CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO
DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIAY BIOINGENIERIA

“Efecto de cambios en la cobertura vegetal en la diversidad

microbiana en suelos de la Sierra Juarez, Oaxaca”

Tesis que presenta:

M. en C. Viviana Rodriguez Rivera

Para obtener el grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS
EN LA ESPECIALIDAD DE BIOTECNOLOGIA

Director de tesis:

Dr. Luc Julien Jerome Dendooven

Ciudad de México Noviembre, 2022



AGRADECIMIENTOS

= CONACYyT: por la beca otorgada para obtener el grado de doctora en ciencias
en la especialidad en biotecnologia, con nimero de becario 455080 y CVU
344862.

= CINVESTAV-Zacatenco: por permitir realizar este trabajo en el Laboratorio de
Ecologia de Suelos del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria, bajo la
direccién del Dr. Luc Dendooven, Dra. Yendi E. Navarro Noya por todo su apoyo

y paciencia para lograr este trabajo.

= Dr. Frédéric Thalasso Siret, Dr. Rodolfo Marsch Moreno y el Dr. Cesar

Valenzuela Encinas por forma parte de este comité.

= Dr. Marco luna y la Tecnico Blanquita E. Ramirez por todo su apoyo y consejo

durante estos afnos.

= A mis compafieros de laboratorio, de cada uno se aprende algo.

» Erick Solis, Erick Alvarez, Anahi Butron, gracias por su trabajo.



DEDICATORIA

A mi hija por todo su amor y paciencia

A mi familia por su apoyo incondicional



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...t e e e e eeenees I
DEDICATORIA ..ttt e e e e e et e e e e e e e eeeeenes I
INDICE ...ttt ettt 1]
INDICE DE FIGURAS . ...ttt Vv
INDICE DE TABLAS ..ottt VIiI
RESUMEN ...t e e e e eeeees IX
AB ST RACT et X
1. INTRODUCCION ..ottt 1
1.1. Historia de cambio de uso de suelo y cobertura vegetal de bosques
TEIMPIATOS ... 1
1.2. Cobertura vegetal y su degradacion por cambio de uso de suelo ...... 4
1.3. Suelo y su relacién con el microbiota en ecosistemas forestales ....... 5
1.4. Historia agricola, uso local y manejo forestal comunitario en el area
08 ESTUTIO ..ttt 7
2. JUSTIFICACION. ...t 10
3. OBUJETIVOS. ..o e 11
3.1 ODbjetivo general.........ooooooiiii i 11
3.2. Objetivos partiCulares. ... 11
4 METODOLOGIA ..ottt 12
4.1. Descripcion del area de eStudio ...........eeevieeiiiiiiiiiiiiiiee e 12
4.2. MUESEIEO0 dE SUEIO.......eieiiiiiiiiee e 14
4.3. Caracterizacion fisicoquimica de los suelos ............ccccoeeeeeeeeeeeee. 17
4.4, Activacion biologica de los suelos colectados ...........vvvveeeeieiiiiiinnnnns 18
4.5. Extraccion de DNA metagenOmiCO.......ccoeeveeeeeeeeieeeeeeeeeeee e 19
4.6. Amplificacion del gen 16S rRNA .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeiieeeeeeenennnnns 20
4.7. Amplificacion del gen 18S rRNA EUCAriota...........ccceeevevviiieeeneeeennns 21



4.8. Construccion de libreria para secuenciacion...............c..cccoeuvveeeeeenn.. 22

4.9. Andlisis de secuencias para genes 16S rRNA bacteria y 18S rRNA

2T (o= Lo - HN TP P PP PP PP PPPPPPPPPPPPPP 22
4.10.  Analisis estadistico del gen 16S bacteria y 18S eucariotas.............. 24
4.11. Diversidad de SPECIES ......ccceei i 25
5. RESULTADOS ..o e e 27
5.1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo en los sitios de estudio ...... 27
5.2. Obtencién de secuencias y diversidad alfa en bacterias .................. 27
5.3. Estructura de la comunidad bacteriana .............ccccoeeeeeeeeieeeee e, 31
5.4. Asignacion taxondmica y abundancia del gen 18s rRNA eucariota .. 36
5.5. Estructura de la comunidad eucariota ..............ccuvveeeeeeenniiiiiiiiieneenn. 36
5.6. Diversidad alfa y beta en gen 18 eucariota.............cccceeeeeeeeeieennnnnnnnn. 44
5.7. Efecto de variables ambientales en abundancia y riqueza. .............. 47
6. DISCUSION ...oviiiiiiiieieieieeee ettt 52
6.1. Caracteristicas del suelo en los sitios de estudio ..............cccccuveeeee. 52
6.2. Diversidad Alfa y beta de la comunidad de bacterias y eucariotas ... 54
6.3. Estructura de la comunidad bacteriana y eucariota.......................... 55
7. CONCLUSIONES ... e 61
8. REFERENCIAS ..o 62
9. ANEXOS . 71
9.1. Soluciones para extracCion de DNA ...........ccceeiiiiiiiiiiiieeee e 71
9.2. Portada del ArtiCUlO............coeiiiiiiiiiiiiee e 74



1. INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Localizacion de area de estudio y sitios de muestreo..............ccc.uue.... 14

Figura 2. Esquema de muestreo de suelo para analisis fisicoquimico y molecular

de cada tratamieNTO. ......cooeeee e 16
Figura 3. Sitios de muestreo en cada tratamiento. .............cccoevvviiieieeeeeeceviiinnnnn. 17
Figura 4. Microcosmos para la activacion de Suelo. ..........ccccceeviiiiiiiiiiiiieennnne 18

Figura 5. Curvas de rarefaccion con nimero de secuencias versus numero de
OTUs en cada uno de los tratamientos y su altitud. ...............cccccvvinnnnnnnnnns 29
Figura 6. Diversidad Btotal en cada tratamiento para 16S la seccién gris (Brepl) de
cada barra indica el remplazo de especies, mientras que la seccion blanca
(Brich) indica las diferencias en riqueza, donde Ag: agricultura, Cc: matarrasa,
UL: uso local, Vg vegetacion natural..............c..eeeeeeiiiiiiiiiiiiieee e 30
Figura 7. Andlisis de la cobertura de la muestra a partir del nimero de OTUs
encontradas en cuatro tratamientos. Las bandas corresponden al intervalo de
confianza del 95%. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul uso local y Vg
VEgetacioN NALUNAL ...........uciiiii i e e e 30
Figura 8. Mapa de calor con la abundancia relativa (a) de los filos bacterianos y
(b) de los 50 géneros mas abundantes en los tratamientos de agricultura
(Arable), matarrasa (Cleared), uso local (Sustainable), vegetacion natural
(Natural) Y @ltitud. ......cooeeeieeeecee e e e e e aaeees 32
Figura 9. Diagrama de volcan donde cada punto representa un grupo taxonémico
de bacterias a nivel de (a) filo) y (b) género con tamafio de efecto en el gje X,
muestra el logaritmo base 2 (log2) de la relacion entre los diversos
tratamientos respecto a la significancia estadistica (log2 del valor de p
corregido por Benjamini-Hochberg). Linea de color continua sefiala la
significancia p<0.05, mientras las lineas discontinuas grises horizontales y
verticales el limite para el efecto del tamafio. .............cccoevvvvvviiiiiiiiiiic, 34
Figura 10. Analisis de componentes principales (a) con filos bacterianos, (b)
géneros bacterianos asignados a suelo agricola parte alta (), parte media
(0) parte baja (), matarrasa parte alta (), matarrasa parte media (@) y
matarrasa parte baja (A), vegetacion parte alta(lll) vegetacion parte media

(@) vegetacion parte baja(A).. .......ueeeeiieeeiiiie e 35



Figura 11. Namero total de secuencias y promedio de OTUs obtenidas para 18S
POr MUESEIa Y tratamMi€NTO. ... .ueeeeeeeeiiiiiiiieiieiie et 36
Figura 12. Abundancia relativa de ordenes en eucariotas en cada punto de
muestreo de los diversos tratamientos analizados.................ccevvviiiinininnnn. 38
Figura 13. Abundancia relativa promedio de érdenes en eucariotas de los diversos
tratamientos analizados. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul: uso local y Vg:
VegetaCiON NALUNAL ........ooiiiiiiiiiie e 39
Figura 14. Logaritmo de la abundancia relativa a nivel de filo de los diversos
tratamientos analizados. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul: uso local, VQ:

vegetacion natural con un p nivel de significancia del analisis de Kruskal-

Figura 15. Mapa de calor basado en el valor relativo de la abundancia de 6rdenes
de eucariota (en filas) de los tratamientos analizados (en columnas). Ag:
agricultura, Cc: matarrada, Ul: uso local, Vg: vegetacién natural). El color azul
osculo significa el valor minimo y aumenta hacia el color rojo. ................... 42

Figura 16. Andlisis de componentes principales (ACP) a partir de abundancias a
nivel de filo (a) y 6rdenes (B) en los tratamientos. .........cccoeeeeeeiiiiiiiiieeneeennn, 43

Figura 17. Numero efectivo de OTUs entre tratamientos (grupos) basados en el
numero de Hill, incluidos los analisis post-hoc por pares. ...........ccccvveeeeenn.. 44

Figura 18. Curvas de interpolacion (rarefaccién)/extrapolacion de la diversidad de
especies en los cuatro tratamientos, con base en los numeros de Hill: a) g=0:
riqueza (numero efectivo de especies), b) g=1: exponente de la diversidad
Shannon, c) g=2: inverso del indice de diversidad de Simpson. Las bandas
corresponden al intervalo de confianza al 95%. Donde: Ag: agricultura, Cc:
matarrasa, Ul: uso local y Vg: vegetacion natural. ..............ccccvvvvvvvvnnnninnnnn. 45

Figura 19. Andlisis de la cobertura de la muestra a partir del nimero de OTUs
encontradas en cuatro tratamientos. Las bandas corresponden al intervalo de
confianza del 95%. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul: uso local y Vg:
vegetacion NALUral. ..........ooviiiiiie 46

Figura 20. Diversidad Btotal de cada tratamiento para 18S la seccion gris (Brepl)
de cada barra indica el remplazo de especies, mientras que la seccion blanca
(Brich) indica las diferencias en riqueza. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul:

uso local y Vg: vegetacion NAtural. ...............eeeeeeeemmeemememeeeeeeeeeeennnnnnnnennnnnnne. 47

Vi



Figura 21. Mapa de calor de Kendall entre variables ambientales y la abundancia
de los tratamientos a nivel de filo * y ** nivel de significancia a p<0.05y p<0.01,
FESPECTIVAMENTE. ...ttt nnnnnes 48

Figura 22. Correlaciones de Spearman entre las variables ambientales y la
riqueza a nivel de 6rdenes de los tratamientos. *nivel de significancia p<0.05.

Figura 23. Andlisis de correspondencia candnica a nivel de filo para tratamientos
y puntos de muestreo y su asociacion con variables ambientales (flechas) que
tienen efecto en la diversidad de filos (circulos negros). La longitud de las
flechas describe la importancia relativa de cada variable analizada y la

direccion de la fecha indica la correlacion entre variables...........cccccovvenn.... 51

Vi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Condiciones de la PCR parala amplificacion del gen 16S rRNA de
o T 101 (= = L3 20

Tabla 2. Condiciones de la PCR para amplificacion del gen 18S rRNA eucariota.

Tabla 3. Caracteristicas promedio del suelo analizado en los cuatro tratamientos
08 ESTUAIO. .o 28

Tabla 4. Diversidad alfa con valores de g= 0 riqueza de especies, g=1 exponencial
de indice de Shannon, g=2 el inverso del indice de Simpson o especies

dominantes en [0S SUEIOS dE EStUIO. .....vvenieeeeeeeee et 29

Vil



RESUMEN

Los bosques templados de la Sierra Juarez en el estado de Oaxaca tienen un uso
histérico de aprovechamiento local, construccion y en las Ultimas siete décadas
para el aprovechamiento forestal. Estas actividades afectan las propiedades
fisicas y quimicas de los suelos, inducidos por la intensidad de cambio de uso de
suelo y cobertura vegetal, también generan cambios en las comunidades
microbianas, creando una sinergia de cambios en las comunidades de especies
asociadas.

En este trabajo se evalud el efecto del cambio en la estructura y cobertura vegetal
en las propiedades del suelo y en la diversidad microbiana y eucariota para ello
se seleccionaron cuatro tratamientos bajo condiciones de manejo diferentes
(matarrasa en franja, uso local, agricultura y vegetacion conservada). A las cuales
se les analizaron propiedades fisicoquimicas como textura, capacidad de
retenciéon de agua (CRA), conductividad eléctrica (CE), nitrégeno total, carbono
organico total (TOC). Adicionalmente, se analizé la abundancia y diversidad de
bacterias y eucariotas utilizando secuencias de 16S y 18S ARN, respectivamente.
La abundancia en 16S mostré un nimero promedio de OTUs Unicos de 1268.3 +
734.8, ademés se encontré un total de 19 filos, 53 clases, 66 ordenes y 122
familias repartidas en 179 géneros, mientras que para 18S el nimero promedio
de OTUs fue de 166.9 + 119.2, donde se encontraron 19 filos, 53 clases, 95
6rdenes y 126 familias repartidas en 159 géneros. En 16S los tres 6rdenes con
mayor abundancia relativa fueron Actinomycetales (16.5%), Oceanospirillales (9.5
%) y Acidobacteriales (8.6%), mientras que a nivel de filo fueron Proteobacteria
(38.5%), Actinobacteria (19.6%) y Acidobacteria (17.1%). En cambio, en 18S, se
encontré que en la comunidad eucariota domino el reino Fungi (99%), en donde
los filos Ascomycota (48.7%), Basidiomycota (48%) y Mucoromycota (1.5%)
fueron los mas abundantes. Tanto en 16S como 18S, el analisis multivariado
agrup6 y separo los grupos taxonémicos a nivel de los tratamientos de estudio,
donde agricultura y matarrasa mostraron mayor asociacibn y una menor
asociacion a uso local. La riqueza efectiva de especies (q=0) de bacterias fue
mayor en agricultura (362), seguida de matarrasa en franja (355) y vegetacion
natural (309), y la mas baja fue uso local (286), con una completitud satisfactoria
por arriba de 0.88 en todos los tratamientos. 18S mostré un patron similar en
diversidad, donde agricultura (391) mostré la mayor riqueza de especies (q=0),
seguida de uso local (294) y matarrasa (245), y la mas baja fue vegetacion natural.
La diversidad beta tanto en 16S y en 18S es explicada por el reemplazo de
especies (Brepl) y por diferencias en riqueza (Brich) varié en cada tratamiento. Se
concluye que las actividades intensas como la agricultura y matarrasa en franja
afectan directa e indirectamente a las propiedades fisicas y quimicas del suelo, y
genera cambios en la abundancia y diversidad del microbiota. Se recomienda
estrategias de retencion de vegetacion y mantillo para lograr una conservacion no
solo de las propiedades del suelo, sino también del microbiota asociada.



ABSTRACT

The temperate forest of the Sierra Juarez in the state of Oaxaca. It has a historical
use for local harvesting, construction and in the last seven decades for forestry.
These activities affect the physical and chemical properties of soils, induced by the
intensity of land use and vegetation cover change, and also generate changes in
microbial communities, creating a synergy of changes in the communities of
associated species.

In this work, the effect of changes in vegetation structure and cover on soail
properties and on microbial and eukaryotic diversity was evaluated in four
treatments under different management conditions (strip-tillage, local use,
agriculture and conserved vegetation). Physicochemical properties were analysed
for texture, water holding capacity (WRC), electrical conductivity (EC), total
nitrogen, total organic carbon (TOC). Additionally, the abundance and diversity of
bacteria and eukaryotes were analysed using 16s and 18s RNA sequences.

The abundance in 16S showed an average number of unique OTUs of 1268.3 +
734.8, and a total of 19 phyla, 53 classes, 66 orders, and 122 families distributed
in 179 genera, while for 18S the average number of OTUs was 166.9 + 119.2,
where 19 phyla, 53 classes, 95 orders, and 126 families distributed in 159 genera
were found. In 16S the three orders with the highest relative abundance were
Actinomycetales (16.5%), Oceanospirillales (9.5%) and Acidobacteriales (8.6%),
while at the phylum level they were Proteobacteria (38.5%), Actinobacteria (19.6%)
and Acidobacteria (17.1%). In contrast, in 18S, the eukaryotic community was
dominated by the Fungi kingdom (99%), where the phyla Ascomycota (48.7%),
Basidiomycota (48%) and Mucoromycota (1.5%) were the most abundant. In both
16S and 18S, multivariate analysis grouped and separated the taxonomic groups
at the level of the study treatments, where agriculture and land clearing showed a
greater association and a lower association with local use. In diversity, the effective
species richness (g=0) with 16S was highest in agriculture (362), followed by
swidden (355) and natural vegetation (309), and the lowest was local use (286),
with a satisfactory completeness above 0.88 in all treatments. 18S showed a
similar pattern in diversity, where agriculture (391) showed the highest species
richness (g=0), followed by local use (294) and strip-kill (245), and the lowest was
natural vegetation. In beta diversity, both in 16S and in 18S the variation explained
by species replacement (Brepl) and by differences in richness (Brich) varied in each
treatment. It is concluded that intense activities such as agriculture and strip
logging directly and indirectly affect soil physical and chemical properties and
generate changes in the abundance and diversity of the microbiota. Vegetation
and mulch retention strategies are recommended to achieve conservation not only
of soil properties, but also of the associated microbiota.



1. INTRODUCCION

1.1. Historia de cambio de uso de suelo y cobertura vegetal de bosques
templados

El aprovechamiento para uso local y manejo forestal no son consideradas actividades
de cambio de uso suelo ni deforestacion de acuerdo con la FAO (2004). Sin embargo,
ambas actividades afectan la estructura y cobertura vegetal de los bosques. A nivel
mundial las actividades humanas han presentado transformaciones en los bosques
templados, por lo que los cambios han sido significativos en su cobertura, estructura y
diversidad (Richardson et al., 2007). En México los bosques tienen una larga historia de
uso y aprovechamiento debido a cambio de uso de suelo (e.g. agricultura, ganaderia,
asentamientos humanos) y cambio en la estructura y cobertura vegetal debido a
actividades productivas (e.g. manejo forestal, plantaciones y uso local) que han
generado cambios significativos en los factores biéticos y condiciones abidticas en los
ecosistemas, particularmente en el bosque templado (Challerger, 1998; Clark-Tapia et
al., 2018, Aquino-Vazquez et al., 2021).

De manera particular, en la Sierra Juéarez, distrito de Ixtlan localizada al sur de México
en el estado de Oaxaca, los bosques templados de esa regién han sido utilizados por
los pueblos originarios durante siglos para uso local, agricultura, y en las ultimas siete
décadas para actividades de aprovechamiento forestal (Clark-Tapia, 2018, Aquino-
Vazquez et al., 2021). Durante los ultimos 50 afios en la comunidad de la Sierra Juarez
cambio la organizacién social y la politica forestal a partir de la transicion de un manejo
forestal de propiedad privada a un manejo forestal comunitario (Bray et al., 2007;
Ramos-Morales y Clark-Tapia, 2018; Aquino-Vazquez et al., 2020). Este cambio, inicid
en los afos 80 con la cancelacién de la concesion de aprovechamiento forestal otorgado
a la empresa Féabricas de Papel Tuxtepec (FAPATUX). Estos acontecimientos
favorecieron a que en la region se presentara un abandono de la actividad agricola con
un consecuente cambio en la estructura y composicion vegetal de los bosques (Aquino-
Vazquez et al.,2021).

Se ha reportado que las actividades de uso local, ganaderia y aprovechamiento forestal

no solo afectan la abundancia y presencia de las especies, sino que también generan



cambios en la estructura y funcion de los ecosistemas (Child 2004, Rios-Altamirano et
al., 2018; Clark-Tapia et al., 2018). Recientemente, se reportd para la Sierra Juarez que
el uso local, la agricultura o la conversion de un area de bosque por manejo forestal
generan cambios en la abundancia y diversidad de especies vegetales (Jiménez et al.,
2016; Clark-Tapia et al.,2018), vertebrados (Luna-Krauletz et al., 2018), insectos
(Rodriguez-Rivera et al., 2017; Aguirre-Hidalgo et al., 2018), y afecta la variacion y
estructura genética de especies forestales (e.g. Gorgonio- Ramirez et al., 2018). Otros
trabajos realizados en bosque de pino-encino han reportado una reduccion en la
diversidad en bacterias debido al cambio de uso de suelo (e.g. Mufioz-Arenas et al.,
2020). Ademas, tiene efectos en las propiedades fisicas y quimicas de los suelos
(Saynes et al.,, 2012;), creando una sinergia de cambios en las comunidades de

especies asociadas.

El uso de los recursos del bosque por el hombre es una practica de explotacién antigua,
y su intensidad de uso esta vinculada con el desarrollo de la sociedades y necesidades
de mercado local, regional o internacional los bosques pueden ser vistos como fuentes
de energia y madera siendo en este caso necesario degradar o destruir las areas
forestales debido a esto las sociedades, independientemente de la época y lugar, han

ido generando criterios para el uso de los recursos naturales (Richardson et al., 2007).

Por ejemplo, el uso local de los bosques en Sierra Juarez tiene una larga historia de
interaccion humana para la obtencién de bienes y servicios que ha sido documentada
desde hace 400 afios (Morales y Clark, 2018; Clark-Tapia et al., 2018; Aquino-Véazquez
et al., 2021), destacando la obtencién de lefia para el hogar, construccion, produccion
de carb6on o comercio, aspectos que han modificado la estructura y diversidad del

bosque (Clark-Tapia et al., 2018; Gorgonio-Ramirez et al., 2018).

No obstante, que la actividad agricola, es importante para la auto subsistencia de las
comunidades en México, en las Ultimas décadas esta actividad ha tenido una serie de
transformaciones, impulsada por el Estado. El impacto varia en funciéon del ambito
territorial en el que influyen aspectos culturales, nivel de organizacion y actividades
economicas (Aquino-Vazquez et al.,2021). De manera particular, en la Sierra Juarez se
ha dado un decremento de la actividad agricola en los ultimos 40 afios, debido al auge
de la actividad el aprovechamiento forestal (Clark-Tapia et al., 2018). No obstante, se

debe mencionar que debido a la actividad agricola practicada desde el siglo XVIl y hasta



la actualidad generd una fragmentacion de los bosques, pérdida de la cubierta forestal
y erosion del suelo. Actualmente, la practica de saberes locales asociados a la
agricultura que se realiza desde hace mas de 500 afios en la comunidad de Ixtlan de
Juarez ha facilitado la permanencia de parcelas con cultivos mixtos que se usan para

consumo familiar (Aquino- Vazquez et al., 2021).

Por otro lado, el aprovechamiento de los bosques en México a través del manejo forestal
(MF) surgié como una necesidad de ordenar los bosques con la finalidad de disminuir
los impactos antropicos y buscar alternativas de sostener a las especies forestales de
interés comercial de las cuales se obtiene materia prima. De este modo el MF
comprende las acciones encaminadas al aprovechamiento de los recursos forestales de
manera ordenada, sin comprometer la provision de bienes y servicios para generaciones
futuras, por lo que no es considerado un promotor de deforestacién y cambio de uso de
suelo. Hoy por hoy el reto del MF es la gestion y utilizacién de los bosques con una
intensidad tal que se conserve su diversidad biol6gica, productividad y sistemas socio
ecoldgicos (funciones ecoldgicas, econémicas y sociales). No obstante, las practicas
silvicolas actuales, optan por sistemas de matarrasa en franja, arboles padres o cortas
de proteccién encaminada a transformar secciones de bosque en rodales coetaneos, es
decir monocultivos de pino, descartando especies asociadas, entre ellas encinos
(PRONAFOR, 2013-2018; Clark-Tapia et al., 2018).

En cualquier ecosistema terrestre, el suelo es un recurso natural no renovable, que se
describe como un sistema dinamico que ejerce diversas funciones como: “soporte
biol6gico de ecosistemas terrestres”, siendo parte fundamental en los ciclos del carbono,
azufre, nitrégeno, fésforo, ademéas actia como filtro y amortiguador reteniendo
sustancias, con lo cual protege las aguas subterraneas y superficiales contra la

penetracion de agentes nocivos (CONAFOR, 2015).

No obstante, el suelo es altamente susceptible a sufrir degradacion con las actividades
de manejo forestal, de acuerdo con Gayoso y Alarcén (1999) y debe ser protegido para
mantener sus propiedades, asi como sus funciones a largo plazo y poder garantizar una
silvicultura sustentable. De este modo es conocido que el funcionamiento, la estabilidad
y la productividad de los ecosistemas terrestres dependen en gran medida de la riqueza,
su diversidad y la estructura de las poblaciones vegetales. Ademas, el que algunas

especies de plantas puedan o no desarrollar una cubierta adecuada depende de las



interacciones que se produzcan con el microbiota en el suelo, y disponibilidad de
nutrientes (Thompson et al., 2015; Negrete-Yankelevich et al., 2020).

1.2. Cobertura vegetal y su degradacién por cambio de uso de suelo

El suelo, al igual que el clima, es un sistema dinamico que desempefia un rol importante
en el desarrollo del ecosistema forestal, no so6lo provee soporte fisico, sino que es un
medio para el desarrollo de fauna y flora que influye en la calidad de un sitio, en la tasa
del crecimiento del bosque, la calidad de la madera y un recurso ambiental vital del ciclo
del agua, energia y nutrientes (Gayoso y Alarcén, 1999; Binkley y Fisher, 2012). El suelo
esta conformado por diferentes materiales de origen organico y mineral, por lo que es
un componente ambiental de caracter no renovable en términos de la escala temporal
humana (CONAFOR, 2009) y puede experimentar cambios temporales o permanentes

inducidos por la intensidad de cambio de uso de suelo y cobertura vegetal.

Diversos estudios han documentado que las actividades de cambio de uso de suelo y
la cobertura vegetal modifican la calidad y diversidad de los suelos, como un primer
efecto directo la afinidad de las propiedades fisicas y en un segundo efecto de manera
indirecta las propiedades quimicas; modificando las aportaciones de nutrientes
provenientes de la descomposicion de la materia organica generada en el proceso de
la degradacion y humidificacion del mantillo (Salas, 1987; Park y Min, 2003; Certini,
2005; Acosta-Martinez et al., 2007; Saynes et al., 2012). Asi también, en la agricultura
y aprovechamiento silvicola pueden tener consecuencias ecolégicas en los ecosistemas
forestales, mostrando efectos negativos en el almacenamiento y disponibilidad de
nutrientes, los cuales pueden afectar las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas de
los suelos (Duefiez-Alanis et al., 2006; Saynes et al., 2012). En estos términos, las
practicas agricolas y un aprovechamiento silvicola inadecuados, donde no se considera
el clima y la topografia, puede generar procesos severos de degradacion en suelo
(Rodriguez-Rivera et al., 2018).

A pesar de que el suelo es el principal sostén del bosque es uno de los recursos que ha
sido subestimado por la falta de atencion y regulacion, lo cual se ve reflejado en los altos
niveles de perdida y degradacion de suelos. La modificacion y/o disminucion de la

cubierta vegetal ocasiona erosién, compactacion, deslizamiento y como consecuencia



un efecto en los servicios ecosistémicos y la abundancia de las especies (Villanueva-
Jiménez et al., 2006).

Los cambios de uso de suelo como la agricultura de conservacion suelen tener efectos
menos evidentes en la estructura bacteriana, sin embargo, si presentan variaciones en
la riqueza y abundancia de los microorganismos, los cuales son influenciados por las
caracteristicas de contenido de agua y las concentraciones de NOs (Romero-Salas et
al., 2021). De igual forma, se ha evidenciado que la actividad agricola impacta sobre las
comunidades microbianas del suelo, cambiado su estructura, la riqueza y la abundancia
de las especies, e incluso afectar su nicho ecolégico y su participacién en los ciclos
biogeoquimicos (Chaudhry et al., 2012; Wagg et al., 2014; Zhang et al., 2016; Schloter
et al., 2018).

1.3. Suelo y su relaciéon con el microbiota en ecosistemas forestales

Los suelos forestales son ecosistemas con una gran variedad de organismos, asi como
de interacciones planta-microorganismo suelo, las cuales son determinantes para la
estructura y funcionamiento del ecosistema. Sin embargo, se ha documentado que los
cambios en las propiedades fisicas y quimicas del suelo promueven modificaciones en
las comunidades bacterianas y eucaridticas presentes en el mismo (Fracetto et al.,
2013) que afecta la funcionalidad del ecosistema (Anderson y Cairney, 2004; Bridge y
Spooner, 2001; Thorn, 1997). Aun cuando el estudio de la diversidad e interacciones de
bacterias y eucariotas a nivel comunitario es complejo debido a que la ocurrencia y
abundancia de esos taxa se ve reflejado por cambios en la funcién y estructura de una

comunidad como un efecto de las perturbaciones naturales o antrépicas.

Actualmente, el estudio de la composicion y diversidad de bacterias y eucariotas en
suelo por medio de técnicas de extraccion de DNA y amplificacién de genes 16Sy 18S
ha permitido evaluar la diversidad de estos grupos taxonémicos y resaltar su funcion
como importantes indicadores ecolégicos para la salud, sostenibilidad y vulnerabilidad
de un ecosistema (Bisker et al., 2020). Adicionalmente, el estudio de 16S y 18S apoyado
en indices de diversidad ecolégica (diversidad alfa y beta) ha facilitado las
comparaciones espaciales y temporales entre tipos de suelos y/o tratamientos, dando
una mayor evaluacion de efectos de los cambios a corto o largo plazo dentro de una

comunidad, brindando asi mejores estrategias de conservacion (Gruyter et al., 2020).



Lo anterior es fundamental ya que es conocido que el funcionamiento, la estabilidad y
la productividad de los ecosistemas terrestres depende en gran medida a la riqueza,
diversidad y la estructura de las poblaciones vegetales (Acosta-Martinez et al., 2007,
Zhang et al., 2013). Por otra parte, la presencia de un tipo de cubierta vegetal en el suelo
genera diferentes interacciones entre las distintas especies presentes, las cuales tienen
implicaciones en la funcionalidad del ecosistema. Diversos estudios sugieren una
interaccion entre las propiedades del suelo y la composicion de la estructura microbiana
(e.g. Zhang et al., 2013; Chavez-Vergara et al., 2016, Enriquez-Veladzquez et al., 2017).
En este contexto, se ha planteado que la resiliencia del suelo esta regida por las
caracteristicas fisicas y quimicas del mismo, las cuales a su vez afectan la estructura y
funcionalidad del microbioma presente en el suelo (Chavez-Vergara et al.,, 2016,

Enriquez-Velazquez et al., 2017).

Por ejemplo, en los bosques la degradacion de la materia organica, el ciclo de nutrientes
y la descomposicion de xenobiébticos debido al cambio de uso de suelo, pueden usarse
para indicar variaciones en la calidad del suelo y con ello comprender el funcionamiento
del ecosistema (Acosta-Martinez et al., 2007). De este modo la composicion quimica de
la hojarasca, como del sustrato inicial y algunos componentes quimicos especificos
liberados en el suelo a través de la descomposicion de la hojarasca, juegan un papel
importante en la distribucién de la composicién de la comunidad microbiana (Bray et al.,
2012; Prescott y Grayston, 2013). Caracteristicas como el pH funcionan como
reguladores de la composicion bacteriana mientras que la composicion de las
comunidades fungicas esta estrechamente asociada a cambios en el estado nutrimental
del suelo (Marscherner et al., 2004), Se ha documentado que los hongos son mas
sensibles a los cambios en el uso del suelo y la vegetacibn dominante debido a

interacciones simbidticas con sus raices (Dang et al., 2018).

Por ejemplo, la sinergia o simbiosis en el suelo entre plantas y microbioma del suelo es
fundamental en ecosistemas degradados donde existe escasez de nutrientes minerales.
Por un lado, los microorganismos del suelo transforman sustratos organicos y liberan
elementos minerales que influyen en el crecimiento de las plantas durante la sucesion
secundaria, pero a su vez, las plantas importan carbono (C) y nitrogeno (N) al
subsistema del suelo en forma de hojarasca y exudados de raices, que son utilizados y
transformados por las comunidades del suelo. A su vez la diversidad de

microorganismos en el suelo puede mejorar el desarrollo vegetal debido a la presencia



de bacterias que estan involucradas en la fijacién de nitrégeno, oxidacién de amonio, y
como control bioldgico de organismos patégenos (Enriquez-Veladzquez et al., 2017).

Es por ello, que se debe poner especial énfasis y evaluar los procesos de cambios y
cobertura vegetal en el suelo. Particularmente porque se ha demostrado que dichos
cambios pueden tener efectos a nivel espacial y temporal en la abundancia, diversidad
y rigueza de las comunidades bacterianas y eucariotas (Liu et al., 2018; Priha et al.,
2001; Zhang et al., 2016).

1.4. Historia agricola, uso local y manejo forestal comunitario en el area de

estudio

Ixtlan de Juarez es una comunidad con ascendencia zapoteca y cabecera del Distrito
de Ixtlan de Juarez en la Sierra Juarez. Esta comunidad es reconocida a nivel
internacional por la conservacion sustentable de sus recursos forestales (Bray et al.,
2007). En la region, y en particular en la comunidad se tiene evidencia de practicas
agricolas de milpas de maiz y frijol, y extraccion de madera para uso local desde época
prehispanica, periodo durante el cual se implementaba la tumba-roza-quema con
agricultura de rotacion (milpa) durante un periodo de tiempo limitado. A partir del siglo
XVII con la llegada de los esparioles, se cambia e intensifica la agricultura de milpa a
terrenos permanentes y se inserta al maiz y frijol, los cultivos de trigo y café, asi como
la ganaderia, con un incremento en la fragmentacion y pérdida de hébitat (Aquino-
Vazquez et al., 2021). A partir de los afios 60s, la actividad agricola comenzé a decrecer
paulatinamente con una recuperacidon subsecuente de la cobertura vegetal.
Actualmente, se practica una agricultura de milpa cuya produccion se destina al
consumo domeéstico. En la actualidad, en la comunidad solo se utiliza menos del 30%
de los terrenos agricolas originales, con cultivos de milpa donde se siembra maiz
acompafado con calabaza, frijol o haba, y solo se obtiene una cosecha anual, con una

produccion promedio de cerca de 1 t/ha (Aquino-Vazquez et al., 2021).

Por otro lado, en Ixtlan de Juéarez la actividad de uso local de los bosques templados
tiene una larga historia de aprovechamiento, particularmente para lefia y construccion o
cubrir las necesidades de pequefios aserraderos actividad que ha decrecido en las
Ultimas décadas debido al uso de gas, y a que la madera para construccion de obtiene

de las &reas manejadas (Bretado-Velazquez et al., 2018; Aquino-Vazquez et al., 2021).



En cambio, el manejo forestal es de historia mas reciente. En la comunidad empez6 a
partir de los afios 40s, cuando se instalan pequefios aserraderos privados que operan
hasta 1956, tiempo en que inicié la concesion otorgada a Fapatux (Ramos-Morales y
Clark-Tapia, 2018).

De manera general, el uso local y aprovechamiento hasta medianos del siglo XX fue de
seleccion de arboles con base en las necesidades locales y para cubrir los pequefios
aserraderos. Sin embargo, a partir de la concesion forestal otorgada a la FAPATUX, se
pasé del sistema Método Mexicano de Ordenacién de Montes (MMOM). Este se basa
en cortas de seleccion y extraccion de los mejores arboles (altura y didmetro), con
minimo control del dafio ocasionado a especies asociadas en el derribo, y donde la
recuperacion del bosque se daba por especies de bajo interés comercial (Hernandez-
Diaz et al., 2008; Bretado-Veladzquez et al., 2018). En 1970 se observé que los bosques
de segundo crecimiento (recuperados después de una extraccion o de disturbios)
mostraban estructuras regulares o semirregulares, por lo que se impulsé una silvicultura
de manera intensiva conocida como el Método de Desarrollo Silvicola (MDS) donde se
aplico principalmente métodos de &rboles padre, cortas de liberacion y aclareos con la
finalidad de llevar a los bosques a un sistema coetaneo regular (Hernandez, 2007;
Bretado-Veladzquez et al., 2018).

El MDS es un método intensivo que busca transformar bosques irregulares en bosques
regulares al final del turno, para asegurar una produccion sostenida. Este método aplicé
diversos tratamientos como cortas de liberacion, aclareos, preclareos, podas y
tratamientos complementarios al suelo, como quemas prescritas. En 2005, se introduce
al municipio el tratamiento de matarrasa en franjas alternas (clearcutting method), que
consiste en cortar todos los arboles de una franja alterna con vegetacion, para generar
un bosque regular, ademas de tratamientos complementarios en el suelo
(escarificacion) y quemas prescritas para facilitar la regeneracion de pino (Bretado-
Veladzquez et al., 2018).

De manera tradicional, el uso de los recursos del bosque es una practica de
aprovechamiento antigua en Ixtlan de Juarez y su intensidad de uso esté vinculada con
el desarrollo de la comunidad y las necesidades de mercado local, regional o
internacional. No obstante, la extraccidn de arboles incluso a bajas intensidades afecta

la estructura de la comunidad (Rios-Altamirano et al., 2018; Clark-Tapia et al., 2018),



ademas que un aprovechamiento selectivo de &rboles maduros no solo reduce la
complejidad del bosque al convertirse los pinos en la especie dominante (Clark-Tapia et
al., 2018), sino que también se afecta la diversidad y composicion de especies (Rios-
Altamirano et al., 2018) y las propiedades fisicas y quimicas del suelo aun cuando las
practicas de aprovechamiento reciban certificacion internacional de buen manejo.



2. JUSTIFICACION

Actualmente, la region de la Sierra Juérez carece de estudios de gendémica del suelo
con énfasis en analizar la abundancia y diversidad del microbiota asociada a este, o
cual es sumamente esencial, al ser no solo una regién de alta prioridad para
conservacion de la biodiversidad con base a Conabio, sino también, porque se requiere
informacién fisicoquimica y bioldgica de los suelos para lograr una mayor gestién y

conservacion en el sector de manejo forestal comunitario.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto del cambio de la cobertura vegetal por actividades humanas en el
microbiota de suelos en el bosque templado de la comunidad de Ixtlan de Juérez,
Oaxaca en cuatro areas bajo condiciones de manejo diferentes: manejo forestal,

agricultura, uso local y vegetacion sin aprovechamiento.

3.2. Objetivos particulares

» Analizar el efecto de cambio en la estructura y cobertura vegetal en los
parametros fisicoquimicos del suelo en las cuatro areas de manejo de la
comunidad de Ixtlan de Juéarez.

» Realizar un diagnostico del efecto de cambio en la estructura y cobertura
vegetal en la abundancia y presencia de bacterias y eucariotas en cuatro
areas de manejo del sitio de estudio.

» Analizar el efecto de cambio en la estructura y cobertura vegetal en la
diversidad y rigueza de bacterias y eucariotas en cuatro areas de manejo

» Evaluar el efecto de las caracteristicas fisicoquimicas y orogréaficas sobre
la estructura de las poblaciones de bacterias y eucariotas presentes en

las cuatro areas de manejo de la comunidad de Ixtlan de Juarez.
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4 METODOLOGIA
4.1. Descripcion del area de estudio

La Sierra Juarez es un macizo montafioso de aproximadamente 170,000 hectareas,
ubicado en el distrito de Ixtlan de Juérez en el norte del estado de Oaxaca. Sierra Juérez
es considerada una de las 16 areas con mayor biodiversidad del mundo por el Fondo
Mundial para la Naturaleza Se ubica entre los 17°19'07 "N y 96°29'00" O. Se caracteriza
por un relieve accidentado que se eleva entre los 1.500 y 3.200 m snm y pendientes
pronunciadas que van desde los 30° hasta los 60°. Su vegetacion se caracteriza por un
predominio de diferentes especies de pino (Pinus spp.) y encino (Quercus spp.), por lo
que se conforman bosques de pino, encino, 0 mixtos de pino-encino y encino-pino.
Ademas, esta la presencia de bosques caducifolio, nuboso y subtropical (Smart Wood,
2002).

La zona forestal se gestiona con diferentes métodos silvicolas (e.g. MDS, y tratamiento
de matarrasa en franja), pero sobre todo predomina el uso local (aprovechamiento de
arboles para uso como combustible o construccion). Ademas, en los bosques existe el
cambio de uso de suelo hacia actividades agricola, ganadera y urbana. Para este
estudio, se seleccionaron tres actividades humanas distintas que impactan en el
ecosistema forestal. Dos actividades, 1) manejo forestal y 2) uso local, no implican
cambio de uso de suelo debido a la vocacion forestal, mientras que la tercera si,
representada por agricultura. Adicionalmente, se seleccionaron sitios de vegetacion

conservada como control.

Se ha de destacar, que el efecto directo en la estructura y cobertura vegetal difiere entre
cada tipo de actividad. Por ejemplo, tanto en agricultura y manejo forestal conlleva la
remisién total de la cobertura vegetal, sin embargo, ambas actividades difieren en el
impacto en el suelo y en los procesos secundarios de recuperacion de la vegetacion En
practicas agricolas, la estructura y cobertura vegetal esta sujetada a la presencia de un
cultivo particular (e.g. maiz), con efectos directos a la estructura y propiedades del suelo
por practicas de barbecho, quemas e incorporacion de fertilizantes, mientras que en
matarrasa, la estructura y cubierta vegetal es resultado de la reforestacion con pino y
reemplazo de especies por sucesion ecoldgica, y los efectos sobre el suelo son

indirectos. Por otro lado, en uso local, el efecto sobre la estructura y cubierta vegetal es
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de bajo impacto, ya que no implica la remocion total de arboles, al extraerse individuos
muertos, o partes parciales de arboles como ramas o tallos multiples, y el suelo sufre

una afectacion minima, comparado con las actividades anteriores.

El area de manejo forestal seleccionada utiliza el tratamiento de “matarrasa en franjas”
(Hernandez, 2007), que implica la remocion total de la vegetacion, asi como del mantillo
sobre el suelo de franjas de 50 x 200 m (Fig. 1, Ccr 1-2) intercaladas con franjas de
vegetacion natural sin perturbacion, siendo estos los sitios seleccionados como control
(Fig. 1, Vg 1-2). Una vez que se ha aprovechado un bosque, en las franjas taladas se
plantan Pinus oaxacana Mirov (= P. pseudostrobus Lindl. var. oaxacana) un pino
originario de México y comunmente conocido como pino oaxacana. En total, se

seleccionaron para el andlisis dos franjas taladas y dos franjas de vegetacion.

Asimismo, se seleccion0 el area agricola (Fig.1, Ag), con mas de 400 afios de ser
cultivado principalmente con maiz (Zea mays L.) en asociacion con calabazas
(Cucurbita spp.) y frijoles (Phaseolus spp.), ademas de dos sitios que han sido utilizados

para uso local (la vegetacion se utiliza para lefia) por mas de 100 afos (Fig.1, Lul-2).
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Figura 1. Localizacion de area de estudio y sitios de muestreo.

4.2. Muestreo de suelo

Para la colecta de suelo se siguié un método estratificado sistematico, para ello en casa
tratamiento seleccionado se establecié un transecto altitudinal dentro del cual se
establecieron tres puntos de muestreo separados 50 m cada uno (Fig. 2). Para el
andlisis fisicoquimico, en cada punto de muestreo (altitud) se tomaron tres muestras de
suelo y cada colecta tuvo una separacion de 5 m (Fig. 2). Cada muestra consistio en
aproximadamente 1 kg de suelo, la cual se colecto en los primeros 15 cm a la superficie,
posteriormente de que se elimind la materia organica (varia entre 0 a 50 cm) (Fig. 3).
Las muestras fueron colocadas en bolsas de polipropileno debidamente etiquetadas y
fueron trasladadas al laboratorio de ecologia molecular No.53 del CINVESTAV.
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Las muestras de suelo tomadas en cada punto de muestreo (altitud) se mezclaron para
contar con una muestra de cada sitio, y un total de tres muestras por sitio. Como tal, se
obtuvieron 24 muestras de suelo (3 muestras de cada punto x 2 réplicas por tratamiento

X 4 tratamientos).
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Figura 2. Esquema de muestreo de suelo para andlisis fisicoquimico y molecular de

cada tratamiento.
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Matarrasa Vegetacion natural

Figura 3. Sitios de muestreo en cada tratamiento.

4.3. Caracterizacion fisicoquimica de los suelos

A las muestras de suelo se les realiz6 una caracterizacion fisicoquimica para lo cual
fueron secadas al aire posteriormente tamizadas. Los parametros por determinar fueron:
capacidad de retencion de agua (CRA) por el método gravimétrico (Cassel et al., 1986),
conductividad eléctrica (CE) con el método de pasta saturada (Rhoades et al.,1989),
nitrégeno total con el método de Kjeldahl (Bremner et al., 1996), carbono orgénico total
(TOC) (Chung et al., 2004), tamafio de particula del sedimento (Gee et al., 1986) y pH
(Thomas et al., 1996).
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4.4, Activacioén biolégica de los suelos colectados

El suelo utilizado para el desarrollo de este trabajo se pre-activo. el proceso anterior
radicé en pesar 60 g de suelo seco en frascos de vidrio de capacidad de 125 mL en los
cuales se ajustd a una capacidad de retencién de agua (CRA) de 40%, las unidades
fueron colocadas dentro de un tambo el cual contenia 2 L de agua destilada con el fin
de evitar la desecacion de las muestras, asi también, se colocaron frascos de 150 mL
gue contenian NaOH 1M para evitar inundar la atmésfera con CO2. La preactivacion se
realizo durante 7 dias en obscuridad a 22°C bajo condiciones aerobias. Posteriormente
cada unidad experimental se colocé dentro de jarras de 1L con un volumen de
aproximadamente 10 mL de agua destilada, asi también se introdujeron frascos de 50
mL que contenian 20 mL de NaOH 1M (Fig. 4). Las muestras se incubaron por un
periodo de 56 dias durante los cuales se realizaron muestreos los dias 0, 1, 3, 7, 14, 28
y 56 en cada dia de muestreo se retiraron las muestras del microcosmos, se procedié
primero a separar el suelo, se pesaron 5.0 g de suelo en bolsas de polipropileno

estériles, los cuales se emplearon para extraccion de DNA.

-

Figura 4. Microcosmos para la activacion de suelo.
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4.5. Extraccion de DNA metagendmico.

Para el andlisis molecular se llevé a cabo remocién de la materia organica con base a
Ceja-Navarro et al., (2010), lo anterior se efectu6 colocando 0.5 g de suelo en tubos de
centrifuga con capacidad del5 ml a los cuales se les adiciono 10 ml de pirofosfato de
sodio 0.15 M y se procedid a agitarlos en un agitador Vortex marca Genie2 hasta
resuspender. Posteriormente, se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min, y se procedio
a eliminar el sobrenadante, dicho procedimiento se repitié en un promedio de 10 veces
dependiendo el tipo tratamiento a analizar, a continuacion se eliminé el exceso de
pirofosfato, para lo cual se emplearon lavados con 10 ml de regulador de fosfatos pH 8
y se agitdé con un agitador vortex marca Genie 2 para resuspender, se continué con la
centrifugacion a 10 000 rpm durante 15 min, dicho procedimiento se efectlo por cinco
veces, donde las muestras tratadas con pirofosfato y con regulador fueron procesadas
inmediatamente para la extraccion de DNA la cual se realiz6 mediante tres protocolos

diferentes, descritos a continuacion:

a) lisis enzimatica: el protocolo fue reportado por Sambrook y Rusel (2001) se
basa en el uso de lisozima para realizar lisis enzimatica
b) lisis quimica: protocolo de extraccion se basa en lo explicado por Hoffman y
Winston (1987) el cual consiste en lisis quimica usando soluciones de
detergentes
c) por choque térmico: como lo sugiere Chavez-Romero et al. (2016) el cual
consiste en lisis quimica y choque térmico (Incubacién a -70 °C toda la noche

y posterior someter a calentamiento a 70 °C por 20 minutos)

En los tres protocolos de extraccion se realiz6 lisis mecanica usando FastPrep-24™5G,
el cual se efectuaron tres ciclos de agitacién a una velocidad de 5.5 m s* durante 40
segundos y reposo de 4 minutos entre cada ciclo. De cada método de extraccién se
realizé por triplicado; como tal, se extrajeron 1.5 g de suelo. En total, se extrajeron 4.5
g de ADN de cada muestra de suelo de cada punto de muestreo (n = 3) y, en total 27 g

de ADN por tratamiento (n = 4).

Finalmente, se evallo la calidad del DNA metagendmico obtenido con cada protocolo

mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en regulador TAE 1X; se corri6 por 30
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minutos a 70 V. La mezcla de DNA metagendémico se guard6 a -20 °C y se hicieron
alicuotas de trabajo para los andlisis posteriores.

4.6. Amplificacion del gen 16S rRNA

Para la determinacion de la diversidad bacteriana se amplificé la region V3-V4
empleando para ello los iniciadores 341-F (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") and 805-
R (5"-GACTACHVGGGTATCTAATCC 3") (Klindworth et al., 2013). Los iniciadores
tuvieron identificadores moleculares de 8 bases propuestos por el protocolo de lllumina.
Las reacciones de PCR para amplificacién del gen 16S rRNA de bacterias son las

descritas en la tabla 1, donde cada reaccién se realiz6 por triplicado.

El tamafio del amplicén se verifico por electroforesis en geles de agarosa al 1% usando
Syber Gold y marcador de talla molecular 100 pb de Thermo Scientific. Los productos
de tres reacciones por muestra se mezclaron para la construccién de bibliotecas para

secuenciacion.

Tabla 1. Condiciones de la PCR parala amplificaciéon del gen 16S rRNA de bacterias.

Reactivo Concentracién inicial UL para una reaccion
MgCl, 25 mM 15
Buffer (NH4)2S04 10X 1.25
dNT 10 mM 0.25
BSA 10 mgmL 1 1
DMSO 0.5
Iniciador F 10 pM 0.25
Iniciador R 10 pM 0.25
Taq polimerasa 1Ul pLt 0.0625
DNA ND 1

H,O Completar a 12.5 pL -

Desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 40 s, 46°C
por 1min, y 72°C de 30s, finalmente una extensién 72°C por 5min,

dNTP: Mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfatos (ATP, CTP, TTP, GTP).

BSA: Albumina sérica bovina

DMSO: Dimetilsulfoxido
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4.7. Amplificacion del gen 18S rRNA Eucariota

La determinacion de la diversidad de eucariotas se realiz6 empleando los primers para
microorganismos eucariotas Euk-817F (5-TTA GCA TGG AAT AAT RRA ATA GGA-3)
and Euk-1536(5-ATT GCA ATG CYC TAT CCC CA-3'). Las condiciones para la
reaccion las son las descritas en la tabla 2. Cada reaccién se realiz6 por triplicado, la
amplificacion de verific6 por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1%
empleando marcador molecular de 100 pb de Thermo Scientific. Los productos de tres
reacciones por muestra se mezclaron para la construccion de librerias para

secuenciacion.

Tabla 2. Condiciones de la PCR para amplificacion del gen 18S rRNA eucariota.

Reactivo Concentracidn inicial WL para una reaccion
MgCl, 25 mM 3.0
Buffer (NH4)2S04 10X 2.5
dNT 10 mM 0.5
BSA 10 mgmL ! 2
DMSO 0.5
Iniciador F 10 pM 0.5
Iniciador R 10 pM 0.5
Taq polimerasa Ul pLt 0.125
DNA ND 1

H,O Completar a 25 pL -

Desnaturalizacién inicial de 94 °C por 5 min ,94 durante 45 s, seguido de 35 ciclos de 50 °C
por 1min finalmente una extensién 72°C por 1min (Rousk et al., 2010)

dNTP: Mezcla de desoxirribonucleoétidos trifosfatos (ATP, CTP, TTP, GTP).

BSA: Albumina sérica bovina

DMSO: Dimetilsulféxido
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4.8. Construccion de libreria para secuenciacion

De cada muestra se amplifico por triplicado para cada gen 16S rRNA bacterias y 18S
rRNA eucariotas respectivamente. Se purificaron para eliminar los residuos de la
reaccion usando el kit FastGeneTM PCR extraccion (Genetics), y se siguieron las
especificaciones del fabricante usando un volumen final de elucion de 30 pL de agua.
Se comprobd la eficiencia de la purificacion mediante gel de agarosa al 1.5%;
posteriormente se cuantificé por triplicado cada muestra usando PicoGreen dsDNA
(Invitrogen, Carlsbad, USA), para lo cual se realiz6 una dilucién 1:50 de la muestra
purificada en TE 1X (Tris-EDTA pH8) y se mezclé en volimenes iguales de PicoGreen
1X. Finalmente, la mezcla se reposé por 5 min en oscuridad, a una temperatura de 4 °C
se midié la concentracibn en NanoDropTM 3300 Fluoroespectrometer (Thermo
Scientific Nanodrop) utilizando para las lecturas 2 pyL de la muestra previamente
descrita. Con base en las concentraciones obtenidas se mezclaron las diferentes

muestras para obtener concentraciones equivalentes.

Siguiendo las especificaciones del protocolo de lllumina se incorpor6 un multi-
identificador para cada conjunto demuestras con similar concentracion. Para finalmente
eliminar los residuos de la reaccion usando el kit FastGeneTM PCR extraction
(Genetics), siguiendo las especificaciones del fabricante se aplicé un volumen final de
elucion de 30 pL de agua. Finalmente, la secuenciacion se realiz6 con el protocolo de
lllumina en Macrogen Inc. DNA Sequencing Service, Seoul, Korea utilizando la

plataforma de lllumina Miseq.

4.9. Analisis de secuencias para genes 16S rRNA bacteria y 18S rRNA

eucariota.

Las secuencias de bacterias obtenidas se analizaron con el software QIIME pipeline
version 1.9.1, se inicié con el pareado y ensamblando Paired-end en fastg-join, de este
modo se realizé la desmultiplex de las lecturas, para hacer un filtrado de aquellas con
baja calidad (menos de 19 Phred score) asi como de quimeras. Se seleccionaron las
Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs) con una similitud del 97% aplicando la
base de datos de Greengenes v13_8 con un algoritmo UCLUST (Edgar, 2010). El
alineamiento de secuencias se realizé aplicando el algoritmo de PyNAS version 1.2.2

con un umbral de identidad minima de 75% (Caporaso, 2010). La asignacion taxonémica
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se efectud mediante el uso del clasificador Bayesian rRNA
(http://ledp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jps) mediante una representacion de las
secuencias seleccionadas para OTUg; (Wang et al.,, 2007). Con la asignacion
taxonémicay los metadatos de las muestras se realiz6 la construccion de matrices BIOM
de las cuales fueron eliminados los singletons para el calculo de la diversidad alfa de q
=0, 1y 2 obtenidos de las tablas BIOM rarificadas a 3310 lecturas por muestra con
script de MetagenomabDiversity.R (Ma y Li, 2018).

Las bibliotecas obtenidas de 18S rRNA (Blaxter et al., 1998) se procesaron, agruparon
y asignharon taxondémicamente como lo previamente descrito para bacterias, y las
lecturas demultiplicadas se sometieron a una identificacion y eliminacion de quimera
usando USEARCH v.6.1 con una identidad de 98% (Edgar, 2010).

Las lecturas de alta calidad se agruparon en unidades taxonémicas operativas (OTUS)
utilizando el método de referencia abierta en un umbral de similitud de 97% con el
selector de UCLUST versién 1.2.22, utilizando el script pick_otus.py (Edgar, 2010). La
taxonomia se asignd a secuencias OTU representativas utilizando BLAST dentro de
QIIME, contra las bases de datos SILVA 18S/132release (rep_set y taxonomia de 7
niveles, http://www.arb-silva.de/), con un umbral de confianza de 99% (Quast et al.,
2013). Las OTUs sin coincidencias significativas (<90% de identidad) después de la
asignacion taxonémica se etiquetaron como BU no identificadas. Por ello, los datos se
filtraron con filter_sample_from_otu_table.py para eliminar secuencias singletons” (las
secuencias que aparecieron < 2 veces en el conjunto de datos) y OTUs de baja
abundancia que constituyeron <0,001% de lecturas en el conjunto de datos total
recomendado para los datos de secuenciacién de Illlumina (Cowart et al., 2015; Haenel
et al., (2017). Después de la eliminacion de quimeras y singlentons, 86,642 secuencias
(en promedio £ DS de 4125.9 + 3010.5) permanecieron en el conjunto de datos del8S
(6.2% de pérdida).

Los archivos de las tablas de OTUs con siete niveles taxondmicos (Otus_table_taxa L6)
obtenidos en el algoritmo summarize_taxa.py (abundancias absolutas) vy
summarize_taxa_through_plots.py (abundancias relativas) fueron utlizadas para
realizar andlisis de comunidad en R (R Development Core Team 2013). Los niveles
dominio, filo, clase, orden, familia, género y especie, fueron supervisados y se verifico

su identidad taxondmica en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
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Biotecnoldgica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy), y OTUs con dudosa
clasificacion o sin clasificaciéon fueron eliminados de la base de datos a nivel de género
(<1%).

4.10. Andlisis estadistico del gen 16S bacteriay 18S eucariotas

Para el analisis estadistico se empleo el software R (R Core Team 2013) por medio de
la funcion de ANOVA Test (aov function) se determiné el efecto del tratamiento y las
caracteristicas del suelo, mediante el analisis paramétrico se determiné el efecto del
tratamiento en la diversidad alfa y por medio de un analisis estadistico robusto de t1 way
de la paqueteria WRS2 v.1.1-4 (Mair y Wilcos, 2017). Asimismo, se construyé un mapa
de calor (heatmap) con la abundancia relativa de bacterias y las caracteristicas del suelo
con el fin de representar los cambios y magnitudes de la abundancia por sitio. Lo anterior
se obtiene mediante valores numéricos que se muestran por colores, agrupados en filas
y columnas por su similitud se efectu6 empleando la paqueteria de pheatmap v1.0.12
(Kolde, 2017).

Dada la naturaleza de los datos se realizé6 un analisis de abundancia diferencial, lo
anterior se realiz6 empleando la paqueteria ALDEX versién 2, en este analisis se utiliza
un modelo multinomial de Drichlet para inferir en la abundancia a partir de los recuentos
optimizados para tres 0 mas repeticiones, las lecturas se asignan a las caracteristicas
de cada muestra, estd se normalizan y posteriormente se calcula la diferencia
estadistica entre las caracteristicas que componen cada grupo donde las pruebas
informan valores de p corregidos empleando el argumento

(aldex.kwargument,ALDEx2package,Gloor et al., 2019).

Asimismo, se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) en el cual se evalu6
el efecto del tratamiento (agricultura, uso local matarrasa, y vegetacion natural) sobre
los grupos bacterianos, para ello, se empled el andlisis de abundancia diferencial, con
el fin de obtener un enfoque composicional. Para dicho analisis se empled la paqueteria
vegan v2.6-4 (Oksanen et al. 2019). Por medio de los andlisis multivariados
(perMANOVA) se realizo la correlacion entre los grupos de bacterias y las caracteristicas
del suelo por la altitud empleando el argumento de adonis2 de la paqueteria Vegan.

Finalmente, se analizé un posible efecto de las caracteristicas del suelo por tratamiento
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en la abundancia relativa de los diferentes grupos de bacterias, para lo cual se emple6
el algoritmo Random Forest (Breiman y Cutler, 2015).

Posteriormente, se analizaron las secuencias del gen 18S, para cada sitio se obtuvo la
abundancia relativa de las especies (Otus_table_taxa_L6), la cual fue normalizada antes
de graficar con el pagquete ggplot2 v.3.3.6 (Wickham et al., 2016) en el software R versién
3.0.3 (R Core Team, 2014). Se realiz6 un andlisis de Kruskal Wallis a partir de
correcciones multiples al logaritmo de la abundancia relativa con el paquete ggplot2 y
reshape (Wickham y Wickhamet, 2015). Ademés, como un analisis exploratorio de
diferencias entre variables ambientales y la abundancia a nivel de filo se realizé un

analisis de correlacion de Kendall con el paquete ggplot2.

Para determinar las similitudes entre los sitios, se analizé la abundancia relativa a nivel
de género (Otus_table taxa L6) utilizando la técnica de visualizacion de mapas de
calor. usando los paquetes circlize 0.4.11 (Gu et al., 2020), ComplexHeatmap v.3.15
(Gu et al., 2016), dendextend v.1.16.0 (Galili et al., 2015) y ggplot2 en el software R (R

core team 2014), con agrupacién de UPGMA y una correlacion cofenética de 0.91.

Finalmente, se evalu6 el efecto del tratamiento (agricultura, uso local, matarrasa, y
vegetacion natural) sobre los grupos de eucariotas a nivel de filo y orden con un Andlisis
de Componentes Principales (ACP) utilizando una matriz varianza-covarianza y 1000
repeticiones con los paquetes devtools v. 1.13.6 (Wickman et al., 2021), ggplot2 v.3.3.6
(Wickham et al., 2016), ggforce v.0.1.2 (Pedersen et al., 2020), y factoextra v.1.03
(Kassambara y Mundt, 2017) en el software R (R core team 2014).

4.11. Diversidad de especies

La diversidad alfa entre tratamientos se estim6 con base en el archivo
Otus_table_taxanomy_L6 como el nimero de especies efectivas (Hill, 1973, Jost, 2006).
Donde la diversidad de orden cero (q = 0, Riqueza de especies) es igual a la riqueza de
especies, la diversidad del orden 1 (g = 1, Shannon) pesa proporcionalmente todas las
especies de acuerdo con su abundancia en la comunidad y la diversidad de orden 2 (q
= 2, Simpson) da mas peso a las especies. El analisis se realizé con la paqueteria de
“INEXT” 2.0.5 (Hsieh et al., 2016) y “vegan” v. 2.3.-2 (Oksanen et al., 2015) en el
software R version 3.0.3 (R Core Team, 2014), con intervalos de confianza de 95%. Se

uso una prueba de Kruskal-Wallis (K-W) implementada en la funcién hilldiv::div_test
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(Alberdi y Gilbert, 2019) usando R para determinar si los valores medios de diversidad

variaban entre tratamientos analizados.

Se estim6 ademés la completitud del muestreo para cada tipo de vegetaciéon mediante
un andlisis de la cobertura de la muestra. La completitud considera la proporcion del
namero total de individuos de las especies representadas en el inventario, por lo que es
considerada una medida de la integridad del muestreo (Chao y Jost, 2012). Los valores
de completitud pueden variar de 0 (minima completitud) a 1 (maxima completitud) (Chao
y Jost, 2012, Gonzélez-Tokman, et al., 2018), Un valor superior 0.5 es considerado un
inventario aceptable (Hsieh et al., 2016). Ambos analisis se realizaron con la paqueteria
“INEXT” 2.0.5 (Hsieh et al., 2016) y “vegan” v. 2.3.-2 (Oksanen et al. 2015) en el software

R versién 3.0.3 (R Core Team, 2014), con intervalos de confianza de 95%.

La medicion de la diversidad (3, se realizé dentro de cada tratamiento y entre sitios (meta
comunidad). Con base en el archivo Otus_table taxanomy L6. Para evaluar el
recambio de especies (diversidad Btotal) se utilizé el método propuesto por Carvalho et
al. (2012), que relaciona el reemplazo de especies (Brepl), es decir, el remplazo en la
composicion de especies que se sustituyen entre los sitios, y las diferencias en riqueza
de especies (Brich), que explican la Btotal a partir de la funcion belta-multi de la
paqueteria BAT (Cardoso et al., 2017).

Finalmente, para investigar los factores ambientales que afectan la diversidad de
especies, primero se realiz6 una correlacion de Spearman’s entre la matriz de
abundancia de orden y la matriz de datos ambientales usando los paquete vegan y
ggplot2, citados anteriormente. Ademas, se analizé las matrices de (i) abundancia de
especies presentes en cada sitio de muestreo y (i) las variables ambientales utilizando
un analisis de correspondencia candnica (CCA, ter Braak, 1986); las ordenaciones se
realizaron con el programa XLSTAT v. 2015 (Addisoft, 2015). La matriz de datos
ambientales incluy6 12 variables, tres variables geograficas (altitud, latitud, longitud), asi
como 9 variables edéaficas seleccionadas a partir de un analisis de multicolinealidad con
los paquetes car v.3.1-1 (Fox et al., 2012) y corrplot v.0.84 (Wei et al., 2017) en el
software R version 3.0.3 (R Core Team, 2014).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo en los sitios de estudio

Los sitios de muestreo presentaron un tipo de suelo arcilloso, limoso o arcilloso-arcilloso
(Tabla 3). El pH vari6é de 6.5 en las partes altas del suelo agricola a 4.3 en suelo de
matarrasa, sin embargo, fue significativamente mayor en el suelo de agricultura que en
los otros sitios (p=0.012). Por otro lado, el C organico fue significativamente mayor en
las areas de uso local y vegetacion que en el sitio de agricultura y matarrasa (p<0.001).
La altitud y su interaccidén con la vegetacién no presentaron algun efecto significativo
con sobre CRA, N total y textura del suelo, pero el N total fue significativamente mayor

en los sitios de uso local que en la vegetacién (p=0.010).

5.2. Obtencidén de secuencias y diversidad alfa en bacterias

Los analisis de secuencias arrojaron un total de 226165 secuencias las cuales
representaron un 7012 OTUs agrupados a 26 filos bacterianos y 471 grupos de bacterias
asignados a nivel taxonémico de género. La curva de rarefaccion fue asintética lo cual
indico que el andlisis de més secuencias so6lo habria producido un nimero limitado de
mas OTUs (Fig. 5). La riqueza de especies 0 OTUs (q = 0) oscil6 entre 488 en los sitios
de uso local en la seccién baja y 1008 en la parte inferior del suelo de cultivo, pero no

se vio afectada significativamente por la vegetacion o la altitud (Tabla 4).

La exponencial del indice de Simpson (g = 2) mostré una gran variacion, pero no fue
afectada significativamente por el uso del suelo. La diversidad beta mostré un efecto
significativo del tipo de uso del suelo en la riqueza de especies (q = 0) (p=0.0029) pero
no en otros érdenes de diversidad (q = 1, q = 2) (Tabla 4).
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Tabla 3. Caracteristicas promedio del suelo analizado en los cuatro tratamientos de

estudio.
Tratamiento  Altitud  pH CRA? Carbon Nitrégeno  Arcilla Limo Arena  Textura
Orgéanico total del suelo
USDA
(g kg* dry soil)
Agricultura A 6.5 3714 29.48 1.034 1904 3504 4604 limo
Ab
M 6.2 356 # 46.8 B¢ 1244 210 3004 490% limo
A
B 5.9 3194 34.2¢ 0.914 2004 3104 490% limo
AB
Matarrasa A 4.8 277 A 39.6 ¢ 1.084 420~ 1404  440% limo
B
M 4.8 3344 41.2°¢ 1114 420~ 2604 320% arcilla
B
B 4.3 3724 37.0¢ 1.134 460 A 1104 4404 arcilla
B
Uso local A 5.2 4234 91.04 1.064 770 A 204 2104 arcilla
AB
M 5.0 3764 86.0 "8 1.684 7404 304 2304 arcilla
AB
B 5.6 399 A 82.08 1144 750 A 304 2204 arcilla
AB
Vegetacion A 5.2 3104 82.348 0.854 5204 130~ 350% arcilla
AB
M 55 348 4 70.348 0.80 4 320~ 410~ 270% Limo
AB arcilloso
B 51 278~ 88.58 0.74 4 5304 120~ 350% arcilla

AB

CRA: capacidad de retencion de agua

b Los valores con una letra en mayuscula marcan una diferencia significativa entre los suelos (p<0,05)

28



3
8
=
®
c
=3
&
53
B
-4
5

mat-b

iumber of sequences samplec

Figura 5. Curvas de rarefaccion con nimero de secuencias versus niumero de OTUs en

cada uno de los tratamientos y su altitud.

Tabla 4. Diversidad alfa con valores de g= 0 riqueza de especies, q=1 exponencial de

indice de Shannon, g=2 el inverso del indice de Simpson o especies dominantes en los

suelos de estudio.

Tratamiento g=0 g=1 g=2
Agricultura 897 347 105
Matarrasa 832 319 96
Uso local 727 231 60

Vegetacion 603 118 27
F valor 1.60 2.69 2.99
p valor 0.322 0.186 0.152

La diversidad B, registré una similitud total (3Total) de especies compartidas dentro de

cada tratamiento inferior a 50%, con un valor menor en agricultura. Por otro lado, con

excepcion de agricultura se observé una mayor variacion explicada por el reemplazo de

especies (Brepl), que por diferencias en riqueza de especies (frich) en cada tratamiento

(Fig. 6).
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Figura 6. Diversidad Btotal en cada tratamiento para 16S la seccién gris (Brepl) de cada
barra indica el remplazo de especies, mientras que la seccion blanca (Brich) indica las
diferencias en riqueza, donde Ag: agricultura, Cc: matarrasa, UL: uso local, Vg
vegetacion natural.

Por otra parte, se obtuvo que los valores de completitud para cada tratamiento fueron
satisfactorios ya que los valores en todos los tratamientos fueron superiores a 0.9 (Fig.
7).

Sample coverage

| "W ') |

Number of sampling units

Figura 7. Andlisis de la cobertura de la muestra a partir del nimero de OTUs
encontradas en cuatro tratamientos. Las bandas corresponden al intervalo de confianza

del 95%. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul uso local y Vg vegetacion natural.
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5.3. Estructura de la comunidad bacteriana

En el mapa de calor, la abundancia relativa, es mostrada en color blanco para grupos
poco abundantes, mientras que las bacterias con mayor abundancia se muestran en
rojo (Fig. 8) La abundancia porcentual explicada con random forest solo pudo ser
explicada para un grupo limitado de bacterias (e.g. WPS-2, Bradyhizobium) con relacién
al efecto de los suelos de cada sitio.

La comunidad bacteriana que tiene un dominio mayor fueron Proteobacteria
(abundancia relativa 40.13 + 12.47%), seguido de Actinobacteria (20.15 + 12.72%) y
Acidobacteria (14.50 + 5.75%) (Fig. 9a). La abundancia relativa de algunos filos mostré
variaciones significativas entre los diferentes tratamientos, donde la abundancia relativa
de las Proteobacteria oscil6 entre el 26.33 £ 6.80%, en el suelo de agricultura a 52.47 +
11.88%, en el suelo forestal de uso local, con un tamafio de efecto de 2.6. Ninguno de
los valores esperados del valor p corregido por Benjamini-Hochberg fue significativo al
comparar los filos bacterianos en los suelos, donde el tamafio del efecto fue a menudo
mayor (>1.3) (Fig. 9a). Se encontré un tamafio del efecto mayor en los filos bacterianos,
cuando se comparé el suelo con uso agricola con los diferentes suelos forestales y fue

menor cuando se compard con los diferentes suelos forestales.

A nivel de género, las Halomonas (14.50 + 17.59%) fue el género bacteriano mas
abundante, seguido de Verrucomicrobia DA101 (3,39 + 1,66%) y Streptomyces (2.93
4.83%) (Fig. 9b). Dieciocho grupos bacterianos de un total de 471 fueron afectados
significativamente por el tratamiento. El tamafio del efecto de mas OTUs bacterianas
fue mayor cuando se compar6 el suelo con uso agricola (arable) con el suelo gestionado
con fines forestales, a cuando se comparara los diferentes suelos forestales (Fig. 9b).
un total de 73 OTUs tuvieron un tamafio del efecto > 1.3 al comparar el suelo de uso
agricola con el suelo de matarrasa (cleared and reforested), 53 al compararlo con el
suelo de uso local ( sustainable) managed) y 65 al compararlo con el suelo de vegetacién
(natural forest). Sin embargo, solo fueron 19 OTUs al comparar el suelo del sitio de
matarrasa con el suelo dedicado al uso local y 14 con el suelo forestal natural. El tamafio
del efecto de solo siete OTUs bacterianas fue superior a 1.3 al comparar el suelo de uso

local con el suelo de vegetacion natural.
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Figura 8. Mapa de calor con la abundancia relativa (a) de los filos bacterianos y (b) de

los 50 géneros mas abundantes en los tratamientos de agricultura (Arable), matarrasa
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En el analisis de ACP se presentan los resultados del analisis de componentes
principales (ACP), a nivel taxonémico de filo y género donde se observé que existe
separacion significativa (p < 0.05) de los resultados segun el tratamiento y puntos de
muestreo. A nivel de filo y orden los dos primeros componentes con criterio de valor
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propio (> 1) explicaron més de 25% de la variabilidad de los datos, distribuidos en
19.24% y 15.79% para el primer factor, asi como 17.51% y 9.54% para el segundo a
nivel de filo y género, respetivamente (Fig. 10 a 'y b). En ambos niveles taxonémicos, el
analisis agrupé y separ0 a los tratamientos de estudio, donde agricultura y matarrasa
mostraron mayor asociacion. Se observd que los ejes 1 y 2 mostraron una mayor
agrupacion de filos y géneros asociados a agricultura y matarrasa, y en menor medida
a uso local.
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5.4. Asignacién taxondmicay abundancia del gen 18s rRNA eucariota

El nimero total de secuencias una vez filtrada fue de 85,315 con un promedio de
4215.85 + 305.10, considerando solo secuencias > 1000, debido a que diversas
muestras de los tratamientos de uso local y agricultura no se obtuvieron secuencias o
su namero se redujo después del filtro primario (Fig. 11). Por otra parte, el nimero total
de OTUs unicos observado fue de 554, con un promedio de 205.9 + 62.27. El minimo
numero de OTUS fue de 42 obtenido en el tratamiento de matarrasa en franja (muestra
CclL), mientras el méximo fue de 272 en el sitio de agricultura (muestra AglL).

Figura 11. Numero total de secuencias y promedio de OTUs obtenidas para 18S por

muestra y tratamiento.

5.5. Estructura de la comunidad eucariota

En total después de los filtrados, se encontraron 19 filos, 53 clases (1.7% OTUs sin
asignacion de clase), 95 ordenes (3.5% de OTUs, sin orden), 126 familias (19% de
OTUs sin clasificacion) repartidas en 159 géneros y 152 especies identificadas de los
554 OTUs. En la figura 12, se presenta la abundancia relativa (de mayor a menor) de
los 6rdenes encontrados en los puntos de cada tratamiento analizado, mientras que en
la figura 13 se presenta a nivel tratamiento. Se encontré que la comunidad eucariota

gue domin6 en todos los puntos de muestreo y tratamientos con mas 99% de la
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contribucion relativa fue el reino Fungi, en donde los filos Ascomycota (48.7%),
Basidiomycota (48 %) y Mucoromycota (1.5%) fueron los mas abundantes a nivel de
orden. No obstante, que los porcentajes entre los filos Ascomycota y Basidiomycota son

similares, el nUmero de 6rdenes y especies es significativamente mayor en Ascomycota.

En el filo Ascomycota, los grupos méas abundantes fueron Hypocreales (25.2%) y
Helotiales (10.75%), mientras que Basidiomycota fueron los 6rdenes Lepidostromatales
(37.35%) y Tremellales (12.26%). Umbelopsidales (1.08%) fue el 6rden méas abundante
en el filo Mucoromycota (Fig. 13). Los demas érdenes fueron menores a 1%, de estos
los mas importantes son Cladosporiales (0.98%), Onygenales (0.93%), Glomerellales
(0.47%), Pleosporales (0.51%), Pezizales (0.25%), Boletales (0.74%) y Mortierellales
(0.69%) todos del filo Ascomycota, con excepcién de los ultimos 6rdenes que
correspondié a Basidiomycota. Otros dos 6rdenes con abundancia baja, pero filo
diferente fueron Rhizophydiales (0.40%) del filo Chytridiomycota y Dermocystida
(0.68%) del filo Holozoa (Fig. 13). Las especies con mayor ocurrencia y abundancia
(aproximadamente 60% del total) correspondieron a Lepidostroma akagene (35.4%) y
Shaerodes retispora var. retispora (24.5%) de los filos Basidiomycota y Ascomycota,

respectivamente.
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De manera general, se encontr6 diferencias significativas en la abundancia de grupos
taxondmicos entre tratamientos. En la figura 14 se presenta la abundancia a nivel de filo
de los tratamientos analizados, con excepcion de cinco filos (Cercozoa, Discosea,
Mucoromycota, Streptophyta y Zoopagomycotina), en el resto se encontré diferencias

significativas en la abundancia entre tratamientos.

En el mapa de calor (Fig. 15) la contribucion relativa muestra en color azul 6rdenes poco
abundantes dentro de los tratamientos, mientras que grupos con mayor abundancia son
mostrados en color rojo. El dendrograma en filas diferencio tres clados conformado por
diversos 6rdenes con base a su ocurrencia y contribucion relativa. La grafica de caja de
la derecha mostré un promedio negativo en 90% en los 6rdenes de eucariota debido a
su baja abundancia en algunos tratamientos. Ademas, el andlisis del mapa de calor
generd un dendrograma en columnas, separando a los tratamientos con base en su
contribucién, donde agricultura y uso local difieren significativamente de matarrasa y

vegetacion natural (Fig. 15).
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Figura 15. Mapa de calor basado en el valor relativo de la abundancia de 6rdenes de
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Figura 16. Andlisis de componentes principales (ACP) a partir de abundancias a nivel

de filo (a) y 6rdenes (B) en los tratamientos.

En la figura 16 se indican los resultados del andlisis de componentes principales (ACP),
a nivel taxondmico de filo y orden donde se observo que existe separacion significativa
(p < 0.05) de los resultados segun el tratamiento y puntos de muestreo. A nivel de filo y
orden los dos primeros componentes con criterio de valor propio (> 1) explicaron mas
del 40% de la variabilidad de los datos, distribuidos en 27.2% y 29.1% para el primer
factor, asi como 19.4% y 13.2% para el segundo a nivel de filo y orden, respetivamente
(Fig. 16 a y b). En ambos niveles taxonomicos, el andlisis agrupd y separd a los
tratamientos de estudio, donde matarrasa y agricultura mostraron mayor asociacion. Se
observo que los ejes 1y 4 mostraron una mayor agrupacion de filos y ordenes asociados

a agricultura y en menor medida a uso local.
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5.6. Diversidad alfay beta en gen 18 eucariota

El nimero efectivo de OTU mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos segun
los numeros de Hill. Se observé que la agricultura presenté la mayor riqueza de OTUs
y la menor fue la vegetacion natural (Fig. 17) Al comparar la riqueza de especies efectiva
en 18S entre tratamientos, se observo que la agricultura (925) presentd mayor riqueza
de especies (g=0), seguida del uso local (724) y matarrasa (491) y la menor obtenida en
vegetacion natural (312) (Fig. 18a). La diversidad de especies moderadamente
abundantes, que corresponde al exponente de diversidad de Shannon (q = 1), mostro
que la vegetacién natural (128) presentd significativamente menor equidad en la
abundancia de especies, en contraste agricultura (754) exhibié la mayor equidad en la
abundancia, mientras que uso local (545) y matarrasa (489) presentaron valores
intermedios (Fig. 18b). Los valores de q = 2 (el inverso del indice de Simpson)
presentaron diferencia de dominancia entre tratamientos, donde la agricultura (720)
presentd la mayor dominancia de especies, mientras que la vegetacion natural (214) fue
la menor (Fig.18c).

Group oroulng *  Vepslalo Locoluse * Agroulure

3001 0121

Effective number of OTUs

1004

B

Groups

Figura 17. Numero efectivo de OTUs entre tratamientos (grupos) basados en el nimero

de Hill, incluidos los andlisis post-hoc por pares.
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Por otra parte, se obtuvo que los valores de completitud para cada tratamiento fueron
satisfactorios ya que valores superiores a 0.5 con excepcion del tratamiento de
matarrasa que mostré un valor de 0.48 (Fig. 19).

“
_
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- Ag == Cc [-=| Ul ==| Vg

Figura 19. Analisis de la cobertura de la muestra a partir del nimero de OTUs
encontradas en cuatro tratamientos. Las bandas corresponden al intervalo de confianza

del 95%. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul: uso local y Vg: vegetacion natural.

Con respecto a la diversidad B, se obtuvo que la similitud total (3Total) de especies
compartidas dentro de cada tratamiento fue superior a 60%, con rangos de similaridad
de 63 % obtenido en agricultura a 76% de matarrasa. Por otro lado, existe una mayor
variacion explicada por el reemplazo de especies (Brepl), que por diferencias en riqueza

de especies (Brich) en cada tratamiento (Fig. 20).
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Figura 20. Diversidad Btotal de cada tratamiento para 18S la seccion gris (Brepl) de
cada barra indica el remplazo de especies, mientras que la seccién blanca (Brich) indica
las diferencias en riqueza. Ag: agricultura, Cc: matarrasa, Ul: uso local y Vg: vegetacion

natural.

5.7. Efecto de variables ambientales en abundanciay riqueza.

En el mapa de calor se muestra el valor y asociacion lineal obtenida con la correlacion
de Kendall, las correlaciones débiles entre las variables se muestran en color azul,
mientras que las correlaciones mas fuertes se muestran en color rojo (Fig. 21). De
manera general, fueron pocas (< 6%) las relaciones significativas entre abundancia de
filo y propiedades fisicoquimicas del suelo. Las variables materia organica, carbono
organico y nitrégeno en el tratamiento de matarrasa en franja fueron las que mostraron

mayor efecto en la abundancia de los filos entre tratamientos.

No obstante, que se encontré una tendencia general negativa entre la riqueza y los datos
ambientales (con excepcion de CRA, arcilla, humedad y nitrégeno), solo fue significativo
para pH (Fig. 22).
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Figura 21. Mapa de calor de Kendall entre variables ambientales y la abundancia de los
tratamientos a nivel de filo * y ** nivel de significancia a p<0.05 y p<0.01,

respectivamente.
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En el ACC, el eje candnico 1 (56.05%) y el eje 2 (22.3%) capturaron una proporcion
significativa més alta de la varianza en las relaciones especies-sitios-ambiente, la cual
mostré un efecto de las variables ambientales en la abundancia de eucariotas y una alta
asociacion con los tratamientos, indic6, ademas, efecto en la ocurrencia de las especies
asociada con las variables ambientales. El eje 1 mostré una mayor presencia de filos
asociado a agricultura y favorablemente con variables geogréficas como latitud y
longitud, asi propiedades fisicoquimicas del suelo (e.g. pH, Materia organica, CRA), pero
afectadas por nitrégeno y altitud. En el eje 3 se encontrd la mayor agrupacion de puntos
de muestreo de tres tratamientos (matarrasa, vegetacién y uso local) relacionada con
cinco filos de baja abundancia y asociadas favorablemente con la variable altitud y

nitrégeno (Fig. 23).
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Figura 22. Correlaciones de Spearman entre las variables ambientales y la riqueza a
nivel de 6rdenes de los tratamientos. *nivel de significancia p<0.05.
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Figura 23. Andlisis de correspondencia candnica a nivel de filo para tratamientos y
puntos de muestreo y su asociacion con variables ambientales (flechas) que tienen
efecto en la diversidad de filos (circulos negros). La longitud de las flechas describe la
importancia relativa de cada variable analizada y la direccion de la fecha indica la

correlacion entre variables.
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6. DISCUSION
6.1. Caracteristicas del suelo en los sitios de estudio

Se conoce que cambios en la cobertura vegetal tiene efecto sobre las caracteristicas
del suelo, dicho efecto es reflejado especialmente en la materia orgéanica, esto es debido
a las practicas de extraccion de maderables las cuales modifican la cobertura vegetal
de modo que los aportes de hojarasca decrecen igual que mineralizacion de la materia
organica y el sustrato para los heterétrofos. De acuerdo con Certini (2005) las
actividades de manejo forestal afectan en forma directa a las propiedades fisicas y
guimicas del suelo. Por ejemplo, un cambio significativo en las propiedades fisicas en
sinergia con un cambio en el pH y la capacidad de intercambio catidnico implica una
mayor liberacién de particulas finas (arcillas) (Ellies, 1995), como ocurre en los suelos
bajo tratamiento con matarrasa. El cambio porcentual en la relacién arena-arcilla-limo,
asi como el contenido de materia organica y minerales que dan forma y/o modifican al
tipo o unidad de suelo, es un factor importante, particularmente porque en el area de
estudio predominan el suelo de tipo luvisol y Cambisol, ambos de origen residual y baja
litificacion que los hace propensos a deslizamientos o erosion (Clark-Tapia et al., 2016c).

El objetivo de la matarrasa en franja es incrementar la produccién, eliminar la
competencia y propiciar una estructura coetanea regular, lo cual puede ser una
estrategia correcta, sin embargo, para el area de estudio no se recomienda la
escarificacion del suelo, una practica comudn en la regién de estudio. Si bien el objetivo
de la escarificacion es eliminar el horizonte organico para controlar o eliminar la
competencia y favorecer el establecimiento de las especies forestales deseadas (Resco
de Dios et al., 2005), este tratamiento no debe realizarse en el area de estudio, primero
por contar con un horizonte organico delgado ya que existe alta regeneracion de pino 'y
aun cuando se elimine el horizonte predomina la competencia con otras especies (Clark-
Tapia et al., 2018).

En este estudio la materia organica se redujo a la mitad en el suelo de agricultura, pero
también en el sitio de matarrasa, lo anterior debido a los aportes de hojarasca, los cuales
no son abundantes y en su gran mayoria solo dependera de las aportaciones de pocas
especies arboreas debido a la técnica de aprovechamiento. Se puede suponer que

cuando se elimind toda la vegetacion, el agua se llevé la mayor parte del horizonte O y

52



el suelo mineral superior, lo que podria, en circunstancias extremas, provocar
deslizamientos de tierra (Alcantara-Ayala et al., 2006). Como se registré visualmente en
diversas areas de estudio, debido a las pendientes pronunciadas. Se sugiere que aun
cuando existe reforestacion en los sitios de matarrasa, la eliminacion de mantillo por
aclareo y una baja caida de hojarasca de los arboles jovenes no contribuyen
sustancialmente a un aumento de la materia organica del suelo, y sus efectos deben ser

analizados a futuro.

En los sitios de uso local no disminuy6 la materia orgénica lo anterior es consistente con
lo reportado por Liu Et al., 2018 que sugiere que los rasgos de las especies arbéreas
juegan un papel importante en el efecto de los nutrientes del suelo y, por lo tanto, al
menos algunos de los cambios en las caracteristicas del suelo se deben a la estructura
y composicion de la vegetacion. Ademas, se sugiere que aun cuando existe
reforestacion en los sitios de matarrasa, la eliminacién de mantillo por aclareo y una baja
caida de hojarasca de los arboles jévenes no contribuyen sustancialmente a un aumento
de la materia organica del suelo. EI aumento en el C organico del suelo esta
estrechamente relacionado con el tiempo transcurrido desde la reforestacion y en este

estudio fue corto, lo cual puede influir en el C organico.

Cuando el bosque se convierte en suelo de cultivo el pH suele aumenta lo anterior
coincide con lo reportado por Navarrete et al. (2015). Esto es debido a que en los suelos
de agricultura en este estudio se gestionaron de acuerdo con practicas agricolas de
conservacion, es decir, rotacion de cultivos, labranza minima, retencion de residuos y
uso de fertilizantes organicos. Siendo estos dos ultimos los que tienden a mantener o
incrementar el pH, lo anterior sucede cuando los residuos de los cultivos son retenidos,
y como consecuencia evita la pérdida de cationes formadores de bases que absorbe la
planta y la aplicacién de fertilizantes favorece los cationes formadores de bases que se
liberan tras la mineralizacion de la materia organica (Pocknee y Sumner 1997; Butterly
et al., 2013). No obstante, el pH de los suelos en la Sierra Juarez es moderadamente
acidos (5.1-5.6) a fuertemente acidos (<5.0), los resultados sugieren que la tendencia a
volverse fuertemente acidos, siendo este es un factor determinante en la disponibilidad
o solubilidad de nutrientes como nitrégeno, calcio, magnesio, hierro, manganeso, boro,
cobre y zinc. En este trabajo, se reportdé un pH acido para los suelos donde se ha
aplicado el manejo forestal, o anterior es similar a lo reportado por Enriquez-Veldzquez

et al., (2017) para suelos con plantaciones forestales, dada a acidez del suelo podria
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indicar un disminucion en la solubilidad de los elementos tales como fosforo y calcio
(Fernandez y Hoeft, 2009), asi también se incrementa la solubilidad de otros nutrientes
como nitrégeno, potasio y hierro, de este modo la deficiencia de algunos nutrientes
determinaran la productividad del bosque limitado o favoreciendo el desarrollo vegetal
(Plassard y Dell, 2010).

6.2. Diversidad Alfay beta de la comunidad de bacterias y eucariotas

El suelo a menudo esta dominado por microorganismos conformados por bacterias y
eucariotas, que desempefian importantes roles en los procesos biogeoquimicos del
suelo y complejas cadenas alimenticias entre muchas especies (Wertz et al., 2007;
Lambais et al., 2008; Wagg et al., 2014; Baldrian et al., 2012).

La abundancia y atributos comunitarios como estructura y diversidad de una o muchas
taxa puede verse afectada de diferentes maneras por el cambio en el funcionamiento
del ecosistema como cambios en la estructura arbérea vegetal (e.g. Wagg et al., 2014).
Asi como también han reportado una disminucion de la diversidad bacteriana y
eucariota, para bosques cuando son despejados para uso agricola (Yurgel et al., 2017).
En este estudio, no se encontré ningun efecto significativo de las actividades humanas
sobre la diversidad alfa para bacterias, ello a pesar que agricultura, matarrasa y uso
local mostraron mayor riqueza de OTUs que vegetacion natural, y coincide con los
trabajos de Goss-Souza et al. (2017) y Sun et al. (2020) donde no se han encontrado
efectos en diversidad debido a actividades humanas. Sin embargo, esto difiere con el
resultado de eucariotas donde se encontrd una menor riqgueza de especies en
vegetacion natural respeto a las otras actividades. El resultado de bacterias contrasta
con diversos estudios que reportan un aumento de la diversidad debido al efecto de los
disturbios, como la eliminacion o cambios en la estructura arbdrea (e.g. Navarrete et al.,
2015; Lammel et al., 2021).

Diversos estudios exploran los efectos por cambios de uso de suelo en la comunidad
bacteriana del suelo (e.g. Flores-Renteria et al., 2016; Rodriguez et al., 2013), los cuales
han encontrado que la conversién a cultivos o pastos aumenta la diversidad alfa de la
comunidad bacteriana y reduce su diversidad beta. Ademas, la disminucion de la riqueza
y los cambios sustanciales en la composicion de la comunidad bacteriana y fungica del

suelo se han atribuido a dichos cambios (Muller et al., 2016). Lo anterior puede
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visualizarse en la diversidad B, donde la similitud total (BTotal) es explicada por el
reemplazo de especies (Brepl) y por diferencias en riqueza (Brich). Este ultimo es mayor
que Brepl en el tratamiento por agricultura, en contraste con los otros tratamientos, y
una explicacion podria ser la constante variabilidad del ambiente (Carvalho et al., 2012)
debido en nuestro estudio por la rotacion y temporalidad del cultivo.

Una mayor rigueza de OTUs de bacterias y eucariotas en sitios de agriculturay en menor
medida matarrasa y uso local, en compasion con &reas de vegetacion natural puede ser
debido a que no solo se cambia las propiedades del suelo, sino también a un cambio de
la estructura y cobertura vegetal, que estimulan procesos de sucesion ecolégica, y eso
genera una disimilaridad entre sitios. Cambios en el suelo y perturbaciones continuas
en la cobertura vegetal, como ocurre en areas de agricultura de temporal, pueden
estimular la diversidad microbiota del suelo debido a sucesiones ciclicas como lo
sugieren la hipotesis de perturbacién intermedia o modelo de equilibrio dinamico
(Huston, 2014; Lammel et al., 2021). Para el area de estudio, resultados similares han
sido reportado en plantas (Vazquez-Cortez et al., 2018), donde se sugiere que la
diversidad por sucesion ecolégica depende de la temporalidad de la actividad humana,
ya que las actividades de matarrasa y uso local generan un cambio futuro de la
estructura y cubierta vegetal arbérea, que subsecuentemente afectara la diversidad y
dinamica de las especies presentes, incluido el microbioma, sin embargo es un aspecto

gue debera evaluarse a futuro para sustentar dichas hipétesis.
6.3. Estructura de la comunidad bacteriana y eucariota

Los filos bacterianos Proteobacterias, Actinobacterias y Acidobacterias, son a menudo
los grupos bacterianos dominantes del suelo (p. €j., Obermeier et al 2020) mientras que
en eucariotas son los filos Ascomycota, Basidiomycota, Mucoromycota y Zygomiceta
(e.g. Pereira de Castro et al, 2008; Buée, 2009). La dominancia de estos filos es
reportada también para los bosques mexicanos (e.g. Mufioz-Arenas et al., 2020;
Navarro-Noya et al., 2021; Corrales et al., 2021) siendo consistente con el microbiota

dominante de los suelos analizados en este estudio.

Diversos estudios documentan efectos en la abundancia y estructura comunitaria del
microbioma debido a disturbios, como eliminacién o cambios en la estructura arbérea
(Hunt et al. 2004; Wertz et al., 2007; Bhattacharya et al., 2016; Mufioz- Arenas et al.,
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2020; Navarro-Noya et al., 2021), como los reportados en este estudio. Por ejemplo,
para las bacterias la abundancia relativa de Acidobacteria mostr6 diferencias entre
tratamientos comparacion con Actinobacteria en el suelo forestal. Posiblemente este
resultado es factor de que los miembros las actinobacterias son Gram positivas,
metabdlicamente versétiles y sus miembros juegan un papel importante en el ciclo del
Cy el N, i.e., descomposicion de material organico y fijacion de N2, y como plantas
simbiontes en el suelo forestal (Barka et al., 2015; Singh y Dubey, 2018). Mientras que,
por otro lado, las acidobacterias son uno de los filos bacterianos mas extendidos y
diversos, especialmente en el suelo, pero su papel en el funcionamiento metabdlico
sigue siendo limitado ya que son dificiles de cultivar en el laboratorio (Kielak et al., 2016),
por lo que es necesario profundizar sobre los cambios en la comunidad bacteriana

obtenidos en el estudio.

Las eucariotas son los principales descomponedores de la materia organica y funcionan
como sustrato de C o fuente de N para otros taxa (Brabcova et al., 2016), y su
abundancia y estructura comunitaria puede ser afectada por accion antropica
(Bhattacharya et al., 2016; Navarro-Noya et al., 2021). Por ejemplo, el suelo forestal del
area de estudio, como el analizado en otros bosques templados de México (e.g.
Navarro-Noya et al., 2021) tiene mayor abundancia de hongos ectomicorrizicos que
otros suelos, debido a las relaciones simbidticas que guardan los sistemas radiculares
de especies de la familia Pinaceae, Fagaceae y Fabaceae que dominan en el area de
estudio. Sin embargo, los cambios en dominancia en ordenes de Ascomicota y
Basidiomycota en tratamientos con mayor disturbio (i.e. agricultura y matarrasa)
respecto a los de menor cambio como lo son uso local y vegetacion, puede ser explicado
por las relaciones simbiéticas de las plantas presentes y hongos ectomicorrizicos, como

lo sugiere Buée et al. (2009) y Navarro-Noya et al. (2021).

Particularmente, la diferencia en especies vegetales entre. Sitios de mayor disturbio con
especies de estadio sucesional temprano (e.g. pastos y leguminosas) (Clark-Tapia et
al.2018), posiblemente son nichos para hongos micorricicos arbsusculares diferentes a
los presentes en los tratamientos de uso local y vegetacion Otra diferencia en la
abundancia entre taxa obtenida para eucariotas entre tratamientos, en particular para el
sitio de agricultura con los otros sitios ha sido reportada en diversos estudios (e.g. Davis
et al., 2010; Hodge, 2014; Navarro-Noya et al., 2021). Estos cambios pueden afectar de

manera positiva 0 negativa la colonizacion micorricica por la aplicacion de fertilizantes
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o pesticidas (Hodge, 2014), aplicacién de quemas (Lammel et al., 2021)) o la presencia
de organismos patégenos que afectan la ocurrencia de ciertos grupos taxonémicos
(Davies et al., 2010).

Las OTUs pertenecientes a las Halomonas, DA101 y Streptomycetes fueron los géneros
mas abundantes en los sitios de estudio. Las Halomonas es un género bacteriano
bastante tolerante y algunas veces el género bacteriano dominante en los ecosistemas
del suelo (De la Cruz-Barron et al. 2017). Se ha informado que las Halomonas es un
descomponedor de materia organica con una alta relacion C: N en suelo agricola, pero
no fue correlacionado en este estudio. EI género DA101 (Chthoniobacteraceae,
Spartobacteria, Verrucomicrobia) el segundo género bacteriano mas abundante, esta
menos descrito, pero se ha encontrado enriquecido en la rizosfera de diferentes plantas
un ejemplo de ello es el estudio realizado con el pimentero brasilefio (Schinus
terebinthifolius, Raddi) (Dawkins y Esiobu, 2018) y especies de campanilla (Campanula
takesimana, Nakai) (Kang et al., 2019). Fue también el género bacteriano dominante en
los suelos forestales de China (Bai et al., 2015). Los miembros de Streptomyces son
conocidos como estimulantes del crecimiento de las plantas y fijadores de nitrégeno de
vida libre Actinobacterias (Dahal et al., 2017).

El cambio de uso de suelo, y los cambios en la cobertura vegetal tienen un efecto en la
estructura de la comunidad bacteriana y eucariota (Szoboszlay et al., 2017; Lynn et al.,
2017; Liu et al., 2018) En este estudio, la estructura de la comunidad fue diferentes en
el suelo de agricultura comparado con el sitio de vegetacion, el suelo de uso local con
el suelo de matarrasa. La abundancia relativa de OTUs perteneciente a Balneimonas,
Gordonia, Novosphingobium y Pedomicrobium fue mayor en el suelo forestal, mientras
que los pertenecientes a Arthrobacter Cupriavidus, Geobacillus, Geodermatophilus y
Modestobacter, se enriquecieron en el suelo cultivable. Lo anterior coincide con los
estudios que determinaron los efectos heredados de las propiedades del suelo bajo
diferentes usos intensivos de la tierra y su impacto en el desarrollo de una rica biota del
suelo (Negrete-Yankelevich et al., 2020). Sin embargo, dado que la forma de gestion del
bosque tuvo poco efecto en la estructura de la comunidad bacteriana, y aun cuando es
significativo en eucariotas, se necesitan mas estudios para saber como puede afectar el

legado a los microorganismos del suelo.
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El efecto de la remocién de la cobertura vegetal sobre los grupos bacterianos puede
explicarse a veces por la relacién especie-planta y por sus caracteristicas o capacidades
metabdlicas. Algunos ejemplos de esto incluyen a los miembros de Novosphingobium
gue ha sido aislados de diferentes ecosistemas y son metabdlicamente versatiles, con
capacidad para degradar una amplia gama de compuestos como los hidrocarburos
poliaromaticos y la madera (Kumar et al., 2017; Pop Ristova et al., 2017), ademas que
su versatilidad y su capacidad para degradar la madera enriquece el suelo forestal, sin
embargo, no se detectaron el suelo de agricultura. Los miembros de Gordonia
(Actinomycetales) degrada xenobiodticos, contaminantes ambientales y polimeros
naturales lentamente biodegradables (Arenskotter et al., 2004), y pueden degradar
polimeros naturales recalcitrantes lo que podria explicar su presencia en suelo forestal

pero no en el suelo de agricultura.

Ademas, algunos miembros de Pedomicrobium, que se encuentra en ecosistemas
acuaticos y terrestres, oxidan el Mn enzimaticamente y la deposicion de oxido
manganoso ocurre en polisacéridos acidos extracelulares, (Ridge et al.,, 2007). Su
presencia en suelo ectomicorrizosférico podria explicar su mayor abundancia relativa en
suelos donde existe una mayor dominancia de Quercus spp. Que otras especies

forestales, como el pino.

Por otra parte, algunos miembros de Balneimonas renombrados como Microvirga
(Kanso y Patel 2003) son Alfaproteobacterias de nédulos de raices (Ardley et al., 2012)
gue estan presentes en suelos bien desarrollados (Sanchez-Marafién et al., 2017), como
loslocalizados en suelos forestales. Los miembros de Arthrobacter pueden degradar
moléculas aromaticas, compuestos organoclorados y pesticidas, ademas de fijar el
nitrégeno por lo que son consideradas promotoras del crecimiento vegetal (Gkorezis et
al., 2015). En este estudio se encontr6 exclusivamente en el suelo agricola y su
abundancia podria ser explicada a que los miembros de Arthrobacter suelen estar

asociados a la rizosfera y endosfera de las raices (Rilling et al., 2018).

Otros grupos como Cupriavidus forman parte de la clase de Betaproteobacterias, las
cuales tiene capacidad de nodulares legumbres, y han sido denominadas “beta-
rizobios”, por lo que su presencia en suelos agricolas podria estar relacionada a las
caracteristicas simbiéticas que presentan algunas plantas, ademas de su resistencia al

estrés hidrico. Lo mismo podria explicarse para la mayor abundancia relativa de
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Geodermatophilus en el suelo cultivable en comparacién con el suelo forestal, lo que

podria explicarse por del Carmen Montero-Calasanz et al., (2013).

Sin embargo, los cambios en la abundancia relativa de los grupos bacterianos debidos
al cambio en la cobertura vegetal no siempre son los mismos y dependeran de las
caracteristicas especificas del ecosistema. Por ejemplo, Navarrete et al. (2015) reporta
un aumento en la abundancia relativa de bacterias putativas, bacterias copio troficas,
como las Actinomycetales, y una disminucion de la abundancia relativa de taxones
bacterianos, como Chlamydiae, Planctomycetes y Verrucomicrobia, en suelos

deforestados.

En este estudio, la abundancia relativa de los diversos grupos taxonémicos muestra
comportamientos contrastantes entre tratamientos, por ejemplo, Actinomycetales fue
mayor en suelo de agricultura que en suelo forestal y la Verrucomicrobia disminuy6 en
suelo agricola comparado con el suelo forestal. No obstante, la abundancia relativa de
Plactomycetes fue similar en suelo agricola que en suelo forestal y la de Chlamydiae
aumenta en el suelo agricola en comparacion con el suelo forestal. Este es un aspecto
reportado en otros estudios (e.g. Szoboszlay et al., 2017) donde reportan que la
conversion de las tierras de cultivo en bosque aumenta la abundancia relativa de ciertos

grupos, i.e. Rhizobiales pero disminuye en otros como Bacteroidetes y Nitrospirae.

Por consiguiente, la estructura del microbioma se vera afectada por las modificaciones
a la vegetacion y dependera de las condiciones ambientales, como el clima, y de la
nueva estructura del bosque afecte a las caracteristicas del suelo. Por ejemplo, el pH,
la distribucion de tamafio de particulas y la composicion de materia organica. Estas
condiciones ambientales y las transformaciones a la cobertura vegetal pueden ser
diferentes entre estudios, por lo que los cambios en la estructura de la comunidad
bacteriana seran diferentes de un suelo a otro. Este aspecto es reportado por
Szoboszlay et al. (2017) quienes encontraron que el pH y la calidad de la materia
organica del suelo explican la mayor parte de variacion en la estructura de la comunidad

bacteriana y fungica.

En este estudio, el pH es mas alto en agricultura que en el suelo forestal, lo cual podria
haber influenciado la estructura de la comunidad bacteriana. A menudo se ha

encontrado que el pH es un factor que afecta a la estructura de la microbiota e incluso
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pequefios cambios pueden tener un efecto drastico en la abundancia (Tripathi et al.,
2018). El N total fue un factor que también presento un efecto significativo alto con
algunos grupos bacterianos y podria estar relacionado con la composicion de la materia
orgéanica del suelo (e.g. Pascault et al., 2010).

Como se puede apreciar son mdultiples los efectos y tipo de interacciones que ocasiona
el cambio de estructura y cobertura vegetal, que derivan de su eliminacion total con
ciclos temporales de cultivo, con la extraccion y reemplazo total o parcial de especies
debido a una actividad forestal, y que ocasionan no sélo un cambio de las propiedades
del suelo, el recurso disponible para el microbioma, sino a incidir en la abundancia,
estructura, interacciones y diversidad de estas. Se debe destacar que la gestion
comunitaria del bosque en Sierra Juarez es compleja, multidimensional y se enfrenta a
escenarios inéditos de cambio climatico y econdmicos como lo sugiere Clark-Tapia et
al. (2018), es por esto que los resultados de este trabajo, aunque pioneros en la region,
no pueden ser identificados como productos finales, sino como el inicié6 de futuros
estudios. Particularmente, porque este tipo de estudios son fundamentales, para
generar estrategias de conservacion del suelo y fauna asociada dentro los programas

de manejo que se practican en la region.
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7. CONCLUSIONES

61

Las actividades con mayor fragmentacion y pérdida de habitat asociadas con
deforestacion como la agricultura y matarrasa en franja alterna afectan directa e
indirectamente a las propiedades fisicas y quimicas del suelo, particularmente
pH y C organico que genera efectos en la abundancia y diversidad del microbiota

asociado.

La escarificacion del suelo como tratamiento complementario en la matarrasa en
franja y la eliminacién de materia organica en agricultura representan un cambio
drastico en el suelo que propicia la degradacion del mismo, al dejarlo expuesto,
primero por la remocién total del arbolado, y después por la remociéon del

horizonte orgéanico superficial.

La diversidad tanto bacteriana como eucariotica tuvo un comportamiento similar
en los numeros de Hill, al observar en el total de especies, que el tratamiento de
agricultura exhibid6 mayor abundancia de especies que los otros tratamientos.

Los valores de completitud para cada tratamiento de bacterias y eucariotas
fueron satisfactorios, que sugiere un buen ajuste en el analisis, y

representatividad de los taxa analizados.

La diversidad beta, en 18S se explica por la variacion en el reemplazo de
especies (Brepl) y por diferencias en riqueza (Brich) en cada tratamiento. Las
estrategias de conservacion deben orientarse a la retencion de mantillo del suelo
y especies arboreas clave para disminuir el cambio drastico en las propiedades

fisicoquimicas y las integraciones macrobiéticas asociadas.
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9. ANEXOS
9.1. Soluciones para extraccion de DNA

» Solucién de pirofosfato de sodio 2L
Pesar 133.76 g de pirofosfato de sodio y disolver en 1 600 mL de agua destilada
previamente calentada a 60 °C, cuando esté disuelto completamente el pirofosfato se

deja enfriar y se afora a 2 000 mL.
*Esterilizar por calor humedo y almacenar a temperatura ambiente.

» Solucién de buffer de fosfatos pH 8

Solucion I:

Pesar 71.6 g de Na;HPO, 12 H,O disolver con agua destilada y aforar a 1 000 mL.
Solucion II:

Pesar 5.92 g de NaH.PO, anhidro se disuelve en agua destilada y se afora a 250 mL.

Mezclar 948 mL de la Solucién | con 52 mL de la Solucién Il, mezclar y verificar el pH 8

y ajustar a 2 000 mL.
*Esterilizar con calor humedo

» Soluciones de lisis del protocolo de Valenzuela-Encinas et al. 2008.
Solucién de Lisis | 250 mL

Pesar 2.1 de NaCl y agregar 50 mL de EDTA 0.5 M pH 8 disolver y aforar a 250 mL.
*Esterilizar por calor hiumedo y almacenar a temperatura ambiente Solucion

Solucién de Lisis Il 250 mL

Pesar 1.46 g de NaCly disolver en 125 mL de tris HCI 1M. Pesar 30 g de SDS y disolver

en la solucion ajustar el pH 8 y aforar a 250 mL.
*Esterilizar por calor himedo y almacenar a temperatura ambiente.

» Solucién de lisis método Hoffman y Winston 1987
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Preparar 250 mL de solucion. Pesar 2.5 g de SDS (1 % w/v), por separado medir 5 mL
de triton X- 100 (v/v), mezclar con una solucion de 10 mM de Tris-HCI pH 8, 100 mM de
NaCl, y 1 mM de EDTA. Mezclar suavemente hasta quedar disuelto.

*Esterilizar por filtracion con una membrana de 0.22 ym. Almacenar a temperatura

ambiente.

» Soluciones de lisis para el protocolo Sambrook y Rusel 2001.
Buffer de lisozima EDTA 0.25 M pH 8 200 mL.

el

el

Lisozima 10 mg mL™? prepara 10 mL

Pesar 100 mg de lisozima y disolver en Tris-Cl 10 mM pH 8 (100 uL) con 9.9 mL de agua

destilada, disolver suavemente evitando la formacion de espuma.
*Esterilizar por filtracion con membrana y almacenar a 4°C.

Solucién de SDS al 10% 250 mL

Pesar 25 g de SDS vy disolver en agua destilada y aforar a 250 mL.
*Esterilizar por calor himedo:

» Soluciones para purificar
Acetato de potasio 5 M 100 mL

Pesar 29.4 g de acetato de potasio y disolver en 60 mL de agua destilada. Adicionar

.

11.5 mL de &cido acético glacial y aforar a 100 mL con agua destilada.isk

Rl

-

*almacenar a temperatura ambiente. it

el

Solucién de EDTA 0.5M pH 8 1000 mL

Pesar 186.1 g de EDTA *2H,0O sal disédica, adicionar 800 mL de agua destilada

disolver.; ajustar a pH 8 con NaOH.sAforar a 1L con agua destilada. k!
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*Esterilizar por calor himedo y almacenar a temperatura ambiente.

Cloroformo alcohol isoamilico (24:1) 100 mL

Afadir 96 mL de cloroformo a 4 mL de alcohol isoamilico. Tener la precaucion de qué

el frasco este completamente seco. Almacenar la solucion a 4 °C.

Solucién de Polientilenglicol (PEG) 13% 250 mL

Pesar 23.4 g de NaCl y disolver en 200 mL de H.O destilada, agregar 32.5 g de PEG y

aforar a 250 mL. *Esterilizar por calor humedo y almacenar a temperatura ambiente.
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Abstract

Deforestation has 2 large (mpact on soil fertility, especially on steep slopes, but by spplying sustanable management practices,
local communities in Oaxaca (Mexico) have tried 10 avoid the most pegative effects on the foredt ecosystems ey manage.
In this sundy, the characteristics and bacterial commumity structure were investigated from soil sampled in wplicate (n=3)
with difforent land we, i ¢ arable, matural forest, vustainable managed, and refeecated saxl. The pH wis significantly higher
in the arable (6.2) than in the forest soils (€ 5.3), while the organic matter was > 2 Umes higher in the natural forest (804 2/
kg) and sustainable mamaged sodl (86.3 g/kg) than in the arable (36§ g/kg) and cleared and reforested soil (393 pikg)
The higher organic matter content in the first two solls was due o Jeaf litier. alwent in the other sotls. The species richness
(g =0, the typical (g= 1) and dominant bactena (g =2) were not affected by land use The beta divenuay, bow-
ever, showed & significant effect of land we on species richness (p =0.0029). Proteobacteria (40.135%) and Actinoboctoria
(20.15%) were the dominant bacrerial phyla, and Halomonas ( 14.50%) and the Verraoomicmbia DA (339% ) were the
domisant genera. The bucterial communities were highly skgnificantly diffesent in ol with differes kind use comidering
the mxonomic level of geaus and OTUs (p<0.003), It was found that the sustuimable mamaged forest provided the local
comumunity with sellable wood while maintainmg the soll organic matier content, ie. sequestierod C and withowt altering
the hacterial community sractisre.

Introduction

Human activity has 2 large impact oo our environment, and
land- use change is one of the most important one, Land-use
change ¢.g . deforestation and changes in agriculteral prac-
tices reduce plant and animal diversity and strongly affect
the abundance of common species (FAD 2019; Rosenberg
et al. 2019; Zimmer 2019; van Klink et al. 2020). In addi-
tiom, numerous stdies lave found a significant impact on
the sotl microbial populations (e.g., Seoboselay o al 2017),
For instunce, Flores-Renteria et al. (20X)) found that the
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microbial communities grouped acconding o land axe, 1e.
arable, pasture. Myhen.nd'nn-ytwul_
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microorganisms . Additionally, there is also growing evi-
dence that there & a legacy of land-use change on sl biota
{ Negrete-Yankelevich et al. 2020y,

Wood is # valuable commodity and has been extracted
from forests often in an unsustainable way although more
sustainable practices have been developed (Marchi ot al.
201%). The felling of trees has un enormous effect on soil
ecosystems especially i mountaisous areas (L et al.
2002). This change can deamatically alter soil property leg-
acies (e.g.. nutrient availability, pH. and clectrolytx con-
ductivity ), thereby affecting the soil microbial composition
i Thompson ct al. 2015; Negrete-Yankelevich et al. 2020)
Additonally, the soil arganic matter & not replenshed due 1o
the lack of falling litter, so the sotl organs: C comtent drops
rapidly (Fusaro et al 2019). The organic matter in soil i
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mineralized, so the C sequestered decreases, and the CO,
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