UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE GEOLOGIA
ECOLOGIA

EFECTO DE LA MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA DEL ESTRATO ARBOREO
SOBRE LA PRODUCCION DE HOJARASCA Y SU CONSECUENCIA EN LA
DESCOMPOSICION DEL MANTILLO EN UN BOSQUE DE ABIES RELIGIOSA.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
EDUARDO MISAEL CHORENO PARRA

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. BRUNO MANUEL CHAVEZ VERGARA
INSTITUTO DE GEOLOGIA, UNAM
COMITE TUTOR: DR. FELIPE FRANCISCO GARCIA OLIVA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN ECOSISTEMAS Y SUSTENTABILIDAD, UNAM
DR. NOE MANUEL MONTANO ARIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA, UAM IZTAPALAPA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE GEOLOGIA
ECOLOGIA

EFECTO DE LA MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA DEL ESTRATO ARBOREO
SOBRE LA PRODUCCION DE HOJARASCA Y SU CONSECUENCIA EN LA
DESCOMPOSICION DEL MANTILLO EN UN BOSQUE DE ABIES RELIGIOSA.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
EDUARDO MISAEL CHORENO PARRA

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. BRUNO MANUEL CHAVEZ VERGARA
INSTITUTO DE GEOLOGIA, UNAM
COMITE TUTOR: DR. FELIPE FRANCISCO GARCIA OLIVA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN ECOSISTEMAS Y SUSTENTABILIDAD, UNAM
DR. NOE MANUEL MONTANO ARIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA, UAM IZTAPALAPA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2021



POSGCGRADDO

CIENGCIAS

®BIOLOGICAS ®

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD INSTITUTO DE GEOLOGIA

OFICIO CPCB/822/2020

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Subcomité de Biologia Experimental y
Biomedicina del Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 19 de octubre de 2020 se
aprobo el siguiente jurado para el examen de grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
en el campo de conocimiento de Ecologia del estudiante CHORENO PARRA EDUARDO MISAEL
con nimero de cuenta 311156065 con la tesis titulada “Efecto de la modificacién de la
estructura del estrato arbéreo sobre la produccién de hojarasca y su consecuencia en la
descomposicion del mantillo en un bosque de Abies religiosa”, realizada bajo la direccion del
DR. BRUNO MANUEL CHAVEZ VERGARA, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. ANTONIO GONZALEZ RODRIGUEZ
Vocal: DR. GREGORIO ANGELES PEREZ
Secretario: DR. FELIPE FRANCISCO GARCIA OLIVA
Suplente: DRA. PATRICIA VELEZ AGUILAR

Suplente: DRA. CAMILLE THU YEN VALERIE TRUONG

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 08 de diciembre de 2020

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la UNAM, por brindarme los medios para continuar mi formacién

dentro de las ciencias biol6gicas.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por otorgarme la beca 717674 a través del
Programa de Becas Nacionales para realizar mis estudios de maestria. Al Programa de Apoyo a los

Estudios de Posgrado (PAEP) por la beca otorgada para la realizacién de una estancia nacional.

A mi tutor principal, Dr. Bruno Chavez Vergara, y a los miembros de mi comité tutoral, Dr. Felipe Garcia
Oliva'y Dr. Noé Montafio Arias, por guiarme en la elaboracion de este proyecto, por sus criticas siempre
propositivas, sus comentarios, y porque que en todo momento promovieron un ambiente de exigencia

muy sana y productiva que me ha permitido desarrollarme académica y personalmente.



AGRADECIMIENTOS A TITULO PERSONAL

A mi Alma mater, la comunidad ejemplar de la UNAM, porque a pesar de las carencias y problemas
gue aun prevalecen en nuestra institucién, promueve que se continde impartiendo una educacion
publica, gratuita y de calidad, capaz de formar profesionistas integros y con responsabilidad social.
Gracias porque en un ambiente de pluralidad me ha brindado las herramientas para potenciar mi

desarrollo académico y personal.

A mi tutor principal, Dr. Bruno Chavez, porque en los ultimos afios has guiado uno de los aspectos de
mi vida que mas valoro: mi formacion cientifica. Agradezco tu disposicion para debatir ideas, compartir
tu experiencia y tu conocimiento, por formar un ambiente ameno de trabajo, por brindarme tu confianza
y tu tiempo, y por darme el espacio para explorar mis inquietudes académicas. Gracias por ensefiarme
gue las preocupaciones son benéficas cuando sabemos transformarlas y reflejarlas en un producto, y
por tu sinceridad al indicarme los momentos en que cometia errores o necesitaba orientacion. Sobre
todo gracias porque con tu ejemplo me ensefiaste que la perseverancia acompafada con trabajo son

un camino para una vida satisfactoria.

A la M. en C. Ofelia Beltran del Laboratorio de Biogeoquimica y Materia Organica del Suelo
(BIOGEOMOS, IGI, UNAM), por el apoyo y capacitacién durante los analisis quimicos y de actividad
microbiana realizados para esta tesis. Te agradezco por tu paciencia y por ensefiarme que estar en un
laboratorio requiere disciplina, dedicacion, responsabilidad y, sobre todo, pasion. Gracias porgque con
tu ejemplo inculcas el respeto que uno debe de tener por su labor y muestras que uno debe hacer lo

que ama.

A los miembros del jurado de esta tesis: Dr. Antonio Gonzalez, Dra. Camille Truong, Dr. Felipe Garcia,
Dr. Gregorio Angeles y Dra. Patricia Vélez, por su disposicion para formar parte de este jurado y por

compartir su experiencia y comentarios para potenciar este trabajo.

A la SEMARNAT por la licencia de colecta cientifica con Oficio no. SGPA/DGVS/02684/19, dentro del

Parque Nacional Desierto de los Leones y el Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla.

A las autoridades del Parque Nacional Desierto de los Leones y especialmente a los guardabosques
de esta area natural, por facilitar el acceso al Centro de Administracion, Vigilancia y Monitoreo El

Pantano para realizar este proyecto, y por su labor tan humana en la conservacion del bosque.



A la comunidad de San Pedro Atlapulco, por permitirme continuar estudiando sus bosques. Espero que
este trabajo contribuya al bien de su comunidad y a que continden conservando y dando uso adecuado

de sus areas forestales.

Al Instituto de Geologia de la UNAM (IGI, UNAM) y al Laboratorio Nacional de Geoquimica y
Mineralogia (LANGEM), por las facilidades brindadas para el uso de las instalaciones en las que fueron

realizados los analisis para este proyecto.

Al M. en C. Ulises Loredo y al Quim. Luis Pefa del Laboratorio de Geoquimica Ambiental (Molecular)

(IGI, UNAM), por su apoyo y capacitacion durante la liofilizacion de las muestras de mantillo y suelo.

A la M. en C. Iris Suarez Quijada del Laboratorio de Microcosmos Bioedafico (IGI, UNAM), por el
préstamo de equipo para pesar las muestras de hojarasca.

Al M. en C. Rodrigo Velazquez Duran del Laboratorio de Biogeoquimica de Suelos del Instituto de
Investigaciobn en Ecosistemas y Sustentabilidad (IES, UNAM, Campus Morelia) por el apoyo,
capacitacion y el uso de su infraestructura para realizar los andlisis de C, N y P totales, disueltos y

microbianos de las muestras de mantillo y hojarasca.

A Ana Lidia Sandoval y el Biol. César Maldonado Cortés del Laboratorio Nacional de Innovacién
Ecotecnol6gica para la Sustentabilidad (LANIES), por el analisis de &cidos grasos derivados de

fosfolipidos (PLFAS) de las muestras de mantillo y suelo.

A Maria Rodriguez, por la gestion de los tramites escolares necesarios para poder realizar mis estudios

de maestria y, sobre todo, por su enorme amabilidad.

A mis profesores del Posgrado en Ciencias Biologicas Dr. Ulises Rosas, Dra. Rocio Cruz, Dr. Alex
Correa, Dra. Ana Escalante, Dra. Eria Rebollar, Dra. Morena Avitia, Dra. Silvia Pajares, Dr. Bruno
Chavez, Dra. Yunuen Tapia, Dr. Felipe Garcia, por guiarme en mi aprendizaje en las diversas areas de

las ciencias biologicas.



DEDICATORIA

A Bruno Chavez y Ofelia Beltran. Trabajar con ustedes por casi 5 afios ha sido de las experiencias
académicas mas productivas y alegres en mi vida. Pero mas alla del mundo académico, valoro mucho
gue me hayan ofrecido su amistad. Gracias por apoyarme y aconsejarme cuando mas lo necesitaba, y
por darme las herramientas para ser una mejor persona. Siempre voy a admirar su enorme calidad

humana y su disposicion para ayudar a los demas.

A quienes forman o han formado parte del BIOGEOMOS (Edith, Lupita, Yolo, Gis, Adri, Pao, Ale, Pris,
Monse, Laurita, Juan y Tofo), porque con su ayuda en campo, en el laboratorio o con su
retroalimentacion contribuyeron a la conclusion de este proyecto. Me siento muy orgulloso de ver cémo
todos hemos crecido académica y personalmente a lo largo de este tiempo. Muchas gracias por crear
un ambiente de amistad y por todos esos momentos de alegria dentro y fuera del laboratorio.

A Juan Mendoza y Antonio Reyna. En mi mente es muy dificil separarlos porque se convirtieron en dos
de mis mejores amigos. Admiro mucho que son personas muy nobles, solidarias, trabajadoras y sobre
todo alegres. Juan, me asombra tu capacidad y practicidad para solucionar problemas bajo distintas
condiciones. Gracias por ensefiarme a ocuparme mas y a preocuparme menos. Tofio, admiro tu
versatilidad y capacidad para adaptarte a cualquier situacion con tal de lograr tus objetivos. Te
agradezco porque tu “es muy atrevido” me ayudd a comprender que no hay absolutos en la ciencia y

gue todo requiere de un andlisis mas integral. Los aprecio mucho.

A Mariel Becerril, Gabriela Rios y Pablo Sechslingloff. Convivir con ustedes y tomar clase juntos durante

el primer semestre hizo que valiera ain mas la pena el ingresar a la maestria.

A Chezz Gbmez. Aunque nos hemos distanciado extraio mucho pasar tiempo contigo, tener
videollamadas para divagar mientras doblas tu ropa, discutir (jaja) o ir por alitas. Recuerda que tienes

un lugar bien especial en mi cora.

A Marianna Ferreira. A veces es dificil encontrar a una persona que con cada platica te haga cuestionar
y replantear tus convicciones y vision del mundo. Desde que te conoci has sido esa persona en mi vida.

Te agradezco mucho por ello, por tu amistad y porque siempre logras sacarme una sonrisa.

A Kenia Marquez. Hablar contigo es muy facil y siempre ameno. Es bien agradable que compartimos

gustos por la musica, peliculas, series (gracias por compartir Friends), la biologia y seguro muchas



cosas mas que aun no sabemos. Te agradezco porque siempre me esuchas y crees en mi. Te admiro

y te aprecio mucho. Por cierto, ain nos esperan algunos conciertos.

A Said Quiroz. Con pocas personas se pueden tener platicas sobre ciencia como contigo. Gracias
porque con tu ejemplo me has ensefiado que siempre se debe disfrutar y tener pasion por lo que se
hace, desde estudiar el nucleolo, tomarse una cerveza, hasta escuchar a José José. Agradezco y

valoro mucho tu amistad.

A Libi Roldan, Gabirris Quintanilla, Luis Celis y Kal Torres. Por ser esa familia que hemos estado
formando por ya muchos afios. Les agradezco que, a pesar de que es dificil vernos, siempre estan ahi
cuando uno los necesita, en buenos y malos momentos. Estoy orgulloso de ustedes y los admiro

mucho.

A la profesora Teresa Rubio, porque con su apoyo, paciencia y ejemplo me ha ayudado a materializar
uno de mis anhelos de vida: impartir clases en la UNAM. Trabajar con usted ha sido muy ameno y
enriquecedor. Le estoy muy agradecido.

A mis alumnos de Biologia de Hongos (grupo 5148). Gracias por confiar en un desconocido, porque al
hacerlo, me permitieron lograr uno de mis mas grandes anhelos: ensefiar sobre el mundo de los
hongos. Ver su desarrollo ha sido motivaciéon para dar lo mejor de mi y continuar preparandome
académicamente. Les agradezco porque también he aprendido mucho de ustedes. Tienen una gran
capacidad y un enorme potencial. Ahora es su tarea descubrir lo que mas les apasiona como futuros
biélogos o desarrollandose en cualquier otra disciplina. Cuando lo descubran, no olviden ejercer sus

actividades con amor y responsabilidad y, sobre todo, con el fin de lograr el bien comun.

A mis companferos de SepalLaCiencia (Maru Bernal, Ana Aquiles y Alan Valdés), por compartir el interés
genuino de divulgar ciencia, por su tiempo y dedicacién a este proyecto y porque a lo largo de este

viaje han enriquecido mi propia vision de la ciencia y la vida.

A Ana Aguiles. Porgque pensar en ti y escucharte involucra un recurrente “quiero ser como ella”. No me
cansaré de decirte lo mucho que te admiro por tu autonomia, tu liderazgo, tu fortaleza y, sobre todo, tu
compromiso para realizar lo que te propones. Gracias por permitirme conocerte un poquito mas y por

ser mi ejemplo de como ser una persona integra. Desde que te conozco te guardo mucho carifio.



A mis abuelos, Irma Garcia y Mateo Chorefio, por ensefiarme que una forma de demostrar afecto es
cuidando el uno del otro. Gracias por recibirme siempre de una manera muy amable en su hogar. Con
su ejemplo de vida y con sus historias me han ensefiado que si es posible superar las dificultades de

nuestro entorno.

A mi hermano Alberto Chorefio, porque eres un ejemplo de vida para muchas personas y porque
siempre has sido el modelo que he tratado de seguir en mi vida académica y personal. Me sorprende
lo r4pido que hemos pasado de estar entrenando beisbol o haciendo musica, a discutir cual es la mejor
manera de analizar datos. A pesar de ello, agradezco que en todo este tiempo me has apoyado y me

has ensefiado que con dedicacion y disciplina es posible destacar en lo que uno se proponga.

A mis papas Socorro Parra y Alberto Chorefio. Conforme pasa el tiempo uno se hace mas consciente
de todas las dificultades que tuvieron que atravesar y los sacrificios que tuvieron que hacer para que
mi hermano y yo pudiéramos adquirir la educacion que tenemos. Gracias por estar al pendiente de mi
en todo momento y por transmitirme sus mayores virtudes. Siento mucho que para mi sea dificil
retribuirles afectivamente todo lo que me han dado, pero mi manera de demostrar el agradecimiento y
carifio que les tengo es tratando de hacerlos sentir orgullosos. Espero haberlo logrado. Este trabajo es
para ustedes.



“En medio de la polarizacion y la soledad que se vive en un pais como México,
la gente ha comenzado a olvidar que el dolor que provoca la injusticia contra los
otros debiera ser nuestro propio dolor, porque en cualquier instante el otro

puede ser uno mismo’.

-Anabel Hernandez



indice

LiSTA A FIQUIAS ..eieieeieieeieeeet ettt sttt b e bbbt e e eseenes iv
LIRSy = W 0 L = o ] TS vi
ADFEVIALUTAS ...ttt bbbttt b e b b sb et et et et e st eseebesbesaenbees vii
RESUMIBIN ...t b e sttt et e bt e bt e s bt e sb e e sae e s bt et e e b e e beenbeesneesneeenseenbeens 1
N 1] 4 = T TP 3
I [ 01 0 o [ ¥ Yo o3 o SRS 5
1.1. Influencia de las comunidades vegetales en la composicién quimica del
0= 1 111 o RS 7
1.2. Ladescomposicion del Mantillo ... 8
1.2.1. Rol delas comunidades microbianas en la descomposicién del mantillo
10
1.2.2. Eficiencia microbiana en el uso del Cy nutrientes........cccccevvevveveeveverreenenne. 11
1.3. Interaccion entre los rasgos quimicos y la comunidad microbiana durante
ladescomposicion del MantillO.. ... 12
1.4. Lainteraccién entre lacomposicion quimicay la comunidad microbiana del
mantillo es explicada por distintas hipOteSIS ..o 13
1.5. Modificacion de la comunidad vegetal y descomposicion del mantillo en
DOSQUES U CONIFEIAS ....cuiieiiiietee et 15
1.6. Modificacion de la comunidad vegetal y descomposicion del mantillo en
DOSQUES dE ADIES rElIgIOSA . iciciiiieieeceeee et es 16
2. Preguntas de inVeStigacCiOn .......ccciiiiiicieieieieee ettt 18
HIDOTESIS ..ttt ettt e et et e s teesb e beeasebesbeentesteereenbenaeennenes 18
A, ODJELIVOS .ottt et ettt e et e s te b e b e e be et e beeab e teereenbeeteeraeteeteenaenns 19
L. GENETAL ..ttt ettt h bbbttt et nenae s 19
4.2, PAlTICUIAIES ..ottt st ebe s 19
5. MaterialeS Y MELOTOS ..ocuecviieieieieeeeete ettt sttt seeseenas 20
5.1, Areay Sitios A€ @STUMIO ....vcvveieeeieceeececeeeee ettt 20
5.2, FeChas de MUESIICO ..ottt st et 23
5.3.  Disefio eXPeriMeENntal........cccoiiieiiiieiiie ettt st 24
5.3.1. (=10 1] o o USSP 24
5.3.1.1.  DiSef0 0@ MUESIIEO....ccciiiieieiieeeierie ettt ettt nae 24
5.3.1.2. Colecta de NojJarasCa.......cccoceveereriieeiicce ettt re e 24
5.3.1.3. Colectade Mantillo Y SUEBIO .....ccuveieeceeeeeecee et 25
5.3.2. Experimento de desSCOmMPOSICION .....c.cecuieiviiiiecicieeeeeeee e 26



5.3.3. MICTOCOSITIOS .ttt sttt bbb st ae e e e eneeaeas 28
5.3.3.1. Experimento in Vitro de Cruza reCiproCa........ccoecereereereenienesenesenieeeas 28
5.4.  ANAlISiS e 1aDOratOriO . ..ccceeieiciieisieeesesee e 30
5.4.1. [ (O Y- L= 1< o= USSR 30
5.4.1.1. Biomasa de NOJarasCa.......cccceceveeiiiiieieiieceeeseseete et 30
5.4.1.2.  NY P HOAIES .ot 30
5.4.2. =T g1 o SRS 30
5421, Masade MantillO ... 31
5.4.2.2. Porcentaje de humedad del mantillo........cccoveeevinieiniecececeeceeee, 31
B.4.2.3.  PH ettt e et ne s e 31
5.4.2.4. O I e {0 ] = 11 USSR 31
5.4.2.5. CoNY P AISUEBITOS ettt 32
5.4.2.6. CyNenbiomasamicrobiana ... 33
5.4.2.7. Actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica (AAE)............ 34
5.4.2.8. Eficienciaen el uso del CarbonNO0 .......cccoceveveneneneiieeeesee e 37
5.4.2.9. Mineralizacion potencial de C en el mantillo y coeficiente metabdlico
(gCOy) 38
5.4.2.10. Estructura de lacomunidad microbiana del mantillo y suelo mediante
el perfil de ACIAOS GraSOS .....cccieieiieicieeeste ettt eneens 39
5.5, ANAliSiS €StadiSHICOS ..veiiieirieiieeeee e s 41
RESUITATOS ...ttt sttt e et se et ste s b e ste b et e e eneenenseas 45
B.1.  HOJAIASCaA...cciiciiceeeticecee ettt ettt et sttt et s be et e b e et et e s beenbeste e e e besreente e 45
6.1.1. MaSa A€ NOJATASCA .....ecveiietieiecieeeece ettt st 45
6.1.2. I IR o {0 ] = 11 ST P 48
6.2, IMANTIHTO ettt 49
6.2.1. Masa de MaNtillO......ccooeeieirieee e 49
6.2.2. HUMEAAA Y PH oottt st st 50
6.2.3. Co N Y P OTaAIES et 51
6.2.4. CoN Y P AISUEBITOS ettt sttt 52
6.2.5. Cy Nenlabiomasa miCrobiana........cccceveecerereeseseeese e 57
6.2.6. Actividad eNZIMALICA ......ccoevvirieeeceee e 58
6.2.7. Actividad enzimatica esSpecifiCa.......ccocvrveniineneneneeeese e 60
6.2.8. Eficienciaen el uso de carbono ... 62
6.2.9. Mineralizacién potencial de Cy coeficiente metabdlico........................ 63



6.2.10. Comunidad microbiana del mantillo y SUEIO .....c.ccveveevieeeviiieeceeee, 63

6.3, TEABAQG INUEX ..ttt 68
6.4. EXperimento de CruzZa rECIPIOCA .....uciruruirieuerieiirieesee ettt 70
6.5.  ANAlISIS de COMMEIACION ..c.coviiieeeee e e 71
6.6.  ANAliSiS de agruPamMieNtO ......ccccvieueeieieeeeseee e st 76
6.7.  ANAlISiS de redUNAANCIA......cceiiieireeeseee e 78
6.8. Andlisis de Discriminante LinN@al........ccocecveieiriririiseseeeee e 84
6.9. Andlisis deregresion multiple POr PASOS .....cccoeereireiireneereeeee s 88
7. DISCUSION ettt ettt b e st be b et et et e st e b e e b st et e e et e e eneeneenes 92
7.1. Efecto de la modificacion del estrato arbéreo sobre la produccion de
PLOJAIASCA .. .iceeeieceiee ettt b e et b et e et e bt e be e b e beeaeeaesreenaenees 92
7.1.1. Patrones de produccion de hojarasca.......ccccccceeveieeeeveceececeeece e, 92
7.2.  Modificacion de la composicion quimica del mantillo por el cambio en los
patrones de producCion de NOJarasSCa........ccocecureiriinirinieineeree e 95
7.3. Modificacién de la estructura, actividad y eficiencia metabdlica de la
comunidad microbiana por el cambio en la composicién quimica del mantillo..... 99
7.3.1. Estructura de la comunidad microbiana.........cccoceveveeeneneecescencene e, 99
7.3.2. INMOVILIZACION A€ C Y N oo 101
7.3.3. Despolimerizacion y metabolismo microbiano asociado a la
ODBLENCION B C, N Y Pttt st st et s 103
7.3.4. Eficienciaen el uso del carbono ... 105
7.3.5. Estructura de la comunidad microbianay despolimerizacién del
mantillo 106
7.3.6. Mineralizacion de C vy eficienciaen el uso del C.......ccccoevvevieverenenene. 107
7.4. Efecto de la composicion quimicay la comunidad microbiana del mantillo
sobre ladescomposicion del Mantillo........cccveieiiiiiiesece e 109
7.4.1. TEABAG INUEX ittt 109
7.4.2. Interaccion entre la composicién quimicay la comunidad microbiana
durante la descomposicion del Mantillo ........ccoceveivirinereseee e 110
7.4.3. Efecto de la composicidon quimicay la comunidad microbiana del
mantillo sobre la mineralizacion de C..........ccoviviiereneieeeeese e 112
AR T Y (o Lo (= o o 1= T g 1= = | 114
7.6.  ConsSideraciones fiNAlES ..o 118
8. CONCIUSIONES ...ttt sttt et b e b st st st et et et eseeneas 119
9. LIteratura CITAUA. .....ccoirireeieieieeee ettt st sttt eae s 121
Material SUPIEMENTAITO ......cooiiieiee ettt sttt et st e s be e e e 142



Lista de figuras

Figura 1. Condiciones y clima en el area de estudio.

Figura 2. Método de obtencién de las muestras de hojarasca, mantillo y suelo en
las condiciones de estudio.

Figura 3. Biomasa de hojarasca producida mensualmente en las condiciones de
estudio de acuerdo con su origen.

Figura 4. Concentracion de nutrientes totales en la hojarasca en las condiciones de
estudio durante mayo y junio.

Figura 5. Masa de mantillo en las condiciones y épocas de estudio.

Figura 6. Humedad (A) y pH (B) del mantillo en las condiciones y épocas de estudio.
Figura 7. Concentracion de nutrientes totales del mantillo en las condiciones y
épocas de estudio.

Figura 8. Concentracion de nutrientes disueltos del mantillo en las condiciones y
épocas de estudio.

Figura 9. Concentracion de C y N en la biomasa microbiana del mantillo en las
condiciones y épocas de estudio.

Figura 10. Actividad enzimatica en el mantillo de las condiciones y épocas de
estudio.

Figura 11. Actividad enziméatica especifica en el mantillo de las condiciones y
épocas de estudio.

Figura 12. Eficiencia en el uso del carbono de las comunidades microbianas del
mantillo en las condiciones y épocas de estudio.

Figura 13. Mineralizacion potencial de C y coeficiente metabdlico del mantillo de las
condiciones y épocas de estudio.

Figura 14. Relaciones H:B y G-:G+ en el mantillo y suelo de las condiciones de
estudio durante el inicio de la época humeda.

Figura 15. Abundancia relativa de grupos microbianos en el mantillo y suelo durante

el inicio de la época humeda.



Figura 16. Abundancia relativa de las cadenas de &cidos grasos individuales de
distintos grupos microbianos durante el inicio de la época humeda.

Figura 17. Curvas de rango-abundancia de la comunidad microbiana en las
condiciones de estudio durante el inicio de la época humeda.

Figura 18. Factor de estabilizacion (S) y tasa de descomposicion (K) en las
condiciones y épocas de estudio.

Figura 19. Mineralizacion de C en el experimento de cruza reciproca.

Figura 20. Matriz de correlacion entre las variables evaluadas en el mantillo en las
condiciones y épocas de estudio.

Figura 21. Matriz de correlacion entre las variables evaluadas en el mantillo en las
condiciones de estudio durante el inicio de la época humeda.

Figura 22. Matriz de correlacion entre las variables evaluadas en el mantillo en las
condiciones de estudio durante el maximo de la época humeda.

Figura 23. Analisis de agrupamiento de la comunidad microbiana del mantillo
durante el inicio de la época humeda.

Figura 24. Andlisis de agrupamiento de la comunidad microbiana del suelo durante
el inicio de la época humeda.

Figura 25. Andlisis de Redundancia de la abundancia de los grupos microbianos en
funcién del pH y las variables quimicas absolutas en el mantillo en las condiciones
de estudio durante el inicio de la época humeda.

Figura 26. Andlisis de Redundancia de la abundancia de los grupos microbianos en
funcién del pH y los atributos funcionales de la composicion quimica del mantillo en
las condiciones de estudio durante el inicio de la época humeda.

Figura 27. Andlisis de Redundancia de la actividad microbiana en funcion de la
abundancia de los grupos microbianos en el mantillo de las condiciones de estudio
durante el inicio de la época humeda.

Figura 28. Analisis de Redundancia de los atributos funcionales de la actividad
microbiana en funcion de la abundancia de grupos microbianos en el mantillo de las
condiciones de estudio durante el inicio de la época humeda.

Figura 29. Analisis de Redundancia de la actividad microbiana en funcion del pH'y

variables quimicas absolutas en el mantillo en las condiciones y épocas de estudio.



Figura 30. Andlisis de Redundancia de los atributos funcionales de actividad
microbiana en funcion del pH y las relaciones estequiomeétricas entre nutrientes en
el mantillo en las condiciones y épocas de estudio.

Figura 31. Andlisis Discriminante Lineal realizado con el pH, variables quimicas y
de actividad microbiana en el mantillo en las condiciones y épocas de estudio.
Figura 32. Andlisis Discriminante Lineal realizado con el pH y atributos funcionales
en el mantillo en las épocas y condiciones de estudio.

Figura 33. 3 estandarizada de los modelos de regresion multiple por pasos para las
condiciones y épocas de estudio.

Figura 34. Modelo de almacenes y flujos de C, N y P, estructura y actividad de la

comunidad microbiana del mantillo en las condiciones de estudio.

Lista de tablas

Tabla 1. Estructura del estrato arb6reo en las condiciones de estudio.

Tabla 2. Disefio experimental y efectos evaluados en el experimento de cruza
reciproca.

Tabla 3. PLFAs cuantificados asociados a distintos grupos microbianos.

Tabla 4. Resultados del ANOVA de medidas repetidas.

Tabla 5. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para la masa y variables
ambientales del mantillo.
Tabla 6. Resultados del ANOVA de medidas repetidas.

Tabla 7. Resultados del ANOVA de un factor para las relaciones H:B y G-:G+.

Tabla 8. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para los parametros del Tea
Bag Index.

Tabla 9. Resultados del ANOVA factorial en el experimento de cruza reciproca.

Tabla 10. Resultados de los Andlisis de Discriminantes Lineales sin y con validacion
cruzada.

Tabla 11. Modelos de regresion multiple por pasos para las condiciones y épocas
de estudio.

Tabla S1. Biomasa de hojarasca producida en las condiciones de estudio.

Vi



Tabla S2. Media (X) y error estandar (EE) de las variables evaluadas en las
condiciones y épocas de estudio.

Tabla S3. Coeficientes de las funciones discriminantes en los Analisis de
Discriminantes Lineal con las variables evaluadas en las condiciones y épocas de
estudio.

Tabla S4. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento.
Tabla S5. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento.
Tabla S6. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento.
Tabla S7. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento.
Tabla S8. Modelos de regresion multiple por pasos para las condiciones y épocas

de estudio.
Abreviaturas

Act: actinobacterias

ADL: Analisis Discriminante Lineal
AEE: actividad enzimética especifica
AF: Amplitud funcional

ARD: Analisis de Redundancia

BG: B-glucosidasa

Cmic: carbono en la biomasa microbiana
COD: carbono organico disuelto

Ct: carbono total

DH: deshidrogenasa

EUC: eficiencia en el uso del carbono
FH: final de la estaciobn himeda
FME: fosfomonoesterasa

G-: bacterias gram negativas

G+: bacterias gram positivas

H': indice de Shannon-Weaver

HFA: Home field advantage

Vii



BMA: bosque maduro de Abies religiosa

HECM: hongos ectomicorrizicos

HMA: hongos micorrizico-arbusculares

HSAP: hongos saprotrofos

BRN: bosque de Abies religiosa en regeneracion natural

BRR: bosque de Abies religiosa en regeneracion y reforestacion
IH: inicio de la estacion hiumeda

ISM: Interaccion calidad del sustrato-calidad de la matriz

J: indice de equitatividad

LAP: leucina aminopeptidasa

Latif: hojarasca de especies latifoliadas

LP: lipasa

MH: punto maximo de precipitacion en la estacion humeda
NAG: N-acetil-glucosaminidasa

Nmic: nitrdgeno en la biomasa microbiana

NOD: nitrégeno organico disuelto

Nt: nitrdgeno total

PLFA: phospolypid fatty acids

PNDL: Parque Nacional Desierto de los Leones

PNIMHC: Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla
POD: fésforo organico disuelto

POX: polifenol oxidasa

Pt: fosforo total

gCOz2: coeficiente metabdlico

viii



Resumen

En los ecosistemas forestales, cuando ocurre un cambio en la estructura de la
comunidad vegetal como consecuencia de un fendmeno natural o perturbacion, se
genera un efecto en cascada en procesos ecolégicos como la produccion de
hojarasca y la descomposicion del mantillo. Esto ultimo, debido a que la
consecuente modificacion de la cantidad y de la composicion quimica de los
residuos que llegan al suelo afecta a la actividad metabdlica de la comunidad
microbiana. Aunque este es un fendbmeno sobre el cual se ha desarrollado una
amplia investigacion, hay sistemas forestales de los que aln se conoce poco como
son los bosques de Abies religiosa. Estos bosques endémicos se caracterizan por
ser comunidades monodominantes en el estrato arboreo. Sin embargo, estan
expuestos a disturbios que generan modificaciones en la dominancia arborea al
permitir el establecimiento de otras especies. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de la modificacion de la estructura del estrato arboreo
sobre la produccién de hojarasca y su consecuencia en la descomposicion del
mantillo en un bosque de A. religiosa.

Para cumplir el objetivo planteado, se compararon tres condiciones: “bosque
maduro de A. religiosa” (BMA) con monodominancia de A. religiosa, “bosque de A.
religiosa en regeneracion natural” (BRN) con presencia de angiospermas latifoliadas
de sucesion secundaria, y “bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion”
(BRR), la cual esta reforestada con Pinus sp. En cada condicion se colecto la
hojarasca durante nueve meses a partir del inicio de la época humeda (IH). Asi
mismo, en cada condicion se obtuvieron cinco muestras de mantillo y cinco de suelo
en el IH y en el mes de maxima precipitacién de la época humeda (MH). En el
mantillo se determind la concentracion de nutrientes, la abundancia y diversidad de
grupos microbianos con base en el perfil de acidos grasos (PLFASs), la actividad
microbiana y la mineralizacion de C. Se obtuvo la tasa de descomposicion (k) y el
factor de estabilizacién (S) en el mantillo mediante el Tea Bag Index durante el MH
y el final de la época humeda (FH). Ademas, se cuantificé la mineralizacion de C en

un experimento de cruzas reciprocas entre las muestras de mantillo y suelo.



El cambio en el estrato arbéreo en la condicion BRR modificé la interaccion
entre el pH, la composicion quimica del mantillo, la actividad y el metabolismo
microbiano durante la descomposicion del mantillo en comparacion con la condicion
BMA. Lo anterior estuvo fuertemente influido por la combinacién de la hojarasca
proveniente de angiospermas latifoliadas al promover una elevada concentracion
de N en el mantillo. Ademas, la deposicion de hojarasca proveniente de Pinus sp.
permitié la entrada de nuevas formas de C al mantillo. Ambos factores favorecieron
el que la comunidad microbiana, aunque fue menos diversa y dominada por hongos,
fuera mas amplia funcionalmente. Esto implica que la comunidad microbiana tiene
una alta capacidad descomponer mantillo con distinta composicién quimica.
Ademas, la actividad de las enzimas producidas por estos microorganismos, las
cuales se asocian a la obtencion de N (leucina aminopeptidasa y N-acetil-
glucosaminidasa) y P (fosfomonoesterasa), fue promovida por las altas
concentraciones de nutrientes en el mantillo generado principalmente por
latifoliadas. Sin embargo, la comunidad microbiana es poco eficiente en el uso del
N, a través de la actividad de las enzimas leucina aminopeptidasa y N-acetil-
glucosaminidasa, pero tiene una alta eficiencia en el uso del C a través de la
actividad de la B-glucosidasa.

Es de destacar que el efecto de la modificacion del estrato arboreo sobre la
descomposicion del mantillo no fue evidente en la condicién BRN ya que, salvo
algunas excepciones, no existieron diferencias en los pardmetros evaluados
respecto a la condicién BMA. Aungue la mineralizacién de C no fue modificada por
el cambio en la estructura del estrato arbéreo, esta podria ser mas sensible a una
perturbacién futura. Por lo anterior, los resultados sugieren que la descomposicion
del mantillo es exacerbada por actividades de manejo forestal, mientras que la
regeneracion natural del bosque podria redirigir este proceso hacia condiciones
similares a las de un bosque de A. religiosa poco perturbado. Por lo tanto, los
resultados son relevantes en términos de la conservacion y el manejo forestal del
bosque evaluado, y de aquellos que presentan una modificacion del estrato vegetal
arboreo.



Abstract

In forest ecosystems, when a change occurs in the plant community structure as a
result of a natural phenomenon or disturbance, a cascade effect is generated in
different ecological processes, such as litterfall production and litter decomposition.
The latter, because the consequent modification of the quantity and chemical
composition of the residues that reach the soil, affects the microbial community's
metabolic activity. Although this is a phenomenon on which extensive research has
been developed, there are forest systems of which little is still known, such as the
Abies religiosa forests. These endemic forests are characterized by being
monodominant communities in the arboreal stratum. However, they are exposed to
disturbances that generate tree dominance modifications by allowing the
establishment of other species. Therefore, this work aimed to evaluate the effect of
the modification of the arboreal stratum structure on the litterfall production and its
consequence in the litter decomposition in an A. religiosa forest.

To reach the proposed objective, three conditions were compared: “mature A.
religiosa forest” (MAF) with monodominance of A. religiosa, “A. religiosa forest in
natural regeneration” (FNR) with the presence of broadleaf angiosperms of
secondary succession, and “A. religiosa forest in regeneration and reforestation”
(FRR), which is reforested with Pinus sp. The litterfall was collected for nine months
from the beginning of the wet season (BW) in each condition. Moreoever, in each
condition, five litter samples and five soil samples were obtained at BW and in the
month of maximum precipitation of the wet season (MW). In the litter, the pH,
concentration of nutrients, the abundance and diversity of microbial groups based
on the profile of fatty acids (PLFAs), the microbial activity and the C mineralization
were determined. The litter decomposition rate (k) and the stabilization factor (S)
were obtained using the Tea Bag Index during the MW and the end of the wet season
(EW). In addition, C mineralization was quantified in a reciprocal transplant

experiment between the litter and soil samples.



The tree stratum changes in the FRR condition modified the interaction
between the pH, litter chemical composition, the activity and the microbial
metabolism during the litter decomposition compared to the MAF condition. This was
strongly influenced by the combination of litter from broadleaf angiosperms by
promoting a high N litter concentration. Besides, the deposition of litterfall from Pinus
sp. allowed the entry of new C forms to the litter. Both factors favored the fact that
the microbial community, although it was less diverse and dominated by fungi, was
functionally broader. This implies that the microbial community has a high capacity
to decompose litter with different chemical composition. In addition, the activity of
the enzymes produced by these microorganisms and that are associated with
obtaining N (leucine aminopeptidase and N-acetyl-glucosaminidase) and P
(phosphomonoesterase) was promoted by the high litter nutrient concentration
generated mainly by broadleaved angiosperms. However, the microbial community
is not very efficient in the use of N, through the activity of leucine aminopeptidase
and N-acetyl-glucosaminidase, but has high efficiency in the use of C through the
activity of B -glucosidase.

It is noteworthy that the effect of the tree stratum modification on the litter
decomposition was not evident in the FRN condition since, with some exceptions,
there were no differences in the parameters evaluated regarding the MAF condition.
Although the C mineralization was not modified by the change in the arboreal stratum
structure, it could be more sensitive to a future disturbance. Therefore, the results
suggest that litter decomposition is exacerbated by forest management activities,
while the natural regeneration of the forest could redirect this process towards
conditions similar to those of an undisturbed A. religious forest. Therefore, the results
are relevant in terms of conservation and forest management of the evaluated forest,

and of those that present a modification of the arboreal plant stratum.



1. Introduccién

En todo el mundo, los bosques cubren aproximadamente 40 millones de km?, lo cual
representa cerca del 30% de la superficie terrestre del planeta (FAO, 2006). De esta
areatotal, los bosques templados abarcan aproximadamente el 17%, con 6,845,000
de km? de superficie (Keenan et al., 2015). Estos ecosistemas se distribuyen
principalmente entre las latitudes 25° a 50° en el hemisferio norte y estan
representados por bosques de coniferas, de especies latifoliadas y/o bosques
mixtos (Olson et al., 2001).

En México, los bosques templados ocupan el 16.5% del territorio nacional, lo
cual corresponde a 325,000 km? (Santini et al., 2019). Estos bosques se distribuyen
principalmente en zonas montafiosas como la Sierra Madre Occidental, la Sierra
Madre Oriental y el Eje Neovolcénico Transversal, donde estan representados por
bosques de pinos, encinos, pino-encino y oyamel (Rzedowski, 1978). Muchos de
los bosques templados mexicanos se ubican por debajo de la latitud 25°N (Galicia
et al., 2016), debido a una clara influencia de la altitud. Esto los sitia como de los
pocos a nivel mundial en distribuirse en latitudes tropicales.

Debido a la extension de los bosques templados a nivel mundial y nacional,
los procesos que regulan su funcionamiento resultan de relevancia por su impacto
en los ciclos biogeoquimicos globales y por los servicios que proveen. En este
sentido, gran parte del funcionamiento de los bosques templados esta determinado
por la dinamica del carbono (C) y otros nutrientes como el nitrégeno (N) y el fésforo
(P). Esta dinamica involucra la entrada de C y nutrientes a dichos ecosistemas, su
transferencia interna entre los seres vivos y los suelos, y su pérdida (Chapin et al.,
2011).

Particularmente, los elementos que no presentan una fase gaseosa estable
entran a los ecosistemas a través de la meteorizacion de las rocas (e.g. Ca, Mg, K,
P, S), mientras que aquellos que poseen una fase gaseosa se incorporan mediante
la fijacion biolégica (e.g. C y N). Estos nutrientes son incorporados a la biomasa
vegetal y posteriormente su flujo interno en los ecosistemas depende de la

transformacién del C y los nutrientes de su forma organica a inorganica. Este



proceso es regulado por las comunidades microbianas, quienes permiten el flujo de
los nutrientes a través de la matriz del suelo. Finalmente, si no existen mecanismos
gue promuevan la recirculacidon de estos elementos eventualmente pueden salir de
los ecosistemas mediante su lixiviacion, erosion hidrica o por viento, o mediante la
emision de gases a la atmésfera (Chapin et al., 2011).

Los procesos involucrados en la dinamica del C y los nutrientes en los
sistemas forestales, como los bosques templados, se encuentran ampliamente
regulados por las comunidades vegetales. Esto ocurre una vez que las plantas
regulan la entrada de C a los ecosistemas a través de la fotosintesis (Chapin et al.,
2011) e incorporan elementos como el N y P al absorberlos a partir del suelo
mediante sus raices (Hobbie, 1992). Esto le permite a las plantas acumular el C y
los nutrientes en su biomasa.

Posterior a que las plantas incorporan el C y los nutrientes en sus tejidos en
forma de materia organica, una fraccién de ellos es transferida al suelo. Esto ocurre,
mediante la exudacion y abscision de raices y por la deposicién de residuos foliares
en el suelo a través de un flujo denominado hojarasca (Kim et al., 2010). A su vez,
el conjunto de residuos foliares depositados en el suelo, denominado mantillo,
contiene el C y nutrientes que son aprovechados por las comunidades microbianas
saprétrofas del suelo y organismos como los hongos micorrizicos (Lindahl y Tunlid,
2014). Esto ocurre una vez que los microorganismos transforman extracelularmente
las moléculas organicas que conforman a las células del mantillo a compuestos de
bajo peso molecular mediante la actividad enzimatica (Romani et al., 2006; Chavez-
Vergara, et al., 2014).

Esta actividad microbiana promueve una parte del proceso conocido como
descomposicion del mantillo. Este proceso tiene como consecuencia que los
nutrientes sean transformados a iones inorganicos que pueden ser absorbidos
nuevamente por las plantas y de esta manera se mantenga la productividad primaria
y el funcionamiento de los ecosistemas forestales (Chapin et al., 2011). Por lo
anterior, en los ecosistemas forestales la dinamica de los nutrientes depende en
gran medida de los procesos regulados por las comunidades vegetales y

microbianas, como la descomposicion de la materia organica (Aubert et al., 2010).



1.1 Influencia de las comunidades vegetales en la composicion

guimica del mantillo

En los sistemas forestales, la composicion quimica del mantillo, es decir, la
concentracion de nutrientes y tipos de moléculas, esta definida por los rasgos
fisiologicos de los distintos grupos taxondmicos y funcionales de plantas que
constituyen a las comunidades vegetales (Cornwell et al., 2008). Esto es conocido
como huella quimica (Whitham et al., 2012), y ocurre a través de la deposicion de
hojarasca por las plantas. Por ejemplo, se ha registrado que la hojarasca producida
por especies de angiospermas latifoliadas tienen una mayor concentracion de Ny
P en comparacion con las especies de gimnospermas aciculares (Han et al., 2005;
Kim et al., 2010). Por esta razon, el mantillo presente bajo su dosel muestra una alta
concentracion de estos nutrientes (Takahashi, 1997). Ademas, las especies de
hojas anchas presentan un alto contenido de moléculas labiles, es decir, faciles de
biodegradar. Por su parte, las especies que presentan aciculas contienen una
mayor cantidad de moléculas recalcitrantes, es decir, dificiles de degradar, como la
lignina (Zhang et al., 2008).

El efecto particular de las especies vegetales sobre los rasgos quimicos del
mantillo no s6lo depende de sus rasgos individuales ya que se ha registrado que la
dominancia de las especies en la comunidad vegetal, considerada en términos de
su area basal, influye en la composicion quimica dominante del mantillo (Li et al.,
2010). Esto se debe a que la dominancia de las plantas determina la cantidad de
hojarasca que se produce por cada especie, lo cual define su abundancia en la
mezcla de hojarasca (Li et al., 2010; Souza et al., 2019). Asi, las especies con una
alta dominancia, al tener una mayor biomasa en su follaje, producen una alta
cantidad de hojarasca y son mas abundantes en la mezcla de hojarasca (O'Keefe y
Naiman, 2006; Li et al., 2010; Flores-Nieves et al., 2011). Como consecuencia, la
composicion quimica de la especie mas abundante en la hojarasca tiene mayor

influencia en la composicion quimica predominante del mantillo (Li et al., 2010).



1.2. La descomposicién del mantillo

El proceso de descomposicidon del mantillo se puede definir como un continuo donde
los residuos organicos depositados en el suelo disminuyen su complejidad
estructural hasta llegar a su transformacion a iones inorganicos. Los principales
pasos de este proceso son: la fragmentacion, la despolimerizacion y la
mineralizacion (Chapin et al., 2011; Chavez-Vergara et al., 2018). Como
consecuencia, la descomposicion del mantillo es un proceso que influye en la
dindmica de los nutrientes y el flujo de CO: hacia la atmésfera en los ecosistemas
(Chapin et al., 2011).

La descomposicion del mantillo comienza una vez que las plantas depositan
la hojarasca en el suelo (Kavvadias et al., 2001). Inicialmente, estos residuos
foliares en el suelo son fragmentados, lo cual involucra su ruptura promovida por la
actividad de la micro y mesofauna. Ademas, los residuos foliares derivados de las
especies ocurrentes presentan distintas concentraciones de C y nutrientes en las
moléculas de las células vegetales (Kdgel-Knabner, 2002), los cuales son obtenidos
por las comunidades microbianas saprotrofas que se desarrollan en el suelo. Esto
ocurre através de la produccion de exoenzimas por los microorganismos, las cuales
despolimerizan a las moléculas organicas del mantillo (Osono, 2007).

Como consecuencia de la despolimerizacion se genera materia organica en
disolucioén, la cual incluye compuestos de bajo peso molecular, <1kDa (Chavez-
Vergara et al., 2014), como carbohidratos, aminoacidos y fosfolipidos (Fischer et al.,
2007). Estas formas disueltas pueden ser absorbidas por las comunidades
microbianas, quienes las metabolizan en funcién de sus requerimientos fisiol6gicos
(Cotrufo et al., 2015). Asi, una parte de los recursos adquiridos pueden inmovilizarse
en su biomasa, lo que promueve su crecimiento, mientras que otra fraccién puede
ser asignada a la produccion de enzimas (Sinsabaugh y Moorhead, 1994; Kivlin et
al., 2013) y/o como fuente de energia derivada de la respiracion, lo cual promueve
la liberacion de CO2. Consecuentemente, los microorganismos promueven la

mineralizacion de la materia organica, es decir, su transformacion a formas



inorganicas, lo cual representa el ultimo paso de la descomposicion del mantillo
(Chapin et al., 2011).

En sistemas estacionales, el periodo maximo de descomposicién del mantillo
a lo largo del afio esta determinado por el inicio de la época de lluvias. Esto ocurre
una vez que la humedad del suelo debida a la precipitacion estimula la actividad de
los microorganismos y con ello acelera el proceso de descomposicién (Austin y
Vitousek, 2000; Salamanca et al.,, 2003; Anaya et al., 2012). Después de los
primeros eventos de precipitacion, la composicion quimica y la actividad de los
microorganismos varian temporalmente conforme progresa la descomposicion. Por
ejemplo, en su etapa inicial, el mantillo presenta una alta concentracion de
compuestos organicos de bajo peso molecular en su forma disuelta generados por
la despolimerizacién, y de C en moléculas como la celulosa y la lignina presentes
en las paredes de las células vegetales. Sin embargo, las moléculas organicas son
lixiviadas del mantillo (Froberg et al., 2007), mientras que el C es
predominantemente consumido por los microorganismos a través de la actividad de
sus exoenzimas, cuya produccion es favorecida por el N y el P del mantillo. Como
consecuencia, el mantillo reduce su concentracion de C y de moléculas organicas
disueltas conforme progresa la descomposicion.

De la misma manera, conforme avanza este proceso, existe un incremento
en la concentracion de nutrientes en el mantillo asociado a su inmovilizacion en la
biomasa de los microorganismos. Ademas, esta elevada concentracion de
nutrientes puede reducir la actividad de las comunidades microbianas debido a que
inhibe la actividad de algunas enzimas, lo que se ha observado particularmente en
el caso del N (Berg y Cortina, 1995; Devi y Yadava, 2006; Moore et al., 2006; Berg,
2014). Por lo anterior, la interaccion entre los rasgos quimicos y la actividad de las
comunidades microbianas del mantillo es el principal factor que regula su
descomposicion a una escala local (Ayres et al., 2009; Keiser et al., 2013; Wang et
al., 2014a).



1.2.1. Rol de las comunidades microbianas en la descomposiciéon del

mantillo

Los microorganismos saprotrofos del suelo promueven la descomposicion del
mantillo al obtener los recursos presentes en el mantillo a través de la produccion
de exoenzimas que despolimerizan las moléculas organicas del mantillo (Romani et
al., 2006; Talbot et al., 2015). Por ejemplo, la mayoria de los hongos y bacterias
saprotrofas producen exoenzimas hidroliticas que les permiten obtener C, Ny P. Tal
es el caso de la B-glucosidasa y la lipasa que favorecen la obtencion de C a partir
de celulosa y lipidos, respectivamente, la leucina aminopteptidasa y la N-acetil-
glucosaminidasa que permiten adquirir el N presente en proteinas y en paredes
celulares microbianas, y la fosfomonoesterasa, con la cual los microorganismos
acceden al P presente en moléculas como los lipidos (Alfaro et al., 2014; Purahong
et al., 2016).

Sin embargo, no todos los microorganismos tienen la misma capacidad
metabodlica de producir distintas exoenzimas. En este sentido, los hongos
saprotrofos tienen una mayor capacidad de producir exoenzimas hidroliticas en
comparacion con las bacterias (Schneider et al., 2010; Schneider et al., 2012).
Incluso, las bacterias pueden crecer a expensas de los productos generados por los
hongos (Boer et al., 2005; Romani et al., 2006). Adicionalmente, los hongos
saprotrofos producen casi exclusivamente enzimas oxidativas, como la polifenol
oxidasa, que les permiten obtener C a partir de moléculas recalcitrantes, como la
lignina y otros polifenoles. Este rasgo es compartido con el grupo de las
actinobacterias (Vétrovsky et al., 2014) y algunos hongos ectomicorrizicos (Bodeker
et al., 2014).

Ademas de poder producir enzimas oxidativas, los hongos ectomicorrizicos
se han relacionado indirectamente con la disminucion de la tasa de descomposicion
del mantillo. Esto se ha explicado debido a que su habilidad competitiva en la
adquisicion de nutrientes genera una limitacion para el resto de la comunidad
microbiana y las plantas y, con ello, reduce la actividad microbiana saprotrofa

(Fernandez y Kennedy, 2016). Este efecto sobre la descomposicion del mantillo
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también se ha observado en el caso de sitios con una alta abundancia de hongos
micorrizicos-arbusculares, a pesar de su falta de capacidad para la producciéon de
exoenzimas (Verbruggen et al., 2016). Sin embargo, la presencia de estos
organismos también se ha asociado con un aumento en la tasa de descomposicion
del mantillo (Gui et al., 2017), lo cual se atribuye a que estimulan la actividad de
microorganismos saprotrofos al proveerles de fuentes de C accesibles (Herman et
al., 2012).

1.2.2. Eficiencia microbiana en el uso del C y nutrientes

Ademas de la actividad microbiana relacionada con las exoenzimas producidas por
las comunidades microbianas, la descomposicion del mantillo depende de la
eficiencia en el uso del C y los nutrientes obtenidos por los microorganismos a partir
de la materia organica. Esta eficiencia se refiere a la proporcién del C y los nutrientes
gue es asignada por los microorganismos a su crecimiento en biomasa o0 que es
mineralizada (Sinsabaugh et al., 2013; Mooshammer et al., 2014). De esta manera,
los microorganismos con una baja eficiencia acumulan una menor proporcion de los
recursos en su biomasa y promueven una mayor mineralizaciéon del C y los
nutrientes de las moléculas organicas del mantillo. Por lo tanto, estos
microorganismos promueven la descomposicion del mantillo.

La eficiencia en el uso del C o los nutrientes de los microorganismos puede
ser cuantificada mediante distintos pardmetros. Entre ellos, el coeficiente
metabdlico (qCO2), el cual evalla la eficiencia en el uso del C al dividir la
mineralizacion del C o nutriente entre su acumulacion en la biomasa microbiana
(Anderson y Domsch, 1993). Asimismo, la actividad enzimatica especifica (AEE)
evalla la eficiencia del metabolismo de los microorganismos para almacenar C o
nutrientes en su biomasa mediante la produccién de exoenzimas, al dividir la
actividad de enzimas asociadas a la obtencion de C o un nutriente entre su
concentracion en la biomasa microbiana (Waldrop et al., 2000; Romani, et al., 2006:
Moorhead et al., 2012). De manera similar, la Eficiencia en el Uso del Carbono
(EUC) indica la capacidad de las comunidades microbianas para acumular C en su

biomasa a través de la produccion de exoenzimas, pero en funcion de las
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diferencias entre sus requerimientos de C y nutrientes y la composicion quimica de

su sustrato (Sinsabaugh et al., 2016).

1.3. Interaccién entre los rasgos quimicos y la comunidad

microbiana durante la descomposicién del mantillo

Los rasgos quimicos del mantillo generado por las especies en la comunidad
vegetal, como el pH y la composicion quimica, influyen en la estructura y actividad
de las comunidades microbianas (Aubert et al., 2010; Zheng et al., 2018). En este
sentido, el pH influye en la estabilidad y actividad éptima de distintas enzimas. Por
ejemplo, las enzimas hidroliticas como la p-glucosidasa, lipasa, leucina
aminopeptidasa, la N-acetil-glucosaminidasa y algunas fosfomonoesterasas tienen
actividades éptimas en pH acidos, generalmente entre 3 y 6, mientras que enzimas
oxidativas como las fenol oxidasas tienen rangos 6ptimos de pH entre 4 y 7 (Baldrian
y Valaskova, 2008; Sinsabaugh, 2010; Turner, 2010). Por lo tanto, un cambio en el
pH del mantillo puede alterar la actividad de las enzimas hidoliticas y oxidativas vy,
por lo tanto, modificar el proceso de descomposicion (Wang et al, 2010).

Respecto a la composicién quimica, el mantillo con una alta concentracion
de moléculas recalcitrantes, como el generado por las gimnospermas aciculares,
promueve comunidades microbianas donde los hongos saprétrofos son muy
abundantes debido a que se especializan en consumir dicho tipo de moléculas
(Zhou et al., 2015). Por otro lado, el mantillo con una alta concentracion de
nutrientes y moléculas labiles, como el generado por las angiospermas latifoliadas,
favorece la abundancia de las bacterias (Bray et al., 2012; Fanin et al., 2014; Fanin
et al., 2019). Ademas, las comunidades microbianas del mantillo son méas diversas
cuando este se constituye por residuos provenientes de angiospermas y
gimnospermas (Chapman et al., 2013). Esto se debe a la presencia de recursos
quimicamente diversos en el mantillo (Chapman y Newman 2010).

Adicionalmente, la composicion quimica del mantillo regula la actividad de las
comunidades microbianas y, por lo tanto, su descomposicion. En este sentido, el

mantillo compuesto Unicamente por residuos foliares de angiospermas o0 en
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combinacion con residuos de gimnospermas, se descompone a mayor velocidad
gue el mantillo compuesto Unicamente por residuos de gimnospermas (Cornwell et
al., 2008; Augusto et al., 2015; Kou et al., 2020). Esto se debe a que los residuos
foliares generados por las angiospermas presentan una alta calidad quimica, es
decir, una alta concentracion de nutrientes (y por lo tanto bajas relaciones
C:nutriente) y una baja concentracion de compuestos recalcitrantes (Cornwell et al.,
2008). Dichas condiciones quimicas promueven la actividad de las comunidades
microbianas (Keeler et al., 2009; Talbot y Treseder, 2012).

De manera similar a la actividad microbiana, la eficiencia microbiana es
influida por la composicion quimica del mantillo. Asi, cuando el mantillo tiene una
alta calidad quimica en términos de una elevada concentracion de un nutriente y
una baja relacién C:nutriente (e.g. C:N o C:P), los microorganismos tienen una alta
eficiencia en el uso del C y una baja eficiencia en el uso del nutriente (Manzoni,
2017). Esto se debe a que los microorganismos presentan una limitacién por C, por
lo cual su metabolismo favorece la inmovilizacion de C y, en menor medida, la
conservacion del nutriente, el cual es mineralizado (Mooshammer et al., 2014). Por
lo anterior, la eficiencia de las comunidades microbianas puede regular la cantidad
de C y nutrientes que permanecen en la biomasa microbiana o que son

mineralizados en funcion de la composicién quimica del mantillo.

1.4. La interaccion entre la composicion quimicay la comunidad

microbiana del mantillo es explicada por distintas hipoétesis

La descomposicion del mantillo es una propiedad emergente de los ecosistemas,
ya que depende de la interaccion entre los rasgos quimicos de los tejidos vegetales
y la actividad de las comunidades microbianas. Para explicar la direccion e
intensidad del efecto de cada factor en esta interaccion sobre la descomposicion del
mantillo se han planteado distintas hipotesis. Una de ellas es el efecto de
fertilizacion (priming effect), la cual plantea que los residuos vegetales con alta
calidad quimica, es decir, con altas concentraciones de compuestos labiles y

nutrientes, promueven la descomposicion del mantillo (Kuzyakov et al., 2000; Chao
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et al., 2019). Esto se debe a que favorecen la actividad de los microorganismos que
degradan compuestos recalcitrantes (Fontaine et al. 2004). Por lo tanto, de acuerdo
con esta hipotesis la descomposicion del mantillo esta mayormente influida por su
composicion quimica.

Por otro lado, la hipétesis de la “interaccion calidad del sustrato-calidad de la
matriz” (ISM), indica que la tasa de descomposicion de los residuos foliares es
mayor cuando su composicidbn quimica es similar a la composicion quimica
predominante del mantillo. Asi, los residuos foliares con una baja concentracion de
nutrientes y elevada concentracion de moléculas recalcitrantes son descompuestos
a una mayor tasa en sitios donde el mantillo presenta predominantemente esos
MisSMos rasgos, en comparacion con aquellos sitios donde el mantillo tiene una alta
concentracion y es labil (Freschet et al., 2012). Por esta razén, la descomposicién
del mantillo estaria influida principalmente por su composicién quimica.

Por su parte, la hipotesis de la “ventaja del campo local” (home field
advantage, HFA) sefiala que el mantillo se descompone a una mayor tasa bajo el
dosel de la comunidad de plantas a partir de la cual se originé (i.e. en la comunidad
local), en comparacion con cualquier otra comunidad (Gholz et al., 2000). Esto es
debido a que la comunidad vegetal promueve el desarrollo de comunidades
microbianas saprotrofas especializadas en descomponer el mantillo al que estan
expuestas de manera mas frecuente, es decir, el generado por la comunidad vegetal
local (Lin et al., 2019). Por esta razon el HFA surge de la interaccion entre los rasgos
del mantillo y la comunidad microbiana saprotrofa (Ayres et al., 2009).

La hipétesis de la “amplitud funcional” (AF) indica que las comunidades de
microorganismos que se han desarrollado en sitios donde la comunidad vegetal esta
compuesta por especies que producen residuos foliares recalcitrantes, como las
gimnospermas, tienen una mayor capacidad de descomponer mantillo que varia
ampliamente en sus caracteristicas quimicas, es decir, son funcionalmente amplias
(Fanin et al., 2016a). Esto se debe a que estan adaptadas a utilizar mantillo con un
rango amplio de nutrientes y compuestos, desde labiles hasta recalcitrantes.
Contrariamente, las comunidades microbianas que se han desarrollado en sitios

donde la comunidad vegetal presenta especies que depositan residuos labiles,
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como las angiospermas latifoliadas, tienen una menor amplitud funcional (Keiser et
al., 2011; Fanin et al., 2016a; Chavez-Vergara et al., 2018).

1.5. Modificacion de la comunidad vegetal y descomposicion del

mantillo en bosques de coniferas

Debido a que la composicion quimica de los residuos foliares del mantillo depende
de los rasgos de la comunidad vegetal como la composicion y dominancia de las
especies (Han et al., 2005; Li et al., 2010), un cambio en estos rasgos de la
comunidad vegetal puede modificar la composicién quimica del mantillo (Quested
et al.,, 2007). Este cambio afecta los recursos disponibles para la comunidad
microbiana, lo cual, a su vez, modifica su estructura, actividad y eficiencia
metabdlica (Barbi et al., 2016; Fanin y Bertrand, 2016). Como consecuencia, esto
afecta la descomposicién del mantillo y, por lo tanto, la dinAmica del C y nutrientes
en los sistemas forestales (Aubert et al.,, 2010; Hossain et al., 2010; Prescott y
Grayston, 2013).

En bosques monodominantes de coniferas, donde el mantillo esta compuesto
principalmente por residuos foliares de angiospermas aciculares, la adicién de
residuos foliares de angiospermas latifoliadas en la mezcla del mantillo puede
promover un incremento o un decremento en la tasa de descomposiciéon (Champan
y Koch, 2007; Wang et al., 2007). Esto se debe a un cambio en la composicion
quimica del mantillo, el cual modifica la actividad microbiana y la eficiencia en el uso
de C y nutrientes por los microorganismos (Wang et al., 2008; Holden et al., 2013).

Lo anterior sugiere que un cambio en el tipo de residuos vegetales que se
depositan en el suelo debido a una modificacion de la comunidad vegetal puede
alterar la descomposicion del mantillo. Particularmente, esta modificacion del
proceso de descomposicién se ha observado en bosques de coniferas donde la
estructura de la comunidad vegetal ha cambiado debido a disturbios como los

incendios y la introduccién de especies (Wang et al., 2007; Holden et al., 2013).
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1.6. Modificacion de la comunidad vegetal y descomposicién del

mantillo en bosques de Abies religiosa

Los bosques monodominantes de Abies religiosa (Kunth) Schitdl. & Cham, una
especie endémica de México, son comunidades vegetales distribuidas en zonas de
alta montafia del Eje Neovolcanico Transversal y la Sierra Madre del Sur, entre los
2500 y 3500 m.s.n.m. (Rzedowski, 1978). Estos bosques se desarrollan
principalmente sobre suelos de origen volcanico generalmente profundos como los
Andosoles (Galicia et al., 2016). La estructura de la comunidad vegetal en estos
bosques se caracteriza por un estrato arb6reo con una alta densidad y dominancia
de A. religiosa, un dosel cerrado que alcanza aproximadamente 50 m de altura, y
un escaso numero de especies acompafantes en el sotobosque (Sanchez-
Gonzalez et al., 2005; Cuevas-Guzman et al, 2011; Endara et al., 2012; Zepeda-
Gomez et al., 2018).

Sin embargo, estos sistemas estan sujetos a eventos de disturbio y manejo
forestal que han promovido un cambio en la estructura del estrato arboreo (Endara
et al., 2012). Este cambio esta definido por un aumento en la riqueza de especies
vegetales, una modificacion en su composicion y un decremento en la dominancia
relativa de A. religiosa (Pineda-Lépez et al, 2013; Santibafiez-Andrade et al., 2015).
Particularmente, el cambio en la composicion de especies involucra la presencia de
angiospermas latifoliadas de sucesion secundaria regeneradas naturalmente, tales
como Garrya laurifolia Hartw. ex Benth, Buddleja cordata (Lundell ex E.M. Norman)
E.M. Norman y Ribes ciliatum Humb. & Bonpl. ex Roem. &Schult. Ademas, incluye
la introduccién de especies no nativas, como algunas especies del género Pinus,
derivado de actividades de reforestacion (CONANP-SEMARNAT, 2006; Pineda-
Lépez et al, 2013; Santibafiez-Andrade et al., 2015; Chorefio-Parra, 2018).

Por lo anterior, los bosques de A. religiosa en los que han sufrido eventos de
disturbio y manejo forestal son sistemas que pueden permitir evaluar el efecto del
cambio en la estructura de la comunidad vegetal arbérea sobre la descomposicién
del mantillo. En este sentido, en un bosque de A. religiosa dentro de dos Parques

Nacionales ubicados al poniente de la Ciudad de México, se registro que distintos
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eventos de disturbio y manejo forestal generaron condiciones de la estructura del
estrato arbodreo distintas a la condicion natural del bosque. Estas condiciones se
caracterizaron por un incremento en la riqueza de especies arbdreas, un cambio en
la composicién de especies y un decremento en la dominancia de A. religiosa.
Particularmente, aunque A. religiosa permanecio como la especie dominante, la
regeneracion natural del sitio promoviéo un aumento en la dominancia relativa de
angiospermas latifoliadas de sucesion secundaria en dos fragmentos del bosque.
En otro fragmento, ademas de la regeneracion natural, existieron actividades de
reforestacion que promovieron un aumento en la dominancia relativa de Pinus sp.,
una especie no nativa del bosque (Chorefio-Parra, 2018).

Este cambio de la estructura del estrato arb6reo modificd el proceso de
descomposicion del mantillo. Especificamente, las tres condiciones de modificacion
del estrato arbdreo presentaron una menor concentracion de P en el mantillo. Esto
promovié una alta actividad enzimatica asociada a la obtencién de distintas fuentes
de C por los microorganismos. Ademas, se observo una baja eficiencia en el uso
del C por los microorganismos, lo cual favorecioé una alta mineralizacion de C en el
mantillo (Chorefo-Parra, 2018). De manera similar, otros trabajos indican que el
cambio en la estructura del estrato arboreo también tiene un efecto sobre la
descomposicion de la materia organica en el suelo. En este sentido, Barajas et al.
(2020) reportaron que, durante la época de lluvias, en el suelo de sitios con una baja
dominancia de A. religiosa ocurrié también una baja concentracion de nutrientes, lo
cual se asocio con una alta mineralizacion de C.

A pesar de estos hallazgos, aun existen pocos trabajos que evallen los
factores involucrados en el proceso de descomposicion del mantillo en bosques de
A. religiosa que han sufrido cambios en la estructura de su comunidad vegetal. Por
lo anterior, aun resulta necesario identificar como ocurre la interaccion entre los
rasgos de la comunidad vegetal, las caracteristicas quimicas del mantillo, la
estructura de la comunidad microbiana, la actividad microbiana y la eficiencia
metabdlica de los microorganismos durante la descomposicion del mantillo, en
bosques de A. religiosa que han tenido una modificacion en el estrato vegetal

arbéreo. Lo anterior permitiria entender los factores que controlan la dinamica del C
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y los nutrientes en bosques de A. religiosa y, por lo tanto, los factores hacia los
cuales podrian ser orientados los esfuerzos de conservaciéon y manejo forestal en

estos sistemas.

2. Preguntas de investigacion

¢, Cual es el efecto del cambio en la dominancia relativa de las especies del estrato
arboreo en un bosque de A. religiosa sobre la abundancia relativa de los residuos

vegetales que conforman la hojarasca?

¢, Como influye la abundancia relativa de los residuos vegetales en la hojarasca en

la composicion quimica del mantillo?

¢,Como se relaciona la composicion quimica del mantillo con la abundancia de
grupos microbianos y la eficiencia en el uso del C y nutrientes por los
microorganismos durante la descomposicion del mantillo, en un bosque de A.

religiosa?

¢, Como afecta la modificacién en la composicion quimica y la actividad microbiana

a la mineralizaciéon de C en el mantillo?

3. Hipotesis

La abundancia relativa de los componentes foliares que conforman la hojarasca

expresara directamente la dominancia relativa de las especies en el estrato arbéreo.
La hojarasca conformada por una mayor abundancia relativa de residuos foliares de

especies latifoliadas producira mantillo con una alta concentracion de los nutrientes
NyP.
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El mantillo generado por una mezcla de hojarasca con una mayor proporcion de
residuos foliares de latifoliadas promovera una comunidad microbiana mas diversa,

activa y eficiente en el uso del C, pero poco eficiente en el uso de nutrientes.

Un mantillo generado por una mezcla de hojarasca con una mayor proporcion de
residuos foliares de especies latifoliadas promovera una comunidad microbiana con

mayor amplitud funcional, lo cual se reflejara en una mayor tasa de descomposicion.

4. Objetivos

4.1. General

Evaluar el efecto de la modificacion de la estructura del estrato arbéreo sobre la
produccion de hojarasca y su consecuencia en la descomposicion del mantillo en

un bosque de A. religiosa.

4.2, Particulares

1. Caracterizar la produccion de hojarasca en distintas condiciones del estrato
arboreo en un bosque de A. religiosa.

2. Caracterizar la composicion quimica del mantillo en distintas condiciones del
estrato arboreo en un bosque de A. religiosa.

3. Cuantificar la abundancia de grupos microbianos, y la actividad y uso
eficiente de C y nutrientes por la comunidad microbiana del mantillo en
distintas condiciones del estrato arb6reo en un bosque de A. religiosa.

4. Analizar el efecto de la composicion quimica y la comunidad microbiana
sobre la mineralizacién de C en distintas condiciones del estrato vegetal

arboreo de un bosque de A. religiosa.
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5. Materiales y métodos

5.1. Areay sitios de estudio

Este trabajo se llevo a cabo en un bosque de oyamel (Abies religiosa (Kunth) Schitdl.
& Cham) dentro de la Sierra de las Cruces, en el Eje Neovolcanico Transversal. El
bosque se encuentra administrativamente dentro del Parque Nacional Desierto de
los Leones (PNDL) y el Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla
(PNIMHC), los cuales se localizan al poniente de la Ciudad de México. El area de
estudio presenta un clima templado con lluvias en verano, Cb’(w2)(w)ig, donde la
precipitacion se concentra entre los meses de mayo y octubre (CONANP-
SEMARNAT, 2006; Rodriguez-Palacios, 2009). De acuerdo con los datos de la
estacion climatolégica mas cercana al area de estudio (15045 “La Marquesa” de la
CONAGUA), la temperatura media anual es de 10 °C y la precipitacion media anual
es de 1223 mm para el periodo de 2012 a 2016. Ademas, el area presenta suelos
de origen volcanico del grupo Andosol (CONANP-SEMARNAT, 2006; Rodriguez-
Palacios, 2009).

En esta area se delimitaron tres sitios dominados por A. religiosa pero que
tienen distintas condiciones en la estructura de la comunidad arbérea, las cuales
estan definidas principalmente por diferencias en la composicion y la dominancia
relativa de las especies arbdreas. Los tres sitios seleccionados estan situados en
una posicion altitudinal similar, entre los 3040 y los 3127 m.s.n.m. (Chorefio-Parra,
2018). El primer sitio se localiza en el paraje “El Zarco”, dentro del PNIMHC, en las
coordenadas 19°20’12” N, 99°24°16” W'y 19°15'00” N, 99°19’30” W. La vegetacion
natural del sitio corresponde a un bosque monodominante de A. religiosa de
medianamente denso a denso (Rodriguez-Palacios, 2009; Chico et al., 2015) (Tabla
1). Este sitio de estudio se caracteriza por un estrato arbéreo maduro cuya
dominancia relativa de A. religiosa, estimada a partir del area basal, es del 100%.
Ademas, la comunidad vegetal arborea no muestra rasgos evidentes de disturbio
(Chorefo-Parra, 2018). Por esta razon, la condicion del bosque en este sitio fue

nombrada “bosque maduro de Abies religiosa” (BMA) (Figura 1A, Tabla 1).
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Los dos sitios restantes se encuentran en la jurisdiccion del Centro de
Administracion, Vigilancia y Monitoreo Ecoldgico “El Pantano”, al interior del PNDL,
entre las coordenadas 19°18°18" N y 99°18°54" W. Aunque en ambos sitios A.
religiosa es la especie dominante, la mayor parte de la vegetacion ha sufrido
cambios en su estructura ocasionados por eventos de disturbio ocurridos en 1998
asociados a un incendio forestal y a las posteriores actividades de manejo forestal
(CONANP-SEMARNAT, 2006). Debido a esto, los dos sitios al interior del PNDL
muestran distintas condiciones de modificacion en la estructura del estrato arboreo
respecto a la condicidn no alterada del bosque.

En particular, la vegetacion de uno de los sitios, al cual llamamos “bosque
de A. religiosa en regeneracion natural” (BRN) (Figura 1A, Tabla 1) ha estado
expuesta mayormente a una regeneracion natural tras los disturbios ocurridos.
Como consecuencia, esta condicion del bosque presenta un aumento en la
dominancia relativa (estimada a partir del area basal) conjunta de las angiospermas
latifoliadas de sucesidn secundaria Garrya laurifolia Hartw. ex Benth, Buddleja
cordata (Lundell ex E.M. Norman) E.M. Norman y Ribes ciliatum Humb. & Bonpl. ex
Roem. &Schult (0.27%, 14.26% y 0.58%, respectivamente) y, en menor medida, de
Pinus sp (1.23%). Sin embargo, A. religiosa aun es la especie dominante ya que
presenta una dominancia relativa de 83.7% (Chorefio-Parra, 2018).

Por su parte, en el sitio restante, ademas de la regeneracion natural de la
vegetacion, existieron actividades de reforestacion con una especie de Pinus no
nativa (CONANP-SEMARNAT, 2006). Por esta razén, la estructura arbérea
presenta un aumento en la dominancia relativa de Pinus sp. (20.9%), seguida de la
angiosperma latifoliada Garrya laurifolia (13.5%). A pesar de ello, A. religiosa adn
es la especie dominante en el sitio, ya que presenta una dominancia relativa del
65.6% (Chorefio-Parra, 2018). Por lo tanto, esta condicion del bosque fue llamada
“bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion” (BRR). Por lo anterior, a
partir de aqui, cada sitio (BMA, BRN y BRR) representa una condicion distinta en la
estructura del estrato arboreo del bosque de A. religiosa (Figura 1A, Tabla 1).
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Figura 1. Condiciones y clima en el area de estudio. A) Condiciones del estrato arbéreo dentro de
los Parques Nacionales Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla (PNIMHC) y Desierto de los Leones
(PNDL). BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural;
BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion. El asteristico amarillo indica la
localizacion de la estacion climatoldégica 15045 “La Marquesa” (CONAGUA). B) Promedio de
precipitacion total mensual y temperatura media mensual entre los afios 2012 y 2016 en el area de
estudio. Se indican los meses que corresponden a cada época definida como IH: inicio de la época
hameda, MH: punto méximo de la época humeda y FH: final de la época himeda. Datos obtenidos

de la estacion climatolégica 15045 “La Marquesa”.
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Tabla 1. Estructura del estrato arbéreo en las condiciones de estudio.

Dominancia Densidad
Condicién Especie Abs (m?ha) Rel (%) | Abs (individuos ha) Rel (%)
BMA Abies religiosa 23.21 100 90.67 100
Total 23.21 100 90.67 100
Abies religiosa 14.11 83.66 32 31.58
Pinus spp. 0.21 1.23 21.33 21.05
Garrya laurifolia 0.05 0.27 5.33 5.26
BRN .
Buddleja cordata 2.4 14.26 32 31.58
Ribes ciliatum 0.1 0.58 10.67 10.53
Total 16.86 100 101.33 100
Abies religiosa 14.99 65.63 32 9.38
BRR Pinus spp. 4.77 20.88 240 70.31
Garrya laurifolia 3.08 13.49 69.33 20.31
Total 22.84 100 341.33 100

Se muestran los datos de dominancia y densidad absolutos (Abs) y relativos (Rel). La dominancia
se considera en términos del area basal. Ambos parametros se estimaron a partir de especies
arbdreas con un diametro a la altura del pecho = 3 cm. Retomado de Chorefio-Parra (2018). BMA:
bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque

de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.

5.2. Fechas de muestreo

Con la finalidad de caracterizar el proceso de descomposicion del mantillo durante
la época humeda, se eligieron fechas de muestreo con base en la precipitacion
registrada en el area de estudio (Figura 1B). De acuerdo con los datos promedio de
precipitacion total mensual, el primer incremento importante en la precipitacion
respecto al mes anterior en el area de estudio ocurrié en marzo, con un incremento
del 261%. Especificamente, marzo registro una precipitacion de 42.2 mm mientras
qgue en febrero se reportaron 16.1 mm. Por su parte, en julio se present6 el momento
con mayor precipitacion mensual (268 mm) y en noviembre ocurrieron los ultimos
eventos de precipitacién (60.1 mm) previos al inicio de la estacion seca. Debido a
ello se definio el mes de abril como el inicio de la estacion humeda (IH), julio como
el punto maximo de precipitacion en la estacion humeda (MH) y noviembre como el

final de la estacion humeda (FH).
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5.3. Disefio experimental

5.3.1. Campo

5.3.1.1. Disefo de muestreo

Con la finalidad de representar las condiciones de modificacion del estrato arbéreo
al interior del bosque estudiado, en cada condicién de estudio (BMA, BRN y BRR)
se delimité un area de muestreo de 2500 m? a partir de un cuadrado de 50 m por
lado. Esta area muestral es de la misma magnitud que la utilizada por Chorefio-
Parra (2018) en el mismo bosque, y cubre un area similar a la establecida para la
elaboracion del Inventario Nacional Forestal y de Suelos (Comision Nacional
Forestal, 2014). En cada condicion se establecié de manera aleatoria un transecto
longitudinal de 50 m a favor de la orientacion de la pendiente (BMA: norte, BRN:
sureste, BRR: noreste) sobre el cual cada 10 m, a partir del inicio del transecto (0
m), se colocd un transecto perpendicular de 50 m, con la finalidad de que, en caso
qgue hubiera algun efecto de la posicién en la ladera sobre los resultados, poder
identificarlo e incluir como covariable la posicion en la ladera. Con base en lo
anterior, se obtuvieron cinco transectos perpendiculares a la pendiente por cada
condicion (Figura 2).

5.3.1.2. Colecta de hojarasca

En cada transecto perpendicular se colocaron aleatoriamente dos trampas de
hojarasca de 1 m de diametro (0.79 m?) por 1 m de altura (Figura 2). De esta manera,
se establecieron 10 trampas en cada condicion, las cuales fueron colocadas en el
mes de abril, que corresponde al inicio de lluvias (IH). El material vegetal acumulado
en las trampas, excluyendo material lefioso <2mm de diametro, fue colectado
mensualmente durante nueve meses que corresponde al periodo de mayo de 2019

a enero de 2020.
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5.3.1.3. Colecta de mantillo y suelo

De igual manera, sobre cada uno de los transectos perpendiculares, se selecciono
un punto aleatorio. En cada uno de los puntos seleccionados se trazé un cuadrado
de 1 m por 1 m, el cual fue definido como punto de muestreo. En esta area de 1 m?,
a partir de los vértices y centro del cuadrado, se colecté una muestra de mantillo.
Para ello, se colocé un anillo de PVC de 160 mm de didmetro sobre el mantillo vy,
con la ayuda de un cuchillo, se extrajo el material foliar y lefioso <2 mm al interior
del anillo. Las cinco muestras fueron mezcladas dentro de una bolsa hermética para
construir una muestra compuesta de mantillo por cada punto de muestreo. Una vez
retirado el mantillo, se obtuvieron muestras del suelo subyacente en los vértices del
cuadrado, de 0 a 10 cm de profundidad con una barrena tipo holandesa de 8 cm de
diametro (Figura 2). Las muestras fueron mezcladas para formar una muestra
compuesta de suelo por punto de muestreo. Con base en este disefio, se obtuvieron
cinco muestras compuestas de mantillo y cinco muestras compuestas de suelo por
condicion para cada fecha de muestreo.

Las muestras compuestas de mantillo y de suelo fueron colectadas el 27 de
abril y el 27 de julio, que corresponden al inicio de la época humeda (IH) y al mes
con la mayor precipitacion mensual (MH), respectivamente. En ambas fechas las
muestras se colectaron en el mismo punto, sélo que en la segunda fecha se evito el
punto inmediato perturbado previamente. Esto se realiz6 con la finalidad de evaluar
el proceso de descomposicion a lo largo de la época de lluvia evitando la
heterogeneidad espacial puntual, lo que permitié establecer un modelo estadistico
de andlisis de varianza de medidas repetidas (RMANOVA), como se explicara mas
adelante (Seccion 5.5). Las muestras fueron transportadas en bolsas negras al
Laboratorio de Biogeoquimica y Materia Organica del Suelo (BIOGEOMOS) del
Instituto de Geologia, UNAM, donde fueron almacenadas en oscuridad a 4°C hasta

su analisis de acuerdo con Chavez-Vergara y colaboradores (2014).
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Figura 2. Método de obtencién de las muestras de hojarasca, mantillo y suelo en las condiciones de
estudio. Las figuras en color gris representan a las trampas de hojarasca colocadas de manera
aleatoria en cada transecto perpendicular. Los circulos rojos sobre las lineas perpendiculares de 50
m representan puntos de muestreo de mantillo elegidos aleatoriamente. Los anillos de PVC
colocados en los vértices y el centro del cuadrado de 1 m representan los puntos de obtencion de
las submuestras de mantillo. Las barrenas situadas en los vértices del cuadrado representan los

puntos de obtencion de las submuestras de suelo.

5.3.2. Experimento de descomposicién

Para evaluar la descomposicién de los residuos vegetales en las condiciones de
campo, se realizé un experimento con base en el “Tea Bag Index” (Keuskamp et al.,
2013). Este método consiste en estimar la tasa de descomposicion (k) y el factor de
estabilizacién (S) de los residuos vegetales en distintos sitios, a partir de la
diferencia en la masa del contenido de bolsas de té. Para este experimento se
emplean de forma pareada bolsas de polietileno rellenas con té verde y otras con té
rooibos, las cuales presentan composicién quimica contrastante (donde el té verde
es quimicamente labil y el té rooibos es quimicamente recalcitrante).

En campo se colocaron debajo de la capa de mantillo tres bolsas de té verde

y tres bolsas de té rooibos. Estas se posicionaron a 1 m de distancia de la trampa
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de hojarasca mas lejana al transecto principal, sobre el transecto perpendicular, en
cada condicidon (Figura 2). Las bolsas fueron colocadas en abril de 2019 (IH) y
colectadas 90 dias después, en julio de 2019 (MH). En julio de 2019 se volvieron a
colocar en el mismo punto otro conjunto de bolsas, las cuales fueron recolectadas
125 dias después en noviembre de 2019, debido a que esta fecha corresponde al
final de la época humeda (FH),. Las bolsas colectadas fueron transportadas al
Laboratorio de Biogeoquimica y Materia Organica del Suelo donde se limpiaron,
secaron y vaciaron para determinar la masa residual al interior de las bolsas de
acuerdo al método descrito por Keuskamp y colaboradores (2013). Con base en la
pérdida de masa de las bolsas sujetas a descomposicién en ambos periodos y la
composicién quimica de los dos tipos de té caracterizada por Keuskamp y
colaboradores (2013), se calcularon los parametros k y S para cada condicion del
estrato arboreo en las épocas MH y FH. Para ello se utilizaron las ecuaciones

propuestas por Keuskamp y colaboradores (2013):

(1) Wt=are'® + (1-a)
(2) S=1-av/Hv

En la ecuacion 1, Wt representa la proporcién de masa remanente de té rojo hasta
el tiempo t; ar es la fraccion labil del té rooibos, la cual se predice indirectamente a
través de la pérdida de masa y la composicion quimica del té verde; y k es la tasa
inicial de descomposicién del té rooibos que se busca estimar. En la ecuacion 2, S
es el factor de estabilizacion; av es la fraccion descompuesta de té verde basada en
su pérdida de masa; y Hv es la fraccién hidrolizable del té verde. Con base en la
ecuacion 2, la S se interpreta como la fraccién labil de té verde que es

potencialmente hidrolizable pero que no se descompone después de la incubacion.
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5.3.3. Microcosmos

5.3.3.1. Experimento in vitro de cruzareciproca

Para analizar el efecto particular de las caracteristicas quimicas del mantillo y la
comunidad microbiana sobre la mineralizacion potencial de C, se realizd6 un
experimento de cruzas reciprocas de mantillo y suelo. Para ello, se realizaron
incubaciones aerobias in vitro como las que describiran posteriormente (seccidn
5.4.2.9), y para las cuales se emplearon 50 g de suelo fresco y 1.37 g de mantillo
de las muestras obtenidas en el IH. Ambas masas fueron determinadas a partir de
la proporcién promedio entre la masa de mantillo y la masa de suelo (a 10 cm de
profundidad) por m? en las condiciones de estudio (0.274 g de mantillo g* de suelo).
De esta forma, las cruzas consistieron en colocar el suelo y mantillo en distintas
combinaciones: 1) mantillo de una condicion con suelo originado en alguno de las
tres condiciones (tratamientos de mantillo comun), 2) suelo de una condicién con
mantillo originado en alguno de las tres condiciones (tratamientos de suelo comun)
y 3) suelo de una condicion con mantillo producido en la misma condicion
(tratamientos de condicién propia) (Tabla 2). La designacion de las muestras
correspondié a la posicion en la pendiente referida a través de los transectos
perpendiculares. Esta designacién se mantuvo en el experimento para hacer la
cruza entre muestras de diferentes condiciones, pero ubicadas en la misma posiciéon
(Figura 2). Por ejemplo, el suelo obtenido en la linea perpendicular de 10 m en la
condicion BMA fue mezclado con el mantillo obtenido en la linea perpendicular de
10 m de la condicion BMA, BRN o BRR.

La cuantificacion de la mineralizacién potencial de C en los distintos
tratamientos se realiz6 mediante el método descrito en la seccion 5.4.2.9, en ocho
fechas (dias 2, 6, 13, 19, 27, 34, 44 y 54) a lo largo de 54 dias. Ademas, la
mineralizacion fue ponderada entre la masa seca total representada por el suelo y
mantillo en conjunto. De esta manera se cuantifico cémo la mineralizacién de C en

las incubaciones fue influida por el efecto de:
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1. La procedencia del mantillo: a partir de la mineralizacion de C promedio de
los tratamientos donde el mantillo proveniente de cada condicion fue
combinado con el suelo de las tres condiciones (tratamientos de mantillo
comun). Mediante estos tratamientos se evalué el efecto de los rasgos
quimicos de cada tipo de mantillo sobre la descomposicion.

2. La procedencia del suelo: a partir de la mineralizacion de C promedio de los
tratamientos donde el suelo proveniente de cada condicion fue mezclado con
el mantillo de las tres condiciones (tratamientos de suelo comun). Estos
tratamientos estan asociados al efecto de la comunidad microbiana
perteneciente al suelo de cada condicién sobre la descomposicion.

3. Colocar suelo y mantillo provenientes de la misma condicion: mediante la
mineralizacion promedio de los tratamientos donde el mantillo de cada
condicion fue colocado en conjunto con el suelo de la misma condicion

(tratamientos de condicidn propia).

Tabla 2. Disefio experimental y efectos evaluados en el experimento de cruza reciproca.

MANTILLO
BMA BRN BRR Promedio
BMA BMA/BMA | BMA/BRN BMA/BRR Efecto de
suelo BMA
SUELO BRN BRN/BMA BRN/BRN BRN/BRR Efecto de
suelo BRN
Efecto de

BRR BRR/BMA BRR/BRN BRR/BRR
suelo BRR

Promedio Efecto de Efecto de Efecto de

mantillo BMA | mantillo BRN | mantillo BRR

Cada par en las celdas azules representa a los tratamientos donde el suelo proveniente de una
condicidén fue mezclado con el mantillo proveniente de otra condicion. El promedio de los tratamientos
presentes en cada columna indica el efecto de la procedencia del mantillo sobre la mineralizacién de
C. El promedio de los tratamientos presentes en cada fila indica el efecto de la procedencia del suelo
sobre la mineralizacion de C. El promedio de los tratamientos en cada celda de la diagonal azul
oscuro representa el efecto de colocar suelo y mantillo provenientes de la misma condicion. BMA:
bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque

de A. religiosa en regeneracion y reforestacion

29



5.4. Andlisis de laboratorio

5.4.1. Hojarasca

5.4.1.1. Biomasa de hojarasca

Las muestras de hojarasca obtenidas mensualmente fueron secadas en una estufa
a 70°C durante 48 h y a peso constante. Posteriormente, se cuantifico la masa total
y de acuerdo al origen de la hojarasca: latifoliadas, Abies religiosa y Pinus sp. La
masa mensual y el acumulado de hojarasca en nueve meses se reporté en g m=2,
Adicionalmente, se calculé la masa relativa de hojarasca (%) en funcion de su

origen, para cada mes y en cada condicion.

5.4.1.2. Ny P totales

Se pulverizé (<1 mm) una alicuota de cada muestra de hojarasca seca de los meses
de mayo y junio en un molino de esferas modelo MM 400 marca Restch por 30 s
a 30 golpes s. El material seco y pulverizado proveniente de las dos trampas de
cada transecto perpendicular (Figura 2) se mezcld para conformar una muestra
compuesta por transecto. En este material se determiné la concentracion total de N
y P (mg g?) (Nt y Pt) colorimétricamente en un autoanalizador AA3 Marca Seal,
como se describird en la seccion 5.4.2.4. Con los datos obtenidos se calcul6 la

relacion estequiomeétrica N:P.

5.4.2. Mantillo
A partir de las muestras compuestas de mantillo obtenidas en las condiciones de
estudio durante las fechas denominadas IH y MH se evalu6 la humedad, el pH, la

concentracion de nutrientes totales y disueltos, la estructura de la comunidad

microbiana mediante su perfil de acidos grasos (PLFAS), la actividad microbiana en

30



términos de la concentracion de C y N inmovilizado, la actividad exoenzimatica, y la

mineralizacion de C.

54.2.1. Masade mantillo

En cada condicién y fecha de estudio se cuantificé la masa seca de mantillo por m?
a partir de la masa fresca total de cada muestra compuesta, el area de los anillos
usados para su obtencion y del porcentaje de humedad de las muestras (ver la

seccion “porcentaje de humedad del mantillo”).

5.4.2.2. Porcentaje de humedad del mantillo

Se tomé una alicuota de 15 g de cada una de las muestras de mantillo obtenidas en
el IHy MH, las cuales fueron secadas en una estufa a 70 °C durante 72 h y a peso
constante. De esta manera se obtuvo material seco y se determind el porcentaje de
humedad en las muestras. Este valor se emplea para corregir por masa seca los
valores de masa de mantillo y la concentracion de nutrientes, actividad microbiana,
mineralizaciéon de C y estructura de la comunidad microbiana que son determinados

en mantillo fresco.

5.4.2.3. pH

Se midio el pH en agua en una relacion (1:20 p/v) de las muestras a partir de 2 g de
mantillo fresco y triturado en 40 mL de agua Milli-Q, el cual fue agitado a 140 rpm
durante 30 minutos y posteriormente medido con un potenciémetro OrionVersa Star

Pro, marca Thermo Scientific.

5.4.2.4. C,Ny P totales

El material seco a 70°C se pulverizo (<1 mm) en un molino de esferas modelo MM

400 marca Restch por 30 s a 30 golpes s*. En este material se determiné la
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concentracion de C total (mg g*) (Ct) en un analizador coulométrico de carbono total
(UIC modelo CM150, Chicago, USA). Esta determinacion se realizo por un proceso
de combustidén seca y deteccion coulométrica (Huffman, 1977) del CO: liberado a
partir de 0.01 g de mantillo.

La concentracién total de N y P (mg g?) (Nt y Pt) se determin6
colorimétricamente en un autoanalizador AA3 Marca Seal. Para ello, a 0.2 g de
muestra de mantillo seca y triturada se le realizé una digestion acida con 7 mL de
H2S0O4 concentrado, 3 mL de H202 30% y 1 g de mezcla digestora (K2SOsy CuSOa
como catalizador, en proporcion 9:1). Posteriormente, las muestras digeridas fueron
filtradas por Whatman #1 y se procedié a su cuantificacién colorimétrica de N. La
concentracion de N fue medida mediante el método semi-Kjeldahl (Bremner, 1996)
y para el P a través del método colorimétrico de molibdato después de la reduccién
con 4cido ascorbico (Murphy y Riley, 1962).

Con los datos obtenidos se calcularon las relaciones estequiométricas C:N,
C:P y N:P, las cuales se han usado como un indicador funcional de la demanda y
consumo de una elemento respecto a otro por las comunidades microbianas durante
la descomposicion del mantillo (Sinsabaugh et al., 2008; Moore et al., 2011; Fanin
et al., 2016b). Los analisis de C, N y P total se realizaron en el Laboratorio de

Biogeoquimica de Suelos del lIIES, UNAM Campus Morelia.

5.4.25. C,Ny Pdisueltos

Las formas disueltas de C, N y P fueron extraidas en 80 mL de agua desionizada a
partir de 2 g de mantillo fresco y triturado. Las muestras fueron agitadas
horizontalmente a 150 rpm durante 30 minutos. Los extractos fueron filtrados a
través de papel filtro Whatman #1 y posteriormente mediante un sistema de vacio
con una membrana de 0.45 um de nitrocelulosa. El C organico disuelto (COD) del
mantillo fue determinado por combustion seca y deteccion coulométrica del CO:
liberado en 0.5 mL de extracto filtrado (Huffman, 1977). Lo anterior se realizo
mediante un analizador coulométrico de carbono total (UIC modelo CM150,

Chicago, USA). EI N y P disueltos se determinaron con base en las siguientes
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fracciones: Total, Organico e Inorganico. Los totales disueltos de N y P se
obtuvieron mediante la cuantificacion colorimétrica del resultante de una digestion
acida realizada con una mezcla de 25 mL de extracto, 1 mL de H2SO4 concentrado
y 1 mL de H202 30%. La alicuota digerida fue filtrada mediante filtros Whatman #1
y leido colorimétricamente como NH4* y -PO4 en un autoanalizador AA3 Marca
Seal. Las formas inorganicas de N y P fueron cuantificadas colorimétricamente del
extracto filtrado a través de la membrana de 0.45 pum en analizador antes
mencionado, de esta fraccion se distinguio la concentracion de NHs*, NOs™y -POx.
De esta manera, el NOD fue calculado como la diferencia entre el NH4* soluble
posterior a la digestion y el NH4* soluble del extracto sin digerir. EI POD fue
calculado como la diferencia entre el -PO4" soluble posterior a la digestion y el -POg4
soluble cuantificado del extracto sin digerir. Con los datos obtenidos se calcularon
las relaciones estequiométricas COD:NOD, COD:POD y NOD:POD, como
indicadores funcionales de la despolimerizacion y demanda de formas accesibles
de un elemento respecto a otro por las comunidades microbianas del mantillo
(Waldrop y Zak, 2006; Tian et al., 2010). Ademas, pueden reflejar procesos como la
lixiviacién de nutrientes debido a la precipitacion (Froberg et al., 2007). Las unidades
estan reportadas como pg C g, ug N gty ug P g? para el COD, NOD y POD,
respectivamente. Estos analisis se realizaron en el Laboratorio de Biogeoquimica
de Suelos del IIES, UNAM Campus Morelia.

5.4.2.6. Cy Nen biomasa microbiana

El C y N en la biomasa microbiana (Cmic y Nmic) presente en las muestras de
mantillo se determinaron por el método de extraccion directa por fumigacion con
cloroformo (Vance et al., 1987; Joergensen, 1996). Se tomoé una alicuota de 2 g de
muestra fresca y triturada, la cual fue fumigada e incubada en ausencia de
cloroformo durante 24 h a 25 °C, y extraida en K2S04 0.5 M. Simultaneamente, una
segunda alicuota de 2 g fue fumigada con cloroformo e incubada durante 24 h a 25
°C, seguida de una extraccion en K2S040.5 M. Los extractos fueron agitados a 150

rpm por 30 min y filtrados a través de filtros Whatman #1. En una alicuota (0.5 mL)
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de cada extraccion se determiné el C organico total con el empleo de un analizador
coulométrico de carbono total (UIC modelo CM150, Chicago, USA). De esta
manera, el Cmic (mg Cmic g?) de cada muestra de mantillo se cuantific6 como la
diferencia del C organico total entre el extracto fumigado con cloroformo y el
fumigado en ausencia de cloroformo.

EI'N en la biomasa microbiana (Nmic) se determiné a partir de 30 mL de cada
extraccion, el cual fue sometido a una digestion acida con 10 mL de H2SOa4
concentrado y 0.6 mL de CuSO4 19 M. Las muestras digeridas fueron pasadas a
través de papel filtro Whatman #1 y la concentracion de N se cuantificd
colorimétricamente como N total en un autoanalizador AA3 Marca Seal INC. El Nmic
(mg Nmic g') de cada muestra de mantillo se cuantific6 como la diferencia del N
total entre el extracto fumigado con cloroformo y el fumigado en ausencia de
cloroformo. A partir de ambas determinaciones se obtuvo la relacion Cmic:Nmic
como un indicador funcional de la proporcién de un nutriente inmobilizado por la
comunidad microbiana respecto a otro. Ademas, las elevadas relaciones Cmic:Nmic
se han relacionado con una mayor abundancia de hongos en comparacion con
bacterias (Fanin et al., 2016b). Los andlisis de C y N microbianos se realizaron en

el Laboratorio de Biogeoquimica de Suelos del IIES, UNAM Campus Morelia.

5.4.2.7. Actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica (AAE)

Se evalud la actividad de distintas exoenzimas asociadas a la despolimerizacion de
moléculas organicas para la obtencion de C, N y P por la comunidad microbiana,
las cuales fueron: polifenol oxidasa (POX), B-glucosidasa (BG), lipasa en butirato
(LP), N-acetil-glucosaminidasa (NAG), leucina aminopeptidasa (LAP),
fosfomonoesterasa (FME); mientras que la actividad de la deshidrogenasa (DH) se
empled como un indicador de la actividad metabdlica microbiana. La actividad de
las enzimas hidroliticas (BG, LP, NAG, LAP, y FME) se determiné a través de la
medicion colorimétrica del p-nitrofenol (pNP) liberado a partir de los sustratos 4-
pNP- B-glucopirandsido (actividad de la BG), 4-pNP-butirato (actividad de la LP), B-

D-glucosaminidasa (actividad de la NAG), L-Leucin-p-nitroanilina (actividad de la
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LAP), y pNP-fosfato (actividad de la FME) (Verchot y Borelli, 2005; Fioretto et al.,
2009; German et al., 2011; Chavez-Vergara et al., 2014).

Para la determinacién de la BG, LP, NAG, LAP y FME en las muestras de
mantillo de ambas fechas (t0 y t1), se tomaron 0.5 g de mantillo fresco y triturado de
cada muestra, los cuales fueron colocados en tubos de centrifuga de 50 mL. A cada
tubo se le agregaron 30 mL de MUB (Modified Universal Buffer) ajustado al pH
promedio de las muestras (6.27 para el IH y 6.48 para el MH). Estos tubos se
agitaron horizontalmente a 120 rpm y 25°C durante 15 minutos. Se analizaron tres
réplicas de cada muestra, para lo cual se depositaron 670 uL del homogeneizado
previamente preparado (mantillo y MUB) dentro de tubos de microcentrifuga de 1.5
mL. Posteriormente se adicionaron 670 pL del sustrato especifico para cada enzima
al interior de los tubos. Los sustratos fueron preparados en una concentracion de 5
mM agregando un buffer de acetatos 0.2 M (4cido acético 0.2 M mas acetato de
sodio tri-hidratado 0.2 M) a pH de 5. Adicionalmente se prepararon controles de
muestra y de sustrato agregando 670 uL de MUB y 670 pL del homogeneizado o el
sustrato correspondiente, respectivamente, en los tubos de microcentrifuga.

Todos los tubos (réplicas de las muestras, controles de muestra y sustrato)
fueron colocados en una incubadora refrigerada con agitacion LSl 3016R marca
LABTECH con movimiento oscilatorio, donde fueron agitados horizontalmente a 200
rpm y a la temperatura media del area de estudio (10 °C) durante 2 h. Finalizada la
incubacion, los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 min y se tomaron
alicuotas de 750 pL a partir del centrifugado, las cuales fueron transferidas a tubos
conicos de 15 mL con 3 mL de agua desionizada. A cada tubo se le agregaron 75
ML de NaOH 1 N para detener la reaccion entre las enzimas y el sustrato y promover
un cambio en la coloracién de las muestras. Los tubos fueron agitados y su
contenido fue leido colorimétricamente mediante un espectrofotometro SP-V-1000,
DLAB ajustado a una longitud de onda (A) de 410 nm. La concentracion de pNP
detectado fue corregida restando los valores de absorbancia de los controles de
muestra y de sustrato combinados. Los resultados se reportan en pumol pNP g hl,

Por otro lado, a partir de una alicuota de cada muestra de la misma

extraccion utilizada para las hidrolasas, se determind la actividad de la POX
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mediante la cuantificacion colorimétrica de ATBS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) sujeto a oxidacion bioquimica (Chavez-
Vergara et al., 2014). El volumen y los tiempos de preparacion fueron los mismos
gue para las hidrolasas, pero en este caso el contenido de los tubos salidos de la
centrifugacion fue medido directamente (sin adicion de NaOH y agua desionizada)
por colorimetria a una longitud de onda (A) de 460 nm. El resultado se reporta como
umol tir g h, ya que en este caso la curva de calibracion fue elaborada con
tirosina.

La actividad de la DH se realiz6 de acuerdo con una modificacion al
meétodo descrito por Alef (1995), el cual esta basado en la reduccién de cloruro de
2, 3, 5-trifeniltetrazolio (TTC) para la formacién del rojo de trifeniltetrazolio formazan
(TPF). Para llevar a cabo el ensayo se pesaron 0.5 g de mantillo fresco y triturado
por muestra, los cuales fueron colocados en tubos conicos obscuros de 15 mL. A
cada tubo se le adicion6 1 mL de una solucion al 1% de TTC en buffer Tris a pH 7.6,
y se elaboraron tres muestras blanco Unicamente con la solucion de TTC. Las
muestras se colocaron en una incubadora refrigerada con agitaciéon LS| 3016R
marca LABTECH con movimiento oscilatorio donde se fijaron horizontalmente a 250
rom y 10 °C durante 24 h en oscuridad. Concluida la incubacién, se adicionaron 8
mL de acetona grado analitico a cada tubo y se agitaron a 120 rpm durante 2 h en
oscuridad y a 10°C. Finalizado dicho tiempo, los tubos se centrifugaron y se realiz6
la lectura colorimétrica de cada muestra a una longitud de onda (A) de 546 nm en
un espectrofotometro SP-V-1000, marca DLAB. A la lectura final de cada muestra
se le sustrajo el valor promedio de los tres blancos y se ajusté mediante la ecuacion
descrita en Alef (1995). Los resultados se expresan en mg TPF g1d=.

De acuerdo con Waldrop et al. (2000), se obtuvo la actividad enziméatica
especifica (AEE) de las muestras al dividir la actividad enzimatica de las distintas
enzimas entre el contenido de C o N en la biomasa microbiana (Cmic o Nmic).
Funcionalmente, la AEE permite evaluar si los recursos adquiridos por los
microorganismos son destinados a la produccion de enzimas o a su
almacenamiento en la biomasa microbiana (Steinweg et al., 2013; Wang et al.,
2013). Por lo tanto, refleja la eficiencia del metabolismo microbiano en cuanto a su
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capacidad para almacenar C en su biomasa mediante la produccion de enzimas
(Romani et al., 2006; Moorhead et al., 2012). La AEE esta expresada como pmol
de pNP o tirosina producida por miligramo de Cmic por hora (umol mg?* Cmic h?)
para la actividad de la POX, BG y LP, umol de pNP por miligramo de Nmic por hora
(umol mg* Nmic h't) para la NAG y LAP, y mg de TPF producido por miligramo de
Cmic por dia (mg TPF mg™* Cmic d!) para la actividad de la DH.

5.4.2.8. Eficienciaen el uso del carbono

De acuerdo con Sinsabaugh et al. (2016), se estimo la Eficiencia en el Uso del
Carbono (EUC) por parte de las comunidades microbianas en las distintas

condiciones de estudio mediante las siguientes ecuaciones:

(3) EUCc:x=EUCmax[Sc:x/(Sc:x+Kx), donde:
(4) Sc:x=(1/AEc:x)(Bc:x/Lc:x)

En ambas ecuaciones, X representa un nutriente (e.g. N o P). En la ecuacion
1, EUC indica la eficiencia maxima en el uso de carbono por los microorganismos,
estimada como 0.6; Kxrepresenta la constante de Michaelis-Menten de las enzimas,
la cual toma un valor de Kx=0.5. En la ecuacién 2, AEc:x representa la suma de la
actividad de enzimas asociadas a la obtencion de C dividida entre la suma de la
actividad de enzimas asociadas a la obtencién del nutriente X a partir de distintos
sustratos; Lc:x representa la composicion quimica del sustrato en términos de su
relacion estequiométrica (C:X); y Be:x indica la inmovilizacién de C y el Nutriente X
en la biomasa microbiana en términos de su relacion estequiométrica (Cmic:Xmic).

De esta manera, funcionalmente el EUC indica la capacidad de las
comunidades microbianas para maximizar su crecimiento (representado por el
Cmic) a través de la produccion de enzimas (representado por AEc:x), en funcion de
las diferencias entre sus requerimientos de C y nutrientes (representado por la
relacion Cmic:Xmic) y la composicion quimica de su sustrato (representado por la

relacion C:X). Por lo tanto, una mayor EUC toma valores mas altos.
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Originalmente, el calculo de este indicador involucra exclusivamente la
actividad de las enzimas BG (obtencion de C) y NAG y/o LAP (obtencién de N) y el
uso de Cy N o P totales. Sin embargo, en este trabajo se estimé un indicador EUCc:n
mediante el uso de las enzimas BG, NAG y LAP (EUCsnL) y otro EUCc:n con las
enzimas POX, NAG y LAP (EUCenL), con la finalidad de evaluar la eficiencia en el
uso del carbono por los microorganismos a partir de sustratos con composicion
guimica contrastante. Adicionalmente, para ambas estimaciones se usaron el Cy N
totales (EUCsnLt Y EUCPnLY) Yy, ademas, sus formas disueltas (COD y NOD) (EUCegnLd
y EUCenLd), Ya que representan las formas de la materia organica que son

directamente accesibles para los microorganismos.

5.4.2.9. Mineralizacion potencial de C en el mantillo y coeficiente
metabdlico (qCO2)

Se cuantificéd la tasa de mineralizacion potencial de C mediante incubaciones
aerdbicas in vitro (Chavez-Vergara et al., 2016). Para ello, se colocaron 2 g de
mantillo fresco y triturado en tubos de PVC de 5 cm de diametro y con el fondo
cubierto con una malla de poliéster. Cada tubo fue colocado al interior de un frasco
de vidrio en conjunto con un vial con 10 mL de NaOH 0.5 N. Los frascos fueron
sellados e incubados en oscuridad a 25 °C durante 13 dias. En tres fechas durante
este lapso (dias 2, 6 y 13), el COz2 liberado dentro de cada frasco fue colectado en
el vial de NaOH y posteriormente cuantificado mediante la precipitacion con 5 mL
de BaCl 1 N vy titulacion con HCI 0.5 N usando fenolftaleina como indicador
(Coleman et al.,, 1977). Las incubaciones fueron humedecidas con agua
desionizada los mismos dias en que se determiné la concentracion de CO:. La
mineralizaciébn potencial de C en el mantillo acumulada en los 13 dias
(mineralizacion de C) esta expresada como ug CO2-C gt 13 dL.

Adicionalmente, se calculdé el cociente metabdlico (qCO2) al dividir la
mineralizacion potencial de C acumulado en 13 dias (CO2 acumulado) entre el
contenido de C en la biomasa microbiana (Cmic) (Anderson y Domsch, 1993). El

gCO:z2 indica qué proporcion del C obtenido por las comunidades microbianas es
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respirada en forma de CO:2 y qué fraccibn es acumulada la biomasa de los
microorganismos (Manzoni et al., 2012; Pinzari et al., 2017). Por esta razon, de
manera similar a la AEE, es un indicador de la eficiencia metabdlica de las
comunidades microbianas en el uso del C, con magnitudes altas sefialando una

menor eficiencia. El gCO: estéa reportado como ug CO2-C ug™* Cmic 13 dL.

5.4.2.10. Estructura de la comunidad microbiana del mantillo y suelo

mediante el perfil de acidos grasos

Se evaluo la estructura de la comunidad microbiana de las muestras de mantillo y
suelo en la primera fecha de recolecta (IH) mediante la cuantificacion de acidos
grasos derivados de fosfolipidos de la membrana celular (PLFAS). Esta herramienta
se basa en la presencia de acidos grasos que se localizan de manera especifica en
la membrana celular de distintos grupos de microorganismos. Debido a ello, permite
evaluar a las comunidades microbianas en términos de la abundancia de distintos
grupo microbiano de bacterias y hongos (Frostegard et al., 2011). En este trabajo,
se evaluaron los perfiles de PLFAs asociados con bacterias gram negativas (G-),
bacterias gram positivas (G+), actinobacterias (Act), hongos micorrizico-
arbusculares (HMA) y hongos saprotrofos (HSAP), los cuales son organismos
involucrados en la descomposicion del mantillo. Los distintos PLFAs que fueron
utilizados para evaluar a cada uno de estos grupos se muestran en la Tabla 3 y
estan basados en los trabajos de Frostegard y Baath (1996), Baat (2003) y Willers
y colaboradores (2015). Estos acidos grasos son nombrados de acuerdo con su
longitud, seguido del nimero de dobles enlaces, la posicion de sélo el primer doble
enlace a partir del carbono w (el mas alejado del grupo carboxilo) y si el doble enlace
es cis (c) o trans (t) (Willers et al., 2015). Por ejemplo, el acido graso 18:1w6c, tiene
18 carbonos y un doble enlace cis entre los carbonos 12 y 13. En algunos casos los

acidos grasos tienen grupos metilo (Me) o hidroxi (OH).
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Tabla 3. PLFAs cuantificados asociados a distintos grupos microbianos.

Grupo microbiano PLFAs
G- 12:0 20H; 12:0 30H; 15:1w6c; 16:0 20H; 16:0 30H; 18:0 30H,
17:0 cyclo; 19:0 cyclo w8c
G+ al13:0;i13:0; i14:0; i15:0; al15:0; i16:0; al17:0; i17:0; i18:0
Act 10Me16:0; 10Mel7:0; 10Me18:0
HMA 16:1w5c; 18:1w9c
HSAP 18:2w6,9¢

Particularmente, la cadena 18:2w6,9c se ha usado como un indicador de la
abundancia de HSAP (Frostegard y Baath, 1996). Sin embargo, también ha sido
identificada en hongos ectomicorrizicos (HECM), principalmente en muestras de
suelo (Olsson, 1999; Anthony et al., 2017). Ambos grupos de microorganismos se
separan espacialmente a lo largo del perfil de suelo, donde los HSAP son mas
abundantes en el mantillo, mientras que los HECM dominan conforme aumenta la
profundidad del suelo (Lindahl et al., 2006; Carteron et al., 2020). Debido a ello, en
este trabajo se considera que la abundancia de la cadena 18:2w6,9c en el mantillo
esta mas relacionada con la abundancia de HSAP.

De cada muestra de mantillo y suelo recolectada en la primera fecha (IH) se
tomo una alicuota de 10 g, la cual fue secada en una estufa a 35°C durante 40 h
para no dafiar las cadenas de acidos grasos. El material seco fue triturado en un
molino de esferas modelo MM 400 marca Restch por 30 segundos a 30 golpes s™.
Posteriormente, se colocaron 5 g de mantillo y suelo secos y triturados dentro de
frascos de plastico y se procedi6 a liofilizar el material durante 33 h a -55°C y 0 atm.
A partir de 2 g de las muestras liofilizadas de suelo y 250 mg de mantillo se realizd
la cuantificacion de grupos microbianos por perfiles de acidos grasos (FAME-MIDI).
Para ello, las muestras fueron sometidas a cuatro pasos: saponificacion alcalina,
metilacion acida, extraccion de FAME y lavado del extracto. La identificacion de los
compuestos obtenidos se llevd a cabo con un cromatografo de gases “Agilent
7890B” y con un estandar externo de concentracion conocida.

El andlisis posterior se realizd con el Sistema de Identificaciébn Microbiana

“‘MIDI”, usando el método “TSBA6”, el cual compara el perfil de lipidos con una
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biblioteca y cepas de referencia de microorganismos cultivables, especialmente
aerobios y anaerobios de bacterias y levaduras. De esta manera se identificaron los
grupos microbianos y se obtuvo la abundancia por cada cadena de acido graso y
por cada grupo de microorganismos (G-, G+, Act, HMA y HSAP). Los andlisis fueron
realizados en el Laboratorio Nacional en Innovacion Ecotecnoldgica para la
Sustentabilidad (LANIES) del IES, UNAM Campus Morelia.

Con base en lo anterior, se calculo las relacion Hongo/Bacteria (H:B) en las
muestras de mantillo y suelo a partir de la abundancia de los PLFAs de HSAP y la
suma de los marcadores de bacterias G- y G+ (Bact). De la misma manera, se
estimo la relacion entre bacterias G- y G+ (G-:G+) (Frostegard y Baath, 1996).
Ademas, se obtuvo la abundancia relativa de cada acido graso y de los grupos
microbianos en cada condicion estudiada. A partir de la abundancia relativa de las
cadenas individuales de &cidos grasos se calculé el indice de Diversidad de
Shannon-Weaver (H’), el indice de equitatividad de las cadenas (J), y se

construyeron gréaficas de rango-abundancia en las condiciones de estudio.

5.5. Andlisis estadisticos

Para evaluar el proceso de descomposicion en distintas condiciones de la estructura
de la comunidad vegetal arborea en dos épocas, se realizaron andlisis univariados
de cada parametro estimado. De esta manera, en cada caso se obtuvo un disefio
con dos factores: condicion del estrato arboreo, con tres niveles (BMA, BRN y BRR),
y época de descomposicion, con dos niveles con medidas repetidas (IH y MH). Las
diferencias de cada variable entre las condiciones del estrato arbéreo y entre el
inicio y el maximo de la época humeda (IH y MH), se evaluaron mediante pruebas
de Analisis de Varianza de Medidas Repetidas (RMANOVA). De manera similar,
para evaluar las diferencias de cada parametro del Tea Bag Index (k y S) entre la
época humeda y el final de la época hiumeda (FH) en que se realiz6 el experimento,
se realizaron los RMANOVA. Las diferencias en la masa de hojarasca acumulada

en nueve mesesy las relaciones H:B y G-:G+ en mantillo y suelo de las condiciones
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durante el IH se evaluaron mediante pruebas de Andlisis de Varianza de una via
(One-way ANOVA).

Para comparar la mineralizacion potencial de C entre las condiciones del
estrato arbéreo en el IH, para los tratamientos de mantillo y suelo comunes del
experimento de cruza reciproca, se realizé un Andlisis de Varianza factorial (ANOVA
factorial) con dos factores principales: 1) procedencia del mantillo, con tres niveles
(BMA, BRN y BRR), y 2) procedencia del suelo, con tres niveles (BMA, BRN y BRR).
Los resultados de los analisis univariados fueron considerados significativos cuando
p<0.1 debido al bajo tamafio de muestra por cada condicion en cada época (n=5).
Los analisis significativos fueron seguidos por una prueba post hoc de Fisher. Para
cumplir con los supuestos de cada prueba los datos fueron transformados con el
logaritmo base 10 en los casos requeridos. Los analisis univeriados se realizaron
con Statistica 10.0.

De manera complementaria se llevaron a cabo distintos analisis estadisticos
multivariados con las variables cuantificadas en las muestras de mantillo y suelo.
De esta manera se analizo la correlacion entre las variables evaluadas a partir del
Coeficiente de correlacion de Pearson con los datos correspondientes a: 1) las tres
condiciones y las dos épocas, 2) las tres condiciones del inicio de la época humeda,
3) las tres condiciones del maximo de la época humeda y 4) cada condicidon de cada
época. Para evaluar si las muestras de mantillo de las tres condiciones durante el
IH se agrupaban en funcién de la abundancia relativa de las cadenas individuales
de acidos grasos de los distintos grupos microbianos, se realizé un Andlisis de
agrupamiento. Para ello se utilizé el indice de disimilitud de Bray-Curtis, ya que no
es sensible a cadenas individuales abundantes o ausentes.

Por su parte, para evaluar la influencia del pH y los rasgos quimicos del
mantillo sobre la abundancia de grupos microbianos en las condiciones de estudio
durante el IH, se realizaron dos Analisis de Redundancia (ARD). El primer ARD
utilizo el pH y variables quimicas absolutas, el cual involucré una matriz de variables
conformada por la abundancia de los grupos microbianos (G-, G+, Act, HMA y
HSAP) en funcion de una matriz conformada por el pH y la concentracion de
nutrientes totales (Ct, Nt y Pt) y disueltos (COD, NOD y POD). El segundo ARD
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utilizé el pH y atributos funcionales de la composicién quimica del mantillo, el cual
incluyé una matriz de variables conformada por la abundancia de los grupos
microbianos en funcién de una matriz conformada por el pH y las relaciones
estequiométricas entre nutrientes (C:N, C:P, N:P, COD:NOD, COD:POD vy
NOD:POD).

De manera similar, para evaluar la influencia de la abundancia de grupos
microbianos sobre la actividad microbiana del mantillo en las condiciones de estudio
durante el IH, se realizaron dos ARD. EIl primero utilizé variables absolutas de
actividad microbiana, en el cual una matriz conformada por la actividad de las
enzimas (POX, BG, LP, NAG, LAP, FME y DH) y el C y N en biomasa microbiana,
estuvo en funcion de una matriz con la abundancia de los grupos microbianos (G-,
G+, Act, HMA y HSAP). El segundo incluy6 variables funcionales de la actividad
microbiana, donde una matriz conformada por la AEE de las enzimas (AEE POX,
AEE BG, AEE LP, AEE NAG, AEE LAP, AEE FME, AEE DH) y la relacion
Cmic:Nmic, estuvo en funcion de la abundancia de los grupos microbianos.

Para evaluar la influencia del pH y los rasgos quimicos del mantillo sobre la
actividad microbiana en las condiciones y fechas de estudio se realizaron dos
Andlisis de Redundancia (ARD). El primer ARD utilizé el pH y variables absolutas,
el cual involucré una matriz de variables conformada por la inmovilizacion de Cy N
en biomasa microbiana y la actividad enzimética (POX, BG, LP, NAG, LAP, FME y
DH) en funcién de una matriz conformada por el pH y la concentracion de nutrientes
totales (Ct, Nt y Pt) y disueltos (COD, NOD y POD). El segundo analisis incluyo el
pH y atributos funcionales, donde una matriz conformada por la relacion Cmic:Nmic
y la actividad enzimética especifica (AEE POX, AEE BG, AEE LP, AEE NAG, AEE
LAP, AEE FME y AEE DH) estuvo en funcién de una matriz conformada por el pH'y
las relaciones estequiométricas entre nutrientes totales (C:N, C:P y N:P) y disueltos
(COD:NOD, COD:POD y NOD:POD). Las variables utilizadas en los ARD fueron
seleccionadas a priori. Los datos de las variables usadas en los ARD fueron
escalados para evitar que la escala de cada variable influyera en los analisis.

Ademas, la significancia de los ARD fue evaluada con una prueba de permutacion.
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Para evaluar si la interaccion entre diferentes variables del mantillo era
distinta entre las épocas y condiciones se realizaron dos Analisis de Discriminante
Lineal (ADL). Para cada analisis se seleccionaron distintas variables a priori. El
primer andlisis incluy6 el pH y variables absolutas en el mantillo (Ct, Nt, Pt, COD,
NOD, POD, Cmic, Nmic y actividad de la POX, BG, LP, NAG, LAP, FME y DH). El
segundo analisis involucrd el pH vy atributos funcionales en el mantillo (C:N, C:P,
N:P, COD:NOD, COD:POD, NOD:POD, Cmic:Nmic, AEE POX, AEE BG, AEE LP,
AEE NAG, AEE LAP, AEE FME y AEE DH). Ambos ADL fueron realizados siny con
validacion cruzada tipo “leave-one-out”. Para cumplir con los supuestos de los ADL
los datos fueron transformados con el logaritmo base 10. Ademas, las variables
fueron escaladas para evitar que su escala influyera en los analisis.

Finalmente, se evalué el efecto de multiples variables sobre la mineralizacion
de C en el mantillo en las tres condiciones del estrato arbéreo durante ambas
épocas. Para ello se realizaron analisis de regresion multiple por pasos “hacia
atras”, tomando como predictores iniciales los dos mismos conjuntos de variables
utilizados en los ADL y descartando aquellas variables correlacionadas. Los analisis
se realizaron con los datos correspondientes a: 1) las tres condiciones y las dos
épocas, 2) las tres condiciones del IH, 3) las tres condiciones del MH. Los resultados
de los analisis multivariados fueron considerados como significativos cuando

p<0.05. Estos fueron realizados utilizando Statistica 10.0 y R Version 3.6.3.
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6. Resultados

6.1. Hojarasca

6.1.1. Masa de hojarasca

El ANOVA de una via indicé que no hubo un efecto de las condiciones del estrato
arboreo sobre la biomasa seca de hojarasca acumulada en nueve meses (F=1.57;
p=0.22). Particularmente, la biomasa de hojarasca fue de 283.4 g m?en la condicién
del bosque maduro (BMA), 278.1 g m en el bosque con regeneracion natural (BRN)
y de 233.5 g m2en el bosque con regeneracion y reforestacion (BRR) (Figura 3A,
Tabla S1). De acuerdo con la Figura 3B, en la condicibn BMA la masa seca de
hojarasca producida provino principalmente de Abies religiosa. En esta condicion,
la maxima producciéon de hojarasca ocurrié en junio, con 62.4 g m? y estuvo
constituida mayoritariamente por residuos foliares verdes. A partir de junio, la curva
de produccién de hojarasca fue en descenso hasta el final de la colecta.

Por su parte, en cada mes, en las condiciones BRN y BRR se depositd
hojarasca proveniente de A. religiosa, Pinus sp. y especies latifoliadas (Figura 3B).
La masa de hojarasca producida por A. religiosa tendi6 a ser mayor que la producida
por pino o especies latifoliadas en la mayoria de los meses. En ambas condiciones,
el punto maximo de produccién de hojarasca de A. religiosa ocurrié en agosto, dos
meses después de lo reportado en la condicion BMA. Particularmente, en este mes
se produjeron 36.5 g m de hojarasca de A. religiosa en la condicion BRN y 28.4 g
m2 en la BRR. A partir de agosto, las curvas de produccién de hojarasca de A.
religiosa se comportaron de manera similar entre las tres condiciones, aunque
fueron de menor magnitud en las condiciones con modificacion del estrato arboreo
(Figura 3B, Tabla S1).

En las condiciones BRN y BRR, la produccion de hojarasca de pino sigui6é un
patron mensual similar al de A. religiosa, con una produccion maxima de hojarasca
en el mes de agosto. Sin embargo, la condicion BRN mostré una mayor masa (32.5

g m?) respecto a la BRR (14.4 g m™) en este mes. Por su parte, las curvas de
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produccion de hojarasca proveniente de especies latifoliadas fueron similares entre
ambas condiciones, con los maximos puntos de produccion entre septiembre y
noviembre. Ademas, la masa producida fue similar entre ambas condiciones (Figura
3B, Tabla S1).

La hojarasca de A. religiosa represent6 casi la totalidad de la hojarasca
producida mensualmente en la condicién BMA (X=97.7%) y una amplia proporcién
de la masa total producida en las dos condiciones con modificacion del estrato
arboreo (BRN: X=45%: BRR: X=42.7%). En las condiciones BRN y BRR, A. religiosa
y Pinus sp. produjeron conjuntamente una mayor proporcion de hojarasca respecto
a las especies latifoliadas (BRN: X=83.9%; BRR: X=75%). En la mayoria de los
meses, en la condicion BRN se depositd una mayor proporcion de hojarasca de pino
(X=38.9%) respecto a la de especies latifoliadas (X=16.1%). En la condicién BRR
se produjo en promedio una mayor proporcién de hojarasca de pino (X=32.3%)
respecto a las especies latifoliadas (X=25%). Sin embargo, en algunos meses
(mayo y septiembre a diciembre) existi6 una mayor proporcion de especies

latifoliadas, incluyendo un mes previo al MH (Figura 3C).
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Figura 3. Biomasa de hojarasca producida mensualmente en las condiciones de estudio de acuerdo
con su origen. A) masa de hojarasca acumulada en nueve meses. B) Masa de hojarasca producida
mensualmente. C) masa relativa de hojarasca en cada mes. Pino: hojarasca producida por Pino;
Abies: hojarasca producida por A. religiosa,; Latif: hojarasca producida por especies latifoliadas. BMA:
bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque

de A. religiosa en regeneracioén y reforestacion.
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6.1.2. Ny P totales

El factor “condicion” fue significativo en el ANOVA de medidas repetidas de la
concentracion de nutrientes en la hojarasca (Tabla 4). Existi6 una menor
concentracion de Nt en la condicion BRN respecto a las otras dos (Figura 4A). La
concentracion de P fue menor en las condiciones BRN y BRR (Figura 4B), mientras
que la relacion N:P fue mayor en la condicion BRR (Figura 4C). No existieron
diferencias en la concentracion de nutrientes en la hojarasca entre los meses de

mayo Y junio (Figura 4, Tabla 4).

Mayo [MJunio
A 12 B 1
A
10 Aa Aa Aa 08  Aa Aa
~ 5 1 Ba B2 | o~ I Ba
b I b0 0.6 Ba ga Ba
00 6 b0 I
€ S
g = 04
z 4 a
2 0.2
0 0
BMA BRN BRR BMA BRN BRR
Figura 4. Concentracion de nutrientes totales en
la hojarasca en las condiciones de estudio
20 - .
c durante mayo y junio. Las letras mayusculas
15 Ba Ba Ba AIa Aa distintas indican diferencias significativas
BIa I (p<0.10) entre las medias de las condiciones en
925 10 cada época. Las letras minlsculas distintas
indican diferencias significativas (p<0.10) en las
> medias entre las dos épocas en cada condicion.
0 BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN:

bosque de A. religiosa en regeneracion natural;
BMA BRN BRR

BRR: bosque de A. religiosa en regeneracién y
reforestacion. Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total.
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Tabla 4. Resultados del ANOVA de medidas repetidas. Se muestran los valores F y p obtenidos para
los nutrientes totales en la hojarasca recolectada en mayo y junio. Los valores remarcados en

negritas denotan resultados significativos (p<0.10).

Condicion (C) Mes (M) CxM
Variable F p F p F p
Nutrientes totales
Nt 5.00 0.03 2.59 0.13 0.58 0.58
Pt 10.3 <0.01 <0.01 0.96 0.10 0.91
N:P 3.06 0.08 2.41 0.15 1.20 0.33

BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracién natural; BRR:

bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion. Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total.

6.2. Mantillo

6.2.1. Masa de mantillo

El ANOVA de medidas repetidas indicé un efecto de la interaccion entre la época
de estudio y la condicion del estrato arboreo sobre la masa de mantillo. Asi, existio
una menor masa durante el punto maximo de la época humeda (MH) respecto al
inicio de la época humeda (IH) en las condiciones BMA y BRN. Ademas, Unicamente
en el MH, existié una mayor masa de mantillo en la condicién BRR respecto a la

BMA (Figura 5, Tabla 5, Tabla S2).
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Figura 5. Masa de mantillo en las condiciones y épocas de estudio. Las letras mayusculas distintas
indican diferencias significativas (p<0.10) entre las medias de las condiciones en cada época. Las
letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) en las medias entre las dos
épocas en cada condicion. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en

regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.

Tabla 5. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para la masa y variables ambientales del
mantillo. Se muestran los valores F y p obtenidos para cada variable del mantillo. Los valores

remarcados en negritas denotan resultados significativos (p<0.10).

| Condicién (C) Epoca (E) CxE
Variable F P F P F p
Masa 2.54 0.12 38.1 <0.001 3.06 0.08

Variables ambientales
Humedad 0.88 >0.10 195 <0.001 2.26 >0.10
pH 3.79 0.05 15.0 <0.001 1.82 >0.10

6.2.2. Humedad y pH

La humedad del mantillo fue mayor en el MH en todas las condiciones. Sin embargo,
el factor “condicion” no fue significativo (Figura 6A, Tabla 5, Tabla S2). El pH del
mantillo fue mayor en el MH respecto al IH en todas las condiciones. Ademas, esta
variable fue menor en la condicion BRR respecto a las condiciones BMA y BRN en

ambas épocas (Figura 6B, Tabla 5, Tabla S2).
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Figura 6. Humedad (A) y pH (B) del mantillo en las condiciones y épocas de estudio. Las letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) entre las medias de los sitios en cada
época. Las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) en las medias entre
las dos épocas en cada condicidon. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa

en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.

6.2.3. C, Ny P totales

El ANOVA de medidas repetidas mostro efectos independientes de la época de
estudio y la condicion del estrato arbéreo sobre las relaciones C:P y N:P (Tabla 6).
Asi, las relaciones C:P y N:P fueron menores en el MH respecto al IH (Figura 7E-F,
Tabla S2) y la relacién N:P fue mayor en la condicion BRR respecto a la BRN en
ambas épocas (Figura 7F, Tabla S2).

Por otro lado, hubo un efecto significativo de la interaccion entre la condicién
del estrato arboreo y la época sobre la concentracién N y P totales (Tabla 6). En
particular, el Nt y el Pt fueron mayores en el MH, Unicamente en la condicién BMA
(Figura 7B-C, Tabla S2), mientras que el Nt fue mayor en la condicién BRR respecto
a la BMA durante el IH y mayor respecto a la BRN durante el MH (Figura 7B, Tabla
S2). Ademas, el Pt fue mayor en la condicion BRN respecto a la BMA unicamente
durante el IH (Figura 7C, Tabla S2).
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6.2.4. C, Ny P disueltos

El ANOVA de medidas repetidas indico efectos independientes de la época y las
condiciones de estudio sobre el COD vy la relacion COD:POD (Tabla 6). En
particular, ambas variables fueron menores en el MH respecto al IH en las tres
condiciones de estudio (Figura 8A y 8E, Tabla S2), mientras que el COD fue mayor
en las condiciones BRN y BRR respecto a la BMA (Figura 8A, Tabla S2) y la relacion
COD:POD fue mayor en la condicion BRR (Figura 8E, Tabla S2).

Ademas, se observo un efecto de la interaccién entre la condicion y la época
de estudio sobre la concentracion de NOD, POD y la relacién NOD:POD (Tabla 6).
La concentracion de NOD fue menor durante el MH en las tres condiciones, mayor
en la condicion BRR respecto a la BMA en el IH y mayor en la BRN y BRR en el MH
(Figura 8B, Tabla S2). EI POD fue mayor durante el MH en la condicion BMA y
menor en la misma época en la condicion BRR, y fue mayor en la condicion BMA 'y
menor en la BRR durante el MH (Figura 8C, Tabla S2). La relacién NOD:POD fue
menor durante el MH en las condiciones BMA y BRN, y distinta entre las tres
condiciones Unicamente en el MH (BMA< BRN < BRR) (Figura 8F, Tabla S2).
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Figura 7. Concentracion de nutrientes totales del mantillo en las condiciones y épocas de estudio.

Las letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) entre las medias de las

condiciones en cada época. Las letras minUsculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10)

en las medias entre las dos épocas en cada condicion. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN:

bosque de A. religiosa en regeneracion natural;, BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y
reforestacion; Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total.
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Tabla 6. Resultados del ANOVA de medidas repetidas. Se muestran los valores F y p obtenidos para
cada variable del mantillo. Los valores remarcados en negritas denotan resultados significativos
(p=0.10).

Condicién (C) | Epoca (E) CxE
Variable F p F p F p
Nutrientes totales

Ct 0.42 0.67 0.73 0.41 0.65 0.54

Nt 1.84 0.20 0.92 0.36 3.51 0.06

Pt 0.93 0.42 4.84 0.05 4.53 0.03
C:N 1.39 0.29 2.22 0.16 2.67 0.11
C:P 1.09 0.37 5.42 0.04 2.71 0.11
N:P 4.08 0.04 3.78 0.08 0.59 0.57

Nutrientes disueltos
COoD 5.71 0.02 154 <0.01 1.32 0.30
NOD 8.74 <0.01 25.9 <0.001 3.09 0.08
POD 13.4 <0.001 12.6 <0.01 38.0 <0.001
COD:NOD 0.09 0.92 0.05 0.83 1.56 0.25
COD:POD 7.16 0.01 22.1 <0.001 1.12 0.36
NOD POD 114 <0.01 434 <0.001 123 <0.01
Nutrientes en la biomasa microbiana
Cmic 0.02 0.98 6.62 0.02 0.90 0.43
Nmic 10.7 <0.01 315 <0.001 0.06 0.94
Cmic:Nmic 3.87 0.05 20.3 <0.001 3.91 0.05
Actividad enzimatica

POX 0.97 0.41 32.2 <0.001 0.97 0.41
BG 1.10 0.36 155 <0.01 0.22 0.80

LP 0.85 0.45 5.88 0.03 0.34 0.72
NAG 2.94 0.09 7.24 0.02 1.32 0.30

LAP 0.19 0.83 48.2 <0.001 0.62 0.55

FME 42.8 <0.001 23.0 <0.001 1.28 0.31
DH 5.88 0.02 0.87 0.37 4.10 0.04

Actividad enzimatica especifica

AEE POX 0.31 0.74 53.2 <0.001 0.84 0.46

AEE BG 1.21 0.33 19.9 <0.001 0.27 0.77

AEE LP 0.77 0.48 12.1 <0.01 0.41 0.67

AEE NAG 5.76 0.02 339 <0.001 0.67 0.53

AEE LAP 6.76 0.01 3.61 0.08 0.71 0.51

AEE FME 7.06 0.01 26.0 <0.001 1.75 0.22

AEE DH 17.5 <0.001 0.15 0.71 2.78 0.10
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Tabla 6 (continuacion).

Condicién (C) | Epoca (E) CxE
Variable F p F p F p
Eficiencia en el uso de C
EUCpnwt 2 0.18 52.6 <0.001 0.89 0.44
EUCsnLt 5.06 0.03 57.12 <0.001 1.14 0.35
EUCpnud 1.73 0.22 20.0 <0.001 <0.01 1.00
EUCsNLd 6.02 0.02 15.5 <0.01 0.30 0.74
Mineralizacion de C

Mineralizacion de C 041 0.67 23.1 <0.001 240 0.13
qCO; 0.89 0.44 8.12 0.01 0.02 0.98

Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C orgéanico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P
orgénico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX:
polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin
aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE: actividad enzimatica

especifica de cada enzima; EUCpnL: eficiencia en el uso del C con POX, NAG y LAP; EUCsni:

eficiencia en el uso del C con BG, NAG y LAP; gCO2: coeficiente metabdlico.
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Figura 8. Concentracion de nutrientes disueltos del mantillo en las condiciones y épocas de estudio.
Las letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (>0.10) entre las medias de las
condiciones en cada época. Las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10)
en las medias entre las dos épocas en cada condicion. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN:
bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y

reforestacién; COD: C orgéanico disuelto; NOD: N orgéanico disuelto; POD: P orgéanico disuelto.
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6.2.5. Cy N en la biomasa microbiana

Se detectaron efectos independientes de la condicibn y época sobre la
concentracion de nutrientes en la biomasa microbiana (Tabla 6). De esta manera,
el Cmic y el Nmic fueron mayores en el MH respecto al IH para todas las
condiciones, mientras que el Nmic fue menor en la condicién BRR en ambas épocas
(Figura 9A-B, Tabla 6, Tabla S2). La relacion Cmic:Nmic fue menor en el MH y
mayor en la condicién BRR respecto a las otras dos condiciones pero Unicamente

durante el IH (Figura 9C, Tabla 6, Tabla S2).
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Figura 9. Concentracion de C y N en la biomasa microbiana del mantillo en las condiciones y épocas
de estudio. Las letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) entre las
medias de las condiciones en cada época. Las letras minlsculas distintas indican diferencias
significativas (p<0.10) en las medias entre las dos épocas en cada condicion. BMA: bosque maduro
de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa

en regeneracion y reforestacion; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa

microbiana.
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6.2.6. Actividad enzimética

En la mayoria de los casos se observo un efecto de la época de estudio sobre la
actividad de las enzimas en todas las condiciones (Tabla 6). Particularmente, la
actividad de la POX, BG, LP, FME fue menor durante el MH (Figura 10A-C, F, Tabla
S2) y mayor para la LAP en la misma fecha (Figura 10E, Tabla S2). La actividad de
la NAG fue menor en el MH en las condiciones BMA y BRN, pero fue mayor en la
condicion BRR (Figura 10D, Tabla S2).

Ademas, se observo un efecto de la condicidn del estrato arboreo sobre la
actividad de algunas enzimas en ambas fechas (Figura 10, Tabla 6, Tabla S2). Asi,
la actividad de la NAG fue mayor en la condicion BRR respecto a la BMA (Figura
10D, Tabla S2), mientras que la actividad de la FME difiri6 entre las tres condiciones
con el siguiente patron: BRR > BRN >BMA (Figura 10F, Tabla S2).

La actividad de la DH estuvo influida por el efecto de la interaccién entra la
condicion y época de estudio (Tabla 6). De esta manera, la actividad de la DH fue
mayor en el MH Unicamente en la condicion BMA y fue menor en la condicion BMA
respecto a las otras dos condiciones, Unicamente en el MH (Figura 10G, Tabla S2).
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Figura 10. Actividad enzimatica en el mantillo de las condiciones y épocas de estudio. Se muestra
la actividad de enzimas asociadas a la obtencién de C (A-C), N (D-E) y P (F), y a la actividad

metabdlica de los microorganismos (G). Las letras mayulsculas distintas indican diferencias
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significativas (p<0.10) entre las medias de las condiciones en cada época. Las letras mindsculas
distintas indican diferencias significativas (>0.10) en las medias entre las dos épocas en cada
condicién. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion
natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion; POX: polifenol oxidasa: BG:
B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin aminopeptidasa; FME:

fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa.

6.2.7. Actividad enzimética especifica

En la mayoria de los casos, hubo un efecto de la época de muestreo sobra la
actividad enzimatica especifica (AEE) en todas las condiciones (Tabla 6). La AEE
de la POX, BG, LP y FME fue menor durante el MH (Figura 11A-C, F, Tabla S2), y
mayor para la LAP en la misma fecha (Figura 11E, Tabla S2). La AEE de la NAG
fue menor en el MH en las condiciones BMA y BRN, pero mayor en la BRR (Figura
11D, Tabla S2). Sin embargo, la AEE de la DH no difirié entre épocas (Figura 11G,
Tabla S2).

Se observo un efecto significativo de la condicién del estrato arbéreo en la
AEE de distintas enzimas durante las fechas evaluadas (Tabla 6). La AEE de la
NAG y la LAP fue mayor en la condicién BRR respecto a las dos restantes en ambas
épocas (Figura 11D-E, Tabla S2). Adicionalmente, la AEE de la FME fue mayor en
BRR respecto a BMA y BRN en ambas épocas (Figura 11F, Tabla S2). Por su parte,
la actividad de la DH difirid6 entre las tres condiciones en ambas fechas con el
siguiente patrén: BMA> BRN > BRR (Figura 11G, Tabla S2).
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Figura 11. Actividad enzimética especifica en el mantillo de las condiciones y épocas de estudio. Se
muestra la actividad de enzimas asociadas a la obtencion de C (A-C), N (D-E) y P (F), y a la actividad
metabolica de los microorganismos (G). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas
(p<0.10) entre las medias de las condiciones en cada época. Letras mindsculas distintas indican

diferencias significativas (p<0.10) en las medias entre épocas en cada condicion. BMA: bosque
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maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A.
religiosa en regeneracion y reforestacion; AEE: actividad enzimatica especifica; POX: polifenol
oxidasa: BG: p-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin

aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa.

6.2.8. Eficiencia en el uso de carbono

Las cuatro estimaciones de la eficiencia en el uso del C (EUC) fueron mayores
durante el MH respecto al IH en las tres condiciones de estudio (Figura 12, Tabla 6,
Tabla S2). Cuando la EUC fue estimada con la actividad de las enzimas BG, NAG
y LAP, tanto con C y N totales como con disueltos, su magnitud fue mayor en la
condicién BRR respecto a las dos restantes en ambas épocas (Figura 12B y D,
Tabla 6, Tabla S2). Las estimaciones con la actividad de la POX, NAG y LAP no

difirieron entre las tres condiciones (Figura 12A y C, Tabla 6, Tabla S2).
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Figura 12. Eficiencia en el uso del carbono de las comunidades microbianas del mantillo en las
condiciones y épocas de estudio. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa

en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.
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6.2.9. Mineralizacion potencial de C y coeficiente metabdlico

El ANOVA de medidas repetidas indicé un efecto de la época sobre la
mineralizaciéon de C y el coeficiente metabdlico (qCO2), donde ambos fueron
mayores durante el MH (Figura 13, Tabla 6, Tabla S2). Contrariamente, no se
observd un efecto significativo de la condicidon del estrato arbéreo sobre ambos
parametros (Tabla 6). Sin embargo, la mineralizacion de C tendié a ser mayor en la
condicion BRR en el IH y menor en el MH. Similarmente, existié una tendencia a un

mayor qCO:2 en la condicion BRR en ambas fechas (Figura 13, Tabla 6, Tabla S2).
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Figura 13. Mineralizacion potencial de C y coeficiente metabdlico del mantillo de las condiciones y
épocas de estudio. Las letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) entre
las medias de las condiciones en cada época. Las letras minUsculas distintas indican diferencias
significativas (p<0.10) en las medias entre las dos épocas en cada condicion. BMA: bosque maduro

de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa

en regeneracion y reforestacion; qCO2: coeficiente metabdlico.

6.2.10. Comunidad microbiana del mantillo y suelo
ElI ANOVA de una via no mostré un efecto significativo de la condicién del estrato
arboéreo sobre las relaciones Hongo:Bacteria (H:B) en el mantillo y el suelo

obtenidos en el IH (Figura 14A-B, Tabla 7). Sin embargo, la relacion G-:G+ fue

mayor en la condiciéon BRR respecto a la BMA en el mantillo (Figura 14C, Tabla 7).
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Figura 14. Relaciones H:B y G-:G+ en el mantillo y suelo de las condiciones de estudio durante el
inicio de la época hiumeda. Se muestran los resultados para mantillo (A y C) y suelo (B y D). Letras
mayusculas distintas denotan diferencias significativas (p<0.10) en las relaciones entre condiciones.
BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracién natural; BRR:
bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion. La relacion Hongo/Bacteria (H:B) se estim6
con la abundancia de hongos saproétrofos (HSAP) y la suma de bacterias gran negativas (G-) y

positivas (G+).

Tabla 7. Resultados del ANOVA de un factor para las relaciones H:B y G-:G+. Se muestran los
valores F y p obtenidos para estas variables en mantillo y suelo. Los valores remarcados en negritas

representan resultados estadisticamente significativos (p<0.10).

Condicion
Variable F P
Mantillo

H:B 2.48 0.13

G-:G+ 5.49 0.02
Suelo

H:B 1.0855 0.368723

G-:G+ 0.16726 0.847920
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Adicionalmente, existieron diferencias aparentes en la abundancia relativa de
distintos grupos microbianos del mantillo entre las condiciones (Figura 15).
Particularmente, en las condiciones BRR y BRN se observé una mayor abundancia
de bacterias G- respecto a la BMA, asi como una reduccion en la abundancia de
HMAs. Ademas, en la condicion BRR se observo una mayor abundancia relativa de
HSAPs. Contrariamente, en el suelo no se observaron cambios evidentes en las
abundancias de los grupos microbianos entre condiciones. Sin embargo, hubo una

mayor abundancia relativa de HMAs en el suelo que en el mantillo (Figura 15).
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Figura 15. Abundancia relativa de grupos microbianos en el mantillo y suelo durante el inicio de la
época humeda. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracién
natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacién. HSAP: hongos saprétrofos;
HMA: hongos micorrizico-arbusculares; Act: actinobacterias; G+: bacterias gram positivas; G-:

bacterias gran negativas.

Estos mismos patrones fueron observados para las cadenas individuales de
acidos grasos correspondientes a los distintos grupos microbianos, tanto en el
mantillo como en el suelo (Figura 16A-B). Sin embargo, en el suelo existieron
cadenas que no fueron cuantificadas o que su abundancia relativa fue menor en el
mantillo. De la misma manera, existieron cadenas exclusivamente identificadas en
el mantillo y que en el suelo no fueron detectadas o presentaron una menor

abundancia relativa (Figura 16A-B).
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De acuerdo con el indice de Shannon-Weaver y la equitatividad en las
cadenas de acidos grasos que definen a la comunidad microbiana, la comunidad
del mantillo de la condicion BRR fue la menos diversa y equitativa (H'=1.93, J=0.7),
y presentd pocas cadenas de 4cidos grasos con una alta abundancia relativa (Figura
17A). Contrariamente, la comunidad de la condicion BRN fue la mas diversa y
equitativa, y registr6 mas cadenas de acidos grasos (17) respecto a las otras dos
condiciones (BMA=16 y BRR =16). Por su parte, la diversidad y equitatividad de las
comunidades microbianas del suelo fueron similares entre las tres condiciones. Sin
embargo, la condicion BMA tuvo un mayor indice de Shannon-Weaver y una mayor
equitatividad. Ademas, la abundancia relativa estuvo distribuida entre mas especies
en comparacion con las condiciones BRN y BRR (Figura 17B).

Por otro lado, la comunidad microbiana del mantillo fue menos diversa y
equitativa en comparacion con la comunidad microbiana del suelo en cada
condicion. Particularmente, en el mantillo pocas cadenas de &cidos grasos
acumularon la mayor parte de la abundancia relativa en comparacion con el suelo.
Asi, en el mantillo de todas las condiciones el 55% de la abundancia relativa se
acumulo en las primeras dos cadenas mas abundantes, mientras que en el suelo,
esta abundancia relativa se acumulo entre las primeras 4 cadenas mas abundantes
(Figura 17).
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Figura 16. Abundancia relativa de las cadenas de &cidos grasos individuales de distintos grupos
microbianos durante el inicio de la época himeda. A) Resultados en el mantillo. B) Resultados en el
suelo. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural;
BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion. HSAP: hongos saprotrofos; HMA:

hongos micorrizico-arbusculares; Act: actinobacterias; G+: bacterias gram positivas; G-: bacterias

gran negativas.
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Figura 17. Curvas de rango-abundancia de la comunidad microbiana en las condiciones de estudio
durante el inicio de la época humeda. A) Resultados en el mantillo. B) Resultados en el suelo. En
cada caso se presenta el indice de Shannon-Weaver (H’) y la equitatividad (J), obtenidos a partir de
la abundancia de las cadenas de acidos grasos correspondientes a distintos grupos microbianos.
BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR:

bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.

6.3. Tea Bag Index

No existieron diferencias significativas en el factor de estabilizacion (S) ni en la tasa

de descomposicién (k) entre las épocas evaluadas (Figura 18, Tabla 8). EI S no
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difirié entre las tres condiciones (Figura 18A-B, Tabla 8), sin embargo, la k fue menor

en las condiciones BRN y BRR en ambas épocas (Figura 18A,C, Tabla 8).
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Figura 18. Factor de estabilizacion (S) y tasa de descomposicion (k) en las condiciones y épocas de
estudio. Las letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.10) entre las medias
de las condiciones en cada época. Las letras minlsculas distintas indican diferencias significativas
(p=<0.10) en las medias entre las dos épocas en cada condicion. BMA: bosque maduro de A. religiosa;
BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion
y reforestacion.
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Tabla 8. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para los parametros del Tea Bag Index. Se
muestran los valores F y p obtenidos para cada variable del mantillo. Los valores remarcados en
negritas denotan resultados estadisticamente significativos (p<0.10). S: factor de estabilizacion. k:

Tasa de descomposicion.

Condicién (C) Epoca (E) CxE
Variable F P F p F P
S 0.26 0.78 0.26 0.62 0.10 0.90
k 2.95 0.09 1.73 0.21 0.15 0.86
6.4. Experimento de cruza reciproca

El ANOVA factorial realizado con los tratamientos de “mantillo comun” y “suelo
comun” mostré un efecto significativo del factor “procedencia del suelo” (Tabla 9).
Particularmente, los tratamientos de “suelo comun” presentaron una mayor
mineralizacién de C en la condicibn BRR respecto a las otras dos condiciones
(Figura 19A, Tabla 9). Es decir, en los tratamientos donde se colocé el mantillo de
las tres condiciones en combinacion con el suelo de la condicion BRR (suelo
comun), existi6 una mayor mineralizacion de C en comparacion con las otras
condiciones. Por el contrario, el factor “procedencia del mantillo” no mostré fue

significativo (Figura 19B, Tabla 9).
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Figura 19. Mineralizacion de C en el experimento de cruza reciproca. Se muestran las medias de
los tratamientos de A) “procedencia del suelo” y B) “procedencia del mantillo”. Las letras distintas en
mayuscula indican diferencias significativas (p<0.10) entre los tratamientos. BMA: bosque maduro
de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa

en regeneracion y reforestacion.

70



Tabla 9. Resultados del ANOVA factorial en el experimento de cruza reciproca. Se muestran los
valores F y p obtenidos para cada tipo de tratamientos. Los valores remarcados en negritas

representan resultados estadisticamente significativos (p<0.10).

Procedencia del Procedencia del
mantillo (M) suelo (S) MxS
Variable F p F p F p
Mineralizacion de C 0.28 >0.10 2.48 0.098 0.02 >0.10
6.5. Analisis de correlaciéon

En los tres sitios de estudio y en ambas épocas, la humedad estuvo correlacionada
positivamente con la mineralizacion de C y el coeficiente metabdlico. Sin embargo,
se relacion6 negativamente con la concentracion de COD y NOD. Ademas, el pH
se relaciond negativamente con la actividad de la FME y la AEE de la POX, LP y
FME. Por otro lado, el COD y NOD se relacionaron negativamente con el Nmic,
mientras que el Nty la relacion N:P se correlacionaron de manera positiva con la
actividad de la BG y la AEE NAG y AEE LAP. EI COD y NOD se relacionaron
positivamente con la actividad y AEE de enzimas asociadas con la obtencién de C,
N y P. El Nmic se correlacioné negativamente con la actividad de las enzimas POX,
BG y LP, y positivamente con la LAP (Figura 20).

Durante el IH, en la condicibn BRR, el Ct y los nutrientes disueltos, se
relaciondé con la actividad y AEE de distintas enzimas. Sin embargo, en las
condiciones BMA y BRN hubo un menor nimero de relaciones entre dichas
variables. En BMA existi6 una correlacion positiva entre la actividad o AEE BG, AEE
NAG y la AEE FME. Sin embargo, la mayoria de estas correlaciones no se observo
en las condiciones con modificacion del estrato arboreo. Por otro lado, la
abundancia de bacterias G+ se relacion6 positivamente con la actividad y AEE de
la BG, NAG y FME, en la condicion BMA, mientras que la abundancia de hongos
micorrizico-arbusculares (HMA) mostré una relacién positiva con la AEE NAG vy, en
conjunto con hongos saprotrofos (HSAP), una relacion positiva con la AEE POX.
Por su parte, en la condicion BRR las bacterias G+ se relacionaron con la actividad

y AEE de un menor nimero de enzimas, mientras que los HMA no se relacionaron
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con ninguna de ellas. Sin embargo, la abundancia de HSAP se relacion6
positivamente con la actividad de la BG y DH, y la AEE BG, AEE NAG y AEE DH
(Figura 21).

Durante el MH, existi6 un menor nimero de correlaciones entre los rasgos
quimicos del mantillo y la actividad y AEE de las enzimas en las condiciones BMA
y BRN. Sin embargo, en la condicion BRR el NOD y POD se relacionaron
positivamente con la actividad de la LAP, el POD negativamente con la actividad y
AEE NAG, mientras que la relacion COD:NOD se asocid con la NAG de manera
positiva. De manera similar, Gnicamente en la condicibn BRR se observé una
correlacion entre la actividad y AEE de las distintas enzimas. Particularmente,
existieron relaciones positivas entre la actividad de las enzimas POX-LAP, BG-FME
y LP-FME, y la AEE BG-AEE FME y AEE LP-AEE FME (Figura 22).
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Figura 20. Matriz de correlacion entre las variables evaluadas en el mantillo en las condiciones y
épocas de estudio. Se muestran Unicamente las correlaciones significativas (p<0.05). Ct: C total; Nt:
N total; Pt: P total; COD: C organico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P orgénico disuelto;
Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX: polifenol oxidasa: BG:
B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin aminopeptidasa; FME:
fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE: actividad enzimética especifica de cada enzima;

CO:2: mineralizacion de C; qCO2: coeficiente metabdlico.
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Figura 22. Matriz de correlacion entre las variables
evaluadas en el mantillo en las condiciones de estudio
durante el maximo de la época hiumeda. Se muestran
Unicamente las correlaciones significativas (p<0.05).
BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de
A. religiosa en regeneracién natural; BRR: bosque de
A. religiosa en regeneracioén y reforestacion; Ct: C total;
Nt: N total; Pt: P total; COD: C organico disuelto; NOD:
N orgénico disuelto; POD: P organico disuelto; Cmic: C

en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa

microbiana; POX: polifenol oxidasa: BG: -
glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-
glucosaminidasa; LAP: leucin aminopeptidasa; FME:
fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE:

actividad enzimatica especifica; CO2: mineralizacion

de C; qCO:z: coeficiente metabdlico.



6.6. Anélisis de agrupamiento

El analisis de agrupamiento distingui6 tres grupos a partir de la abundancia relativa
de las cadenas de acidos grasos en las muestras de mantillo. En el primero de ellos
se agruparon cuatro de las cinco muestras de la condicién BRR en conjunto con
una muestra de la condicion BRN (Figura 23). Los dos grupos restantes estuvieron
conformados por muestras de la condicion BRN y la BRR, y fueron mas similares

entre si que con el primer grupo (Figura 23).
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Figura 23. Andlisis de agrupamiento de la comunidad microbiana del mantillo durante el inicio de la

20

Abundancia relativa (%)

época humeda. Distancias obtenidas mediante el indice de disimilitud de Bray-Curtis. Se muestra la
abundancia relativa de las cadenas de acidos grasos presentes en el mantillo. Una mayor intensidad
del color define una alta abundancia relativa de cada cadena de acido graso. BMA: bosque maduro
de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa
en regeneracion y reforestacion. Act: actinobacterias; G-: bacterias gran negativas; G+: bacterias

gram positivas; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; HSAP: hongos saprétrofos.
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Con base en la abundancia relativa de las cadenas de acidos grasos del
suelo, las muestras de las tres condiciones fueron agrupadas en distintas
combinaciones (Figura 24). Ademas, los grupos formados fueron mas similares
entre si (distancia cofenética <0.41) que lo observado en el mantillo (distancia

cofenética <0.56)
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Figura 24. Andlisis de agrupamiento de la comunidad microbiana del suelo durante el inicio de la
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Abundancia relativa (%)

época humeda. Distancias obtenidas mediante el indice de disimilitud de Bray-Curtis. Se muestra la
abundancia relativa de las cadenas de acidos grasos presentes en el suelo. Una mayor intensidad
del color define una alta abundancia relativa de cada cadena de acido graso. BMA: bosque maduro
de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa
en regeneracion y reforestacion. Act: actinobacterias; G-: bacterias gran negativas; G+: bacterias

gram positivas; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; HSAP: hongos saprotrofos.
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6.7. Andlisis de redundancia

De acuerdo con los Andlisis de Redundancia, el pH y los valores absolutos de la
composicion quimica del mantillo explicaron el 58% (varianza constrefiida) de la
variacion en la abundancia de los grupos microbianos (Figura 25). De manera
similar, el pH y los rasgos funcionales de la composicion quimica del mantillo
explicaron el 51.2% (varianza constrefiida) de la variacion en la abundancia de los
microorganismos (Figura 26). Sin embargo, ambos resultados no fueron

significativos (p=0.14 y p=0.42, respectivamente).
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Figura 25. Andlisis de Redundancia de la abundancia de los grupos microbianos en funcién del pH
y las variables quimicas absolutas en el mantillo en las condiciones de estudio durante el inicio de la
época humeda. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion

natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion; Ct: C total; Nt: N total; Pt: P
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total; COD: C organico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P orgéanico disuelto; HSAP: hongos
saprétrofos; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; Act: actinobacterias; G+: bacterias gram

positivas; G-: bacterias gran negativas.

15 20

1.0

RDA2 (11.9%)
05

0.0

-05

IH BMA
o | COB:NOD IH BRN
w IH BRR
[ I [ | [ I [
1:5 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20

RDA1 (25.8%)

Figura 26. Analisis de Redundancia de la abundancia de los grupos microbianos en funcién del pH
y los atributos funcionales de la composicion quimica del mantillo en las condiciones de estudio
durante el inicio de la época humeda. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A.
religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion; Ct:
C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C orgéanico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P organico
disuelto. HSAP: hongos saprotrofos; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; Act: actinobacterias;

G+: bacterias gram positivas; G-: bacterias gran negativas.
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Por otro lado, la abundancia de los microorganismos explico el 44.1% de la
variacion en la actividad microbiana absoluta (Figura 27), y el 43.3% de la variacion
en los atributos funcionales de la actividad microbiana en el mantillo de las
condiciones de estudio durante el IH (Figura 28). Sin embargo, los dos resultados

no fueron significativos (p=0.13 y p=0.18, respectivamente).

RDA2 (10.6%)
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Figura 27. Analisis de Redundancia de la actividad microbiana en funcion de la abundancia de los
grupos microbianos en el mantillo de las condiciones de estudio durante el inicio de la época himeda.
BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR:
bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacién; HSAP: hongos saprétrofos; HMA: hongos
micorrizico-arbusculares; Act: actinobacterias; G+: bacterias gram positivas; G-: bacterias gran
negativas; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX: polifenol
oxidasa: BG: p-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin

aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa.
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Figura 28. Analisis de Redundancia de los atributos funcionales de la actividad microbiana en funcion
de la abundancia de grupos microbianos en el mantillo de las condiciones de estudio durante el inicio
de la época humeda. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en
regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacién; HSAP: hongos
saprotrofos; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; Act: actinobacterias; G+: bacterias gram
positivas; G-: bacterias gran negativas; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa
microbiana; POX: polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa;

LAP: leucin aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa.
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En conjunto, los ejes obtenidos en el andlisis de redundancia realizado con
la actividad microbiana en funcién del pH y los valores absolutos de la composicion
quimica del mantillo en las tres condiciones y ambas épocas explicaron
significativamente (p<0.001) el 47.8% de la variacion en la actividad microbiana del

mantillo, mientras que los dos primeros ejes explicaron el 40% (Figura 29).
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Figura 29. Andlisis de Redundancia de la actividad microbiana en funcién del pH y variables
quimicas absolutas en el mantillo en las condiciones y épocas de estudio. IH: inicio de la época
hameda; MH: maximo de la época humeda; BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de
A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion;
Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C orgéanico disuelto; NOD: N orgénico disuelto; POD: P
organico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX:
polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin

aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa.
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Los ejes obtenidos en el analisis de redundancia realizado con los
parametros funcionales de actividad microbiana en funcion del pH y las relaciones
estequiométricas entre los nutrientes en el mantillo, explicaron significativamente
(p<0.001) el 49.3% de la variacion en la actividad microbiana del mantillo, mientras

que los dos primeros ejes explicaron el 43.9% (Figura 30).
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Figura 30. Andlisis de Redundancia de los atributos funcionales de actividad microbiana en funcién
del pH y las relaciones estequiométricas entre nutrientes en el mantillo en las condiciones y épocas
de estudio. IH: inicio de la época humeda; MH: maximo de la época hiumeda; BMA: bosque maduro
de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa
en regeneracion y reforestacion; Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C organico disuelto; NOD:
N organico disuelto; POD: P orgéanico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la
biomasa microbiana; POX: polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-
glucosaminidasa; LAP: leucin aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE:

actividad enzimética especifica de cada enzima.
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6.8. Andlisis de Discriminante Lineal

Las funciones obtenidas mediante el ADL realizado con el pH, variables quimicas y
de actividad microbiana del mantillo discriminé las muestras de acuerdo con su
época y condicion (Figura 31, Tabla S3). De esta manera, el 100% de las 30
muestras fueron clasificadas correctamente ya que fueron asignadas a la época y
condicion en la que originalmente fueron agrupadas (Tabla 10, Tabla S4). De
acuerdo con los coeficientes de la funcion discriminante 1, la cual explicé el 78% de
la discriminacion total, las variables POD, POX, Nmic, Nt, FME y LAP contribuyeron
en mayor medida a dicha funcion (Tabla S3).

Sin embargo, cuando se realizé una validacion cruzada, el 46.7% de las
muestras fueron clasificadas correctamente. Particularmente, las muestras del IH
fueron clasificadas con baja precision, ya que la mayoria de ellas fueron clasificadas
en una condicion distinta a su condicidon original. En comparacion, un mayor
porcentaje de las muestras del MH fueron clasificadas correctamente. Asi, las cinco
muestras de la condicion BMA fueron discriminadas correctamente de las dos
condiciones restantes, mientras que una de la condicion BRN fue clasificada como
perteneciente a la condicion BRR, y tres de la condicion BRR como pertenecientes
ala BRN (Tabla 10, Tabla S5).

Las funciones obtenidas mediante el ADL realizado con el pH y los atributos
funcionales del mantillo discriminaron las muestras de acuerdo con su época y
condicion (Figura 32, abla S3). Asi, el 90% de las 30 muestras fueron clasificadas
correctamente, mientras que tres de ellas pertenecientes al IH fueron agrupadas en
grupos distintos a los originales (Tabla 10, Tabla S6). Las variables Cmic:Nmic, AEE
FME, AEE LAP y AEE POX contribuyeron en mayor medida a la funcién
discriminante 1, la cual explico el 67.1% de la discriminacion total (Tabla S3).

En el andlisis realizado con validacion cruzada, el 43.3% de las muestras
fueron clasificadas correctamente. Especificamente, las muestras de IH fueron
clasificadas con menor precision respecto a las pertenecientes al MH, debido a que
la mayoria de ellas fueron agrupadas en una condicién distinta a la original. Por su

parte, en el MH, cuatro de las cinco muestras de la condicion BMA fueron
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discriminadas correctamente y una de ellas fue agrupada en la condiciéon BRN.
Ademas, una muestra de la condicion BRN fue discriminada como de la condicion
BMA y una como perteneciente a la BRR. Por su parte, dos muestras de la condicion

BRR fueron discriminadas como pertenecientes a la BRN (Tabla 10, Tabla S7).
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Figura 31. Andlisis Discriminante Lineal realizado con el pH, variables quimicas y de actividad
microbiana en el mantillo en las condiciones y épocas de estudio. IH: inicio de la época himeda; MH:
maximo de la época humeda; BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en

regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.
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Tabla 10. Resultados de los Andlisis de Discriminantes Lineales sin y con validacion cruzada.

Sin validacion cruzada Con validacidn cruzada
Muestras % de muestras Muestras % de muestras
clasificadas clasificadas clasificadas clasificadas
correctamente correctamente correctamente correctamente
Tratamiento N  ADL con pH, variables quimicas y de actividad microbiana en el mantillo
IH BMA 5 5 100 3 60
IH BRN 5 5 100 0 0
IH BRR 5 5 100 1 20
MHBMA 5 5 100 5 100
MH BRN 5 5 100 3 60
MH BRR 5 5 100 2 40
Total 30 30 100 13 46.7
Tratamiento N ADL con pH y atributos funcionales en el mantillo
IH BMA 5 4 80 1 20
IH BRN 5 3 60 1 20
IH BRR 5 5 100 2 40
MH BMA 5 5 100 4 80
MH BRN 5 5 100 2 40
MH BRR 5 5 100 3 60
Total 30 27 90 13 43.3

IH: inicio de la época himeda; MH: maximo de la época humeda; BMA: bosque maduro de A.
religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en
regeneracion y reforestacion
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Figura 32. Analisis Discriminante Lineal realizado con el pH y atributos funcionales en el mantillo en
las épocas y condiciones de estudio. IH: inicio de la época humeda; MH: maximo de la época
humeda; BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracién natural;

BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion.
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6.9. Anélisis de regresion multiple por pasos

A partir de los analisis de regresion multiple por pasos se obtuvieron dos modelos
en donde la interaccién entre las variables evaluadas tuvo un efecto significativo
sobre la mineralizacion de C del mantillo en las tres condiciones y las dos épocas
estudiadas (Tabla 11). ElI primer modelo involucra la interaccion entre los
parametros Cmic y la actividad de la LAP, las cuales tuvieron un efecto positivo
independiente sobre mineralizacion de C. De acuerdo con la B estandarizada de
cada parametro, el Cmic tuvo un mayor efecto relativo sobre la mineralizacion de C
del mantillo en comparacién con la actividad de la LAP (Figura 33A). El segundo
modelo mostrd una interaccidon entre la relacion Cmic:Nmic y la AEE POX y AEE
BG donde la relacion Cmic:Nmic tuvo un efecto positivo sobre la mineralizacion de
C del mantillo y la AEE de ambas enzimas tuvo un efecto negativo (Tabla 11).
Ademas, la humedad mostré un mayor efecto relativo sobre la variable de respuesta
(Figura 33B).

Durante el IH y en las tres condiciones del estrato arbéreo, el modelo que
involucrd la interaccion entre pardametros iniciales ambientales, quimicos y de
actividad microbiana absolutos en el mantillo (Tabla 11) tuvo una R? mayor respecto
al modelo que inicialmente incluyo variables ambientales y funcionales (Tabla S8) y
los que, ademas, incluyeron a los grupos microbianos determinados mediante los
perfiles de PLFAs (Tabla S8). EI modelo con mejor ajuste indic6 que la
mineralizacion de C del mantillo en las condiciones del estrato arbéreo durante el
IH, esta determinado por la interaccion entre el pH, Ct, Pt, POX y la DH (Tabla 11).
En particular, el pH, Ct, Pt y POX tuvieron un efecto positivo, mientras que la
actividad de la DH mostré un efecto negativo sobre la mineralizacion de C. La
relacion Cmic:Nmic tuvo un mayor efecto relativo sobre la variable de respuesta,
seguido de la AEE POX y la AEE BG (Figura 33C).

Durante el MH y en las tres condiciones del estrato arboreo, el modelo que
inicialmente incluyo variables ambientales y parametros absolutos (Tabla 10) tuvo
una R? mayor respecto al modelo que incluyé variables ambientales y funcionales

(Tabla S8). De acuerdo con dicho modelo, la mineralizacién de C del mantillo en las
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condiciones del estrato arboreo durante el MH, esta determinado por la interaccion
entre los parametros Nt, COD, Cmic, Nmic, LP y DH (Tabla 11: modelo MH). De
ellas, el Cmic, LP y DH muestran un efecto positivo sobre la mineralizacion de C,
mintras que el Nt, COD y Nmic tienen un efecto negativo. Particularmente, el COD,
Cmic, Nmic y la actividad de la LP tuvieron un efecto relativo mayor sobre la

mineralizacion de C del mantillo respecto al resto de las variables (Figura 33C).
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Tabla 11. Modelos de regresion multiple por pasos para las condiciones y épocas de estudio. Se
consideré a la mineralizacion de C en el mantillo como variable de respuesta. De cada modelo, se
muestran las variables independientes iniciales, el coeficiente de determinacién (R?), los parametros
obtenidos, coeficientes B, B estandarizada y los valores de p correspondientes. Los valores
remarcados en negritas denotan resultados estadisticamente significativos (p<0.05).

Modelos de regresién multiple por pasos

Parametros iniciales R? p ‘ Parametro B p B estandarizada

Inicio y maximo de la época humeda
Con variables absolutas

pH, Ct, Nt, Pt, COD, NOD, POD, Intercepto 817 0.61
Cmic, Nmic, POX, BG, LP, NAG, 0.5 <0.001 Cmic 366 <0.001 0.506
LAP, FME, DH LAP 788 <0.01 0.472
Con variables funcionales
pH, C:N, C:P, N:P, COD:NOD, Intercepto 10738 <0.001
Cmic:Nmic, AEE POX, AEE BG, 037 <0.01 Cmic:Nmic 827 0.01 0.497
AEE LP, AEE NAG, AEE LAP, AEE AEE POX -552 0.01 -0.469
FME, AEE DH AEE BG -5987 0.04 -0.403
Por época

Inicio de la época humeda con variables absolutas
Intercepto -77992 <0.001

pH 4945 <0.001 0.422

PH, Ct, Nt, Pt, COD, NOD, POD, ct 852  <0.001 0.654

Cmic, Nmic, POX, BG, LP, NAG, 0.98 <0.001 Pt 12194 <0.001 0.378
LAP, FME, DH

POX 76.1 <0.001 0.836

DH -4.02 <0.01 -0.294

Maximo de la época humeda con variables absolutas
Intercepto 46645 <0.001

Nt -1764 <0.001 -0.682

pH, Ct, Nt, Pt, COD, NOD, POD, CoD -13.4 <0.001 -1.048

Cmic, Nmic, POX, BG, LP, NAG, 0.91 <0.001 Cmic 399 <0.001 0.793

LAP, FME, DH Nmic -1588 <0.001 -0.896

LP 829 <0.001 0.883

DH 4.17 0.02 0.368

Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C orgéanico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P
organico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX:
polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin
aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE: actividad enzimatica

especifica de cada enzima.
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Figura 33. B estandarizada de los modelos de regresion multiple por pasos para las condiciones y
épocas de estudio. Para todas las condiciones del estrato arbdreo: Ay B) modelo de las dos épocas,
C) modelo del inicio de la época himeda y D) modelo del méximo de la época hiumeda. Ct: C total;
Nt: N total; Pt: P total; COD: C organico disuelto; NOD: N orgénico disuelto; Cmic: C en la biomasa
microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX: polifenol oxidasa; LAP: leucin aminopeptidasa;
FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE: actividad enzimética especifica de cada

enzima.
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7. Discusion

7.1. Efecto de la modificacion del estrato arboreo sobre la

produccion de hojarasca

7.1.1. Patrones de produccién de hojarasca

Se observaron diferencias en la biomasa total de hojarasca producida en nueve
meses entre las condiciones de estudio, a pesar de que las tres pertenecen a un
mismo bosque de A. religiosa. Estas diferencias estarian asociadas a la
modificacion de la comunidad vegetal derivada de los eventos de disturbio y manejo
forestal ocurridos en el bosque. En patrticular, la condicion BMA mostré una masa
de 286.5 g m?, la cual representa el 92% de la masa anual producida en otro bosque
de A. religiosa en el Parque Nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl (310 g m?) (Jasso-
Flores et al., 2018). Sin embargo, la biomasa de hojarasca fue mayor en la condiciéon
BRN (323.2 g m) y menor en la BRR (252.1 g m™?). Esto se puede atribuir a que en
la condicion BRN se produjo una mayor masa de A. religiosa y de Pinus sp. en
comparacioén con la BRR.

Adicionalmente, se observaron diferencias en la identidad de la hojarasca y
los patrones de produccion de hojarasca mensual a lo largo de nueve meses en las
condiciones estudiadas. En relacion con ello, se conocen distintos atributos de la
comunidad vegetal que regulan la identidad y la cantidad de hojarasca producida a
lo largo del tiempo. Uno de estos factores es la composicion de la comunidad
vegetal, la cual regula el tipo de material que conforma a la hojarasca (Wang et al.,
2010). Por esta razén, la deposicion de hojarasca proveniente de angiospermas
latifoliadas (G. laurifolia, R. ciliatum y B. cordata) y de Pinus sp. en las condiciones
de modificacién del estrato arbéreo, habria sido determinada por el cambio en la
composicién de especies vegetales arbdreas respecto a la condicion BMA.

Similarmente, la composicion de especies influye en los patrones de
produccion mensual de hojarasca (Wang et al., 2010). Asi, se ha observado que las

coniferas de bosques templados presentan mdiltiples picos de produccion de
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hojarasca anualmente (Jaeyeob et al., 2009; Zhang et al., 2014). En congruencia,
en las tres condiciones, las coniferas A. religiosa y Pinus sp. presentaron multiples
picos de produccidn de hojarasca, con un punto maximo en verano (entre junio y
agosto). Esto se ha asociado con un aumento en la temperatura (Kouki y Hokkanen,
1992), como se registra en el area de estudio durante dicha temporada. Por su
parte, las especies latifoliadas deciduas de sistemas templados muestran un patrén
unimodal con un solo pico en otofio (Williams-Linera et al., 1996; Yang et al., 2004;
Zhang et al., 2014). Un patron similar fue observado en las condiciones BRN y BRR,
con un pico ocurrido entre septiembre y noviembre. Esto se ha relacionado con una
reduccion de la temperatura, como la observada en el area de estudio a partir de
septiembre, y con una reduccion de la radiacion solar (Zhang et al., 2014).

Aunque la forma de las curvas de produccion de hojarasca de A. religiosa fue
similar en las condiciones BRN y BRR, existio una diferencia temporal entre sus
picos maximos de produccion de hojarasca respecto a la condicion BMA. En
particular, el pico maximo en la condicibn BMA se presentd en junio, mientras que
en las condiciones BRN y BRR ocurri6 en agosto. Relacionado a ello, el punto
méaximo del crecimiento vegetativo de las hojas de A. religiosa ocurre a finales de
junio, momento a partir del cual inicia el proceso de senescencia y posterior
abscision (Mantilla, 2006; Jiménez, 2019). Ademas, entre junio y agosto se reduce
su concentracion de nutrientes (Dominguez, 2011; Pefia-Mendoza et al., 2016),
fendbmeno asociado con la reabsorcién de nutrientes que presentan las plantas
previo a la abscision de sus hojas (Milla et al., 2005; Estiarte y Pefiuelas, 2015).
Debido a lo anterior, la maxima produccion de hojarasca de A. religiosa en el bosque
deberia de ocurrir después del mes de junio, como fue reportado en las condiciones
BRN y BRR. Por su parte, la hojarasca colectada en la condicion BMA durante junio
estaba conformada principalmente por hojas verdes no senescentes que, en
muchos casos, aun se encontraba asociada a ramas largas. Lo anterior sugiere que
la maxima produccion de hojarasca registrada en la condicion BMA en el mes de
junio no es un fenomeno habitual.

La dominancia de cada especie en las comunidades vegetales es otro factor

gue determina la masa de hojarasca producida en los sistemas forestales (O'Keefe
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y Naiman, 2006; Li et al., 2010; Souza et al., 2019). Esto se debe a que una mayor
dominancia se relaciona con una mayor biomasa del follaje especifica de los arboles
(Flores-Nieves et al., 2011). En este trabajo, la masa y la proporcion de hojarasca
producida por las especies vegetales fueron diferentes entre y dentro de las
especies, y entre y dentro de las condiciones de estudio. Por lo tanto, estas
diferencias estarian influidas por las diferencias en la dominancia de cada especie
vegetal en las tres condiciones evaluadas. En este sentido, se registré que la alta
proporcion de la hojarasca producida en las condiciones BRN y BRR provenia de
Pinus sp. Este patron se ha atribuido al aumento de la dominancia de especies
introducidas en bosques nativos (Baker y Murray, 2012). Ademas, se observo una
alta proporcion de hojarasca de A. religiosa en las condiciones BRN y BRR. Esto es
congruente con la alta dominancia de A. religiosa que prevalece en ambas
condiciones (83.7% en BRN y 65.6% en BRR), a pesar de que ha disminuido debido
al aumento en la dominancia de especies latifoliadas y Pinus sp. (Chorefio-Parra,
2018)

Por otro lado, en la condicion BRN hubo una tendencia hacia una mayor
proporcién de hojarasca generada por Pinus sp., pese a la mayor dominancia de
angiospermas latifoliadas (15.11%) respecto a Pinus sp. (1.23%). De manera
similar, en la condicibn BRR, en algunos meses existié6 una mayor proporcién de
hojarasca proveniente de especies latifoliadas a pesar de que existe una mayor
dominancia de Pinus sp. (20.88%) respecto a la especie latifoliada G. laurifolia
(13.49%) (Chorefio-Parra, 2018). Aunque esto indicaria una incongruencia entre la
dominancia de las especies latifoliadas y Pinus sp. y la masa de hojarasca que
producen, lo observado podria deberse a que las proporciones de hojarasca
dependen de las diferencias fenoldgicas de ambos grupos de especies.

Por lo anterior, la modificacion de la estructura del estrato arbéreo, al alterar
la composicion de especies habria determinado un cambio en el tipo de hojarasca
depositada en las condiciones BRN y BRR respecto a la BMA. Estas especies
presentan su propia dinamica fenologica en la produccion de hojarasca, por lo cual,
la deposicion de residuos vegetales de cada especie en el suelo varia

temporalmente. Por su parte, la modificacién de la dominancia de las especies en
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el estrato arboreo en las condiciones de BRN y BRR habria determinado las
diferencias en la magnitud y la proporcién que representa la masa de hojarasca que
producen en las condiciones de estudio. Debido a que los resultados indican que en
las tres condiciones la mayor proporcion de hojarasca proviene del estrato arboreo,
las condiciones de modificacion del estrato arbéreo podrian influir en los procesos
ecologicos que regulan la descomposicion del mantillo. Esto debido a una
modificacion en la composicion quimica y la temporalidad en que se depositan los
residuos vegetales (Polyakova y Billor, 2007; Aubert et al., 2010; Purahong et al.,
2014; Fanin y Bertrand, 2016).

7.2. Modificacion de la composicion quimica del mantillo por el

cambio en los patrones de produccion de hojarasca

Los cambios en la concentraciéon de C, N y P totales en el mantillo durante su
descomposicion dependen de su concentracion inicial y de procesos como la
despolimerizacién y consumo de las moléculas organicas (Moore et al., 2011) y la
inmovilizacién de nutrientes por parte de la comunidad microbiana (Devi y Yadava,
2006). En este trabajo, la mayor concentracion de N y P en la condicion BMA, y las
menores relaciones C:P y N:P en las tres condiciones de estudio, cuando ocurre el
punto maximo de la época humeda (MH) respecto al inicio de la época himeda (IH),
estan asociados con dichos procesos.

De esta manera, en el tiempo ocurrido entre el IH y MH, habria existido un
mayor consumo de C respecto al P por los microorganismos en las tres condiciones,
lo cual est& reflejado en las bajas relaciones C:P en el MH. Dicho escenario se ha
observado en etapas tempranas de la descomposicion del mantillo (Moore et al.,
2011) y es congruente con la alta actividad enziméatica asociada a la obtencion de
C por lo microorganismos durante el IH en las condiciones de estudio. Similarmente,
una menor relacion N:P en las tres condiciones durante el MH estaria asociada con
un mayor consumo de N respecto al P. Por su parte, la inmovilizacion de Ny P por
parte de la comunidad microbiana del mantillo podrian haber influido en la alta

concentracion de N y P durante el MH Unicamente en la condicion BMA, como se
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ha observado en trabajos donde existe una alta inmovilizaciéon de nutrientes durante
la época humeda (Devi y Yadava, 2006; Zheng et al., 2017). Esto es congruente
con el alto Nmic que se registro en la condicion BMA durante el MH.

Por otra parte, durante el IH se observaron dos escenarios respecto a la
concentracion de nutrientes entre las condiciones de estudio: 1) una mayor
concentracion de N en el mantillo de la condicion BRR respecto a la BMA, y 2) una
mayor concentracion de P en el mantillo de la condicion BRN respecto a la BMA.
En relacion con ello, la composicion de especies en el estrato vegetal arbéreo, a
través de la deposicion de residuos foliares con distinta composicion quimica, regula
la concentracion de nutrientes en el mantillo (Polyakova y Billor, 2007; Kim et al.,
2010). Particularmente, las especies de angiospermas latifoliadas presentan hojas
verdes y hojas senescentes en la hojarasca con mayores concentraciones de Ny P
respecto a gimnospermas como las coniferas (Enright, 2001; Yuan y Chen, 2009;
Vergutz et al., 2012). Por esta razén, el mantillo bajo su dosel muestra una mayor
concentracion de ambos nutrientes (Takahashi, 1997; Kim et al., 2010).
Complementariamente, la concentracion de nutrientes en la hojarasca producida
por distintas especies puede variar en funcién de su edad. Asi, se ha reportado que
los arboles jévenes del género Pinus presentan altas concentraciones de Ny P en
sus hojas verdes y senescentes, ya que les permite mantener su crecimiento en sus
primeras etapas de desarrollo (Beets y Madgwick, 1988; Liu et al., 2016).

Por lo anterior, se sugiere que la mayor concentracién de N en el mantillo de
la condicién BRR durante el IH esta relacionada con la presencia de angiospermas
latifoliadas, las cuales depositaron una alta proporcion de la hojarasca, y/o por la
deposicion de hojarasca generada por Pinus sp. en la condicibn BRR, cuyos
individuos son jovenes (Chorefio-Parra, 2018). Esto es congruente con la alta
concentracion de Nt en la hojarasca depositada en dicha condicién durante los dos
meses posteriores al IH. Ademas es similar a lo observado en bosques de A.
religiosa donde ha existido una pérdida de dominancia de dicha especie (Facio-
Lopez, 2015).

Aunque en la condicion BRN también se deposito hojarasca de

angiospermas y Pinus sp., como lo ocurrido en la BRR, no se observaron diferencias
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en la concentracion de N y en la relacion C:N en el mantillo respecto a la condicion
BMA durante el IH. Sin embargo, la condicion BRN mostré una mayor concentracion
de P respecto a la BMA. Se sugiere que ambas situaciones se deben a que en la
condicion BRN se depositd una menor proporcion de latifoliadas en los meses
proximos al IH. Particularmente, la menor entrada de hojarasca al suelo habria
disminuido la concentracion de N en el mantillo de la condicion BRN hasta ser
semejante a lo cuantificado en la BMA. Esto, a su vez, habria permitido una mayor
deposicion de hojarasca de Pinus sp. con altas concentraciones de P. Por lo tanto,
la diferencias en el tipo de hojarasca producida entre las condiciones BRN y BRR,
estarian reflejadas en la menor relacion N:P en BRN.

Estos patrones en la concentracion de nutrientes totales fueron distintos
durante el MH. Sin embargo, también pueden ser asociados con la composicién
quimica la hojarasca producida por la comunidad vegetal en las condiciones de
estudio. Por ejemplo, en el MH la concentracién de N fue mayor en la condicion
BRR respecto a la BRN, lo cual es congruente con la mayor concentracion de N en
la hojarasca de la condicion BRR comparada con la BRN en los meses previos al
MH. Por lo anterior, la modificacion de la estructura del estrato arbéreo en el bosque
de A. religiosa evaluado modifica la calidad quimica del mantillo en términos de la
concentracion de N y P, en funcién de la deposicion de hojarasca proveniente de
angiospermas latifoliadas, de Pinus sp. y una disminucion en la hojarasca
proveniente de A. religiosa.

Los resultados reportados en las fechas y condiciones de estudio contrastan
con lo encontrado por Chorefio-Parra (2018) a finales de julio de 2016, donde se
observé Unicamente una menor concentracion de P en el mantillo de condiciones
con modificacion del estrato arbdreo respecto a la condicion madura del bosque,
incluyendo las aqui evaluadas. Esto indica que el efecto de la modificacion del
estrato arboreo sobre la concentracion de nutrientes del mantillo varia
interanualmente. Lo anterior se ha relacionado con la variacion en la concentracion
de nutrientes en la hojarasca, la temperatura y la precipitacion, entre distintos afios
(Yuan y Chen, 2009; Yanai et al., 2012; Jonczak, 2013; Zhang et al., 2017).
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Por otra parte, la concentracidon de las formas organicas disueltas de C, Ny
P (COD, NOD y POD) fue menor durante el MH en todas las condiciones. Esta
dindmica se ha asociado con la precipitacion, la cual promueve la lixiviacion de los
nutrientes disueltos (Hongve et al., 2000; Kaiser et al., 2001; Froberg et al., 2007).
Este mecanismo es congruente con la alta precipitacion en el area de estudio
durante el MH y con la correlacion negativa entre la humedad del mantillo y el COD
y NOD en las dos épocas. Complementariamente, la constancia de la relacion
COD:NOD en las dos fechas, y la menor relacion COD:POD y NOD:POD en el MH,
sugieren que el COD y NOD estan sujetos en mayor medida a lixiviacion en
comparacion con el POD.

Adicionalmente, la concentracion de C, N y P disueltos en el mantillo es
influida por la actividad de los microorganismos al despolimerizar las moléculas del
mantillo (Waldrop y Zak, 2006; Tian et al., 2010). En relacion con lo anterior, se
observo una alta concentraciéon de COD y NOD en al menos una de las condiciones
de modificacién del estrato arbéreo, en ambas épocas. Estos patrones también
fueron observados respecto a la actividad de distintas enzimas asociadas a la
obtencion de C y N (POX, BG, LP y NAG) del mantillo por parte de los
microorganismos. Ademas, se registro una correlacion positiva entre el NOD y POD
en el mantillo con la actividad de enzimas asociadas a la obtencion de C en las tres
condiciones y ambas épocas. Lo anterior sugiere que la actividad de las enzimas
producidas por las comunidades microbianas promueve la formacion de materia
organica disuelta y que, por lo tanto, las diferencias en la concentracion de los
nutrientes disueltos entre las condiciones habrian sido influidas por la actividad de
estas enzimas. Ademas, las mayores relaciones COD:POD y NOD:POD en las
condiciones BRN y BRR sugieren que existe una mayor produccién de COD y NOD
respecto al POD en dichas condiciones.

Debido a que la actividad microbiana esta influenciada por los rasgos de los
residuos foliares generados por las comunidades vegetales (Aubert et al., 2010;
Purahong et al., 2014), se sugiere que la modificacion del estrato arbéreo en el
bosque evaluado promueve indirectamente la formacion de COD, NOD y POD.

Consecuentemente, el cambio en el estrato arb6reo podria regular la cantidad de C

98



y nutrientes que pueden ser inmovilizados por las comunidades microbianas del

mantillo, asi como la energia que pueden obtener mediante su mineralizacion.

7.3. Modificacion de la estructura, actividad y eficiencia metabdlica
de la comunidad microbiana por el cambio en la composicion quimica

del mantillo

7.3.1. Estructura de lacomunidad microbiana

El cambio en las comunidades vegetales puede modificar la abundancia de distintos
grupos microbianos en el mantillo, a través de la deposicion de residuos foliares con
distinta composicion quimica (Chapman et al.,, 2013). De manera similar, se
observaron diferencias en la abundancia de distintos grupos microbianos en el
mantillo entre las condiciones de estudio durante el IH. Ademas, aunque no
existieron resultados significativos, los RDAs indicaron que entre el 52 y el 58% de
dicha variacion esta determinada por los rasgos quimicos absolutos y funcionales
del mantillo.

En particular, con base en la abundancia de las cadenas de acidos grasos de
distintos grupos microbianos, se registr6 una menor diversidad microbiana y una
menor equitatividad en la condicion BRR en comparacion con la BMA y la BRN.
Esto se debe a que el mantillo de la condicién BRR estuvo dominado por HSAPS,
denotado por una alta abundancia de la cadena 18:2w6,9c. Por su parte, los andlisis
de agrupamiento indicaron que la abundancia relativa de las cadenas de acidos
grasos de distintos grupos microbianos fue similar en las muestras de la condicién
BRR. Estos resultados estuvieron principalmente determinados por la alta
abundancia de HSAPs en la condicion BRR,

A su vez, la alta abundancia de HSAPS en el BRR se correlaciond
positivamente con el N. Esto sugiere que el N favorece el desarrollo de dichos
microorganismos, en congruencia con Bray et al. (2012), donde el N promovio el
crecimiento de HSAPs en etapas tempranas de la descomposicion. Adicionalmente,

la incorporacién de nuevas fuentes de C en el mantillo puede promover el
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crecimiento de HSAPs (Wang et al., 2014b). Particularmente, el C proveniente de
Pinus no nativos en bosques de coniferas puede ser una fuente de C que estimula
el crecimiento de dichos microorganismos (Waldrop y Firestone, 2004). Lo anterior
y la correlacion positiva entre el Ct y la abundancia de HSAPs en la condicién BRR,
podrian indicar que la introduccion de Pinus sp. favorecié el crecimiento de estos
microorganismos.

Como fue sefialado en el método, la cadena de acida graso 18:2w6,9c, usada
como indicador de HSAP, también se ha reportado como un indicador de la
abundancia de HECM en muestras de suelo (Frostegard y Baath, 1996; Olsson,
1999; Anthony et al., 2017). Por esta razon, es posible que la alta abundancia de
dicha cadena en el mantillo de la condicion BRR también involucre a comunidades
de HECM establecidos en el mantillo. Esto es congruente con el hecho de que estos
organismos son simbiontes de coniferas como la especie de Pinus introducida en la
condicion BRR (Karst et al, 2014). Pese a ello, se sabe que en bosques templados,
los HECM son mas abundantes en el suelo y los HSAP lo son en el mantillo (Lindahl
et al., 2006; Carteron et al., 2020). Por lo tanto, se sugiere que la alta abundancia
de la cadena 18:2w6,9c en el mantillo de la condicion BRR esta més relacionada
con la abundancia de HSAP.

Por otro lado, en el mantillo de las condiciones BRN y BRR existi6 un
incremento en la abundancia relativa de bacterias G- y una alta relacion G-:G+ en
la condicion BRR, lo cual se atribuye a que su crecimiento es favorecido por la
presencia de recursos facilmente accesibles en el mantillo, lo que coincide con las
altas concentraciones de COD (Fanin et al., 2014; Fanin et al., 2019) que fueron
observadas en dichas condiciones. Ademas, se ha observado que los productos
derivados de los HSAP son sustratos que pueden ser aprovechados por las
bacterias (Romani et al., 2006; Schneider et al., 2010), por lo que es posible que el
incremento en la abundancia de HSAPs en la condicion BRR haya contribuido al
incremento en la abundancia de bacterias G-.

Asimismo, se encontré una reduccion en la abundancia de HMAs en la
condicion BRR. Estos organismos, comunes en el suelo de bosques de A. religiosa

(Arguelles-Moyao et al., 2017), pueden colonizar el mantillo, a partir del cual
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obtienen recursos que transfieren a sus hospederos (Hodge, 2001). Generalmente
estos recursos son derivados de la actividad de las comunidades microbianas
saprotrofas, por lo cual puede existir una competencia entre ambos grupos de
microorganismos (Aristizabal et al., 2004; Nuccio et al., 2013; Gui et al., 2017). Por
lo tanto, la disminucién en la abundancia de HMAs podria deberse a su exclusion
competitiva debido al aumento en la cantidad de HSAPs. Este mecanismo también
podria explicar la reduccidon en la abundancia relativa de HMAs en el mantillo
respecto al suelo.

Por lo anterior, los resultados indican que la modificacion del estrato arb6reo
en un bosque de A. religiosa puede contribuir a la modificacion de la estructura de
la comunidad microbiana del mantillo mediante un cambio en la concentracion de
nutrientes en el mantillo y en la interacciobn entre distintos microorganismos.
Particularmente, en la condicién BRR reduce la diversidad microbiana y promueve
una alta dominancia de HSAPs.

Contrariamente, los patrones observados en el mantillo no fueron evidentes
en el suelo. Esto se ha atribuido a que las comunidades del suelo no estan sujetas
directamente al cambio en la composicion quimica del mantillo (Chapman et al.,
2013; Prescott y Grayston, 2013). Consecuentemente, los resultados indican que
las comunidades microbianas que fueron caracterizadas en el suelo son menos
sensibles a la modificacion del estrato arboreo. Pese a ello, la diversidad de cadenas
de &cidos grasos y su equitatividad fue mayor en comparacién con el mantillo en
todas las condiciones, lo cual se relaciona con que la abundancia relativa estuvo

compartida por un mayor nimero de cadenas de acidos grasos.

7.3.2. Inmovilizacion de Cy N

La inmovilizacion de Cy nutrientes depende de la presencia de sus formas disueltas
en el mantillo (Cotrufo et al., 2015). En este trabajo se observo una alta
inmovilizacion de C y N en la biomasa microbiana durante el MH respecto al IH, en
conjunto con una baja concentracion de COD y NOD. Ademas, el Nmic se

correlacion6 negativamente con el COD y NOD en ambas épocas. Lo anterior podria
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indicar que, conforme progresa la descomposicion del mantillo en las condiciones
de estudio, el NOD y COD brindan la energia y el N requeridos por los
microorganismos para inmobilizar C y N en su biomasa. Consecuentemente, existe
una reduccion en las formas disueltas de C y el N como lo reportado.

Ademas, la mayor relacion Cmic:Nmic en el IH respecto al MH, indican que,
en el inicio de la descomposicion, los microorganismos inmovilizan
predominantemente C en comparacion con el N, mientras que en el punto maximo
de descomposicion hay una mayor inmovilizacion de N. Esto se observo en relacién
con una alta concentracion de COD durante el IH, como se ha reportado en el
mantillo de bosque tropicales secos de México (Anaya et al., 2007), asi como una
alta actividad de las enzimas POX, BG y LP en la misma fecha, y una mayor
actividad de la LAP en el MH. Lo anterior sugiere que la dindmica temporal en la
inmovilizacion de N y P en el mantillo de este bosque también se relaciona
estrechamente con la producciéon de formas disueltas de nutrientes en el mantillo
derivadas de la actividad de los microorganismos.

Por otro lado, se observé una menor concentracion de N inmobilizado, en
conjunto con una alta concentracion de NOD en la condicién BRR respecto a la
BMA y BRN en ambas épocas. Estos resultados sugieren que la modificacion del
estrato arboreo en la condicion BRR no favorece la inmovilizacion del N por la
comunidad microbiana en formas como el NOD, por lo que este N podria estar sujeto
a lixiviacién. Mientras tanto, la alta inmovilizacion de N y la alta concentracién de
NOD en la condiciéon BRN durante el MH, indican que la modificacion del estrato
arbéreo promueve la inmovilizacion de N de manera similar a la condicion BMA,
principalmente cuando una alta precipitacion podria intensificar su lixiviacion. Esto
podria relacionarse con la alta abundancia de HMA, organismos que inmovilizan
nutrienes que posteriormente transfieren a sus plantas hospederas (Nuccio et al.,
2013). Finalmente, la alta relacion Cmic:Nmic en la condicion BRR durante el IH
indica que los microorganismos inmovilizan una mayor cantidad de C que de N, lo
cual se ha asociado a un incremento en la abundancia de hongos respecto a
bacterias (Cheng et al., 2013;Fanin et al., 2013) como se observé en dicha

condicion.
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7.3.3. Despolimerizacion y metabolismo microbiano asociado ala

obtencion de C,Ny P

La actividad de las enzimas producidas por las comunidades microbianas esta
influida, entre otros parametros, por el pH y la concentracién de nutrientes en el
mantillo. Esto se debe a que la actividad Optima de las diferentes enzimas solo
ocurre en un intervalo especifico de pH (Burns et al., 2013) y a que los nutrientes
son recursos a los cuales los microorganismos acceden mediante la produccion de
enzimas. Por esta razon, la actividad enziméatica refleja la demanda de nutrientes
de las comunidades microbianas (Sinsabaugh et al., 2008; Fanin et al., 2016b).
Congruentemente, en este trabajo, el Andlisis de Redundancia realizado con
variables quimicas y de actividad microbiana absolutas, indicé que
aproximadamente el 48% de la variacion en la actividad microbiana, lo cual incluye
la actividad de las enzimas evaluadas, esta explicada por el pH y la concentracion
de nutrientes totales y disueltos, en las condiciones y épocas de estudio. Esto
sugiere que el pH y la composicion quimica del mantillo regula la actividad
enzimatica en las condiciones y épocas evaluadas.

En patrticular, el menor pH en la condicion BRR pudo haber promovido la alta
actividad de las enzimas POX, BG, LP y FME, ya que su actividad 6ptima ocurre
conforme el pH es mas &cido (Baldrian y Valaskova, 2008; Sinsabaugh, 2010;
Turner, 2010). A su vez, la alta actividad de la POX, BG, LP y FME en el IH indica
que, en las primeras etapas de la descomposicion del mantillo, el C y P son recursos
altamente consumidos por las comunidades microbianas (Dilly y Munch, 1996;
Waring, 2013). Ademas, existid una baja actividad de la LAP y una alta actividad de
la NAG en esta fecha, lo cual ocurrié inversamente en el MH. Esto sugiere que en
el IH las moléculas derivadas de la biomasa microbiana, como la quitina, son la
principal fuente de N para los microorganismos, mientras que las proteinas lo son
durante el MH. Por su parte, en el MH se observé una reduccion en la actividad de
la mayoria de las enzimas en las tres condiciones, asociada con una baja relacion

C:Py, particularmente, una alta concentraciéon de N y P en la condicion BMA. Esto
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se ha atribuido a que los microorganismos tienen una baja demanda de nutrientes
ya que su alta concentracion no limita su crecimiento (Gusewell y Freeman, 2005).

Por otro lado, en ambas épocas, la alta actividad de las enzimas NAG y FME
en la condicion BRR indican que los microorganismos potencialmente consumen
altas cantidades de Ny P una vez que despolimerizan extracelularmente moléculas
como la quitina y lipidos provenientes de paredes celulares de hongos y de aciculas,
respectivamente (Pang y Kolenko, 1986; Waldrop et al., 2004; Kunito et al., 2012).
Ademas, en esta condicion existi6 una tendencia a una mayor actividad de las
enzimas POX, BG y LP, principalmente en el IH, aunque sin resultados
significativos. A pesar de ello, en las mismas condiciones de modificacion del estrato
arboreo previamente se reportd una elevada despolimerizaciéon de lignina, celulosa
y lipidos a través de dichas enzimas (Chorefio-Parra, 2018). Por lo anterior, los
resultados sugieren que la modificacion de los rasgos quimicos del mantillo (pH y
composicién quimica), debido al cambio en la estructura del estrato arboéreo,
modifica la actividad de las enzimas producidas por las comunidades microbianas.
Esto se ha reportado en bosques manejados donde el mantillo est4 conformado por
residuos foliares provenientes de especies vegetales introducidas y de regeneracion
natural (Purahong et al., 2014), como ocurre en las condiciones BRN y BRR.

La actividad enzimética especifica (AEE) permite evaluar si los recursos
adquiridos por los microorganismos son destinados a la produccion de enzimas,
inferida a través de su actividad, o a su almacenamiento en la biomasa microbiana
(Steinweg et al.,, 2013; Wang et al.,, 2013). De manera similar a la actividad
enzimatica, refleja la demanda de C y nutrientes por las comunidades microbianas
(Zhang et al., 2015). Por lo anterior, la menor AEE de la POX, BG, LP, NAG y FME,
durante el MH respecto al IH, indica que una baja proporcion de los recursos
adquiridos por los microorganismos es destinada a la producciéon de enzimas,
mientras que la mayor parte la destinan al almacenamiento en su biomasa, como lo
indica la alta inmovilizacion de C y N. Esto se relaciona con una baja demanda de
nutrientes por parte de los microorganismos durante el MH (Zhang et al., 2015), en
congruencia con la baja relacion C:P en el mantillo de las tres condiciones y la alta

concentracion de N y P en la condicién BMA durante esta fecha.
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Asi mismo, la AEE refleja la eficiencia del metabolismo microbiano en su
capacidad para almacenar C en su biomasa mediante la produccion de enzimas
(Romani et al., 2006; Moorhead et al., 2012). En este sentido, se observo una alta
AEE NAG, AEE LAP y AEE FME, en la condicién BRR respecto a las dos restantes.
Esto indica que la comunidad microbiana de esta condiciébn acumula una baja
proporcion de Ny C en su biomasa, a pesar de mantener una alta despolimerizacion
de quitina, proteinas y fosfomonoésteres. Ademas, de manera similar a la actividad
enzimatica, el Andlisis de Redundancia indic6 que el 44% de la variacién en la
relacion Cmic:Nmic y la AEE de las distintas enzimas, depende de la composicion
guimica del mantillo en todas las condiciones y épocas evaluadas. Con base en ello,
se sugiere que la modificacién del estrato arbéreo, principalmente en la condicion
BRR, a través de la modificacion en la composicion quimica del mantillo, reduce
principalmente la eficiencia en el uso del N de las comunidades microbianas. Esto

es congruente con la baja inmovilizacion de N reportada en dicha condicion.

7.3.4. Eficiencia en el uso del carbono

Los altos valores de EUC obtenidos con la actividad de la POX, NAG y LAP
(EUCenL) Y el obtenido con la BG, NAG y LAP (EUCen), con C y N totales o
disueltos, fueron congruentes con la baja AEE de las enzimas asociadas a la
obtencion de C en el MH. Esto indica una alta eficiencia de las comunidades
microbianas para acumular C en su biomasa a través de la produccién de enzimas
y en funcion de las diferencias entre sus requerimientos de C y N, y la compaosicion
guimica de su sustrato, durante el MH (Sinsabaugh et al., 2016).

Por otro lado, a diferencia de la AEE de la POX y BG, donde no existieron
diferencias entre las condiciones, existi6 una mayor EUCenit Y EUCenLd €n la
condicion BRR y una tendencia a una mayor EUCpnit Y EUCPnLd €n la misma
condicion. Lo anterior sugiere que la modificacion la estructura del estrato arboreo
en la condicion BRR promueve una comunidad microbiana que usa el C de manera
eficiente, principalmente al obtenerlo partir de moléculas disueltas provenientes de

la celulosa mediante la BG.
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Adicionalmente, las estimaciones de la EUC realizadas con el COD y NOD
mostraron patrones y magnitudes similares a las estimadas con el C y N totales, y
se encontraron en los rangos reportados en el mantillo de distintos sistemas
terrestres (Sinsabaugh et al., 2016). Esto sugiere que la estimacion de la EUC con
las formas disueltas de los nutrientes podria ser igualmente confiable que la
estimacion realizada con los nutrientes totales. Ademas, dicha estimacion permite
interpretar la eficiencia de los microorganismos para acumular C en su biomasa en
funcion de las formas de la materia organica que les son accesibles. Por lo anterior,
el procedimiento utilizado para la estimacion del EUC en este trabajo representa

una modificacién al método propuesto por Sinsabaugh y colaboradores (2016).

7.3.5. Estructura de la comunidad microbianay despolimerizacién del

mantillo

Las comunidades microbianas, a través de la produccion de enzimas, son los
responsables directos de una parte de la descomposicion del mantillo. Por ello, la
modificacién de su estructura por un cambio en la comunidad vegetal puede afectar
dicho proceso (Holden et al., 2013). Esto se debe a que la deposicién de hojarasca
con diferente composicién quimica por distintas especies vegetales promueve el
crecimiento de comunidades microbianas que difieren en su capacidad de producir
enzimas y hacer uso de diferentes recursos (Barbi et al., 2016). En este trabajo,
aunque los RDAs no mostraron resultados significativos, la abundancia de los
grupos microbianos explico entre el 43 y 44% de la variacion en la actividad
microbiana en términos absolutos y funcionales.

En este sentido, los cambios observados en la comunidad microbiana del
mantillo durante el IH, debido a la modificacion del estrato arboreo, estuvieron
relacionados con los patrones de actividad enzimatica observados entre las tres
condiciones. Asi, en la condicibn BMA, las correlaciones positivas observadas
sugieren que la actividad y AEE de distintas enzimas (POX, BG, NAG y FME) estan
influenciadas por HMA, HSAP, actinobacterias y, principalmente, por bacterias G+.
Mientras tanto, en la condicion BRR la actividad de la BG y DH, la AEE BG, AEE
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NAG y AEE DH serian determinadas casi exclusivamente por HSAP, en
congruencia con la alta abundancia de estos organismos. Complementariamente,
una fraccién de la alta actividad de las enzimas NAG, LAP y FME en la misma
condicion, podria haber sido influenciada por HECM, de los cuales se sabe que son
potenciales descomponedores de la materia organica como consecuencia de la
busqueda de los nutrientes que translocan a sus plantas hospederas (Lindahl y
Tunlid, 2014).

Por lo tanto, la modificacion de la comunidad microbiana del mantillo debido
a la modificacién del estrato arbéreo, promueve parcialmente un cambio en la
actividad microbiana asociada a la despolimerizacion de las moléculas del mantillo.
Sin embargo, es posible que la alta variacion de esta actividad microbiana, que no
se asocia con los rasgos de las comunidades microbianas, sea consecuencia de los
ajustes en la produccion de enzimas por parte de los microorganismos en funcién
de la composicién quimica del mantillo, los cuales no involucran necesariamente un

cambio en la abundancia de grupos microbianos (Mooshammer et al., 2014b).

7.3.6. Mineralizacion de Cy eficiencia en el uso del C

En distintos sistemas forestales la actividad de las enzimas promueve la
mineralizacion de C en el mantillo al incrementar la accesibilidad de fuentes de C,
como el COD, para los microorganismos (Wieder et al., 2008). En este trabajo se
observd un patrén opuesto, donde la alta mineralizacion potencial de C en el MH
estuvo ligada con una baja actividad de las enzimas y una baja concentracién de
COD. Sin embargo, esta alta mineralizacion potenial de C ocurrié en conjunto con
una baja AEE y una alta EUC en las condiciones de estudio durante el MH, lo cual
indica que la actividad de las enzimas producidas por las comunidades microbianas
les permite adquirir C y destinarlo principalmente a su crecimiento en biomasa. En
otros trabajos se ha reportado que una alta mineralizacion de C se asocia con una
alta concentracion de C en la biomasa microbiana (Balota et al., 2004; Moorhead et
al., 2012). Por lo tanto, se sugiere que la alta mineralizacion potencial de C en el

MH respecto al IH podria provenir de una comunidad microbiana mas grande
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promovida por la actividad de los microorganismos, lo cual es congruente con la alta
concentracion de Cmic en el MH.

Alternativamente, esta desconeccion entre la alta mineralizacion de C y la
baja actividad microbiana durante el MH se ha atribuido a un desfase temporal entre
la despolimerizacion de las moléculas del mantillo, y el uso de las moléculas
derivadas por los microorganismos en procesos como la respiracion (Schimel y
Weintraub, 2003; Moorhead et al., 2013). Por lo tanto, se sugiere que la alta
mineralizacion potencial de C en el MH es consecuencia del uso de los recursos
generados por los microorganismos durante el IH a través de una alta actividad
enzimatica, y no de la baja actividad enzimatica durante el MH.

A pesar de las diferencias en la actividad enzimética, no se observaron
diferencias significativas en la mineralizacion potencial de C entre las tres
condiciones. Unicamente se observo una tendencia a una mayor mineralizacion de
C en el IH y una menor mineralizacion en el MH en la condicion BRR. Esto es
congruente con trabajos donde un cambio en la comunidad vegetal modifica la
actividad microbiana en el mantillo, pero que no modifican la mineralizacién de C o
la tasa de descomposicion (Prescott et al., 2000). Ademas, son contrastantes con
el aumento en la mineralizacion de C reportado en condicione de modificacién del
estrato arboreo dentro del area de estudio durante una fecha similar al MH en 2016
(Chorefio-Parra, 2018) y en el suelo de bosques con una baja dominancia de A.
religiosa (Barajas et al., 2020). Lo anterior sugiere que la mineralizacion de C en el
mantillo no fue influida ampliamente por la modificacién de la estructura del estrato
arbéreo, sin embargo, este efecto puede variar interanualmente.

Por su parte, el mayor qCO2 en el MH respecto al IH en el mantillo de las tres
condiciones indica que, del C obtenido por las comunidades microbianas, una baja
porcién lo acumulan en su biomasa mientras que una alta parte lo respiran en forma
de CO2 (Manzoni et al., 2012; Pinzari et al., 2017). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que conforme progresa la descomposicion del mantillo, los
microorganismos son menos eficientes en el uso del C. Pese a ello, son
contradictorios con trabajos donde se muestra que el qCO2 disminuye conforme

progresa la descomposicién (Scheu y Parkinson, 1995; Dilly y Munch, 1996).
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Ademas, son aparentemente inconsistentes con la alta EUC y la baja AEE
observadas en el MH, lo cual podria deberse a que el qCO: se obtiene a partir de
una estimacion potencial de la mineralizacion de C en el mantillo.

Adicionalmente, aunque no existieron diferencias significativas en el qCO2
entre las condiciones de estudio, se observé una tendencia a ser mayor en las
condiciones de modificacion del estrato arbéreo. Esto sugiere que la mayor parte
del C obtenido por las comunidades microbianas no se acumula en su biomasa y
es respirado como COg2, es decir, existe una tendencia a una baja eficiencia en el
uso de C. Estos resultados no son congruentes con la alta EUCsnL de la condicién
BRR, lo cual podria deberse que el qCO2 se obtiene a partir de una cuantificacion
potencial de la mineralizacion de C en el mantillo, mientras que el EUCgnL Se estima
con datos obtenidos en condiciones de campo. Pese, Chorefio-Parra, (2018) reportd
un mayor qCO:2 en el mantillo de condiciones de modificacion del estrato arboreo en
la misma area de estudio, lo cual sugiere que el efecto del cambio en la estructura
del estrato arboreo sobre la eficiencia en el uso del C por las comunidades

microbianas puede variar interanualmente.

7.4. Efecto de la composicion quimicay la comunidad microbiana

del mantillo sobre la descomposicién del mantillo

7.4.1. Tea Bag Index

La descomposicion de residuos vegetales de té con una composicién quimica
estandarizada mediante el método de Tea Bag Index, ha mostrado que los cambios
quimicos de dichos residuos y su pérdida de masa a lo largo del tiempo debido a la
actividad microbiana, se asemeja a lo ocurrido en el mantillo nativo de distintos sitios
(Didion et al., 2016; Duddigan et al., 2020). Por esta razén, este método permite
describir y comparar el proceso de descomposicion de residuos vegetales durante
sus primeras etapas entre distintos sitios (Keuskamp et al., 2013), asi como evaluar
el efecto de las caracteristicas de cada sitio, como los rasgos de la vegetacion, en

este proceso (Petraglia et al., 2019).
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Con base en el Tea Bag Index, en este trabajo se encontr6 que la tasa de
descomposicion (k) fue menor en la condicion BRN y BRR, cuando las bolsas fueron
expuestas a descomposicion en el periodo que va del IH al MH. Esta tasa k es
comparable temporalmente con la mineralizacion de C del mantillo en el MH, la cual
tendié a ser baja, principalmente en la condicion BRR. Lo anterior indica que los
patrones de descomposicion de residuos vegetales que no estaban previamente
descompuestos (residuos de té) y aquellos que si (mantillo nativo de cada
condicion), son similares.

Complementariamente, la k también fue menor en las condiciones BRN vy
BRR en el periodo que va de MH a FH. Por lo tanto, estos resultados, en conjunto
con la mineralizacién de C, sugieren que la modificacion del estrato arboreo reduce
la tasa de descomposicion del mantillo conforme progresa este proceso y hasta que
culmina la época de lluvia, aun cuando promueve una mayor actividad microbiana.
Esto podria relacionarse con que la actividad de las enzimas BG y POX promueve
una alta eficiencia en el uso de C, segun lo observado en la condicién BRR. Por otro
lado, la similitud en el factor de estabilizacién (S) entre las tres condiciones y épocas
indican que la modificacion del estrato arboreo no altera la estabilizacion de la
materia organica en el mantillo en términos de su descomposicion (Keuskamp et al.,
2013).

7.4.2. Interaccion entre la composicion quimicay la comunidad

microbiana durante la descomposicion del mantillo

Los Analisis de Redundancia realizados mostraron que la actividad microbiana del
mantillo depende de su pH y su composicién quimica, tanto en términos absolutos
como en funcionales. Esto indica que durante la descomposicion del mantillo en las
condiciones y fechas de estudio existe una interaccion entre dichas variables. Lo
anterior podria reflejar los ajustes de los microorganismos en la inmovilizacion de C
y N, y en la produccion de enzimas, en funcion de los rasgos quimicos del mantillo
(Snajdr et al., 2011; Mooshammer et al., 2014b).
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Complementariamente, los Analisis de Discriminante Lineal realizados con
los mismos parametros absolutos o funcionales utilizados en los Andlisis de
Redundancia, discriminaron a las muestras entre las condiciones y entre las dos
épocas de estudio. Lo anterior sugiere que la interaccidn entre los rasgos quimicos
del mantillo y la actividad microbiana y su metabolismo relacionado con el uso del
Cy N, es distinta entre el IH y el MH en las tres condiciones. Ademas, indica que la
modificacion del estrato arboreo altera esta interaccion de manera consistente
durante las primeras etapas de la descomposicion del mantillo (entre el IH y el MH).

Sin embargo, aunque esta interaccion es distinta entre las condiciones en
cada época, la mayor precision en la discriminacion de las muestras durante el MH
respecto al IH en los andlisis realizados con validacién cruzada, indica que el
proceso de descomposicion difiere en mayor medida entre las condiciones durante
el MH en comparacion con IH. Por lo tanto, la modificacion de la interaccion entre
los rasgos quimicos del mantillo, la actividad y el metabolismo microbiano debido al
cambio del estrato arboreo, es mas pronunciado conforme progresa el proceso de
descomposicion.

Adicionalmente, la validacién cruzada del analisis realizado con pardmetros
funcionales indic6 que durante el MH algunas muestras de la condicion BRN fueron
discriminadas como pertenecientes a la BMA, y viceversa, mientras que dos
muestras de la condicion BRR fueron clasificadas como pertenecientes a la BRN.
Esto sugiere que la interaccién entre los rasgos quimicos y el metabolismo
microbiano en el mantillo en la condicion BRN se encuentra en un punto intermedio
entre lo que ocurre en la condicion BMA y la BRR.

Por lo anterior, se propone que, a pesar de la modificacién del estrato arb6reo
en la condicion BRN, la regeneracion natural de la vegetacion después de los
disturbios ocurridos hace 22 afios (1998) y la prevalencia de una alta dominancia
de A. religiosa, han mantenido parcialmente al proceso de descomposicion en
condiciones similares a la condicion BMA vy, por lo tanto, al estado natural del
bosque. Contrariamente, la modificacion del estrato arboreo en la condicion BRR,
debido a eventos de disturbio y la introduccion de Pinus sp. como parte de las
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actividades de reforestacion del PNDL, han modificado dicho proceso respecto a

dicha condicion natural del bosque.

7.4.3. Efecto de la composicién quimicay la comunidad microbiana del

mantillo sobre la mineralizacién de C

La mineralizacion es el ultimo paso en el proceso de descomposicion (Chapin et al.,
2011). Particularmente, la mineralizacibn de C puede estar influida por la
composicién quimica del mantillo a la que estan expuestos los microorganismos
(Freschet et al., 2012), por la actividad de las comunidades microbianas (Fanin et
al., 2016a), o por su interaccion (Aubert et al., 2010). De acuerdo con los
tratamientos de “suelo comun” del experimento de cruza reciproca, cuando se
colocd mantillo de las tres condiciones en combinacion con el suelo de la condicion
BRR, existi6 una mayor mineralizacion de C en el sistema suelo-mantillo en
comparacion con las otras condiciones. Esto indica que, independientemente de los
rasgos de los distintos tipos de mantillo que se colocaron con el suelo de la condicién
BRR, lo cual incluye su composicién quimica y los microorganismos presentes, la
comunidad microbiana promovié una alta mineralizacion de C. Consecuentemente,
la comunidad microbiana del suelo en la condicién BRR tuvo un mayor efecto sobre
la mineralizacién de C en comparacion con los rasgos del mantillo.

Lo anterior, sugiere que la comunidad microbiana del suelo de la condicion
BRR tiene una mayor amplitud funcional respecto a las comunidades de las
condiciones BMA y BRN, ya que es capaz de descomponer residuos foliares que
varian en sus rasgos quimicos (Fanin et al., 2016a), como fue observado en la
concentracion de nutrientes en el mantillo de las tres condiciones durante el IH. Esto
es congruente con el hecho de que en la condicion BRR se deposita hojarasca
proveniente de distintas especies vegetales, y que existe una alta actividad de
distintas enzimas en el mantillo

Por su parte, a pesar de la mayor amplitud funcional de la comunidad
microbiana del suelo en la condicion BRR, esta fue similar respecto a las

condiciones BMA y BRN. Sin embargo, como fue mencionado, en el mantillo de la
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condicion BRR se observé una alta abundancia de HSAPs. Debido a que la
comunidad del mantillo representa a los microorganismos que potencialmente
pueden colonizarlo a partir del suelo (Gotebiewski et al., 2019), es posible que el
mantillo de los distintos tratamientos del experimento haya sido colonizado por una
comunidad microbiana similar. En este sentido, se sabe que los HSAPs tienen una
alta capacidad de degradar la materia organica, lo cual habria promovido la
descomposicion del sistema suelo-mantillo durante el experimento (Schneider et al.,
2010; Holden et al., 2013).

Por lo anterior, la modificacion del estrato vegetal arbéreo en la condicién
BRR, al modificar la composicién quimica del mantillo, ha favorecido el desarrollo
de una comunidad microbiana que potencialmente coloniza el mantillo que es
funcionalmente amplia. Ademas, se sugiere que la amplitud funcional de los
microorganismos se ve reflejada en la alta actividad de las enzimas que produceny
que, por lo tanto, es subsidiada por la deposicion de residuos foliares con altas
concentraciones de nutrientes en el mantillo, principalmente provenientes de
angiospermas latifoliadas.

Complementariamente, los resultados sugieren que un cambio posterior en
los recursos a los que esta expuesta dicha comunidad microbiana y en la
abundancia de dicha comunidad, tiene el potencial de promover la mineralizacion
de C de la materia orgénica en el sistema suelo-mantillo. Este proceso podria estar
mayormente influido por la comunidad microbiana, como lo indica el experimento de
cruza reciproca. Sin embargo, también podria relacionarse con un cambio en la
interaccidn entre la composicién quimica del mantillo y la actividad microbiana.

En este sentido, los andlisis de regresidon mostraron que la interaccion entre
la composicion quimica y la actividad microbiana en el mantillo, asi como factores
ambientales, influyen en la mineralizacién de C del mantillo en las condiciones de
estudio. Especificamente, los modelos IH+MH con variables absolutas y funcionales
indican que, en cualquiera de las condiciones y dentro del periodo comprendido
entre el IH y MH, un incremento en el Cmic, la actividad de la LAP, la relacion
Cmic:Nmic o un decremento en la AEE POX y BG, promueve un aumento en la

mineralizacién de C. Sin embargo, la interaccion de los predictores en ambos
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modelos explicé un bajo porcentaje de la mineralizacion de C. Esto indica que
existen otros predictores no evaluados que modifican la mineralizacion de C durante
las primeras etapas de la descomposicion del mantillo.

Pese a ello, cuando los analisis de regresion se realizaron por cada fecha, la
interaccion entre parametros ambientales y los valores absolutos de algunas
variables quimicas y de actividad, explicO una mayor parte de la variacion en la
mineralizacién de C del mantillo en las tres condiciones y en ambas épocas. Por lo
tanto, estos pardmetros son buenos predictores de la emisiéon de CO:2 a partir del
mantillo. Por su parte, aunque los parametros funcionales explicaron una menor
variacion en la mineralizacion del C en comparacion con las variables absolutas, se
observd que los modelos de regresién construidos con dichos parametros
funcionales tuvieron un mejor ajuste durante el MH respecto al IH. Esto indica que
la interaccion entre los atributos funcionales de la composicion quimica y del
metabolismo microbiano del mantillo tienen un papel mas relevante en la
mineralizacién del C conforme progresa la descomposicion. Ademas, denota la
importancia de los atributos funcionales al predecir los flujos de C a partir del mantillo
(Averill, 2014; Kaiser et al., 2014).

Como fue mencionado, la mineralizacion de C en el mantillo no fue influida
por las condiciones de modificacion del estrato vegetal arbéreo. Sin embargo, los
andlisis de regresion sugieren que una modificacion de la magnitud e interaccion de
las variables ambientales, rasgos quimicos, de actividad y metabolismo microbiano
en el mantillo, debido a un cambio posterior en la comunidad vegetal, podria alterar
la mineralizacion de C y, consecuentemente, los flujos de CO:z hacia la atmosfera a

partir del mantillo.

7.5. Modelo general

Los resultados indican que en el bosque de A. religiosa evaluado, la interaccion
entre los rasgos quimicos del mantillo, la abundancia, la actividad y el metabolismo
de los microorganismos que lo habitan, fueron modificados por el cambio en la

estructura del estrato vegetal arbo6reo, principalmente en la condicion BRR. Por lo
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tanto, la modificacion del estrato arboreo, derivada de eventos de disturbio y
actividades de manejo forestal, incluyendo la reforestacion con la especie no nativa
Pinus sp., modifica el proceso de descomposicion del mantillo.

Estos resultados fueron parcialmente congruentes con las hipétesis de
trabajo, segun las cuales: 1) la abundancia relativa de los componentes foliares que
conforman la hojarasca reflejaria la dominancia relativa de las especies en el estrato
arboreo y 2) las condiciones con una mayor abundancia relativa de hojarasca de
latifoliadas presentarian un mantillo con una alta concentracion de los nutrientes N
y P, 3) una comunidad microbiana mas diversa, activa, eficiente en el uso del C e
ineficiente en el uso de nutrientes, y 4) con una mayor amplitud funcional, lo cual se
reflejaria en una mayor tasa de descomposicion.

Especificamente, y como lo indica la Figura 34, en la condicion BRR, en
donde hay mayor dominancia de Pinus sp. en comparacion con las latifoliadas, se
deposita una mayor proporcién de hojarasca de latifoliadas que de Pinus sp. en
algunos meses. Esto es incongruente con la primera hipétesis. Sin embargo, la
deposicion de hojarasca proveniente de angiospermas latifoliadas promueve una
alta concentracién de N en el mantillo, como lo indica la segunda hipotesis. Ademas,
la deposicion de hojarasca proveniente de Pinus sp. permite la entrada de nuevas
formas de C al mantillo.

En congruencia con la tercera hipétesis, este cambio en la hojarasca favorece
el desarrollo de una comunidad microbiana con una baja diversidad microbiana,
dominada por hongos, con una alta actividad microbiana asociada a la obtencién de
C, Ny P, poco eficiente en el uso del N, lo que permiten la formacion de N organico
disuelto en el mantillo, y con un metabolismo orientado a usar eficientemente el C
obtenido mediante la actividad de la BG. Ademas, de acuerdo con la cuarta
hipétesis, esta comunidad microbiana es amplia funcionalmente ya que tiene una
alta capacidad descomponer mantillo con distinta composicion quimica. Sin
embargo, esto no se reflejé en un cambio en la mineralizacion potencial de C en las
tres condiciones de estudio.

Contrariamente, el efecto de la modificacion del estrato arboreo sobre la

descomposicion del mantillo no fue tan evidente en la condicion BRN, donde existe
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una mayor dominancia de latifoliadas que de Pinus sp. En esta condicion se
deposita una mayor proporcidon de hojarasca proveniente de Pinus sp. en
comparacion con las latifoliadas. Esto es incongruente con la primera hipétesis y
podria estar asociado con las diferencias fenoldgicas entre ambos grupos de
especies. Sin embargo, salvo algunas excepciones, no existieron modificaciones en
la composicion quimica del mantillo y la abundancia de microorganismos, actividad
y la eficiencia de la comunidad microbiana. De esta manera, la descomposicion del
mantillo en esta condicién fue similar a lo ocurrido en la BMA, aunque la interaccién
entre dichos atributos también es semejante a la condicion BRR (Figura 34).

Consecuentemente, este trabajo sugiere que la modificacion de la
descomposicion del mantillo debido al cambio en la estructura del estrato arbo6reo
puede ser exacerbada por actividades como el manejo forestal, al disminuir la
influencia de A. religiosa sobre dicho proceso. Mientras tanto, la regeneracion
natural del bosque, tras la modificacion de la comunidad vegetal, podria redirigir la
descomposicion del mantillo hacia condiciones similares a las de un bosque de A.
religiosa no alterado.

Los resultados son relevantes en términos de la conservacién y el manejo
forestal de bosques de A. religiosa que presentan modificaciones en la estructura
del estrato vegetal arboreo, o de aquellos que potencialmente podrian presentar
estas condiciones y que se encuentran dentro o fuera de Areas Naturales
Protegidas. Esto incluye los Parques Nacionales en los que se realizd este trabajo.
Principalmente el PNDL, donde la dominancia de A. religiosa continda
disminuyendo por la caida de arboles, como fue observado durante la conclusién
de los muestreos. Este y otros fendmenos futuros podrian intensificar los procesos

descritos.
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Figura 34. Modelo de almacenes y flujos de C, Ny P, estructura y actividad de la comunidad microbiana del mantillo en las condiciones de estudio. Se muestran los flujos
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(flechas continuas) de C (negro), N (azul) y P (anaranjado) entre distintos almacenes (cajas), y la actividad enzimatica (lineas discontinuas) asociada a la obtencion de C,

N y P por las comunidades microbianas. El grosor de cada linea indica la magnitud de los flujos y la actividad microbiana. El tamafio de los circulos negros indica la
magnitud de los parametros asociados a la eficiencia en el uso del C por los microorganismos. Se sefiala la abundancia relativa de los grupos microbianos y la diversidad
de las comunidades microbianas. BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en regeneracion
y reforestacion; POX: polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; EUC:
eficiencia en el uso del C; qCO2: coeficiente metabolico; H’: indice de Shannon-Weaver; HSAP: hongos saprotrofos; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; Act:

actinobacterias; G+: bacterias gram positivas; G-: bacterias gran negativas.
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7.6. Consideraciones finales

Los resultados fueron contrastantes en algunos aspectos respecto a lo reportado
previamente en la misma area de estudio en 2016 en el trabajo de Chorefio (2018).
Como fue sugerido, esto indica una variacion interanual durante el proceso de
descomposicion en el area de estudio. Uno de los factores de esta variacion podria
relacionarse con el evento de deposicion de hojarasca verde en la condicion BMA.
Al respecto se sabe que los residuos vegetales no senescentes pueden tener
concentraciones de nutrientes distintas a las del mantillo y, ademas, pueden
promover la actividad microbiana y la mineralizacién de C (Fontaine et al., 2004;
Wang et al, 2015). Por lo tanto, es posible que el efecto de la modificacidon del estrato
arbéreo sea mas pronunciado entre la condicion madura del bosque y las
condiciones con modificacién del estrato arboreo, en ausencia de un fenédmeno
como el mencionado.

Lo anterior sefiala la necesidad de evaluar el efecto de la modificacion de la
estructura del estrato arb6reo en bosques de A. religiosa sobre la descomposicion
del mantillo a lo largo del tiempo. Particularmente en Areas Naturales Protegidas
como el PNDL donde al final de los muestreos se observo la caida de arboles de A.
religiosa, que representa una pérdida de su dominancia que podria exacerbar los
fendmenos descritos. Complementariamente, ain es necesario que los estudios
posteriores en este tipo de bosques consideren evaluar rasgos quimicos del mantillo
como la concentracion de moléculas que regulan la descomposicion del mantillo,
tales como la lignina y la celulosa. Asi mismo, se requiere una caracterizacion mas
amplia sobre los grupos microbianos del mantillo con la finalidad de entender su rol
sobre los procesos descritos. Esto permitiria entender algunos de los factores que
regulan la dinAmica de los nutrientes y los flujos de C en bosques de A. religiosa
gue presentan una modificacibn en el estrato arbéreo o que se encuentran
expuestos a factores latentes que podrian provocar esta condicion (Santibafiez-

Andrade et al., 2015), lo cual tiene implicaciones en su conservacion y manejo.
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8. Conclusiones

La modificacién de la estructura del estrato arboreo en un bosque de Abies religiosa,

caracterizado por la reduccion de la dominancia de A. religiosa, la presencia de

angiospermas latifoliadas y la introduccién de Pinus sp.:

Promueve la deposicion de hojarasca de angiospermas latifoliadas y Pinus
sp., ademas de A. religiosa. Adicionalmente, modifica la proporcién que cada
especie representa en la hojarasca y sus patrones de produccién, lo cual
varia a lo largo del afo.

Incrementa la concentracion de N en el mantillo durante el inicio de la época
hameda y promueve la formacién de COD, NOD y POD.

Modifica las comunidades microbianas del mantillo, las cuales son amplias
funcionalmente y presentan una alta actividad asociada a la obtencion de N
y P, y una tendencia a una alta obtencion de C a partir del mantillo.
Promueve un uso ineficiente del N por parte de la comunidad microbiana del
mantillo a través de la actividad de las enzimas LAP y NAG.

No modifica la mineralizacién de C en el mantillo, aunque promueve el
desarrollo de comunidades microbianas que son eficientes en el uso del C a
través de enzimas como la BG.

Modifica la interaccién entre la composicion quimicay la actividad microbiana
del mantillo durante su descomposicién, con el potencial de modificar la

mineralizacion del C.

El efecto de la modificacion del estrato arboreo sobre la composicion quimica y la

actividad microbiana del mantillo es generalmente consistente durante la

descomposicion del mantillo.

La descomposicion del mantillo es modificada en mayor medida cuando la

modificacion del estrato arboreo es propiciada por actividades de manejo forestal

gue involucran la reforestacién con especies no nativas.
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La descomposicion del mantillo en condiciones donde existe una regeneracion
natural de la vegetacion después de eventos de disturbio es semejante a la

condicion no alterada de un bosque de A. religiosa.
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Material suplementario

Tabla S1. Biomasa de hojarasca producida en las condiciones de estudio.

Masa mensual de hojarasca (g m?) 2
- Total (g m™)
May Jun Juu Ago Sep Oct Nov Dic Ene
BMA
Abies 28 62.4 26.2 34.0 16.8 34.1 34.1 16.5 28.5
Latif 0.16 0 2 0.79 0.34 0.90 0.90 0.42 0.45 283.4
Pino 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BRN
Abies 7.3 9.8 10.4 36.52 2397 20.07 20.07 6.465 145
Latif 2.1043 1.654 3.2 4813 7.288 11.18 11.18 5.357 3.593 278.1
Pino 7.9 8.6 22 32.47 10.05 12.77 12.77 7.273 9.91
BRR
Abies 5.25 7.4 8.8 28.43 13.04 1498 14.98 4.7 15.41
Latif 8.571 3.25 1.789 6.412 9924 10.48 10.48 8.554 2.13 233.5
Pino 7.9 7.857 6.786 1439 532 8.512 8,512 7976 10.28

BMA: bosque maduro de A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR:
bosque de A. religiosa en regeneracion y reforestacion; Pino: hojarasca producida por Pinus sp.;

Abies: hojarasca producida por Abies religiosa; Latif: hojarasca producida por especies latifoliadas.
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Tabla S2. Media (X) y error estandar (EE) de las variables evaluadas en las condiciones y épocas

de estudio.
IH MH
BMA | BRN | BRR | BMA BRN | BRR
Variable X EE X EE X EE X EE X EE X EE
Masa (g m-2) 829 207 1317 154 1600 598‘ 337 309 579 225 1034 253
Variables ambientales
Humedad (%) 379 180 404 234 386 4.20| 619 0.75 63.2 492 704 1.12
Ph 6.34 0.07 6.40 0.12 6.08 0.18]| 6.53 0.03 6.75 0.05 6.18 0.20
Nutrientes totales
Ct(mgg?) 449 7.93 442 163 460 13.8| 452 7.20 436 11.0 444 16.1
Nt (mgg?) 13.4 0.99 150 076 156 1.15| 158 0.53 13.7 050 16.1 0.39
Pt (mgg'l) 0.74 0.06 090 0.04 0.81 0.03| 0.94 0.05 0.87 0.04 085 0.02
C:N 342 249 30.0 2.41 298 1.49| 28.8 1.11 318 0.84 276 0.79
C:P 624 53.6 501 422 567 22.4| 486 29.6 503 22.0 525 27.9
N:P 18.2 0.70 16.7 0.66 19.2 1.15| 16.9 0.85 15.8 0.65 19.0 0.56
Nutrientes disueltos
CoD (ugg'l) 722 169 1306 311 1269 173 | 328 122 441 69.9 844 71.0
NOD(pgg’l) 494 18.0 56.8 14.3 828 12.3| 10.7 3.25 303 6.14 450 6.48
POD (ugg’l) 31.2 157 379 332 353 196 59.3 1.65 353 098 30.1 1.13
COD:NOD 17.1 337 245 3.73 156 096 29.3 999 181 4.75 19.7 1.95
COD:POD 241 6.64 329 4.77 36.8 6.08| 5.66 214 125 191 28.0 1.99
NOD POD 1.67 069 1.44 0.26 241 043|018 0.05 0.87 0.18 1.48 0.18
Nutrientes en la biomasa microbiana
Cmic (mg Cmic g?) 9.78 1.04 11.2 195 13.0 3.55| 156 079 13.1 0.82 158 6.10
Nmic(mgNmicg'l) 510 0.59 583 135 249 0.52]| 9.66 0.39 9.76 0.72 6.82 1.06
Cmic:Nmic 1.94 0.14 217 037 655 261| 1.63 0.12 1.38 0.15 2.10 0.46
Actividad enzimatica
POX (umol tir g h?) 540 452 640 17.0 109 20.2| 129 190 196 104 133 3.21
BG (umol pNP g1 h') 340 077 423 123 891 536/| 1.06 0.19 161 029 142 0.34
LP (umol pNP gt h?) 12.0 3.24 17.0 214 158 4.68| 513 063 559 093 9.09 2.80
NAG (umol pNP g h?) 1.62 058 1.83 0.23 238 0.52| 042 009 0.69 027 6.08 4.62
LAP (umol pNPg‘lh'l) 1.72 0.41 174 0.14 2.08 0.44| 7.33 1.08 5.14 043 6.66 1.33
FME (umol pNPg'1 h‘l) 9.7 136 106 1.78 17.1 3.54)| 2.74 0.45 3.88 0.82 9.60 1.47
DH (ug TPF gt d?) 299 56.7 280 56.6 323 209| 768 137 333 583 125 457
Actividad enzimatica especifica
AEE POX (umol tirmg?Cmich®) |575 070 5.30 0.98 10.2 2.24| 085 0.17 1.40 0.68 1.47 0.51
AEE BG (umol pNP mg* Cmich?) | 041 014 042 0.13 059 023|007 0.01 013 003 0.15 0.08
AEE LP (umol pNP mg*Cmich?) |1.37 050 1.63 022 128 045|033 0.04 043 0.07 101 055
AEE NAG (umol pNP mg* Nmich?) | 0.37 0.16 0.46 0.16 1.17 0.47| 004 0.01 007 003 0.70 0.44
AEE LAP (umol pNP mg Nmic h?) | 0.35 0.10 043 0.16 096 0.29| 0.77 0.14 0.54 0.05 1.13 0.30
AEE FME (umol pNP mg?Cmich?) | 1.11 030 1.13 028 1.70 049| 0.18 0.04 029 0.05 0.96 0.39
AEE DH (ugTPFmg'ICmicd'l) 30.0 5.13 26.6 4.65 20.5 9.16| 49.7 955 249 349 8.08 2.29

143




Tabla S2 (continuacion).

IH MH
BMA | BRN | BRR | BMA | BRN | BRR
Variable X EE X EE X EE X EE X EE X EE
Eficiencia en el uso del C
EUCpn1t <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01| 0.02 0.01 0.02 <0.01 0.10 0.07
EUCsNLt 0.03 <0.01 0.03 0.01 0.06 0.02| 0.20 0.05 0.10 0.03 0.28 0.06
EUCpnud 0.01 0.00 0.01 0.01 0.02 0.01| 0.07 0.03 0.06 0.02 0.14 0.08
EUCsnLd 0.13 003 0.10 003 021 0.04| 032 006 025 0.06 037 0.05

Mineralizacion de C

Mineralizacién de C (ugCO,-C g*
13d?)

qCOz(I—lgCOz-Cug‘1Cmic 13d‘1) 0.37 0.09 0.56 0.10 0.61 0.01| 0.79 0.07 0.97 0.12 0.97
Comunidad microbiana

G- (nmol g?) 93.7 180 148 179 96.7 105
G+ (nmol g?) 440 413 408 62.8 209 24.2
Bact (nmol g?) 534 551 555 654 305 286
Act (nmol g?) 7.5 461 259 541 163 4.80
HMA (nmol g?) 231 109 107 56.2 328 13.7
HSAP (nmol g?) 332 143 297 24.6 320 89.55

3428 828 6148 1288 7956 2121 |12493 1388 12728 1848 10365 1966

0.38

IH: inicio de la época humeda; MH: punto maximo de la época hiumeda; BMA: bosque maduro de A.
religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en
regeneracion y reforestacion; Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C organico disuelto; NOD: N
orgénico disuelto; POD: P organico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la
biomasa microbiana; POX: polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-
glucosaminidasa; LAP: leucin aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE:
actividad enzimatica especifica de cada enzima; EUCpnL: eficiencia en el uso del C con POX, NAG
y LAP; EUCenL: eficiencia en el uso del C con BG, NAG y LAP; qCOz2: coeficiente metabdlico; G-:
bacterias gram negativas; G+: bacterias gram positivas; Bact: bacterias; HMA: hongos micorrizico-

arbusculares; HSAP: hongos saprotrofos.
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Tabla S3. Coeficientes de las funciones discriminantes en los Andlisis de Discriminantes Lineal con

las variables evaluadas en las condiciones y épocas de estudio.

Funcion discriminante

Variable 1 2 3 4 5
ADL con pH, variables quimicas y de actividad microbiana en el mantillo
pH 0.44 1.06 -0.61 1.87 -0.72
Ct -0.21 0.27 -0.40 0.18 -0.88
Nt 1.74 -0.66 0.58 0.03 1.38
Pt -1.08 0.16 0.65 0.71 -1.48
CcoD 0.66 -0.07 0.48 0.66 0.80
NOD 1.02 -0.76 0.37 0.92 -0.31
POD 4.39 1.33 1.97 0.96 0.49
Cmic -1.02 -1.13 0.66 -0.58 -0.80
Nmic 1.83 -0.55 -1.33 0.29 1.47
POX -2.47 0.57 -0.62 -0.23 -0.96
BG -0.31 -0.36 -0.62 -0.56 0.08
LP -0.87 1.05 0.24 0.49 0.41
NAG 0.90 0.03 0.27 0.15 0.11
LAP 1.45 -1.27 -0.44 -0.43 -0.78
FME -1.60 -0.62 0.62 0.03 0.42
DH -0.87 0.49 -0.25 -1.18 0.96
Discriminacion explicada 78.0 11.3 7.63 1.88 1.17

ADL con pH y atributos funcionales en el mantillo

pH -0.23 0.42 1.63 0.22 0.75
C:N 0.20 0.49 0.11 -0.15 0.30
C:P 0.31 0.25 0.40 -0.56 -0.20
N:P 0.20 -0.27 0.46 -0.66 -0.69
COD:NOD 0.04 0.12 -0.15 0.30 -0.21
COD:POD -0.21 -0.54 0.40 0.30 -0.16
NOD:POD -0.36 -0.96 0.82 -0.10 0.15
Cmic:Nmic -2.41 0.29 -1.42 0.18 0.31
AEE POX -1.06 1.06 0.26 -0.32 0.90
AEE BG 0.22 -0.02 0.41 -0.71 0.24
AEE LP -0.84 0.67 -0.10 0.86 -0.27
AEE NAG 0.39 -0.05 -0.22 0.43 0.25
AEE LAP 1.43 -0.51 -0.25 0.05 0.82
AEE FME -1.71 -0.12 -0.14 0.37 -0.62
AEE DH 0.06 0.89 -0.57 0.22 -0.62
Discriminacion explicada 67.1 19 9.66 2.22 1.99

Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C orgénico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P
orgéanico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX:
polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin
aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE: actividad enzimatica

especifica de cada enzima.
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Tabla S4. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento. Se muestran los
resultados de acuerdo con el Analisis de Discriminante Lineal realizado sin validacion cruzada con

el pH, variables quimicas y de actividad microbiana en el mantillo en las épocas y fechas de estudio.

Epoca/condicién/ Probabilidad de ser clasificado en cada tratamiento Clasificacion
muestra IHBMA IHBRN IHBRR MHBMA MHBRN MH BRR predicha
IHBMA 1 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IH BMA 2 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMA 3 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMA 4 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMAS 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBRN 1 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IH BRN 2 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRN 3 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IH BRN 4 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRN 5 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRR 1 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 2 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 3 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBRR 4 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 5 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR

MHBMA 1 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 2 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 3 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 4 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 5 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BRN 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRR 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR

IH: inicio de la época himeda; MH: punto méaximo de la época hiumeda; BMA: bosque maduro de
A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en

regeneracion y reforestacion
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Tabla S5. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento. Se muestran los
resultados de acuerdo con el Analisis de Discriminante Lineal realizado con validacién cruzada con

el pH, variables quimicas y de actividad microbiana en el mantillo en las épocas y fechas de estudio.

Epoca/condicién/ Probabilidad de ser clasificado en cada tratamiento Clasificacion
muestra IHBMA IHBRN IHBRR MHBMA MHBRN MH BRR predicha
IHBMA 1 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMA 2 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBMA 3 0.02 <0.001 0.98 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBMA 4 0.89 0 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMAS 0.91 <0.001 0.09 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBRN 1 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRN 2 <0.001 0.33 0.66 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBRN 3 1.00 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IH BRN 4 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 0.11 IH BRR
IHBRN 5 <0.001 0 <0.001 <0.001 0.99 <0.001 MH BRN
IHBRR 1 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 2 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRR 3 <0.001 0.98 0.02 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRR 4 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBRR 5 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA

MHBMA 1 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 2 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 3 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 4 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 5 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BRN 1 <0.001 1 0.00 0.00 0.29 0.09 IH BRN

MH BRN 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 MH BRR
MH BRN 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 <0.001 MH BRN
MH BRR 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.61 0.39 MH BRN
MH BRR 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.99 <0.001 MH BRN
MH BRR 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 MH BRR
MH BRR 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.64 0.36 MH BRN
MH BRR 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 MH BRR

IH: inicio de la época himeda; MH: punto méaximo de la época hiumeda; BMA: bosque maduro de
A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en

regeneracion y reforestacion

147




Tabla S6. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento. Se muestran los
resultados de acuerdo con el Andlisis de Discriminante Lineal realizado sin validacién cruzada con

el pH y atributos funcionales en el mantillo en las épocas y fechas de estudio.

Epoca/condicién/ Probabilidad de ser clasificado en cada tratamiento Clasificacion
muestra IHBMA IHBRN IHBRR MHBMA MHBRN MH BRR predicha
IHBMA 1 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IH BMA 2 0.26 0.74 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBMA 3 0.99 0.01 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMA 4 0.98 0.02 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMAS 0.86 0.14 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBRN 1 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IH BRN 2 <0.001 1.00 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRN 3 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRN 4 0.02 0.41 0.57 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBRN 5 0.55 0.45 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBRR 1 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 2 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 3 <0.001 0.01 0.99 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBRR 4 <0.001 0.20 0.80 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 5 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR

MHBMA 1 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 2 <0.001 <0.001 <0.001 0.98 0.02 <0.001 MH BMA
MH BMA 3 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 4 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 5 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BRN 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.99 <0.001 MH BRN
MH BRN 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRN 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 MH BRN
MH BRR 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR
MH BRR 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 MH BRR

IH: inicio de la época himeda; MH: punto méaximo de la época hiumeda; BMA: bosque maduro de
A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en

regeneracion y reforestacion
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Tabla S7. Probabilidad de las muestras de ser clasificadas en cada tratamiento. Se muestran los
resultados de acuerdo con el Andlisis de Discriminante Lineal realizado con validacién cruzada con
el pH y atributos funcionales en el mantillo en las épocas y fechas de estudio.

Epoca/condicién/ Probabilidad de ser clasificado en cada tratamiento Clasificacion
muestra IHBMA IHBRN IHBRR MHBMA MHBRN MH BRR predicha
IHBMA 1 0.24 <0.001 <0.001 <0.001 0.76 <0.001 MH BRN
IHBMA 2 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBMA 3 0.01 0.11 0.89 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBMA 4 0.52 0.48 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBMAS <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRN 1 0.01 <0.001 0.97 <0.001 <0.001 0.02 IH BRR
IH BRN 2 0.03 0.28 0.69 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBRN 3 0.02 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IH BRN 4 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IHBRN 5 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
IHBRR 1 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR
IH BRR 2 <0.001 0.95 0.05 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRR 3 <0.001 0.96 0.04 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRR 4 0.02 0.98 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRN
IHBRR 5 <0.001 <0.001 0.99 <0.001 <0.001 <0.001 IH BRR

MHBMA 1 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 2 <0.001 <0.001 <0.001 0.01 0.99 <0.001 MH BRN
MH BMA 3 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 4 <0.001 <0.001 <0.001 1 <0.001 <0.001 MH BMA
MH BMA 5 <0.001 <0.001 <0.001 0.62 0.38 <0.001 MH BMA
MH BRN 1 1.00 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 IH BMA
MH BRN 2 <0.001 <0.001 <0.001 1 0.02 <0.001 MH BMA
MH BRN 3 0.37 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.63 MH BRR
MH BRN 4 <0.001 <0.001 <0.001 0.03 0.97 <0.001 MH BRN
MH BRN 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.99 0.01 MH BRN
MH BRR 1 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.80 0.20 MH BRN
MH BRR 2 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1 0.01 MH BRN
MH BRR 3 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 MH BRR
MH BRR 4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 MH BRR
MH BRR 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.00 MH BRR

IH: inicio de la época himeda; MH: punto méaximo de la época hiumeda; BMA: bosque maduro de
A. religiosa; BRN: bosque de A. religiosa en regeneracion natural; BRR: bosque de A. religiosa en

regeneracion y reforestacion
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Tabla S8. Modelos de regresién multiple por pasos para las condiciones y épocas de estudio. De

cada modelo, se muestran las variables iniciales, el coeficiente de determinacion (R?), los parametros

obtenidos, coeficientes B, B estandarizada y los valores de p correspondientes. Los valores

remarcados en negritas denotan resultados estadisticamente significativos (p<0.05).

Modelos de regresion multiple por pasos

Parametros iniciales R? p Parametro B p

B estandarizada

Inicio de la época himeda con variables funcionales

Intercepto 3440 <0.01
C:N, C:P, N:P, COD:NOD, COD:POD,

NOD:POD, Cmic:Nmic, AEE POX, AEE | 0.46  <0.01 . .
BG, AEE LP, AEE FME, AEE DH Cmic:Nmic 677 <0.01

Inicio de la época humeda con variables absolutas y PLFAs
Intercept 11365 0.50

pH, Ct, Nt, Pt, COD, NOD, POD, Ph -2957 0.31

Cmic, Nmic, POX, BG, LP, NAG, 061 001 Nt 258 0.57

LAP, FME, DH, G-, G+, Act, HMA, ' ' Pt 2802 0.74

HSAP Cmic 611 <0.01

DH 0.14 0.97

Inicio de la época himeda con variables funcionales + PLFAs

C:N, C:P, N:P, COD:NOD, COD:POD, Intercepto 3440  <0.01
NOD:POD, Cmic:Nmic, AEE POX, AEE

BG, AEE LP, AEE FME, AEE DH, G-, G+, 0.46  <0.01 Cmic:Nmic 677 <0.01

Act, HMA, HSAP
Maximo de la época hiumeda con variables funcionales
Intercept 7265 0.20
C:P 40.8 0.02
N:P -1515 0.01
COD:NOD -118 0.02
COD:POD -386 <0.001
Cmic:Nmic 6838 <0.01
AEE BG 28094 0.01
AEE LAP 4596 0.01

C:N, C:P, N:P, COD:NOD,
COD:POD, Cmic:Nmic, AEE POX, 0.80 <0.01
AEE BG, AEE LAP, AEE DH

0.709

-0.252
0.158
0.087
0.862
0.010

0.709

0.622
-0.788
-0.448
-1.072
1.211
0.771
0.572

Ct: C total; Nt: N total; Pt: P total; COD: C organico disuelto; NOD: N organico disuelto; POD: P

orgénico disuelto; Cmic: C en la biomasa microbiana; Nmic: N en la biomasa microbiana; POX:

polifenol oxidasa: BG: B-glucosidasa; LP: lipasa; NAG: N-acetil-glucosaminidasa; LAP: leucin

aminopeptidasa; FME: fosfomonoesterasa; DH: deshidrogenasa; AEE: actividad enzimatica

especifica de cada enzima. G-: bacterias gram negativas; G+: bacterias gram positivas; Bact:

bacterias; HMA: hongos micorrizico-arbusculares; HSAP: hongos saprétrofos.
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