ya
que en la zona norte el pastoreo es muy reducido seguido de la zona sur y
terminando en la zona central donde el pastoreo es mayor (Genin, 2006).

El indice de Shannon contempla la diversidad de especies (riqueza de especies)
y la cantidad de individuos por especie. En este caso Shannon indica que la
diversidad es mayor en la Zona Sur, es decir existe mayor riqueza de especies,
mientras que en el Norte la riqueza es mucho menor.

El indice Chaol indica que la riqueza es mayor en los suelos de cultivo que en
los suelos en descanso para las zonas norte y sur (Figura 20C), contrariamente a
lo que se observa en la region central del altiplano. Chaol toma en cuenta los
singletons (un individuo) y doubletons (dos individuos) presentes en cada
especie. En los suelos de cultivo la presencia de especies con pocos individuos
es mayor en comparacion con los suelos puruma, esto quiere decir que las
comunidades en estas zonas poseen mas especies con menor cantidad de
individuos, durante el descanso las comunidades se van generando sin alteracion
por el manejo del suelo. Cuando el efecto de la preparacion del suelo o la re-
siembra tiene lugar estas comunidades se ven afectadas y por lo tanto su numero
se reduciria, mientras el suelo esta en descanso las bacterias poco frecuentes
estan en desarrollo (Gotelli & Colwell, 2011).

La cantidad de observaciones o individuos identificados en los suelos Puruma es
mayor a los identificados en los suelos de cultivo en las regiones centro y sur del
altiplano, por el contrario, en el altiplano norte la cantidad de individuos
identificados en suelo Puruma es menor a la de suelo de cultivo (Ecologia de
Comunidades y Sistemas 2015).
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Para el analisis de diversidad Beta, Qiime calcula matrices de distancia, que son
luego representadas en graficas PCoA y asi visualizar las disimilitudes entre las
muestras comunitarias. La métrica empleada fue tanto Weighted como
Unweighted para encontrar agrupaciones que puedan responder con la hipotesis
planteada.

Unifrac, semejante a PD_Whole tree en la diversidad alfa, no solo indicara que
tan diferentes son las muestras entre si, sino también mostrara si existe una
relacion evolutiva entre estas. Weighted Unifrac es util para examinar las
diferencias en la estructura comunitaria; mientras Unweighted Unifrac es mas
sensible a las diferencias en las caracteristicas de baja abundancia. Ambos son
utiles para interpretar los grupos aunque hay casos en los que ambos, o solo uno,
o ninguno pueden arrojar diferencias significativas entre los grupos
experimentales (C. A. Lozupone, Hamady, Kelley, & Knight, 2007). Y esto es lo
que se observd en los resultados obtenidos con dos principales variables
tomadas en cuenta para este analisis.

En general, en cuanto a la region altiplanica, no se observo una conformacién de
grupos solida, respecto a las variables espaciales y temporales como: Zona y
Fase fonologica. En la grafica 21 se observa una mezcla general de todas las
muestras. Algo que si es posible distinguir es la ligera diferenciacion de las
muestras de la zona Sur, esto indica que existe una disimilitud entre
comunidades del Sur y las comunidades del centro y norte conjuntamente.
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Figura 21. Analisis PCoA por zona agroproductiva (Weighted Unifrac). Se
indican los porcentajes de variacion en las 3 coordenadas principales para todas
las muestras coloreadas por zona.
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En cuanto a la fase fonoldgica, no se observa agrupamientos dominantes, esto
implica que la fase de crecimiento no esta relacionado con la estructura de las
comunidades microbianas, esto podria clarificar la situacion vista en las
variaciones de los grupos taxonomicos identificados durante las fases de
desarrollo de la quinua.

Aun asi los agrupamientos que se observan en la Figura 22 no son concluyentes
en este aspecto, por lo que las comunidades microbianas no son necesariamente
influenciadas por las etapas de crecimiento.

[PoAtoes ° Q. . {5) Fase.lechosa
<apl . (9) Pre.cusecha
ch > D (9) Pre.siembra
« Qstarc €.r
e Qa‘ﬂsc |:| (6) Puruma
9. s s
Q't L Q.h e
©. Sap S"gu P
Giss
Q.- ®.e . Qs
.oaPC (Gh S ‘C)b S ‘<
Qh P e
!as Cc @Q P
PC1 (27.66 %)

PC3 (9.65 %)

Figura 22. Analisis PCoA por etapas de desarrollo de la quinua (Weighted
Unifrac). Se indican los porcentajes de variacion en las 3 coordenadas
principales para todas las muestras coloreadas segun la fase de crecimiento de la
planta.

Estos dos andlisis ya indicados fueron los mas relevantes a la hora de obtener
respuestas y poder explicar la estructura de las comunidades microbianas, es
decir poder entender el comportamiento de dichas estructuras con esas variables.

Sin embargo al tomar en cuenta el andlisis por el tipo de suelo, y como se
observa en la Figura 23, muchas de las muestras se relacionan cuando el tipo de
suelo es franco-arenoso, este tipo de suelo esta mayormente presente en la Zona
Central y Sur. Por lo tanto la variacion esta dada mas por el tipo de suelo que
por la region o por las fases fonoldgicas de la quinua.
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Figura 23. Analisis PCoA por el tipo de suelo (Weighted Unifrac). Se indican
los porcentajes de variacion de las 3 coordenadas principales. Agrupamiento
claro para el tipo franco-arenoso.

Las graficas para Unweighted Unifrac se muestran en Anexo 6, en el que
también se puede observar claramente agrupamiento por el tipo de suelo.

En cuanto al andlisis de diversidad beta, que requieren analisis bioestadisticos
mas detallados para poder comprender la estructura microbiana y tener
conclusiones mas precisas, quedan pendientes para posteriores estudios, en los
que se deben tener mayor informacion sobre variables pertinentes.

E. Relaciones entre las comunidades microbianas y las caracteristicas de los
suelos.

El analisis CCA para las muestras Puruma muestra la relacion potencial de las
variables ambientales y las comunidades bacterianas en cada punto de estudio.
En este analisis se tomaron en cuenta a las bacterias mas abundantes,
representadas con un triangulo como simbolo, los analitos en flechas rojas que
indican su tendencia, y los sitios en circulos.

La mayoria de las bacterias se concentran en la parte central del grafico, donde
los valores o tendencias de los analitos representan un promedio o equilibro
entre los distintos sitios. Esto significa que los microorganismos estan
correlacionados con la mayoria de los analitos.

En la Figura 24 se observa la correlaciéon con las muestras Puruma, donde
Choquenaira (Ch.P) presenta una mayor correlacion con las concentraciones de
Potasio y Nitrito en comparacion a los otros sitios, ademas tiene una correlacion
fuerte con la presencia de Cyanobacterias. En el Sur, Irpani presenta mayor
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correlaciébn con magnesio y fosforo en comparacion con los otros sitios, en
especial con Patacamaya (Pa.P) y Cafaviri (Ca.P) en el que se observa una
correlacion muy negativa con estos analitos. Esto concuerda con un estudio en el
desierto de Atacama donde Cyanobacteria, aunque en muy poca abundancia,
tiene correlacion muy positiva con el potasio , el pH y otros (Rasuk et al., 2015).

También se evidencia que los sitios de la zona central (Pa.P y Ca.P) tienen
disimilitud con los sitios de la zona sur (Ir.P y Sa.P). Es decir las tendencias de
los analitos son practicamente contrarias. Algo similar ocurre entre los sitios de
la zona norte, donde Choquenaira difiere de Sullcataka baja, se observa que los
dos sitios estan en cuadrantes diferentes. En este sentido los sitios de las zonas
central y sur se muestran respectivamente en los mismos cuadrantes.
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Figura 24. Grafica de Correlacion Canonica de las muestras puruma de las tres
zonas agroproductivas. Las flechas rojas indican la tendencia de las variables
ambientales.

58



En cuanto al analisis CCA con las muestras de suelos de cultivo (Figura 25), se
ha mostrado una correlacion muy diferente. En este caso no se observa
correlaciones semejantes entre las zonas del altiplano, es decir que las
correlaciones entre sitios de la misma zona son contrarias, asi se observan
muestras de diferentes zonas en un mismo cuadrante.

Esta diferencia aporta a los resultados de diversidad alfa, en que el manejo de la
tierra cambia la estructura de las comunidades microbianas, las propiedades
fisicoquimicas del suelo. Durante el descanso de los suelos, las estructuras de las
comunidades bacterianas retomarian su estructura ‘normal’, teniendo en cuenta
tanto las caracteristicas fisicoquimicas como del tipo de suelo.

Cas s
© )
o
MAGNESIO ”%?8 POTASIO
Den. rea 5
P | 5. sus
N N3z ; o .f'( Of)tgl‘ Tbli z N de AM
Den. apa. empt z 777y, N
FeF Paaf A :ﬂ 07
Pref ’0’ Hum. Gra
u ]
SaP. s:é% &I
- NIO
©
O
@ , Cap—CagNIIRITC
-1.0 18
SPECIES SAMPLES ENV. VARIABLES
A O il

Figura 25. Gréfica de Correlacion Canonica de las muestras de suelos de cultivo
de las tres zonas agroproductivas. Las flechas rojas indican la tendencia de las
variables ambientales.

Este manejo, que es particular de cada sitio, revela una estructura bacteriana
particular y diferente, sobre todo se observa que tiene un efecto mucho mas
fuerte en las propiedades fisicoquimicas de los suelos, donde los cambias en las
tendencias es evidente. Aunque la mayoria de las bacterias han permanecido en
la parte central del grafico indicando un equilibro general, ciertamente se
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observd como sus abundancias fueron diferentes entre los diferentes sitios y
etapas de desarrollo de la quinua.

Esta investigacion sugiere que las comunidades microbianas del suelo pueden
desempefiar un papel importante en la agricultura. Sin embargo, este resultado
no es universal; Por el contrario, reflexiona sobre la importancia relativa de las
comunidades microbianas en comparacion con los factores abiodticos para
aumentar la productividad de los cultivos, también resalta la simbiosis entre
microorganismos y plantas.

El anélisis metagendmico es una disciplina que ha empezado a tomar mucha
relevancia para los estudios de microorganismos en diferentes tipos de
ecosistemas, y a pesar de ser una ciencia reciente, ha tenido grandes avances
tecnologicos particularmente en la bioinformatica, en el cual se estan empleando
algoritmos que emplean inteligencia artificial y redes neuronales.

VII.Conclusiones.

Se ha descrito el protocolo estdndar del andlisis y procesamiento metagnendmico
dirigido al gen 16S rRNA en comunidades microbianas en muestras de suelos de
cultivo de quinua. Todas las muestras obtenidas fueron procesadas, a pesar de no
contar con la totalidad de los puntos estudiados debido a dificultades técnicas del
proyecto principal COSUDE, pero que representaron las 3 zonas agroproductivas;
se tuvo que descartar una muestra de las 30 muestras procesadas, debido a los sesgos
ya mencionados. La etapa de procesamiento dentro de Qiime y empleando como
referencia Green Genes, una base de datos muy aplicada y muy extendida, se ha
desarrollado segun las factibilidades técnicas adquiridas para este estudio.

Se determiné la diversidad y abundancia de las comunidades presentes en suelos
ambientales, empleando la secuenciacion de nueva generacion a diferentes niveles
taxondmicos. Ademas, se determino que la diversidad en la zona norte del altiplano
es la mas baja en comparacion a las otras zonas, la mayor diversidad y riqueza de
especies se hallan en centro y sur respectivamente. Esto concuerda con la hipotesis
inicial de que el rendimiento en las zonas central y sur son favorecidas por la
diversidad microbiana, aunque no se determino el efecto del cambio climatico de
manera certera.

Adicionalmente se ha observado aumento en las abundancias de las secuencias que
no fueron identificadas con Green Gens, lo que sugiere que existen nuevos
representantes potenciales de filos bacterianos aun no descritos que pueden tener
alguna relacion tanto simbiodtica como promotora en el desarrollo de la quinua.

Por otro lado, se observo de forma general que los suelos en descanso recuperan una
mayor diversidad filogenética en comparacion a los suelos de cultivo. Sin embargo,
dentro de estos se ha observado el aumento de fitopatogenos, aunque se ha visto que
en suelos de cultivo su menor abundancia puede ser resultado del manejo de los
suelos incluyendo el uso de agroquimicos y similares. También se observo mayor
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abundancia de fitopatogenos en la zona sur del altiplano, pero no de manera
significante en comparacion las otras zonas teniendo en cuenta que esta zona posee
mayores abundancias.

Se completo el analisis multivariante con las muestras de suelos puruma y con
muestras de suelos de cultivo donde se observdo que algunos parametros
fisicoquimicos como la concentracion de nitrito, potasio y humus contribuyen a
explicar como la comunidad bacteriana en Choquenaira seguida de Sullcataca baja y
Cafaviri difieren mas que entre los otros sitios. Este estudio no pretende dar los
valores absolutos de la presencia de bacterias y de las correlaciones observadas, ya
que este tipo de estudio es el primero en su tipo y se deben tomar una atenciéon mas
detallada en los sesgos encontrados.
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Anexos.
Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN mediante kit comercial.

La muestra de 0.25g fue transferida a un tubo de lisis que contenia una solucion acuosa de
tiocianato de guanidina y particulas de granate el cual debe ser agitado en vortex para
dispersar la muestra en la solucion. Se agrego6 60 pl de solucion de lisis que contiene
Dodecilsulfato sodico (SDS) y otros agentes de disrupcidon necesarios para completar la lisis
celular, posteriormente se invirtié repetidamente por 10-12 minutos y luego los tubos se
centrifugaron a 10000 g por 30 segundos.

Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo, se agregd 200 ul de la solucion precipitadora
IRT (Inhibitor Removal Technology®) que contiene un reactivo que precipita material
organico e inorganico sin ADN que incluye sustancias humicas, desechos celulares y

proteinas, se incub6 a 4° C durante 5 minutos y se centrifug6 a 10000 g por un minuto.

Nuevamente se transfirié hasta 600 pl del sobrenadante a un tubo nuevo y se agreg6 200 pl
de la solucion IRT y se agito en vortex brevemente, luego se incub6 a 4° C durante 5 minutos
y se centrifugo a 10000 g por un minuto.

Se transfirié hasta 750 pl del sobrenadante a un tubo nuevo, se agrego6 hasta 1200 ul de
solucion salina de alta concentracion hasta llenar el tubo, esto permitira que el ADN se una a
la membrana de silice de la columna-filtro dejando pasar cualquier material organico o
inorgénico que aun pueda estar presente. Asi, se cargd 675 pl de esta en el tubo de
centrifugado y se procedio a centrifugar a 10000 g por un minuto. Se desecho el filtrado y se
adiciono 675 pl del sobrenadante al tubo con la columna-filtro y se repiti6 el centrifugado
desechando el filtrado y cargando el resto del sobrenadante para centrifugar por ultima vez.

El ADN unido a la membrana de silice fue lavado agregando 500 pl de solucion de lavado a
base de etanol, luego se centrifugé a 10000 g por 30 segundos permitiendo eliminar la sal
residual, el acido humico y otros contaminantes, al tiempo que permite que el ADN
permanezca unido a la membrana de silice. Posteriormente se descarto el filtrado y se

centrifugd una vez mas a 10000 g por un minuto, para remover la solucion salina residual.

Por ultimo se transfirio la columna-filtro a un tubo nuevo y se agrego justo al centro de la
membrana de silice 100 pL de tampoén de elucion (10mM Tris) para liberar el ADN de la
membrana centrifugando a 10000 g durante 30 segundos, se descart6 la columna-filtro
dejando el tubo con el ADN precipitado para finalmente ser almacenado a 4° C.



Anexo 2. Distribucion de la calidad de las bases en las lecturas PairedEnd (forward y reverse)
por cada muestra procesada.
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Anexo 3. Abundancias de los géneros mds abundantes en suelos de cultivo por zona

agroproductiva.

Norte

Centro

0%

B-Planctomycetes--WD2101--g__
B-Verrucomicrobia----g__DA101
B-Bacteroidetes----g__Flavisolibacter
B-Proteobacteria---Xanthomonadaceae-g__
B-Acidobacteria--Solibacterales--g__
Desconocidos
B-Proteobacteria---g__Devosia
B-Verrucomicrobia---Ellin517-g__
B-Chloroflexi-Ellin6529--g__
B-Gemmatimonadetes--Ellin5301-g__
B-Actinobacteria---Geodermatophilaceae-g__
B-Verrucomicrobia----g__Opitutus
B-Verrucomicrobia-—-[Chthoniobacteraceae]-g__
B-Proteobacteria----g__Pseudomonas
B-Acidobacteria-iii1-8-DS-18--g__
B-Proteobacteria--MND1--g__
B-Acidobacteria--6-iii1-15-mb2424-g__
B-Proteobacteria--Acetobacteraceae-g__
B-Proteobacteria—--g__Balneimonas
B-Chloroflexi-—Caldilineaceae-g__
B-Chloroflexi-Anaerolineae-envOPS12--g__
B-FBP----g__
B-Actinobacteria-MB-A2-108-0319-7L14--g__
B-Proteobacteria----g__Ramlibacter
B-Chloroflexi-C0119--g__
B-Actinobacteria----g__Streptomyces
B-Verrucomicrobia---Ellin515-g__
B-Proteobacteria----g__Steroidobacter
B-Planctomycetes----g__Pirellula
B-Planctomycetes---Gemmataceae-g__
B-Actinobacteria--—g__Geodermatophilus
B-Acidobacteria---Koribacteraceae-g__
B-Actinobacteria----g__Arthrobacter
B-Actinobacteria----g__Cellulomonas
B-Actinobacteria----g__Xylanimicrobium
B-Proteobacteria--Rhodospirillales-—-g__
B-Proteobacteria----g__Rubellimicrobium
B-Firmicutes-—-g__Clostridium
B-Actinobacteria---Pseudonocardiaceae-g__
B-Chloroflexi-TK10-AKYG885-5B-12-g__
B-Chloroflexi-TK10---g__
B-Proteobacteria--Polyangiaceae-g__
B-Proteobacteria----g__Pedomicrobium
B-Firmicutes----g__Lysinibacillus
B-Acidobacteria---Acidobacteriaceae-g__
B-Armatimonadetes--SJA-22--g

B-Proteobacteria---Enterobacteriaceae-g__
B—Epsilonproteobacteria--g__Arcobacter
B-Proteobacteria--MIZ46--g__
B-Actinobacteria----g__Kibdelosporangium
B-Armatimonadetes---Chthonomonadaceae-g__
B-Armatimonadetes-0319-6E2---g__
B-Actinobacteria----g__Sporichthya
B-Chloroflexi-TK17--g__
B-Actinobacteria-MB-A2-108---g__
B-Bacteroidetes---g__Niastella
B-Actinobacteria----g__Nocardia

B-Proteobacteria---Chromatiaceae-g__
B-Actinobacteria----g__Kineococcus
B-Acidobacteria-DA052-Ellin6513--g__
B-Chloroflexi-Thermomicrobia-Ellin6537--g__
B-Acidobacteria--Solibacterales-AKIW659-g__

B-Chloroﬂexi-TK10-B077WMSP?FFCH4570-9,

B-Actinobacteria--Acidimicrobiales-AKIW874-g__

25%

[l B-Proteobacteria—g__Kaistobacter

[ B-Proteobacteria—g__Sphingomonas
|71 B-Proteobacteria-—g__

[ | B-Bacteroidetes----g__

[ B-Actinobacteria—-Nocardioidaceae-g_
|1 B-Proteobacteria-—g__Skermanella

[l B-Proteobacteria—g__Rhodoplanes

M B-Firmicutes—g__Bacillus

|1 B-Proteobacteria—Bradyrhizobiaceae-g__
[l B-Proteobacteria—Erythrobacteraceae-g__
[ B-Planctomycetes--Pirellulaceae-g__

[ B-Gemmatimonadetes-Gemm-1--g__

M B-Proteobacteria-SC--84—g__

[ B-Verrucomicrobia--[Pedosphaerales]-g__
|71 B-Actinobacteria—C111-g__

I B-Chloroflexi--[Kouleothrixaceae]-g__

[ B-Proteobacteria-—g_Novosphingobium
[1 B-Proteobacteria--Comamonadaceae-g__
M B-Chloroflexi-Gitt-GS-136—g__

B B-Gemmatimonadetes--Ellin5290--g__

[ B-Gemmatimonadetes-Gemmatimonadetes-—g__

[ | B-Actinobacteria----g__Pseudonocardia
M B-TM7-TM7-1--g__

|1 B-Acidobacteria—Solibacteraceae-g__
Il B-Proteobacteria—Caulobacteraceae-g__
Il B-Chloroflexi--SBR1031-A4b-g__

|71 B-Actinobacteria-—g__lamia

[ | B-Acidobacteria-Acidobacteria-5---g__

[ | B-Chloroflexi-Chloroflexi-AKIW781--g__
|11 B-Acidobacteria-Sva0725-Sva0725-g__
M B-Proteobacteria—Other

[ B-Actinobacteria—EB1017-g__

|1 B-Firmicutes-—-Planococcaceae-Other

[ | B-Proteobacteria----g__Mesorhizobium
M B-Armatimonadetes--Armatimonadaceae-g__
|11 B-Proteobacteria--g__Bdellovibrio

M B-Armatimonadetes-OPB50—g__

M B-Chloroflexi-P2-11E—g__

|71 B-Acidobacteria--6-CCU21--g__

[ | B-Actinobacteria----g__Actinomadura

M B-Actinobacteria-—Other

[T k_Archaea-—--g__Candidatus Nitrososphaera
M B-Actinobacteria—g__Lentzea
M B-Chlorobi-—g__

[ B-Armatimonadetes----g__Fimbriimonas
[ | B-Actinobacteria---Rubrobacteraceae-g__
[ B-Actinobacteria—Frankiaceae-g__

|11 B-Proteobacteria----g__Bradyrhizobium

|1 B-Actinobacteria—--g__Solirubrobacter

[ | B-Proteobacteria----g__Afifella

[ B-Proteobacteria—Methylobacteriaceae-g__
|71 B-OD1-SM2F11-—g__

M B-Actinobacteria—Frankiaceae-g__Frankia
[ B-Proteobacteria—g__Burkholderia

[ B-Firmicutes——g__Jeotgalicoccus

M B-Actinobacteria-—g__Georgenia

[ B-Planctomycetes—Pirellulaceae-g_ A17
|11 B-Armatimonadetes-Armatimonadia-FW68--g__
[l B-Chloroflexi--Thermogemmatisporales-—-g__
M B-AD3-ABS-6-—g__

[T B-Chloroflexi-Ktedonobacteria-B12-WMSP1--g__

75 %

[l B-Bacteroidetes-—Chitinophagaceae-g__

[ B-Acidobacteria--6-iii1-15--g__

Il B-Acidobacteria--RB41-Ellin6075-g__

[ B-Bacteroidetes—Cytophagaceae-g__

[ B-Gemmatimonadetes--N1423WL--g__

Il B-Actinobacteria--Solirubrobacterales-—-g__

B-Actinobacteria-—-Micrococcaceae-g__

|1 B-Bacteroidetes——g__Hymenobacter

M B-Planctomycetes——g__Gemmata

[ | B-Proteobacteria---Sinobacteraceae-g__

B-Actinobacteria---Streptomycetaceae-g__

M B-Actinobacteria—g__Kribbella

[l B-Acidobacteria-—g__Candidatus Solibacter

|1 B-Actinobacteria-—-g__Mycobacterium

I B-Chloroflexi-JG30-KF-CM45--g__

[l B-Proteobacteria-—Other

|1 B-Planctomycetes--Isosphaeraceae-g__
B-Actinobacteria----g__Nocardioides

[ B-Planctomycetes——g__Planctomyces

|1 B-Proteobacteria--Ellin6067--g__

M B-Proteobacteria—g__Erwinia

[l B-Cyanobacteria--Streptophyta--g__

|1 B-Proteobacteria-—Syntrophobacteraceae-g__

I B-Verrucomicrobia--Verrucomicrobiaceae-g__

B-Actinobacteria-—-Microbacteriaceae-g__

B-Actinobacteria---Sporichthyaceae-g__

I B-Actinobacteria-—g__Modestobacter

M B-Acidobacteria: g__Candidatus Koribacter

|1 B-Actinobacteria---g_Amycolatopsis

Il B-Chloroflexi-TK10-AKYG885-Dolo_23-g__

[l B-Actinobacteria-—Propionibacteriaceae-g__

|1 B-Proteobacteria-—g__Sphingobium

Il B-Cyanobacteria-Stramenopiles-—-g__

M B-Firmicutes——g__Sporosarcina

[ B-Gemmatimonadetes-Gemm-3--g__

Il B-Chloroflexi-TK10-B07_WMSP1--g__

M B-Nitrospirae—0319-6A21-g__

i ia----g__Friedmanniella

I B-Actinobacteria-—g__Virgisporangium

[ | B-Firmicutes----g__Paenibacillus

|1 B-Verrucomicrobia---g__Chthoniobacter

M B-Actinobacteria—Other

M B-Proteobacteria—Other

|11 B-Proteobacteria—g__Labrys

M B-Chioroflexi—Other

[l B-Proteobacteria-—g__Hyphomicrobium

[ | B-Proteobacteria---[Entotheonellaceae]-g__

B-Actinobacteria---g__Actinomycetospora

[l B-Chloroflexi-Anaerolineae-H39--g__

|1 B-Actinobacteria-—g__Actinoallomurus

M B-Nitrospirae——Nitrospiraceae-g__JG37-AG-70

[ | B-Actinobacteria----g__Renibacterium

[7] B-WS2-SHA-109--g__

M B-Planctomycetes-BD7-11—g__

[l B-Actinobacteria-—Micrococcaceae-Other

|1 B-Planctomycetes-—-Phycisphaerales--g__

Il B-Proteobacteria-—Methylocystaceae-g__

[ | B-Chloroflexi-Thermomicrobia---g__

|1 B-Actinobacteria-—g__Kutzneria

Il B-Actinobacteria-—g__Saccharothrix

M B-WPS-2—g__

|1 B-Chloroflexi--Ktedonobacterales-g__

Il B-Chloroflexi-Ktedonobacteria-—g__

s | I I N T

50 %

100 %

|11 B-Bacteroidetes—-g__Flavobacterium
M B-Bacteroidetes—g__Pedobacter

M B-Acidobacteria-RB41-g__

H B-Proteobacteria---Oxalobacteraceae-g__
M B-Bacteroidetes—g__Segetibacter

[l B-Proteobacteria-—Rhodospirillaceae-g__
|11 B-Actinobacteria—Gaiellaceae-g__

I B-Actinobacteria--Acidimicrobiales—g__
[l B-Bacteroidetes-—g__Adhaeribacter

|1 B-Proteobacteria--Myxococcales-g_
[l B-Actinobacteria-—g__Rubrobacter

M B-Firmicutes-—Other

|11 B-Proteobacteria-—-g__Agrobacterium

Il B-Proteobacteri __Janthinobacterium
M B-Actinobacteria-—Other
[7] B-Proteobacteria--Ellin329-g__

I B-Proteobacteria-—Haliangiaceae-g__

M B-Proteobacteria—g__

[ B-Nitrospirae-—g__Nitrospira

[ B-Actinobacteria-—Micromonosporaceae-g__

[l B-Proteobacteria-—g__Phenylobacterium

H B-Proteobacteria----g__

[l B-Actinobacteria-—Solirubrobacteraceae-g__

B B-TM7-TM7-3—-g__

|11 B-Actinobacteria-—g__Terracoccus

M B-Chloroflexi-S085-—g__

[ B-Nitrospirae-—Nitrospiraceae-g__

|11 B-Actinobacteria--—g

M B-Verrucomicrobia-—--g__Ellin506
G

- "

imonadett nadal -g__
[ B-Bacteroidetes—g__Chitinophaga

Il B-Actinobacteria-—g__Aeromicrobium

[l B-Actinobacteria-—Conexibacteraceae-g__
|11 B-Proteobacteria-—Hyphomicrobiaceae-g__
Il B-Actinobacteria-—Intrasporangiaceae-g__
[l B-Proteobacteria-—Beijerinckiaceae-g__

|11 B-Actinobacteria-—g__Dactylosporangium
M B-Planctomycetes—-CPla-3~g__

[l B-Actinobacteria-—Patulibacteraceae-g__

H B-Actinobacteria--Micrococcales--g__

|| B-Actinobacteria---g__Actinoplanes

[l B-Proteobacteria--A21b-EB1003-g__

|11 B-Actinobacteria—Other

M B-Bacteroidetes—g__

M B-Acidobacteria--11-24--g__

H B-Elusimicrobia-Elusimicrobia-FAC88--g__
B No asignado

[l B-Proteobacteria-—Oxalobacteraceae-Other
|11 B-Actinobacteria-—g__Nonomuraea

M B-Actinobacteria—Other-Other

[l B-Actinobacteria-—Frankiaceae-Other

[7] B-Cyanobacteria-ML635J-21--g__

M B-Bacteroidetes—Other-Other

[l B-Actinobacteria-Thermoleophilia-Gaiellales—g__
|11 B-Proteobacteria--Burkholderiales—g__

M B-Actinobacteria-—g__Glycomyces

M B-Acidobacteria-PAUC37f-—-g__

[ B-Actinobacteria--Pseudonocardiaceae-Other
[ | B-Verrucomicrobia--[Pedosphaerales]-OPB35-g__
[l B-Chloroflexi--Sphaerobacterales--g__

|71 B-AD3-JG37-AG-4—g__

I B-Proteobacteria-—Myxococcaceae-g__

[l B-Actinobacteria-—Kineosporiaceae-g__




Anexo 4. Géneros bacterianos potencialmente fitopatdgenos presentes en los suelos de cada
zona agroproductiva por fase de crecimiento de la quinua (.S: pre-siembra, .L: fase

lechosa, .C: pre-cosecha).

Zona Norte

Sus
Sul
Su.C
Ch.8
ChL

Ch.C

0% 0,75 % 15% 2,25 % 3%
Zona Central

CaP.S

CaPL

CaP.C

CaS.S

CaS.L

Cas.C 1
Pa.S
Pa.C

0% 0,75 % 15% 225% 3%

Zona Sur

IrR.S
IrR.C
IrS.S
I'S.L
IrS.C
SaPS
SaPC
SaS.S
SaS.C

0% 0,75 % 15% 225% 3%

[l Sphingomonas M Agrobacterium M Pseudomonas || Janthinobacterium [l Erwinia M Streptomyces [ Arthrobacter Ml Nocardia



Anexo 5. Indices de diversidad alfa de las 30 muestras procesadas.

Localidad shannon PD_whole_tree chaol observed_otus
Cafiaviri P 12,07 806,22 26278,57 17609
Irpani P 12,07 781,38 21579,11 16851

Saitoco bajo FL 6,85 26,26 956,11 136

Irpani_alto FL 11,71 691,09 26864,95 16319
Cafiaviri_bajo FL 11,78 764,06 24691,93 17284
Saitoco P 11,93 611,83 17504,87 11664
Laja P 11,59 609,15 19966,67 12542
Laja FL 11,87 618,92 21598,43 12916
Choquenaira FL. 11,67 538,94 19241,26 11077
Patacamaya PC 12,37 842,62 25534,56 17278
Cafiaviri_bajo_PC 11,70 732,60 27246,95 16661
Cafiaviri_alto PC 11,91 725,11 25060,60 15532
Laja PC 12,16 755,97 28857,61 16890
Choquenaira PC 11,69 701,47 26193,47 15676
Saitoco_bajo PC 11,36 520,58 16768,43 10755
Irpani_alto PC 12,01 641,16 23524,68 14394
Saitoco_alto PC 11,67 624,09 18756,89 13252
Irpani_bajo PC 12,05 650,18 23857,46 14374
Saitoco_alto PS 11,34 543,07 19861,79 11248
Irpani_alto PS 11,91 759,24 20785,74 15234
Saitoco_bajo PS 11,96 797,45 25017,06 16999
Irpani_bajo PS 12,22 800,80 27446,81 18428
Cafiaviri_alto PS 11,29 706,65 21632,66 14734
Laja PS 9,51 545,95 17974,25 12331
Cafiaviri_bajo PS 11,94 778,55 28959.,44 17081
Patacamaya PS 11,46 705,36 25182,29 15496
Choquenaira_PS 11,81 750,47 23550,50 16157
Patacamaya P 11,59 692,76 25008,42 15566
Choquenaira P 12,03 732,84 20492,60 14526

Cafiaviri_alto FL 11,94 750,99 25861,55 17140




Anexo 6. Graficas PCoA para los datos obtenidos por Unweighted Unifrac, (A) por el tipo de
suelo, (B) por fase de desarrollo de la quinua y (C) por zona agroproductiva. Se indican los

porcentajes de variacion de las 3 coordenadas principales.
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