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Resumen

Las termitas Nasutitermes nigriceps (Blattodea: Termitoidae), son insectos importantes en los
ecosistemas tropicales, por las funciones de fijacion y mineralizacion de C y N, que realizan,
asi como la descomposicion de la materia organica, reciclaje ecologico. Las funciones que este
grupo provee en los ecosistemas han sido interrumpidas por actividades antrdpicas en los
ultimos afios, una de estas causas ha sido la deforestacion y el cambio de uso de suelo. Dado
este panorama, el objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en la abundancia, la
diversidad y la composicion de la comunidad procaridtica asociada al segmento P3 del tracto
digestivo de termitas a través de un gradiente sucesional para determinar si el cambio de uso
de suelo de bosque a pastizal afecta la comunidad microbiana. Los experimentos se realizaron
en la Estacion Biologica de Chamela Jalisco (México) donde se colectaron cuatro muestras de
termitas en parcelas con diferente estadio sucesional (maduro, avanzado, joven e inicial). Las
muestras fueron secuenciadas amplificando la region V3 — V4 del gen ribosomal 16S en una
placa MiSeq a través de la plataforma Illumina. Los resultados de los analisis de diversidad
alfa de microorganismos basados en el indice de Shannon e indice de equitatividad indicaron
que los estadios sucesionales joven e inicial presentaron menores valores diversidad
comparados con el estadio avanzado y el maduro, sin embargo, las diferencias estadisticamente
significativas se observan solo entre el estadio maduro y el inicial. Los analisis de diversidad
beta basados en composicion taxondémica (DCA) no mostraron cambios claros en la
composicion de la comunidad microbiana, sin embargo, se observo una separacion que indica
cambios en la estructura y composicion de la comunidad procaridtica entre los primeros
estadios sucesionales y los estadios sucesionales finales. Estos resultados indican que el cambio
de uso de suelo tiene un efecto negativo sobre la comunidad procariotica del tracto digestivo
de N. nigricipes, pero que esta comunidad se reestablece en los estadios sucesionales avanzados
posiblemente por los cambios de vegetacion asociados al proceso de sucesion secundaria del
bosque. Las Proteobacterias, Actinobacterias y Firmicutes mostraron mayor abundancia
relativa en los estadios sucesionales iniciales y los grupos que disminuyeron drasticamente en
estos estadios sucesionales fueron Fibrobacteres y Espiroquetas, grupos procaridticos que
participan activamente en la descomposicion de lignocelulosa y fijacion de nitrogeno tanto en
simbiosis como en vida libre. La fijacion de nitrogéno y descomposicion de materia organica
son esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas y mantenimiento de la biodiversidad,
por lo cual es necesario considerar los resultados de estudios como el presente en planes de

conservacion y manejo de los ecosistemas.



Abstract

The termites Nasutitermes nigriceps (Blattodea: Termitoidae), are important insects in tropical
ecosystems, due to the functions of fixation and mineralization of C and N, as well as the
decomposition of organic matter, ecological recycling. The functions that this group provides
in ecosystems have been interrupted by anthropic activities in recent years, one of these causes
has been deforestation and land use change. Given this scenario, the objective of this study was
to evaluate changes in the abundance, diversity and composition of the prokaryotic community
associated with the P3 segment of the digestive tract of termites through a successional
gradient. The experiments were carried out at the Biological Station of Chamela Jalisco
(Mexico) where four termite samples were collected in plots with different successional stages
(mature, advanced, young and initial). The samples were sequenced by amplifying the V3 - V4
region of the 16S ribosomal gene on a MiSeq plate using the Illumina platform. The results of
alpha diversity analyses of microorganisms based on Shannon index and equitability index
indicated that the young and early successional stages presented lower diversity values
compared to the advanced and mature stages, however, statistically significant differences were
observed only between the mature and early stages. Beta diversity analyses based on taxonomic
composition (DCA) showed no clear changes in microbial community composition, however,
a separation was observed indicating changes in prokaryotic community structure and
composition between the early successional and late successional stages. These results indicate
that land use change has a negative effect on the prokaryotic community of the digestive tract
of N. nigricipes, but that this community is reestablished in the advanced successional stages
possibly due to vegetation changes associated with the process of sequential succession of the
forest. Proteobacteria, Actinobacteria and Firmicutes showed higher relative abundance in the
initial successional stages, and the groups that drastically decreased in these successional stages
were Fibrobacteres and Spirochaetes, prokaryotic groups that actively participate in the
decomposition of lignocellulose and nitrogen fixation both in symbiosis and in free life.
Nitrogen fixation and decomposition of organic matter are essential for the functioning of
ecosystems and maintenance of biodiversity, for which it is necessary to consider the results of

studies such as the present one in conservation plans and management of ecosystems.



1. INTRODUCCION

Las termitas (Blattodea: Termitoidae) son uno de los grupos mas importantes en los
ecosistemas tropicales y subtropicales, ya que representan entre el 60-95% de la biomasa total
de la macrofauna del suelo en los ecosistemas tropicales (Donovan et al. 2007). Este grupo de
insectos juega un papel fundamental en los procesos ecosistémicos como la descomposicion
de materia organica, reciclaje ecoldgico, mineralizacion de C, fijacion de N, asi como la
modificacion de las propiedades del suelo; funciones que permiten reconocer su papel clave

como ingenieros del ecosistema (Donovan et al. 2007, Dahlsjo et al. 2014).

Las termitas han desarrollado estrategias ecologicas que han derivado en adaptaciones
fisiologicas que les permiten interactuar en simbiosis con otros organismos. Las relaciones
simbidticas que presentan son de tipo transitorio u obligado (Lo et al. 2011 en Bignell et al.
2011). Gran parte de las funciones que las termitas desempefian en los ecosistemas tropicales
estan determinadas por simbiontes intestinales que incluyen tanto a protistas del tipo flagelados
como bacterias y hongos. En términos evolutivos, las termitas filogenéticamente basales tienen
un tracto digestivo simple y una asociacion estrecha con flagelados y una bacteria
(Blattabacterium spp.). A diferencia de lo anterior, las termitas filogenéticamente derivadas
presentan un sistema digestivo complejo y muy modificado con asociaciones simbiodticas
exclusivas con procariotas asociadas con el consumo de madera y materia orgéanica del suelo

(Brune y Ohkuma, 2011).

El tracto digestivo de termitas es considerado un microhdbitat y la diversidad en su microbiota
simbidtica esta determinada principalmente por la afiliacion filogenética de la especie de
termita (Brune y Dietrich, 2015; Colman et al. 2012). Sin embargo, una porcion importante de
la microbiota intestinal puede presentar cambios como consecuencia de la interaccion de las
termitas con el ambiente, especificamente con cambios en el forrajeo y cambios de dieta de las
termitas (Lo y Eggleton, 2011). Lo anterior podria indicar que las comunidades de la
microbiota intestinal de termitas pueden ser afectadas por alteraciones en el habitat, como son
el cambio de uso de suelo y procesos de deforestacion, que desafortunadamente se presentan

en tasas cada vez mas alarmantes a nivel mundial.

Los efectos de las perturbaciones antropogénicas sobre la diversidad de insectos se han
estudiado ampliamente (DeFries et al. 2004; Newbold et al. 2015). Sin embargo, se sabe poco
sobre los cambios de la microbiota entre las especies huésped y su respuesta a las

perturbaciones antropogénicas (Cariveau et al. 2014).



Estudios recientes que evaluaron las consecuencias del cambio climatico en simbiontes de
insectos, sefialan que los cambios de temperatura estan asociados a la pérdida de algunos
simbiontes (Prado et al. 2010; Kikuchi et al. 2016), y que el cambio en la vegetacion asociada
al uso de suelo con fines agricolas afecta la microbiota de las abejas meliferas con
consecuencias directas sobre la salud y sobrevivencia a patdgenos de estos insectos (Zheng et

al. 2017).

En las termitas, cada grupo de simbiontes intestinales desempefia funciones metabolicas
especificas (e.g. las Espiroquetas realizan la degradacion de fibras, los Fibrobacteres la
degradacion de celulosa, los Clostridiales y Bacteroidetes consumen humus y tierra; (Hongoh
et al. 2005; Mikaelyan et al. 2017). Por lo anterior, es posible que los cambios en las
comunidades microbianas intestinales puedan verse reflejados a través de una cronosecuencia,
por lo que evaluar el efecto del cambio de uso de suelo en la microbiota intestinal de termitas
es de vital importancia ante un escenario de cambio global. Sin embargo, no existen estudios
que analicen los cambios en la abundancia y estructura de la comunidad de bacterias en el tracto

digestivo de termitas, que se encuentran inmersas en un proceso de regeneracion sucesional.

Por lo anterior, en el presente proyecto se evalué el cambio en la microbiota del tracto digestivo
de las termitas Nasutitermes nigricipes (Nasutitermitinae) colectadas en parcelas con diferente
tiempo de abandono en el bosque tropical seco en la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala.
El género Nasutitermes pertenece al grupo de Ciores y representa uno de los géneros mas
abundantes de la familia Termitidae. Las termitas de este género poseen habitos arboreos y son
un grupo extremadamente diverso y heterogéneo en términos biogeograficos y morfologicos
(Boulogne et al. 2016), por lo que representan un excelente modelo de estudio. Aunado a lo
anterior, existe un analisis metagenémico previo del tracto digestivo en este género (Warnecke
et al. 2007) que provee una linea de informacidon base para comparar la microbiota intestinal

de especies del mismo género.



2. ANTECEDENTES

2.1 Deforestacion y cambio de uso de suelo de los bosques tropicales secos

La deforestacion puede ser ocasionada de forma intencional por las actividades antropicas o
fenomenos naturales como los huracanes. Dentro de las actividades provocadas por el hombre
esta el cambio de uso de suelo en areas que han sido deforestadas previamente, este cambio es
variable y busca satisfacer necesidades de consumo humano, por lo que en general esta
asociado con el uso de tierra agricola y ganaderia. Es por ello que el cambio climatico y el uso
de suelo se reconocen como los principales impulsores del cambio global para los suelos de los

bosques tropicales secos (Jaramillo, 2019).

En la actualidad se sabe que mas del 50% de los bosques tropicales han sido convertidos a otros
usos de tierra a nivel mundial (Neef, 2020). En el caso de América del Norte y Central, el 72
% de los bosques se han convertido a usos urbanos y agricolas y sélo 804 km? (0.4%) se
beneficia de algun tipo de proteccion (Portillo-Quintero Sanchez-Azofeifa, 2010). Debido a la
deforestacion generalizada y a la conversion de bosques del planeta para la agricultura, solo el
44% de estos bosques se mantiene en comparacion con las estimaciones de cobertura del afio
1900 (Hurtt et al. 2011) que comprende un 4rea estimada de entre 1,048,700 km? (Miles et al.
2006) y 1,079,000 km? (Bastin et al. 2017), aunque todavia existe un grado de incertidumbre

con respecto a esta reciente estimacion (Schepaschenko et al. 2017).

En el caso de México, un estudio en el afio 2000 reveld que solo el 27% de la cobertura de
bosque tropical seco permaneci6 pristina en 1990, y que a nivel local se perdi6 cerca del 60%
de la vegetacion original y solo el 19% permanecia hasta ese entonces en una condicion boscosa
(Trejo y Dirzo, 2000). La pérdida del bosque tropical seco de Chamela en el municipio de la
Huerta Jalisco registrd una pérdida de 16 ha de bosque inicial, lo que represent6 el 98% de su
pérdida total de bosque inicial en el municipio durante este periodo (GWF 2020). La cobertura
mas densa de BTS ocurre en regiones de América del Sur y la peninsula de Yucatan en México

con cantidades variables de cobertura forestal en otros lugares (Fig. 1).
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Figura 1.Distribucion del bosque tropical seco en los afios 2015 (verde) y 1900 (gris); los mapas
incluyen tanto tropical seco bosques y bosques secos, siguiendo la distribucion de Bastin et al. 2017.

Modificado del original en inglés y tomado de Jaramillo y Murray-Tortarol, 2019.

En un estudio reciente, el 60% de los cambios en cobertura de la tierra se atribuye a actividades
humanas directas, donde el area de pérdida neta de copas de arboles mas grande ocurre en el
BTS, seguido del bosque tropical caducifolio himedo (Song et al. 2018). En una extensa
revision de la ecologia de BTS, se identificé una preferencia humana por los lugares donde
existen BTS y se sugirieron razones ecoldgicas para tales preferencias (Murphy y Lugo, 1986).
Por lo tanto, la explotacion humana de BTS es mas alta que otros bosques tropicales e incluye
obtencion de lefia, practicas de tala y quema para agricultura, pastoreo y extraccion de tallos
delgados como estacas de soporte de plantas para cultivos, por ejemplo, para proporcionar
apoyo a los tomates (Rendon-Carmona et al. 2009). Finalmente, el abandono de la tierra que
se utiliza con fines agricolas ha dado como resultado un mosaico de bosques secundarios, en
diferente estadio sucesional en todo el mundo, los cuales podrian o no ser restaurados desde

sus propiedades y funciones del suelo (Powers y Marin-Spiotta, 2017).

2.2 Sucesion ecolégica

La sucesion ecoldgica ocurre después de alguna perturbacion. Se reconocen dos tipos de
sucesion: primaria y secundaria. La sucesion primaria consiste en el proceso que involucra el

desarrollo de un ecosistema en superficies aridas donde se han producido graves perturbaciones



o ha sido eliminada la mayoria de los vestigios de la actividad biologica (Walker y Del Moran,
2003). La sucesion secundaria hace referencia a la recuperacion de un ecosistema después de
que ha sido destruido parcialmente. Esa recuperacion se ve reflejada en cambios en la estructura
de la comunidad en un tiempo determinado (Chang y Turner, 2019). Dentro de los ejemplos
de sucesion secundaria encontramos tierras agricolas abandonadas o el restablecimiento de la

vegetacion después de talas, incendios, huracanes y tormentas (Prach y Walker, 2011).

En cuanto a la sucesion secundaria en bosques tropicales secos después de una perturbacion,
se activan ciertos mecanismos de regeneracion que puede estar sujeta a tres mecanismos que
son tolerancia, inhibicion y facilitacion propuestos por Conell y Slatyer (1977), los cuales
explican el reemplazo de especies a través de la sucesion. Otros factores que intervienen en la
recuperacion de un ecosistema son los eventos aleatorios, como fuertes sequias o lluvias
intensas, que tienen efectos sobre los sitios donde se desarrolla la sucesion, ademas de otros
factores involucrados (e.g. historia de uso del suelo, disponibilidad de especies, recambio de
especies) determinaran hasta cierto punto la regeneracion de la comunidad. Lo anterior podria
incluso considerarse un filtro ambiental de acuerdo a la “teoria de las reglas de ensamblaje”
dando asi forma a la estructura y las trayectorias de las comunidades vegetales a través del

recambio sucesional (Diamond 1975, Hobbs y Norton, 2004).

En general, los cambios sucesionales a lo largo del tiempo muestran que la composicion de
especies es diferente entre los estadios sucesionales iniciales y finales, sin embargo, la
complejidad del paisaje, asi como la diversidad de especies es mayor en los estadios
sucesionales avanzados (Falcao et al.2018). En este sentido la alta diversidad en los estadios
sucesionales avanzados puede llegar a ser alta debido a la heterogeneidad ambiental Ricklefs
(1977), ya que al estar justamente en medio entre los estadios sucesionales iniciales y maduros,
las especies adaptadas a estos dos estadios sucesionales convergen y la diversidad de especies
aumenta (Kalacska et al.2004, Almazan-Nunez et al.2012) (Fig. 2). Sin embargo, la
recuperacion de los bosques tropicales se puede ver frenada por el efecto de dominancia de
algunas especies (e.g pastizales), en los cuales la diversidad y las funciones ecosistémicas se
ven amenazadas, ya que se interrumpe el proceso natural de sucesion (Nepstad et al. 1990,

Aide y Cavelier, 1994, Sarmiento,1997).
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Figura 2. Diagrama simplificado que ilustra los patrones sucesionales en los ensambles de plantas

y animales a través del tiempo. Modificado de Nielsen, ONU (2019).

Asimismo, la recuperacion de un sitio, no s6lo depende del desarrollo aislado de estos factores
y mecanismos; las rutas que puede seguir la recuperacion de una comunidad, o de un
ecosistema pueden ser variadas, asi como los factores y los mecanismos que intervienen en su
recuperacion (Gleason, 1926). Entonces, la regeneracion de un sitio no solamente dependera
del tipo de disturbio inicial, sino también de la vegetacion original en el sitio y de los factores
fisico- ambientales (e.g. suelo, topografia, matriz del paisaje), entre otros factores propios de
los sitios. Considerando todo lo anterior, las vertientes que puede tomar el desarrollo sucesional

de un sitio se vuelven mas complejas y diversas (Heil, 2004).

En el caso de los bosques tropicales secos los factores que intervienen directamente en la
regeneracion natural son la disponibilidad de agua en el suelo (recurso limitante) y la radiacion
solar (McLaren y McDonald, 2003, Ceccon et al. 2006, Vieira et al. 2006, Lebrija-Trejos et al.
2010%) que originan ambientes con estrés hidrico, dadas las altas tasas de evapotranspiracion
(Camargo y Kapos, 1995). Estos factores influyen de manera directa en los mecanismos de
regeneracion que existen en los bosques tropicales secos, para los cuales la formacion de
rebrotes es el mecanismo mas importante y no el reclutamiento de plantulas a partir de semillas
(Ceccon et al. 2003, Ceccon et al. 2006, Vieira et al. 2006). Ademas, es posible que la
formacion de rebrotes sea mas importante en sitios perturbados, en donde los grandes claros
ocasionan una mayor radiacion y altas temperaturas provocando una baja disponibilidad de
agua en el suelo, lo cual limita la regeneracion a partir de las semillas (Lebrija-Trejos et al.

2011). El establecimiento de plantulas requiere de ciertas exigencias ambientales (e.g



condiciones de luz, temperatura, nutrientes y humedad del suelo) ademas de la generacion de
sus propias fuentes de energia (e.g. la fotosintesis) (Knox y Clarke 2005, Vieira y Scariot 2006).
Mientras que en la formacion de rebrotes depende de los recursos almacenados en el tallo y
raices de las plantas, en el vestigio de la planta madre (Grime 1979, Hoffmann 1998). Ademas,
de los requerimientos ambientales la germinacion y el establecimiento de plantulas dependen
fuertemente de la época de lluvias (Bullock 1995, Ceccon et al.2006, Vieira y Scariot 2006).
Estudios realizados en la estacion de biologia en Chamela, Jalisco sugieren que aun cuando la
presencia de semillas de especies herbaceas es importante en los bosques maduros, no se han
registrado especies (herbaceas, arbustivas o arboreas) que estuviesen en el banco de semillas a
lo largo de la cronosecuencia (Miller, 1999); Maza- Villalobos, 2011, Martinez-Ramos et al.
2021).

Los mecanismos de regeneracion propuestos por Conell y Slatyer (1977), pueden aplicarse a
sitios que se encuentran en diferente estadio sucesional en un bosque tropical caducifolio, se
sugiere que el ensamblaje de comunidades de arbustos y arboles a lo largo de la sucesion es el
resultado de una combinacion de procesos de filtrado abidtico, que operan principalmente en
plantulas (seleccionando principalmente especies leguminosas tolerantes a la sequia), y
procesos de filtrado bidtico, que operan principalmente en rebrotes (Martinez-Ramos et

al.2021).

En el bosque tropical seco de Chamela es posible distinguir tres especies de plantas tolerantes
a condiciones hidricas estresantes. Estos grupos pueden ser analogos a los que se encuentran
en los bosques tropicales himedos (Denslow, 1987 en Maza-Villalobos, 2012). Los grupos que
se identifican son: 1) especies con un nivel de tolerancia alto; presentes al inicio de la sucesion
(e.g M.arenosa, Mimosa acantholoba, Piptadenia flava, 2) especies con un nivel de tolerancia
intermedio, con presencia a lo largo de toda la sucesion (e.g Coccoloba liebmanii, Jacquinia
pungens, Zapoteca formosa), y 3) especies con nivel de tolerancia cero, presentes en los
estadios sucesionales avanzados (e.g Spondias purpurea L., Apoplanesia paniculata, Jacaratia

mexicana) (Camargo-Ricalde et al.2004, Maza-Villalobos, 2012).

En este mismo sitio se pueden observar ejemplos que desencadenan el mecanismo de
facilitacion durante la regeneracion de los sitios que se encuentran en diferentes estadios
sucesionales, como es el caso de la dispersion de semillas; las cuales pueden proceder de
semillas que se producen por plantas foraneas, encontradas en vegetacion aledana (matriz), que
llegan al sitio por medio de agentes de dispersion a través de viento (entre el 33 y 63 %) o a

través de sus propios mecanismos de dispersion, y solo una pequefia fraccion es dispersada por
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animales (Justiniano y Fredericksen, 2000). Sin embargo, este tipo de actividades tienen un
perfil de recambio, ya que conforme avance el tiempo en la sucesion son distintos los agentes
de dispersion, se sabe por ejemplo que la actividad de murciélagos y aves que dispersan

semillas, aumenta con forme a la edad sucesional, sobre todo después de los primeros cinco

afios de abandono (Avila-Cabadilla et al. 2009).

Existen otros casos en este tipo de ecosistemas del bosque seco donde habitan grupos (e.g
orugas) particularmente sensibles a los cambios en la estructura de la vegetacion, ya que
requieren de condiciones especificas para poder completar sus ciclos de vida (e.g
disponibilidad del hospedador, calidad de la planta, microclima). Estas condiciones suelen ser
estables en los bosques tropicales himedos, no asi en los bosques tropicales secos, por lo tanto,
estas especies deben adaptarse a condiciones extremas, adaptandose al mecanismo de
tolerancia (Conell y Slatyer,1977), y como condicion extra, a los sitios que presentan algin
tipo de disturbio. Con respecto a lo anterior al parecer las orugas pueden persistir a través de
cronosecuencias de 8 afnos, que abarcan los bosques primarios y secundarios, de ahi la

importancia de conservar estos sitios (Boege et al. 2019).

En otros estudios también se han encontrado cambios en la composicidén comunitaria de la
microbiota entre las etapas sucesionales tempranas y finales en diversos habitats, incluyendo
desiertos, dunas y diferentes bosques que han sido convertidos en plantaciones agricolas o
praderas, se ha registrado una menor diversidad en las etapas sucesionales tempranas que en
las tardias (Yeager et al. 2004, Ahman et al. 2013, Williams et al. 2013, Lozano et al. 2014,
Guo et al. 2016). Esto indica que los factores y mecanismos que operan en el proceso de
sucesion microbiana podrian ser los mismos que los que operan en otros taxones biologicos

como los animales y las plantas (Zhou et al. 2017).

2.3 Diversidad y evolucion de termitas

Las termitas son consideradas insectos sociales debido a que mantienen una division compleja
de labores dentro de las colonias, donde cada uno de los individuos esta organizado en castas
reproductivas (reinas, reyes y alados), obreros y soldados (Roisin, 2000; Eggleton y Tayasu,
2001; Eggleton et al.2011). Las termitas mantienen una estrecha relacién con las cucarachas,
ya que comparten un ancestro comun llamado Cryptocercus. Anteriormente las termitas se
clasificaban en el orden Isoptera dentro del grupo Dyctioptera, que incluia a las cucarachas
(Blattaria) y a las mantis religiosas (Mantodea) (Enggleton y Tayasu, 2001; Inward et al. 2007).

Sin embargo, estudios taxondmicos y sistematicos recientes demostraron que las termitas y las
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cucarachas constituyen un solo 6rden denominado Blattodea (Evangelista et al. 2019) en el

cual las termitas se clasifican en el grupo taxondmico Termitoidea (Cristaldo et al.2015).

A la fecha se han descrito aproximadamente 2600 especies de termitas (Kambhampati y
Eggleton, 2000). Sin embargo, se sabe que aun faltan por describir de 200 - 500 especies segun
la mas reciente clasificacion (Engel et al. 2009). Dentro de las siete familias que se reconocen
en Termitoidea se encuentran las familias: Mastotermitidae, una familia de la cual sobrevive
solo una especie Mastotermes darwiniensis y que tuvo una distribucidén mundial hasta hace
algunos pocos millones de afios (Wang et al. 2016); Stolotermitidae con 14 especies;
Hodotermitidae con 40 especies; Archotermopsidae con 12 especies; Kalotermitidae con 544
especies; Serritermitidae con 3 especies distribuidas en Africa y Sudamérica; Rhinotermitidae
con 364 especies de habitos generalmente subterraneos (GBIF Secretariat,2019); y Termitidae.
De estas familias, Termitidae representa la familia mas diversa con 1,900 especies de las 2,600

especies descritas (Nickle y Collins, 1992).

La evolucion de las termitas de insectos omnivoros a consumidores de compuestos celulosicos,
ocurrié hace aproximadamente 150 millones de afios y estuvo asociada a cambios en el tracto
digestivo, incluyendo la adquisicion de protistas de tipo flagelado en termitas
filogenéticamente basales: Mastotermitidae, Stolotermitidae, Hodotermitidae,
Archotermopsidae, Kalotermitidae, Serritermitidac y Rhinotermitidae (Brune y Dietrich,
2015). Los protistas de tipo flagelado simbiontes de termitas basales, han tenido un papel
coevolutivo clave durante la degradacion de materia organica asociada a madera, sin embargo,
esta asociacion cambid con la aparicion de termitas filogenéticamente derivadas hace
aproximadamente 50 millones de afos, y dio lugar a una microbiota enteramente de tipo
procariota asociada a termitas de la familia Termitidae (Brune y Ohkuma, 2011; Bourguignon

et al.2015).

La familia Termitidae estd conformada por termitas de tipo apical. Este taxon representa el
85% de todos los géneros de termitas (Krishna et al. 2013) y exhibe cambios evolutivos que
permitieron su diversificacion como grupo en muchos aspectos que incluyen: tipos de dieta,
distribucion y la diversidad de comunidades que habitan el interior de los compartimentos del
tracto digestivo posterior de estos insectos (Brune y Dietrich, 2015). Esta familia comprende
un grupo monofilético relativamente reciente en el Mioceno (Engel et al. 2009) y se compone
por las subfamilias: Macrotermitinae, Sphaerotermitinae, Apicotermitinae, Syntermitinae,
Termitinae y Nasutitermitinae, que presentan una amplia distribucién en los ecosistemas

tropicales del mundo (Bignell, 2006).
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2.4 Funciones ecoldgicas y servicios ecosistémicos de las termitas

La funcién ecoldgica principal que realizan las termitas es descomponer la materia orgdnica
asociada a madera (Bignell y Eggleton, 2000). Casi todas las especies de termitas, son
descomponedores de materia vegetal (e.g. madera muerta, mantillo, pasto seco y sustratos de
suelo), se clasifican en grupos funcionales que consumen materia organica en distintos grados
de descomposicion o humificacion (Eggleton y Tayasu, 2001; Inward et al. 2007; Dahlsjo et
al. 2014).

El papel de las termitas en la descomposicion de la materia organica es importante en los
ecosistemas tropicales, subtropicales, aridos y semiaridos (Wood y Sands 1978; Collins 1981;
Breznak y Brune, 1994; Bignell y Eggleton, 2000). Las tasas de descomposicion por termitas
van desde la descomposicion de materia orgdnica lefiosa producida, reportando tasas de
descomposicion de 27.8 - 30.8 g/ m2, que representan hasta un 60% de la madera anual
producida en algunos ecosistemas (Buxton, 1981; Collins, 1981; Schuurman et al. 2005).
Asimismo, se estima que la mineralizacion de carbono por termitas en bosques tropicales secos
corresponde al 11.2%, mientras que la tasa de fijacion de nitrogeno por termitas y bacterias a

simbidticas corresponde al 6.6 % (Yamada et al. 2008) (Tabla 1).
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Tabla 1.Tasas de mineralizacion de carbono y nitrégeno por especies de termitas en ecosistemas tropicales.

Taxo6n Mineralizacion de N Mineralizacion C  Tipo de ecosistema Fuente autores
(mg/g/kg) (%)

Amitermes laurensis (Mjoberg) 4-10% Semi-arido Holt, 1987

Kalotermitidae 11.20% Bosque seco de hoja perenne Yamada et al.,2005

Rhinotermitidae

Termitidae/Termitinae

Termes-Capritermes group

Macrotermitinae

Nasutitermitinae

Nasutitermitinae 8.30% Bosques humedos semi-caducifolios Bignell et al. 1997; Eggleton et
secundarios al. 1999

Macrotermes malaccensis 7.50% Selva tropical de tierras bajas Abey Matsumoto 1979

M.carbonarius

Dicuspiditermes nemorosus

Microcerotermes crassus 0.21 Bosque caducifolio seco Yamada et al.,2006

Globitermes sulphureus 0.28 Bosque seco perenne

Ancistrotermes cavithorax 11.30% Tres tipos de savanas (herbaceas, arbustivasy ~ Konaté et al., 2003

Odontotermes n. pauperans lefosas).

Reticulitermes flavipes 15-3 mg N log-1 dia—1 Barrera de islas, lagunas costeras Curtis y Waller, 1998

Nasutitermes corniger 0.25-1.0 mg /colonia/aiio Bosque tropical, Costa Rica Prestwich y Bentley, 1981
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Ademads de su papel en la descomposicidon de materia organica, estudios recientes reportan
funciones ecologicas adicionales para las termitas, por ejemplo, elaboracion de bioestructuras
(monticulos, galerias, revestimientos), biogenésis, pedogénesis, transporte de sedimentos y
materia organica, y su participacion en el reciclaje ecologico (Mujinya et al. 2010; Jouquet et
al. 2011; Lamoureux et al. 2012; Kristensen et al. 2015; Ali et al. et al. 2016; Jouquet et al.
2016; Kandasami et al. 2016). En estudios previos se ha reportado que la actividad de las
termitas incrementa significativamente la disponibilidad de nutrientes como el P, Ca, K, N,
Mg, Mn, Na y iones intercambiables en el suelo (Ackerman et al. 2007; Ernakovich et al. 2016;
Schaefer et al. 2016; Llima et al. 2018; Mcauliffe et al. 2018; Myer et al. 2018), asi como la
concentracion de nueve micronutrientes (B, Fe, Mn, Ni, Cu, Zn, Se, Mo y Cd) en termiteros
(Sako et al. 2009). Otros estudios también reportan que la construccion de nidos aumenta la
diversidad vegetal debido a un mayor reclutamiento de plantulas, lo anterior, debido a que los
nidos de las termitas representan islas de fertilizacion con un mayor contenido de nutrientes
que mejora la germinacion y crecimiento de las plantas (Ackerman et al. 2007; Siebers et al.
2015; Kaiser et al. 2017; Nyirenda et al. 2019), modificando asi el patrén de distribucion de la
vegetacion (Sileshi et al. 2010; Muller et al. 2013).

En términos de procesos metabdlicos las termitas desempefan funciones como la
descomposicion o hidrélisis de lignocelulosa la cual se lleva a cabo mediante un proceso
enzimatico que requiere tanto de la participacion de enzimas (celulasas, hemicelulasas, lacasas,
etc) producidas por las termitas, como por los microorganismos intestinales que incluyen
Spirochaetes, Bacteroidetes y Fibrobacteres principalmente (Tokuda et al. 2004; 2005; 2018;
Tokuda y Watanabe, 2007; Warnecke et al. 2007; He et al. 2013, Sharon y Banfield, 2013;
Kundu et al. 2019). Los genes procariéticos que codifican enzimas hidroliticas involucradas en
la degradacion de celulosa y xilano que se han identificado a la fecha mediante andlisis
metagenomicos incluyen 45 familias diferentes de enzimas Glicosil Hidrolasas (GHF), nueve
relacionados con celulasas (GHF1, GHF3, GHF5, GHFS, GHF9, GHF44, GHF45, GHF51 y
GHF74), y por lo menos 3 familias relacionadas con xilanasas (GHF5, GHF10 y GHF11)
(Warnecke et al. 2007). El metagenoma revela que los genomas de los Fibrobacteres codifican
para diversos genes de celulasas y mas genes de hemicelulasas que el nimero promedio en
otras bacterias celuloliticas, y que el género Treponema comprende numerosos genes que
codifican celulasas putativas que pertenecen a varias familias (Warnecke et al. 2007, He et al.
2013, Sharon y Banfield, 2013). De igual manera, la abundancia de genes clostridiales que

codifican xilanasas en el metagenoma y el metatranscriptoma de una especie de termita
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(Amitermes wheeleri), sugiere que los linajes clostridiales en las termitas que se alimentan del
suelo juegan un papel importante en la digestion de polisacéaridos residuales de lignocelulosa

(He et al. 2013).

Por otro lado, la fijacion de nitrogeno en insectos, proceso ecosistémico importante (Higashi
et al. 1992, Nardi et al. 2002), es llevado a cabo exclusivamente por la microbiota intestinal,
particularmente por algunas especies de Archaea, Spirochaetes (p.ej. Treponema spp.),
Bacteroidetes y Proteobacterias de las familias Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae,
Phyllobacteriaceae y Rhizobiaceae (Ohkuma, 1996, Ohkuma et al. 1999, Yamada et al., 2007,
Warnecke et al. 2007, Lilburn, 2014, Sapountzis et al. 2016), algunos de los cuales, como el

rizobio Ensifer adherens se han aislado del tracto digestivo de termitas (Frohlich et al. 2007).

La fijacion de N; por el microbiota de termitas es llevada a cabo por el gen (nifH) que codifica
la enzima nitrogenasa, la cual se utiliza como marcador de identificacion para detectar la
presencia de microbios fijadores de N2 (Zehr et al. 2003). La diversidad de homologos del gen
nifH, es un indicador del potencial diazotréfico que existe en el microbiota del tracto digestivo
de termitas (Noda et al, 1999; 2002, Yamada et al. 2007, Inoue et al. 2015). En las termitas
inferiores, los simbiontes de tipo flagelado parecen jugar un papel importante en la fijacion y/o
asimilacion del nitrégeno (Desai y Brune 2012, Hongoh et al. 2009, Hongoh et al. 2008). En
general, la diversidad de genes nifH se ha relacionado con la diversidad de la microbiota
presente en el tracto digestivo de termitas (ej. Espiroquetas, Clostridios, Bacteroidetes y
posiblemente Fibrobacteres) (Lilburn et al. 2002, Warnecke et al. 2007, Yamada et al. 2007,
Hongoh et al. 2008), pero solo parece expresarse un subconjunto de estos homodlogos (Noda et
al. 1999, Desai y Brune, 2012). Las secuencias del gen nifH que se han obtenido del tracto
digestivo de termitas forman varios grupos unicos y paralogos en el arbol filogenético de nifH

(Noda et al. 1999; 2002, Ohkuma et al. 1999, Lilburn et al. 2001, Yamada et al. 2007).

2.5 Estructura general del tracto digestivo de termitas

Las termitas poseen un plan corporal basico que comparten con las cucarachas (Fig.3), que
comprende un intestino anterior, un intestino medio y un intestino posterior. El intestino
anterior transporta y procesa el alimento. El procesamiento del alimento comienza con la
accion de las mandibulas, que al ser fuertes y puntiagudas permiten procesar materiales tan
duros como la madera, y particulas de suelo. Después de que el alimento es triturado en el

proventriculo, este pasa al intestino medio donde es digerido por un sistema complejo de
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enzimas secretadas por el intestino. Los productos de la digestion son reabsorbidos por el
epitelio del intestino medio y el ciego gastrico. Los tiibulos de malpighi funcionan como el

sistema excretor y osmoregulador (Brune y Dietrich, 2015).
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Figura 3. Anatomia del tracto digestivo de termitas y habitats microbianos importantes en
diferentes grupos de hospederos. (a) El plan basico del tracto digestivo diferenciado de una cucaracha.
(b) Los tractos digestivos de las termitas se derivan del mismo plan basico, pero mientras que el intestino
anterior (F) y el intestino medio (M) se reducen en relacion con los de las cucarachas, el intestino
posterior es cada vez mdas alargado y puede diferenciarse en un segmento mixto (ms) y varios
compartimentos proctodeales (P1-P5), que proporcionar microhabitats adicionales para la colonizacion

microbiana (modificada de Brune y Dietrich, 2015).
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La presencia o ausencia de bacterias en el caso de las termitas superiores y de protistas del tipo
flagelado en el caso de las termitas inferiores, parecen ser las unicas dos opciones para
diferenciarlas, sin embargo, recientemente se ha demostrado que son varias caracteristicas
sumadas a esta principal las que distinguen a ambos tipos de termitas que involucran

diferencias en la morfologia y fisiologia del tracto digestivo (Brune y Dietrich, 2015) (Fig. 4).

Intestino anterior Intestino medio Intestino posterior
[ ) [ \f : )
Bacteria
Tabulosde Malpighi ;
Hospedero -(teL_ltas
superiores)
V’ Protista
Glandulassalivales : (termitas
Inferiores)

Biomasa .
N

" ST
Mandibulas S

Figura 4. Estructura general de las termitas superiores e inferiores (Modificado de Brune, 2014).

Las caracteristicas que se suman a la estructura general de una termita superior son ademas de
la presencia de procariotas, la complejidad del intestino posterior el cual se compartimentaliza
en diferentes segmentos (Fig. 5). En el caso del segmento P3 es un segmento mixto rico en
condiciones ideales para albergar una mayor diversidad de microorganismos al interior de la
termita, y finalmente el segmento P5 que también alberga una gran cantidad de microbiota
intestinal, y participa en la eliminacion de iones y agua que se liberan a través de la digestion

en forma de heces (Eggleton, 2010).
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Intestino posteriorde
una termita superior

Figura 5. Intestino posterior de Nasutitermes costalis cada una de las secciones que consisten en:
un P1= ileon, P2= vélvula entérica, P3 y P4= colon, P3= segmento mixto P5= (Modificado de Sun y

Zhou, 2013).

2.6 La dinamica al interior del tracto digestivo de termitas

El tracto digestivo posterior de las termitas ha evolucionado de un tipo de dieta basada
exclusivamente en el consumo de suelo o de madera a diversificarse por completo, dando como
resultado la modificacion y diferenciacion del proctodeo o intestino posterior (Brune y
Dietrich, 2015). Los protistas de tipo flagelado han jugado un papel clave durante la
degradacion de lignocelulosa, y asi han ayudado al éxito ecologico de las termitas
filogenéticamente basales, sin embargo, estos microorganismos fueron sustituidos por una
microbiota enteramente procariota, dando lugar a la aparicion de las termitas de tipo apical
hace aproximadamente 50 millones de afios en el EocenoE (Brune y Ohkuma 2011,

Bourguignon et al. 2015).

En décadas recientes el avance de la tecnologia y de las técnicas analiticas como el uso de
microinyectores y microsensores para estudiar el interior del tracto digestivo de termitas, han
permitido conocer con mayor nitidez lo que ocurre en los segmentos al interior del tracto
digestivo termitas principalmente de tipo arboreo, cuyas actividades y procesos definen este

sistema como un biorreactor (Ohkuma, 2002, Brune y Pester, 2005, Schramm, 2006). A partir
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de estos estudios se conoce que cada seccion del tracto digestivo posterior en termitas
superiores representa un nicho, ya que presenta condiciones fisico-quimicas especificas, donde
el hidrogeno es el principal intermediario durante la degradacion de celulosa (Pester y Brune,
2007). Ademas, se han registrado gradientes en las concentraciones de oxigeno para cada
seccion del tracto digestivo, asi como la cohabitacion de microorganismos que lo requieren

para realizar de sus funciones (Brune et al. 1995).

Debido a que cada seccion del tracto digestivo de termitas presenta condiciones fisiologicas
particulares, las funciones que realiza la microbiota de termitas se pueden en listar en las
siguientes: metabolismo de carbohidratos, consumo de oxigeno como aceptor de electrones,
metabolismo del N, la fijacion de nitrégeno, hidrogenésis, desmetilacion, desacetilacion y

descarboxilacion de polimeros aromaticos y humificacion adicional de materia orgénica (Fig.

6).

Medio
Anterior Posterior

|

acidos grasos
de cadena corta

anoxico

Figura 6. El intestino posterior de las termitas que se alimentan de madera es un biorreactor
microbiano que fermenta la lignocelulosa a acetato y metano. Los productos de fermentacion del
microbiota intestinal anaerobia son las principales fuentes de carbono y energia para el huésped. Sin
embargo, un intestino de termitas no es puramente anoxico-fermentador. La entrada constante de
oxigeno a través del epitelio intestinal afecta fuertemente los procesos microbianos dentro del intestino

(Brune y Ohkuma, 2010).

19



El proceso de digestion implica que los microorganismos ingeridos a través de la dieta sean
retenidos en sustratos al interior del tracto digestivo. En el caso de las termitas
filogenéticamente basales, la retencion de flagelados resulta mas sencilla dado el tamafio de
estos organismos. Sin embargo, para los hospederos procariotas permanecer dentro del tracto
digestivo resulta mas complicado. En el caso de las termitas arboreas, los microorganismos se
adhieren a las fibras de madera, y dado que el proceso de digestion es mas lento, las bacterias

se mantienen adheridas a las fibras (Eggleton, 2011).

En el caso particular de la estructura del tracto digestivo de la familia Termitidae: la seccion
P1 generalmente presenta una alta alcalinidad (Bignell y Eggleton, 1995, Brune y Kuhl, 1996)
con periodos andxicos, a pesar de un suministro continuo de oxigeno a través del epitelio
intestinal (Kappler y Brune, 1999). El P2 o valvula entérica es el sitio de transicion donde
disminuye el pH (Sands, 1988, Brune 1995). El P3 corresponde la region mixta en las termitas
superiores presenta condiciones con baja alcalinidad, y con un mayor contenido de microbiota,
ademas de una alta tasa de consumo de oxigeno; se sabe que en el caso de Nasutitermes
corniger el 45% de la actividad de celulasas se concentra en esta region (Kappler y Brune,
1999, Mikaelyan et al. 2014). Actualmente, se sabe que para el género Nasutitermes, la biomasa
microbiana que habita en esta seccion se encuentra fuertemente asociada a las fibras de madera,
que son un consumo exclusivo de este grupo de termitas (Mikaelyan et al. 2014). Entre el P3 y
P4 se encuentra una atmosferad con una alta produccion de hidrogenohd, es aqui donde ocurre
la metanogénesis y la acetogénesis, el acetato que se genera ayuda a la conservacion de energia,
¢staé es reabsorbida por el huésped y se restaura el equilibrio redox general (Brune, 2006). El

ultimo segmento PS5, corresponde al recto (Noroit, 2001).

2.7 Composicion de los grupos bacterianos en termitas arboreas

Las termitas arboreas que corresponden a la familia Termitidae, se clasifican en bacterias de
tipo transitorio, obligado y facultativo (Nalepa, 2001). De tal manera que posterior a los
estudios que han analizado la estructura de la microbiota en los compartimentos del tracto
digestivo de estas termitas, han surgido nuevas investigaciones que buscan explicar el papel

funcional de los linajes microbianos a nivel individual durante la digestion simbidtica.

Las tecnologias de secuenciacion de ultima generacion para estudiar la diversidad microbiana

en insectos han utilizado marcadores moleculares (e,g. rRNA 16S) (Dietrich et al. 2014, Otani
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et al. 2014, Rahman et al. 2015). En algunos casos se estudia la comunidad completa, es decir
el metagenoma, en otros casos se estudian fracciones de la comunidad utilizando primers
especificos lo cual permite entender situaciones que responden a cuestiones complejas y
particulares que incluyen identificar a grupos dentro de una misma especie (e.g por distribucion

geografica y habitos alimenticios) (Lefebvre et al. 2009).

La investigacion de Warnecke et al. (2007) figura entre las primeras investigaciones que
realizaron un analisis metagendmico para conocer la diversidad de la microbiota asociada al
tracto digestivo de Nasutitermes. En este trabajo se concentraron en estudiar el segmento P3,
el cual estaba dominado por diversas especies de Treponema (Spirochaetes) y Fibrobacteres.
Asi mismo encontraron que muchos de los genes provenientes de estos grupos de bacterias
expresaban actividades de celulasas en los ensayos in vitro, todo ello relacionado con la
degradaciéon de la lignocelulosa intestinal. Este estudio ademds proporciond nuevos
conocimientos como el metabolismo de H2, la acetogénesis reductora de CO2 y la fijacion de

N2, todos estos procesos contenidos en 1 mL de contenido luminal.

En general, varios analisis metagendmicos realizados han permitido conocer la composicion
de la microbiota en termitas de tipo arboreo, conocer principalmente a las bacterias no
cultivables, especialmente utilizando las regiones hipervaribles V3-V4 del gen ribosomal 16S,
donde se ha registrado que los principales grupos de bacterias dominantes son Espiroquetas,
Fibrobacteres, Firmicutes, Proteobacterias, y Bacteroidetes (Kohler et al. 2012; Hussin et al.
2018). En estos estudios, se han encontrado diversos grupos que participan activamente en la
degradacion de lignocelulosa, asi mismo se sabe que las bacterias que participan en estas
actividades se encuentran en las siguientes proporciones: Espiroquetas (77.23%), seguido por
Firmicutes (4.3%), Fibrobacteres (3.98%), Bacteroidetes (2.63%), y Candidato_phylum TG3
(2.31%) de (He et al. 2013; Liu et al. 2019).

Las termitas de la familia Termitidae han diversificado su distribucion, asi como las rutas
metabdlicas de degradacion de compuestos , es decir no se concentran Unicamente en la
degradacion de celulosa, sino que también participan en la degradacion de otros compuestos
organicos, los cuales pueden estar asociados a un tipo de bacteria en particular, por ejemplo
en las termitas consumidoras de mantillo Cornitermes cumulans y Syntermes dirus
(Syntermitinae), el filo de bacterias mas abundante fue Firmicutes; en termitas consumidoras
de humus como Cyrilliotermes strictinasus (Syntermitinae), Grigiotermes bequaerti

(Apicotermitinae), y Orthognathotermes mirim (Termitinae) el filo mas abundante fue
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Proteobacteria; mientras que en las especies consumidoras de madera como Nasutitermes
aquilinus y Nasutitermes jaraguae (Nasutitermitinae), Firmicutes y Spirochaetes fueron los

filos mas abundantes (Grieco et al. 2019).

Otros estudios también han reportado que la abundancia relativa y el porcentaje de bacterias

dominantes cambia de acuerdo a los habitos de forrajeo de termitas superiores. A continuacion,

se mencionan el tipo de termita el porcentaje de dominancia de bacterias (Tabla 2).

Tabla 2. Abundancias relativas de la microbiota presente en el segmento P3 de especies de

termitas bajo diferentes tipos de dieta.

Microbiota Madera Mantillo Humus
::Z;ig:‘;,‘; la Microcerotermes Nasu.ti termes  Cornitermes Neocapritermes  Termes
parvus corniger sp. taracua hospes
Actinobacteria | 2.49 0.6 0.83 2.82 0.88
Bacteroidetes 4.41 4.33 7.25 14.44 11.95
Fibrobacteres 8.86 13.59 1.24 0.04 0.09
Firmicutes 3.41 4.54 16.2 47.16 40.23
Proteobacteria | 2.78 2.5 3.99 8.22 12.05
Espiroquetas 70.24 66.22 54.82 16.65 21.92
Filo TG3 5.81 6.02 11.61 0.09 0.14

Informacion tomada de Rossmassler et al. 2015.

El grupo de bacterias TG3 ha sido de particular interés desdé su descubrimiento. La mayoria
de las bacterias que residen en el tracto digestivo de termitas son bacterias no cultivables, en
su mayoria desconocidas, que han sido asignadas a filos nombrados como “Termite Group”
(TG); TG1, TG2 y TG3 (Ohkuma y Kudo, 1996, Hongoh et al. 2003a, 2005, 2006%, Yang et al.
2005). Las bacterias del tipo TG1 son particularmente abundantes en termitas basales, y en
cuanto a las que corresponden al filo TG3 son abundantes en termitas de habitos arboreos,
donde cada uno puede representar mas del 10% de las células bacterianas dentro del tracto

digestivo de termitas (Eggleton et al. 2011).
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Finalmente existe también un registro de taxa bacterianos que ocurre en porcentajes menores
como las Arqueas (que representan el 10% de la microbiota de termitas) , Clostridiales
alcalofilos y Planctomicetos (Thongaram et al. 2003,Brune, 2006, Kdhler et al, 2008), pero que
se encuentran asociados a segmentos especificos que presentan condiciones fisicoquimicas
particulares (e.g pH elevado para los clostriales alcalofilosd) necesarias para que estos
microrganismos lleven a cabo sus funciones metaboélicas. Sin embargo, no existen estudios que
relacionen estos cambios en la composicion de la comunidad de bacterias con factores que
actuan a nivel del ambiente externo de las termitas, como es el caso de la deforestacion por
cambio de uso de suelo y la regeneracion de bosques tropicales a través de la sucesion

secundaria.
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3. JUSTIFICACION

Los bosques tropicales secos se consideran importantes dado el gran nimero de endemismos
que se registran, una alta diversidad [, asi como su resiliencia (Pennington et al. 2009). Sin
embargo, este tipo de bosques también se encuentra entre los bosques mas amenazados por la
deforestacion y cambio de uso de suelo, ocupando el tercer lugar a nivel mundial en la pérdida
neta de cobertura forestal (Hansen et al. 2010). Dadas las condiciones ambientales adversas y
diversos factores tanto econdmicos como sociales (Downing, 2019), es comun que se presente
un abandono de campos agricolas y ganaderos, generando un mosaico con fragmentos de
bosque de distinto estadio sucesional, que es importante estudiar. Particularmente, porque aun
cuando estos bosques, exhiben resiliencia al disturbio natural y pueden recuperar la diversidad
y funciones ecosistémicas a través del proceso de sucesion natural, se desconoce si esto se
presenta en grupos de organismos como la microbiota asociada al tracto digestivo,

particularmente de insectos.

De manera general los insectos presentan condiciones particulares en su interior, es decir
microhdabitats cuyas condiciones fisicas y quimicas particulares contribuyen al cambio en la
composicion de la microbiota (Engel y Moran, 2013, Yun et al. 2014). Es por ello que las
modificaciones en los ecosistemas derivadas de las actividades antropogénicas y a través del
proceso de sucesion natural podrian estar ocasionando cambios en la composicion de la
microbiota, ya que algunos estudios que se han realizado reportan que distintos niveles en la
digestion de celulosa y cambios de dieta alteran la microbiota intestinal de algunas especies de

termitas (Boucias et al. 2013, Mikaeylan et al. 2015).

El conocimiento que se tiene actualmente respecto a la microbiota de termitas es amplio, va
desde su biologia, taxonomia, morfologia funcional, diversidad, estructura y evolucion (Bignell
et al. 2011). Sin embargo, el conocimiento que se tiene sobre la interaccion entre la microbiota
de termitas y diferentes escalas espaciales, se limita a la generacion de algunas probables
hipotesis. En el caso particular de algunas termitas de tipo apical y habitos arboreos las
investigaciones que nos indican probables cambios, estan relacionadas con los hébitos de
forrajeo en las termitas (Boucias et al. 2013, Rossmassler et al. 2015, Su et al. 2016, Mikaelyan
et al.2017). EI conocimiento que se tiene sobre los efectos de la fragmentacion del habitat
(e.g., cambio de uso de suelo) sobre la microbiota en termitas es limitado; cuya contribucion
ecoldgica en los ecosistemas terrestres es importante para el correcto funcionamiento de los

mismos. Actualmente se ha descubierto que las termitas contribuyen a disminuir los efectos de
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los desastres naturales, que modifican los ciclos naturales en el ecosistema, las termitas
mantienen y regulan estos procesos (Ashton et al. 2019). En este sentido, se sabe que todos
estos procesos los realizan con la ayuda de su microbiota. Por lo tanto, es importante confirmar
si los patrones sucesionales reportados para otros grupos de organismos como plantas y
animales pueden observarse en la estructura de la comunidad de bacterias que residen en el
tracto digestivo de termitas, y de esta manera confirmar si el cambio de uso de suelo puede
afectar las funciones ecoldgicas de las termitas en los ecosistemas alterados a través de la
modificacion de la microbiota intestinal y esas comunidades se reestablecen a lo largo de un
gradiente sucesional. Esto es importante para proponer estrategias de conservacion que
mitiguen la pérdida de procesos y de funciones ecosistémicas importantes para los bosques

tropicales, particularmente los bosques tropicales secos.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar cambios en la comunidad de microorganismos procarioticos asociados al tracto
digestivo de Nasutitermes nigriceps en parcelas con diferente estadio sucesional para
determinar el efecto del cambio de uso de suelo en la abundancia y composicion de esta

comunidad.

Objetivos especificos

e Analizar la microbiota asociada al tracto digestivo de termitas en parcelas permanentes

con diferente tiempo de abandono.

e Evaluar los cambios en la abundancia, la diversidad y la composicion de la comunidad

procaridtica asociada al tracto digestivo de termitas a través de un gradiente sucesional.

o Confirmar que los taxa identificados en el tracto digestivo de N. nigriceps corresponden
a los principales phyla reportados para termitas del género Nasutitermes mediante un

andlisis filogenético.

e Determinar si cambio de uso de suelo de bosque a pastizal tiene un efecto sobre la

microbiota del segmento P3 del tracto digestivo de termitas.

5. HIPOTESIS

Los cambios de la vegetacion y condiciones ambientales de sitios a lo largo de un gradiente
sucesional que resultan del cambio de uso de suelo pueden afectar a algunos miembros de la
comunidad que residen en el tracto digestivo de las termitas, por lo que comunidades
microbianas de termitas en parcelas con diferente tiempo de abandono presentaran cambios en

la estructura y diversidad a lo largo de un gradiente sucesional.
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6. METODOLOGIA

6.1 Area de Estudio

Esta investigacion se realiz6 en la Estacion de Biologia Chamela (EBCh), la cual forma parte
de la Reserva de la Bidsfera Chamela-Cuixmala, ubicada en la provincia fisiografica de la
Sierra Madre del Sur (Fig.7). La EBCh, comprende un area de 3319 hectareas, la mayor
extension conservada de bosque tropical seco en México; sus coordenadas geograficas son

19°29°-19°34'N y 104°58°-105°04"W (Cotler et al. 2002).

Michoacan

Océano Pacifico

Figura 7. Localizacion de la Estacion de Biologia Chamela: (estrella roja) en la costa de Jalisco

(derecha) y ubicacion del estado de Jalisco en México (izquierda) (Ocampo-Castillo, 2016).

La region de Chamela presenta un clima calido subhimedo con lluvias en verano (AWOI),
temperatura media anual de 24.6°C con una maxima promedio de 30.3°C, y precipitacion
media anual de 731 mm. Una época seca muy marcada ocurre de noviembre a junio, algunas
veces interrumpida por lluvias ligeras en diciembre o enero (Ayala, 2016). La vegetacion en la
EBCh esta compuesta por dos principales tipos de bosque tropical, la selva baja caducifolia y
la selva mediana subcaducifolia (Rzedowski, 1981), los cuales se pueden distinguir por sus

caracteristicas fenoldgicas y estructurales (Bullock y Solis-Magallanes, 1990).
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6.1 Sitios de Estudio

Se realiz6 un muestreo dirigido en 15 parcelas que representaban diferentes estadios
sucesionales durante la época de Iluvias en el mes de agosto del 2017. Los sitios de colecta
donde estan representados cuatro estadios sucesionales del bosque que son: inicial, joven,
avanzado y maduro, (Tabla 3, Fig. 8).se ubicaron en: 8 parcelas que forman parte de un
programa de investigacion a largo plazo (iniciado en 2004) denominado Sucesion Secundaria
en Bosques Tropicales: recuperando la biodiversidad, servicios y funciones del ecosistema
(ReserBos); 2 sitios de estadio sucesional maduro dentro de la Estacion de Biologia de la
UNAM; 3 pastizales y 1 sitio de estadio sucesional inicial y 1 sitio de bosque avanzado en

regiones aledafas a la Reserva de la Biosfera Chamela- Cuixmala.

Tabla 3. Localizacion y descripcion de los sitios de estudio

ID de los | Ubicacion de los sitios de colecta Estadio sucesional | Afios de abandono

sitios Latitud Longitud
BE 19° 28" 43.50" 105° 17 58.15" Inicial 0-3
RE 19°35741.32" 105°0°37.16" Inicial 0-3
ZE 19°23'16.70" 104°56'51.80" Inicial 0-3
Cl1 19°28'39.45" 104°56'7.02" Joven 16-18
RA 19°36'51.26" 105°1'14.45" Joven 16-18
SC 19°36'2.63" 105°2'37.09" Joven 16-18
RJ 19°36'55.72" 105° 1'17.76" Joven 16-18
PE 19°35'56.17" 105° 02'4310" Avanzado 21-25
C2 19°28'3.49" 104°56'12.99" Avanzado 21-25
RV 19°35'31.93" 105°0'32.75" Avanzado 21-25
SP 19°357 57.52" 105° 02" 48.68" Avanzado 21-25
T2 19°30'32.13" 105°2" 25.68" Maduro >50
T1 19°30' 3.93" 105°2' 35.22" Maduro >50
AR 19°30°30.60" 105° 02" 13.41" Maduro >50
CH 19°29748.11" 105° 02" 33.62" Maduro >50
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Inicial Avanzado Maduro

Figura 8. Parcelas con diferente estadio de abandono que representan los diferentes estadios

sucesionales del bosque tropical seco, en la region de Chamela Jalisco, México.

6.2 Colecta

La colecta de termitas de la especie Nasutitermes nigriceps se llevo a cabo durante la temporada
de lluvias en Julio del 2017, para lo cual se realiz6 una bisqueda de termitas en termiteros
caracteristicos de la especie presentes en el bosque, ya que N. nigricipes es la Unica especie
que construye termiteros arboreos de gran volumen de la region (Fig. 9). En las parcelas donde
no fue posible colectar termitas directamente del termitero, se realizaron en busquedas en el
suelo superficial, bases superiores en los arboles, entre las raices y contrafuertes, el interior de
troncos muertos, ramas y ramitas, debajo de troncos podridos, monticulos y ldminas de carton.
Una vez que se localizaron los soldados que presentan un nasute negro caracteristico, se
colectaron los obreros y un pequeiio nimero de soldados para su identificacion taxondmica.
Para evitar la muerte de las termitas se dispuso que estuvieran adheridas a restos de su
microhédbitat y en algunos casos se colectaron fragmentos del nido los cuales fueron

transportados en contenedores plasticos dentro de los cuales se mantuvo la temperatura y la
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humedad. Durante los dias posteriores, las termitas se separaron de su sustrato en tubos de

centrifuga de 1.5 mL y se colocaron las muestras frescas en un ultra congelador a -80 °C.

Figura 9.Termiteros de Nasutitermes en el sendero interpretativo de Calandria junio del 2014,

en la Estacion Bioldgica de la UNAM.

6.3 Identificacion taxondmica

Las termitas se identificaron de acuerdo a la clasificacion de Haldeman (1853), revisado en
Nickle & Collins (1988). Los.L caracteres diagndsticos son los siguientes: los soldados de
Nasutitermes son nasutiformes, presentan un nasute conico y mandibulas vestigiales con
puntos superiores pequefios pero distintos; la forma de la cabeza detras del nasute es piriforme
de color marron oscuro a negro (Fig. 10). Respecto a los obreros (Fig. 11), la cabeza del imago
es ligeramente ovalada con protuberantes ojos grandes y ocelos. La fontanela tiene una forma
de hendidura, mas o menos bifurcada anteriormente. Las espuelas tibiales tienen una denticion
mandibular y la venacion de las alas son ttiles en el reconocimiento general. Este género
pantropical tiene la mayoria de las especies y la mayor abundancia de colonias grandes de
cualquier género de termitas. Probablemente, gran parte del €xito de este grupo estd asociado
con la eficacia de la estrategia de defensa de los soldados que poseen mandibulas muy

desarrolladas con glandulas que repelen a través de chorros de secrecion que actian tanto
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mecanica como quimicamente contra los posibles depredadores, y con la adaptacion por parte
de las castas de soldados que conforman hasta el 30% de la poblacion total del nido. Los nidos
son frecuentemente arboreos, a menudo en forma de grandes estructuras marrones hechas de
carton, que consisten en madera modificada y secreciones de los trabajadores. Un nido
principal grande puede estar conectado con nidos subsecuentes mas pequefios en arboles
cercanos a través de un sistema de caminos cubiertos, y muchas especies hacen un tunel
subterraneo extenso. En el area de Chamela, se han reportado cuatro especies del género
Nasutitermes perteneciente a las termitas arboreas, de las cuales solo se conocen a los alados

y clasificacion taxondmica de los individuos corresponden a la especie Nasutitermes nigriceps.

-

Figura 10. Soldado colectado en un termitero dentro de la Estacion Biolégica de Chamela

Jalisco, dentro del sendero “Tejon 2”, correspondiente al bosque maduro.
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Figura 11. Obrero de Nasutitermes A). Con la cabeza mas grande, sub-globular, de color marrén

pulida y palida, fontanela como hendidura. B) Linea delantera e intermedia impresionada; Antena 14-
articular. Longitud 1 1/2 linea. C) Gran cantidad de setas dispuestas densamente cubriendo toda la
cabeza desde la base, cabeza notablemente alargada. D) El margen anterior del pronoto tiene una

hendidura medial menos pronunciada.

Para confirmar la especie mediante métodos moleculares se utilizo la amplificacion de dos
pares de oligonucleotidos: el primero dirigido a amplificar el gen COII con los oligonucledtidos
COIl Flue y COII R-lys, y el segundo par dirigido a realizar un PCR anidado con los
oligonucledtidos internos COII 2a y CPOO 9b reportados por Mugleston et al. (2013). Para
ello se purifico ADN de un soldado y de un obrero de manera independiente, utilizando el
sistema comercial DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La integridad del ADN purificado se determind mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiiddo con el fluoréforo SYBR Safe (Invitrogen). 20 ng del ADN purificado
fueron utilizados para llevar a cabo las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). La
reaccion de PCR fue preparada con 10 pL de buffer 2X, 1 pL de cada primer a una

concentracion de 10 pmol, y 0.3 pL de la enzima Terra Polimerasa (Clontech). E1 PCR se llevo
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a cabo en un termociclador Mastercycler® nexus gradient. Las condiciones del PCR fueron:
desnaturalizacion inicial a 98 °C por 2 min, 30 ciclos de elongacion a 98 °C alineamiento a 52
°C por 30 s, extension a 68°C por 1 min, segunda extension a 68°C por 30 s, extension final a

10° C.

Los productos de amplificacién se sometieron a un paso de limpieza con la resina Sephacryl-
300 Merck y se secuenciaron con el sistema BigDye terminator v3.1 sequencing standard kit
(Applied Biosystems) y un analizador genético 3500 (Applied Biosystems) en el Laboratorio
de Ecologia Molecular de la ENES Unidad Morelia, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Posteriormente se realizo el alineamiento y el ensamble de las secuencias de avance
y la reversa, utilizando el programa ambas complementarias para obtener la secuencia
consenso, posteriormente se realizd una busqueda en BLAST del GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Altschul et al. 1990, Gish y States 1993). La secuencia
del fragmento del gen COII analizado confirmo que las termitas colectadas pertenecen a la
especie Nasutitermes nigriceps, mostrando un 97% de similitud a secuencias previamente

reportadas en el Genbank.

6.4 Diseccion del tracto digestivo

El material colectado se enjuago con alcohol al 96% y glicerina para humectar los ejemplares,
facilitar la diseccion y evitar la ruptura del tracto digestivo de la termita. La diseccion de 25
individuos obreros por muestra se realizd en una caja de Petri que contenia alcohol al 96%, se
coloco debajo de la lupa estereoscopica y se procedio a realizar la diseccion tomando a la
termita por el extremo anterior de su cabeza y jalando en sentido contrario el extremo posterior,
extrayendo a partir de la parte posterior anal el tracto digestivo completo, el paso anterior se
sugiere que sea en un solo movimiento para evitar perder parte del tracto digestivo al momento

de manipular el ejemplar (Fig. 12).
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Figura 12. Tracto digestivo de una termita (Nasutitermes nigricipes) colectada previamente en

uno de los sitios de estudio en Chamela Jalisco. El segmento P3 rodeado de un circulo rojo.

6.5 Extraccion de ADN de la microbiota asociada al segmento P3

La extraccion de ADN se realizo a partir de las muestras del segmento P3 conservadas en la
solucion PBS, para lo cual se utiliz6 el kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue Kit® (Qiagen)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, excepto durante la lisis celular. La
homogenizacion de tejido se realizd con un pistilo de plastico, se tomaron 15 individuos de los
que se tomd un segmento del tejido P3 por muestra (estadio sucesional), las células bacterianas
suspendidas en PBS 1x fueron centrifugadas durante 5 min a 13,000 rpm a una temperatura de
4°C, posteriormente se re suspendio la pastilla bacteriana en 360 pl de buffer de extraccion
ATL. Para el paso de lisis celular se trasfirieron las células bacterianas resuspendidas en Buffer
ATL a un tubo con microperlas de zirconio, y se homogenizaron las células en un
homogeneizador TissueLyser (Qiagen)® con 3 ciclos de 45 s, a una frecuencia de 30 Hz. En
el paso de incubacion, se agregaron 20 ul de Proteinasa K e incubaron las muestras a 56°C

durante 20 min, y se continuo con los pasos siguientes del protocolo (Qiagen) ®.
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La calidad del ADN en las muestras se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con SYBR Safe (Invitrogen) a través de un fotodocumentador BIO RAD®. La
pureza se determind mediante la estimacion de los cocientes 260/280 y 260/230 utilizando el
espectrofotometro Nanodrop-1000 Spectophotometer, mientras que la concentracion del ADN

se determin6 mediante el método fluorométrico utilizando un Fluorometro Qubit™,

6.6 Preparacion de la libreria y secuenciacion

Se realiz6 la secuenciacion de la region V3-V4 del gen 16S rRNA. La preparacion de librerias
y la secuenciacion de las muestras se realizo a través de un servicio de secuenciacion externo
(Macrogen, Inc). En total se prepararon y secuenciaron 15 librerias (1 por sitio) a partir de
muestras compuestas que contenian el DNA extraido a partir de (25 individuos para capturar
tanto una mayor diversidad como variacion de la microbiota asociada al tracto digestivo de las
termitas por libreria de muestra secuenciada. Especificamente se secuenciaron tres librerias
para estadio inicial y cuatro librerias para cada uno de los estadios sucesionales restantes
(joven, avanzado y maduro). Las librerias se secuenciaron con la tecnologia Illumina MySeq

con un total de un millon de lecturas pareadas de 300pb por muestra.

6.7 Analisis de datos

Para el analisis de datos se utilizd un paquete de analisis de microbiomas Quantitive Insights

Into Microbial Ecology 2 programa (QIIME?2, ver. 2018.8.0, https://qiime2.org/).

Para la limpieza de secuencias, agrupacion y asignacion taxonémica de OTUs, se recibieron
los archivos crudos de las lecturas pair-end sin emparejar en formato fastQ, y se importaron a
Qiime2. Las lecturas se desmultiplexaron, es decir se dividieron en archivos fastQ individuales
por muestra. Se eliminaron los cebadores y adaptadores de las lecturas. Posteriormente se
utilizo el algoritmo DADA?2 (Callahan, 2016) como herramienta para inspeccionar los perfiles
de calidad de lectura llevando a cabo los siguientes pasos: 1) se utilizd un valor de corte de
calidad Phred para ambas cadenas de 20 y “trimming” a los 290 nucleo6tidos, posicion en la
cual se observd una disminucion en la calidad por debajo de 20; 2) se realizd un consenso de
calidad de todas las lecturas y se elimin6 el ruido detectando diferentes tasas de error; 3) se
realizo la inferencia de muestras verdaderas a partir de las secuencias unicas por muestra; 4) se

realizo la fusion (merge) de las lecturas “forward” y “reverse” para construir las secuencias
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fusionadas “contig”, 5) se construy6 una tabla de secuencias de variantes de amplicones (ASV),
con una mayor resolucion que la tabla niimero de OTUs tradicional; 6) se construy6 una matriz
a forma de tabla de secuencias donde las filas correspondian al sitio donde se habian colectado
las muestras y las columnas correspondian a las variantes de las secuencias conocidas como
OTUs, a la cual se le llama tabla .biom; 7) se realizé la remocion de quimeras; 8) se hizo una
verificacion final de la cantidad de lecturas que completaron los pasos anteriores; 9) finalmente
se realizo la asignacion taxondmica de Otus, y se agruparon con base en Greengenes 138 99%

Unidades operacionales taxonomicas (OTU) (http: // greengenes.secondgenome.com/).

Para llevar a cabo los andlisis de diversidad microbiana asociada al tracto digestivo de N
nigriceps. es necesario generar dos “artefactos nuevos” como se les conoce en la plataforma
Qiime, estos son: una tabla de caracteristicas similar a la que se obtiene en el paso 6) de
DADAZ2, con la diferencia de que esta tabla contiene informacion biologica asociada a la
muestra y sobre cuantas secuencias estan asociadas con cada muestra y con cada caracteristica
(e.g variables cualitativas y cuantitativas) del estudio. El segundo artefacto es la obtencion de
un arbol filogenético, que se generd con base en la base de datos pre entrenada en Qiime2 de
SILVA (Bokulich, 2020), este arbol se utiliz6 para calcular diversos analisis de diversidad

filogenética.

6.8 Analisis de biodiversidad

Los analisis de biodiversidad se realizaron utilizando la funcion de Qiime2 llamada core-
metrics-phylogenetic, para lo cual se llamaron los artefactos anteriores que son la tabla de
secuencias generada en el paso 6) de DADA?2 vy el arbol filogenético; como archivo de entrada
para el analisis se utilizé también la tabla de caracteristicas. Las métricas de diversidad que se
calcularon fueron diversidad alfa expresada en nimero de OTUs observados, indice de
Shannon e indice faith (diversidad filogenética). Los resultados de diversidad se analizaron
mediante una prueba pareada no paramétrica de Kruskal-Wallis para detectar diferencias
significativas. Con este programa también se elaboraron curvas de rarefaccion alfa, a partir de

la estimacion de OTUs.

En el apartado de diversidad beta se empled un analisis de Detrended Correspondence Analysis
(DCA) basado en una matriz de disimilitud de Bray Curtis el cual se hizo a través de Phyloseq
(McMurdie y Holmes, 2013), y finalmente se utilizé un analisis de varianza multivariado, con

base en permutaciones (PERMANOVA) de dos factores, para evaluar si existian diferencias
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entre los sitios de los estadios sucesionales de la matriz DCA. Se eligi6 el analisis DCA, ya que
este es recomendado para datos que provienen de un diseflo experimental sobre gradientes
ambientales que a menudo presentan sucesion de especies (Borcard, et al. 2018). Para los
analisis ~ taxonomicos 'y de  composicion  se  utilizaron los  pluggins

(https://github.com/qiime2/q2-featureclassifier), taxa (https://github.com/qiime2/q2-taxa) y

composicion (Mandal et al. 2015). Se utiliz6 la herramienta EMPeror para la visualizacion de

las gréficas.

6.9 Analisis filogenético de secuencias representativas

Se realizd una seleccion de tres secuencias representativas por cada uno de los filos bacterianos
importantes. Con esas secuencias se realizo un analisis filogenético que incluyera los vecinos
mas cercanos en el servidor Silva ACT: Alineamiento, clasificacion y servicio de arbol
(https://www.arb-silva.de/aligner/) (Pruesse, Peplies, y Glockner, 2012). Posteriormente, se
realizaron busquedas con la herramienta BLAST del GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Altschul et al.1990, Gish y State,s 1993). Las
secuencias se alinearon con el programa MEGA version
6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, y Kumar 2013). El alineamiento se procesoé a través de
Gblocks v.0.9.1.b (Castresana 2000, Talavera y Castresana 2007) para seleccionar bloques
conservados y eliminar las posiciones no alineadas. La construccion del arbol filogenético se
realizd mediante un analisis de maxima verosimilitud, para ello se utilizé el programa RAXML-
HPC BlackBox en el servidor Cipres (Miller et al. 2010), empleando una matriz de sustitucion
WAG vy la estimacion de la proporcion de sitios invariables (GTR GAMMA + I). La

visualizacion y edicion del arbol se realizé a través del sitio web iToL (Letunic y Bork, 2019).
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7. RESULTADOS

7.1 Secuenciacion

A partir de la secuenciacion de la region hipervariable V3-V4 del gen ribosomal 16S se
obtuvieron entre 359,916 y 492,810 lecturas totales, de las cuales mas del 73.94% presentd
valores de calidad Q30 en la escala Phred y mas del 82% con valores Q20 (Tabla 4).

Tabla 4. Estadisticas de los datos crudos de la obtencion de secuencias llumina paired-end.

Nombre de Bases Lecturas GC (%) AT (%) Q20 (%) Q30 (%)
la muestra totales (Pb) totales

BE 126,270,704 419,504 51.1 48.9 82.13 73.94
RE 132,964,944 441,744 51.14 48.86 82.4 74.03
ZE 111,179,166 369,366 56.135 43.87 86.158 78.435
C1 131,189,646 435,846 53.48 46.52 92.18 84.24
RA 137,460,680 456,680 52.02 47.98 85.51 77.2
SC 143,055,668 475,268 51.79 48.21 84.76 76.38
RJ 108,334,716 359,916 56.229 43.77 85.122 77.258
PE 133,835,436 444,636 56.75 43.25 91.53 82.52
SP 118,549,452 393,852 55.548 44.45 86.621 79.063
RV 126,976,850 421,850 56.82 43.18 92.14 83.63
C2 147,797,020 491,020 54.67 45.33 91.44 83.39
T1 137,640,076 457,276 56.021 43.98 86.039 78.404
T2 109,849,950 364,950 554 44.6 93.51 85.61
AR 135,173,080 449,080 56.88 43.12 90.98 81.96
CH 148,335,810 492,810 52.66 47.34 91.18 83.5

Como resultado del procesamiento de secuencias (filtracion, “denoising”, empalme y remocion
de secuencias quiméricas)) se obtuvieron entre 10,803 y 39,920 lecturas por muestra, con un

total de 355,795 lecturas de alta calidad en un total de 15 muestras (Tabla 5).
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Tabla 5. Estadisticas del procesamiento y filtrado de secuencias.

ID- muestra Secuencias Secuencias Secuencias sin Secuencias Secuencias no

de entrada filtradas ruido fusionadas quiméricas
BE 209752 135877 135877 26582 19798
RE 220872 144688 144688 26407 20048
ZE 246405 206033 206033 35607 27805
C1 217923 188572 188572 33864 28917
RA 228340 165068 165068 33506 26563
SC 237634 167646 167646 31115 26040
RJ 179958 138277 138277 15835 13056
PE 222318 191919 191919 37291 31284
SP 196926 158349 158349 19076 16375
RV 210925 183427 183427 33556 29570
C2 245510 206717 206717 43509 37626
T1 228638 181367 181367 18711 16578
T2 182475 162449 162449 14811 11412
AR 224540 191147 191147 45653 39920
CH 184683 145715 145715 14762 10803

7.2 Diversidad o

El nimero total de OTUs que se identificaron fue de 4,624, de los cuales 2,759 tuvieron
asignacion taxondmica con base en Greengenes 13.8 con un 99% de confiabilidad. Las curvas
de rarefaccion obtenidas muestran que todas las muestras alcanzaron la asintota para todos los
estadios sucesionales (Fig. 13) y para todos los sitios de muestreo, excepto el sitio T2 (Fig. 14).
Las curvas de rarefaccion por estadio sucesional (Fig.13) indican que el estadio sucesional
avanzado present6 el mayor nimero de OTUs (~ 750), seguido del estadio maduro (~ 570), el

estadio joven (~ 245) y el estadio inicial con el menor nimero de OTUs (~ 65) (Fig. 13).
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Figura 13. Curvas de rarefaccion de la microbiota intestinal de Nasutitermes nigriceps por estadio
sucesional. La curva de rarefaccion se gener6 en QIIME?2 utilizando la estimacion del naimero de OTU

por etapa sucesional.
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Figura 14. Curvas de rarefaccion de la microbiota intestinal de Nasutitermes nigriceps por sitio.
La curva de rarefaccion se generd en QIIME2 utilizando la estimacion del nimero de OTU por sitio en
cada estadio sucesional. Las etiquetas al final de cada linea representan los identificadores de los sitios

muestrados.
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Los analisis de diversidad alfa basados en el indice de Shannon e indice de equitatividad o de
Pielou también indicaron que el estadio joven e inicial presentaron menores valores diversidad
microbiana asociada al tracto digestivo de N. nigriceps. comparados con el estadio avanzado y
el estadio maduro (Fig. 15 A: el indice de Pielou mostrd el mismo patron que el indice de
Shannon, por lo cual solo se muestran los resultados del indice de Shannon). Sin embargo, s6lo
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el estadio maduro y el inicial
(H=4.5, P=0.033), y entre el estadio avanzado y el inicial (H=4.5, P=0.033) (Fig. 15 A). Por
su parte, el andlisis de diversidad filogenética también indica que el estadio maduro y el
avanzado presentan los valores de diversidad filogenética mas altos, pero en este caso el
analisis s6lo mostro diferencias estadisticamente significativas entre el estadio avanzado y el

joven (H=4.5, P=0.03), y entre el estadio avanzado y el inicial (H=4.5, P=0.03) (Fig. 15 B).
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Figura 15. Diversidad o de la microbiota intestinal de Nasutiternes nigriceps en diferentes
estadios sucesionales del bosque tropical seco. A. Diversidad basada en indice de Shannon; B.
Diversidad filogenética basada en la estimacion faith pd en QIIME2. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando comparaciones pareadas en Kruskal-Wallis. Diferentes letras indican diferencias

significativas (P <0.05).
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7.3 Diversidad

Los analisis de diversidad beta microbiana asociada al tracto digestivo de N nigriceps. basados
en composicion taxondémica (DCA) no mostraron cambios claros en la composicion de la
comunidad de la microbiota debido a la alta variacion dentro cada uno de los estadios
sucesionales del bosque, sin embargo, las comunidades procaridticas de la mayoria de los
primeros estadios sucesionales (estadio inicial y joven) tienden a agruparse a lo largo del eje
DCAI1 que explica el 45.1% de la variacion, al igual que las comunidades de la mayoria de los
sitios del estadio maduro y avanzado, las cuales forman un segundo cluster (Fig. 16), indicando
cambios en la estructura y composicion de la comunidad procaridtica entre los primeros

estadios sucesionales y los estadios sucesionales finales.
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Figura 16. Analisis de correspondencia y disimilitud (DCA). El analisis se realiz6 sobre la base de

una matriz de disimilitud de Bray-Curtis utilizando el paquete Phyloseq (plataforma Bioconductor).

Sin embargo, el analisis de varianza multivariado, con base en 999 permutaciones por muestra
que comparo los cuatro estadios sucesionales de forma pareada, mostr6 que existen diferencias
estadisticamente significativas en la composicion de las comunidades solo entre el estadio
maduro y el inicial (F= 3.622, P=0.02) y entre el estadio avanzado e inicial (F=3.644, P=0.03)
(Tabla 6).

43



Tabla 6. Analisis de varianza multivariado, con base en permutaciones de dos factores

(PERMANOVA) aplicado a los diferentes estadios sucesionales.

Contraste N Permutaciones pseudo-F valor-p
Maduro vs Avanzado 8 999 1.028 0.415
Maduro vs Joven 8 999 1.803 0.100
Maduro vs Inicial 7 999 3.622 *0.023
Avanzado vs Joven 8 999 1.762 0.099
Avanzado vs Inicial 7 999 3.644 *0.031
Joven vs Inicial 7 999 1.410 0.270

7.4 Composicion de la comunidad procariotica

Con respecto a la abundancia relativa de los taxa procaridticos identificados en el segmento P3
de N. nigriceps, los resultados indican que las Proteobacterias y las Espiroquetas son los filos
mas abundantes seguidos de los Fibrobacteres y los Bacteroidetes, mientras que el resto de filos
como Firmicutes, y Actinobacterias presentan una abundancia menor (Fig. 17). Sin embargo,
la abundancia relativa de los grupos varia entre estadios sucesionales. En general, las
Espiroquetas y Fibrobacteres muestran mayor abundancia relativa en los estadios sucesionales
finales (avanzado y maduro), mientras que las Proteobacterias, Actinobacterias y Firmicutes
muestran mayor abundancia relativa en los primeros estadios sucesionales (inicial y joven)

(Fig. 17).
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Figura 17. Abundancia relativa de la microbiota intestinal de Nasutitermes nigriceps. La
abundancia relativa se estimd en base a los OTU identificados en el segmento P3 de las termitas
colectadas en diferentes estadios sucesionales del bosque seco tropical de Chamela, México. El analisis

se llevo a cabo utilizando el paquete Phyloseq (plataforma Bioconductor).

De acuerdo a la comparacion de abundancia relativa de las familias de bacterias que estuvieron
presentes en >50% de los sitios de cada grupo de estadios sucesionales, las familias de bacterias
con la mayor abundancia relativa en los primeros estadios sucesionales fueron:
Micrococcaceae, Streptococcaceae, Moraxellaceae, Pseudomonadaceae, mientras que las
familias Fibrobacteraceae, M1PL1-46, Ruminococcaceae, Mogibacteriaceae, Pirellulaceae,
Desulfovibrionaceae, Spirochaetaceae, Dethiosulfovibrionaceae, tuvieron mayor abundancia
relativa en los tultimos estadios sucesionales. Finalmente, las familias Exiguobacteraceae,
Aeromonadaceae, Shewanellaceae estuvieron presentes en todos los estadios sucesionales,

pero con menor abundancia (Tabla 7).
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7.5 Analisis Filogenético

El andlisis filogenético de las secuencias representativas de los cuatro filos mas abundantes de
la microbiota asociada al segmento P3 de N. nigriceps (Fig. 18), indica que las secuencias de
Espiroquetas de N. nigricipes forman un clado con secuencias de Treponema spp. no
cultivables reportadas para otras termitas. Las secuencias de Proteobacterias de N. nigricipes
forman dos clados, el primero que agrupa a secuencias de diferentes especies del género
Aeromonas y dos secuencias de proteobacterias no cultivables reportadas para otros insectos,
y un segundo clado que agrupa secuencias de diferentes especies de Pseudomonas, Moraxella
y secuencias de bacterias no cultivables. Por su parte, las secuencias de Firmicutes no forman
un solo clado y agrupan secuencias de bacterias no cultivables, al igual que las secuencias de

Bacteriodetes.

Tree scale: 1 +

Filo |
B Espiroquetas

[ Bacteroidetes
|| Fibrobacteres
[ proteobacterias

Figura 18. Arbol de maxima verosimilitud de la region hipervariable V3-V4 de las secuencias

representativas encontrados en los filos (negritas) de Nasutitermes nigrtericeps.
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8. DISCUSION

Los insectos son el grupo de organismos mas diverso y abundante a nivel mundial tanto en el
nimero de especies, como en habitos ecologicos y en biomasa (Basset et al. 2012). La
diversidad y el éxito evolutivo en insectos se debe en gran parte a las relaciones que han
mantenido con microorganismos benéficos que ayudan a mejorar las condiciones nutricionales,
fisiologicas e inmunologicas al interior de su tracto digestivo (Dillon et al. 2005, Kikuchi et al.
2012, Engel y Moran, 2013). Uno de los mayores éxitos evolutivos que existen entre
microorganismos benéficos e insectos es el de las termitas, ya que su tracto digestivo es
considerado un microecosistema conformado por una variedad de microhabitats que difieren
mucho en su entorno tanto bidtico como abidtico, los cuales favorecen la colonizacion
microbiana (Brune y Dietrich, 2015). La microbiota de termitas proporciona beneficios directos
al insecto contribuyendo a la degradacion de alimento compuesto principalmente de
lignocelulosa, suelo, materia orgdnica, por lo que su estudio adquiere importancia,
particularmente el estudio de los factores que pueden alterar la comunidad de estos

microrganismos al interior del tracto digestivo de las termitas (Bignell, 2016 en Hurts).

En este sentido, y en concordancia con la hipotesis planteada, los resultados de este estudio
muestran que la comunidad microbiana en el tracto digestivo de la termita N. nigriceps presenta
cambios a lo largo del gradiente sucesional generado como consecuencia del cambio de uso.
Estos resultados también indican que el cambio de uso de suelo de bosque maduro a pastizal
tuvo un efecto negativo sobre la diversidad y abundancia de algunos miembros de la comunidad
de procariontes que residen en el tracto digestivo de las termitas. Especificamente, se encontrd
una disminucién en la diversidad alfa (nimero de OTUs, diversidad basada en indice de
Shannon, diversidad basada en indice de equitatividad o Pielou y diversidad filogenética) y
cambios en la estructura de la comunidad (diversidad beta) entre el primer estadio sucesional:
inicial (0-3 afos de abandono) y los estadios sucesionales finales: avanzado (21 a 25 afos de
abandono) y maduro (sin perturbacion antropica). No obstante, la composicion de la
comunidad de procariontes asociadas al tracto digestivo de N. nigriceps, no mostrdo una
diferencia estadisticamente significativa entre el estadio sucesional avanzado y maduro, lo cual
indica que existe una recuperacion de la comunidad, es decir, que a partir de los estados
sucesionales avanzados, que en este caso llevan 21 a 25 afos de haber sido abandonados, la
comunidad presenta una composicion similar a la encontrada en termitas del bosque maduro,
indicando que las comunidades procarioticas de esta especie de termita presentan un proceso

de sucesion natural.
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La estructura de la comunidad de microorganismos en termitas, estd determinada por diversos
factores, por ejemplo, la herencia, los hdbitos de forrajeo y el comportamiento. El mecanismo
de transmision a través de la trofalaxis proctodeal disminuye el azar al garantizar una
transferencia confiable de simbiontes de una generacion a otra y permite una mutua adaptacion
para crear una especificidad con el hospedero y eventualmente dar origen a una coespeciacion
(Dietrich et al. 2014, Otani et al. 2014, Rahman et al. 2015). Se ha encontrado por lo tanto que
la composicion y diversidad de la microbiota presente en las termitas responde a varios factores

y no a uno so6lo de ellos.

En el caso de la presente investigacion, se encontrd que los principales grupos procaridticos en
el segmento P3 de N. nigriceps representados por Espiroquetas, Firmicutes, Fibrobacteres y
Actinobacterias (presentes en al menos una muestra de todos los estadios sucesionales y
presentes en mas del 70% de las muestras), corresponden a las comunidades procariotas
anteriormente reportadas para otras especies del género Nasutitermes que incluyen a
Fibrobacteres, filo del TG3 y algunas Espiroquetas reportadas para las termitas N. corniger y
N. takasagoensis (Mikaelyan et al. 2014, 2015), y Espiroquetas, Firmicutes, Actinobacteria, y
Bacteroidetes para la especie Nasutitermes arborum (Diouf et al. 2018), lo cual indica que la
comunidad procariota de N. nigricipes coincide con la estructura de la comunidad esperada de
acuerdo a su posicion filogenética, lo cual fue confirmado mediante el analisis filogénetico del
presente estudio. Sin embargo, aun cuando los grupos principales de procariontes se encuentran
presentes en la comunidad microbiana, el cambio de uso de suelo de bosque a pastizal generd
cambios importantes en la presencia y/o abundancia de algunos miembros de la comunidad.
Especificamente, la microbiota de termitas del estadio sucesional inicial presentd una
disminucion de la abundancia relativa de los grupos principales de Espiroquetas, Bacteroidetes
y Fibrobacteres que cominmente se encuentran en termitas superiores arboreas (Warnecke et

al. 2007).

En algunas investigaciones se ha sefialado el cambio de dieta como uno de los principales
factores que altera la comunidad de microorganismos del tracto digestivo de termitas (Boucias
et al. 2013, Benjamino et al. 2018). Por ejemplo, en las especies de termitas como Macrotermes
spp, Odotermes spp asociadas al consumo de hongos, la microbiota intestinal estd dominada
por Bacteroidetes y Firmicutes, (Liu et al. 2013), mientras que la microbiota intestinal de las
especies Microcerotermes parvus, Nasutitermes corniger y Trinervitermes sp. mas fuertemente

asociadas al consumo de madera estd dominada por Espiroquetas, Fibrobacteres, candidatos al
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filo TG3 (Hongoh, et al. 2005-2006, Warnecke et al. 2007). En el caso de las termitas
consumidoras de mantillo y consumidoras de suelo como el género Syntermitinae, la
microbiota intestinal esta dominada por Firmicutes y Bacteroidetes (Mikaelyan et al. 2017, Su

et al. 2017, Moreira et al., 2018).

En el caso del presente estudio, el cambio en la estructura de la vegetacion a lo largo de un
gradiente sucesional podria verse reflejado también como una causa en la modificacion de la
dieta de termitas, debido a que existen cambios importantes en la composicion de la vegetacion
y por tanto en los recursos alimenticios disponibles para las termitas en los diferentes estadios
sucesionales (Maza- Villalobos et al. 2011).Un estudio previo reporta que las parcelas de los
primeros estadios sucesionales en Chamela se caracterizan por una mayor presencia de pastos,
arbustos y por la permanencia de algunas hierbas no nativas; en el caso de los bosques jovenes
se presenta una mayor abundancia de las plantas lefiosas que no exceden los 5 m de altura;
mientras que los estadios sucesionales avanzados y el bosque maduro estdn dominados por
arboles con alturas mayores a 10 m de altura (Avila-Cabadilla et al. 2009), los cuales presentan

una mayor riqueza y diversidad (Quesada et al. 2009).

El incremento en la abundancia de grupos bacterianos como las Proteobacterias y Firmicutes
en el segmento P3 de N. nigripes colectadas en los primeros estadios sucesionales podria estar
indicando que las termitas tienen un acceso limitado a una dieta rica en lignocelulosa debido a
la poca abundancia de especies lefiosas en estos estadios (Almazan-Nufiez et al. 2012, Su et al.
2017), mientras que una mayor abundancia de Fibrobacteres y Espiroquetas (grupos
procarioticos asociados con el consumo de madera) en los sitios mas conservados, podrian
indicar una dieta que consiste en madera (Warnecke et al. 2007, He et al. 2013), debido que
los estadios avanzados y maduros presentan una vegetacion dominada por especies lefiosas
que proveen madera seca la cual es preferida por termitas del género Nasutitermes (Tokuda et

al. 2018, Chaves, 2006).

El cambio en los factores ambientales asociados a los primeros estadios sucesionales también
pueden afectar a la comunidad microbiana de termitas (Bardgett y Caruso, 2020). Lo anterior
debido a que los bosques son convertidos en pastizales para ganado presentan diferencias en
los factores abidticos como la radiacion, la temperatura y la humedad (Rodrigues et al. 2012,
Tian et al. 2018, Sepulveda y Moeller, 2020). En el caso de los bosques tropicales secos, dadas
las condiciones aridas y semiaridas que ahi se presentan, la temperatura y la disponibilidad de

agua ejercen un fuerte control sobre las comunidades microbianas del suelo (Stres et al. 2008,
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Pasternak et al. 2013, Nielsen y Ball, 2015, Armstrong et al., 2016, Zhao et al. 2016). Por un
lado, estos bosques presentan una mayor transpiracion y evaporacion con respecto a la lluvia
que reciben anualmente convirtiéndose en sitios que presentan estrés hidrico, en mayor medida

durante las estaciones secas (Camargo y Kapos, 1995).

El estado hidrico, el pH del suelo y conductividad en los bosques tropicales secos recrean un
escenario unico para albergar un grupo particularmente diverso y adaptado a condiciones
especificas, tanto los microbios que encuentran al aire libre, como los microorganismos que
dependen de un huésped para su sobrevivencia como la microbiota de termitas (Liao et al.
2018). En suelos afectados por la agricultura se ha registrado mayor abundancia de géneros
bacterianos pertenecientes a las Acidobacterias (Lacerda-Janior et al. 2019), lo cual concuerda

con los datos de abundancia relativa de este taxa encontrados para N. nigricipes en este estudio.

El cambio climatico ha sido también un factor determinante que ha contribuido a modificar u
obligar a la adaptacion y recambio de la microbiota de insectos, que se encuentra cada vez mas
expuesta a los cambios drésticos en el medio ambiente lo cual eventualmente desencadena en
estrés y pérdida de diversidad o de grupos de bacterias claves para el insecto (Lemoine et al.
2020). El estrés puede afectar de manera significativa las condiciones fisiologicas del tracto
digestivo de insectos sociales, como se ha demostrado para las abejas (Even et al. 2012). En el
caso del bosque tropical seco de Chamela, es posible que las termitas de los bosques
convertidos a pastizales experimenten mayor estrés debido a las condiciones extremas de
temperatura y estrés hidrico que presentan estos sitios, lo cual podria explicar en conjunto con
los cambios en la dieta los cambios en la composicion de la comunidad observados. Otro de
los factores que pueden regular la presencia de la comunidad microbiana en el tracto digestivo
de termitas, esta representado por las mismas condiciones fisioldgicas en los compartimentos
del tracto digestivo, como son: altos niveles de pH, produccion de lizosomas e hidrolasas que
pueden provocar la ruptura de la pared bacteriana (Daffre et al. 1994, Hultmark, 1996, Dubreuil
et al. 2001). Sin embargo, no existen estudios que relacionen estos factores que operan a nivel
fisiol6gico con factores que actiian a nivel del ambiente externo de las termitas. Estudios
futuros como el andlisis de transcriptomas o expresion diferencial de genes podrian proveer

informacion al respecto.

En cuanto a las diferencias entre las comunidades de procariontes entre los diferentes estadios
sucesionales no se observaron cambios claros en la composicion de un estadio sucesional a

otro en el gradiente, lo cual indica que algunos de los miembros de la comunidad procariotica
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del tracto digestivo de N. nigriceps se comparten entre estadios sucesionales continuos. Este
patron coincide con el patron sucesional reportado en otros estudios de comunidades
microbianas del suelo (Zhao et al. 2019, Yeager et al. 2004, Ahman et al. 2013, Williams et al.
2013, Lozano et al. 2014, Guo et al. 2016). Este patron sucesional de las comunidades
microbianas del suelo se atribuye principalmente a los cambios en la vegetacion y en las
condiciones ambientales que se presentan durante la sucesion ecologica (Heijden et al. 2018,
Hortal, 2013, Krishna, 2020), lo cual corresponde con los factores que pueden determinar la
composicion de la comunidad procaridtica en el tracto digestivo de termitas discutidos

anteriormente.

Es importante resaltar que los resultados presentados en este estudio, indican que las
comunidades microbianas asociadas al tracto digestivo de N. nigrices que se establecen a lo
largo de un gradiente sucesional, ejemplifican parte de lo que sucede en la teoria
macroecologica de la sucesion formulada a partir de estudios de plantas y animales en
diferentes ecosistemas. Esta teoria postula que los organismos pioneros (estrategas r) que se
establecen en los procesos de sucesion primaria recrean las condiciones ideales para abrir paso
al establecimiento de nuevas especies (estrategas k) (Jurburg et al. 2017, Shade et al. 2018). En
este sentido, existen estudios que han clasificado a diferentes grupos de bacterias como
estrategas k o r con base en sus caracteristicas de historia de vida y funcionales (Stenstrom et
al. 2001, van Elsas et al. 2007, Fierer et al. 2007, Maly et al. 2009). Por ejemplo, respecto a las
bacterias que habitan el suelo, las Gammaproteobacterias y Acidobacterias son reconocidas por
incluir diversas especies estrategas r de rapido crecimiento en condiciones de limitacion de
nutrientes y condiciones ambientales limitantes que pueden ser abundante en varios tipos de
suelos, mientras que las Betaproteobacterias, Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacterias
incluyen diversas especies reconocidas como estrategas k que generalmente se establecen en
sitios que presenten una mayor ventaja en termino de recursos medioambientales, mayor
disponibilidad de nutrientes, menor variacién ambiental, con poblaciones estables y mayor
ventaja competitiva en condiciones sin limitacion de recursos (Fierer et al. 2007). En este
estudio, las Gammaproteobacterias (Moraxellaceae y Pseudomonaceae) y Acidobacterias
(Micrococcaceae) fueron unos de los grupos bacterianos con mayor abundancia en el tracto
digestivo de termitas colectadas en los primeros estadios sucesionales, mientras que las
Actinobacterias y Firmicutes se presentaron en todos los estadios sucesionales. Estos dos
ultimos phyla bacterianos desempefian funciones muy importantes para los insectos al auxiliar

en la degradacion de lignocelulosa y brindar proteccion contra patogenos, por lo que no resulta
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extrailo que se encuentren asociadas al tracto digestivo de las termitas colectadas en todos los
estadios sucesionales. Por otro lado, aun cuando no existen estudios que permitan clasificar a
Fibrobacteres y Spirochaetes como estrategas k o r, es posible que estos grupos procaridticos
cuya abundancia disminuye considerablemente en los primeros estadios iniciales, representen
estrategas k que requieren condiciones fisiologicas y de disponibilidad de nutrientes especificas
para establecerse en el tracto digestivo de las termitas, lo cual explicaria los patrones de
cambios en la abundancia observados. Sin embargo, se requieren estudios futuros que analicen
cambios sucesionales en comunidades microbianas asociadas al tracto digestivo de insectos
para confirmar las tendencias encontradas y generar un marco tedrico sobre sucesion ecoldgica

en estas comunidades de microorganismos.

Finalmente, los cambios en la comunidad procariota de termitas asociados a los diferentes
estadios sucesionales pueden tener consecuencias importantes a nivel del ecosistema, que
pueden incluir una disminucién en la tasa de descomposicidn de materia orgdnica en los
estadios sucesionales iniciales, asi como la eficiencia con la que se realiza el reciclaje ecologico
y la fijacion de nitrogeno a través de los microrganismos del tracto digestivo de insectos. Estos
procesos son esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas y mantenimiento de la
biodiversidad, por lo cual es necesario considerar los resultados de estudios como el presente

en planes de conservacion y manejo de los ecosistemas.
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9. CONCLUSIONES

e A partir de la secuenciacion de la region 16S de la microbiota asociada al tracto
digestivo de N. nigriceps colectadas en parcelas con diferente estadio sucesional
(inicial, joven, avanzado y maduro), se identificaron 4,624, OTUs de los cuales 2,759
fueron asignados taxonomicamente a los Phyla: Fibrobacteres, Spirochaetes,
Firmicutes,  Bacteroidetes, = Actinobacteria, = Proteobacteria, = Acidobacteria,

Plantomycetes y Synergistetes.

e Los Phyla procarioticos identificados presentan relacion filogenética con los
principales grupos de microorganismos procarioticos reportados para termitas del

género Nasutitermes.

e [Engeneral, la diversidad alfa en cualquiera de las métricas utilizadas (nimero de OTUs,
indice de Shannon e indice de equitatividad o de Pielou, e indice de diversidad
filogenética) fue significativamente menor en los primeros estadios sucesionales
(inicial y joven) en comparacion con los estados finales del gradiente sucesional

(avanzado y bosque maduro).

e La estructura de la comunidad (diversidad ) no mostro cambios estadisticamente
significativos en la transicion de un estadio sucesional a otro, indicando un gradiente
sucesional en la composicion de la comunidad de la microbiota. Sin embargo, se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el estadio inicial y el

bosque maduro, y entre el estadio inicial y el estado avanzado.

e Spirochaetes y Fibrobacteres disminuyeron en abundancia en los primeros estadios
sucesionales (inicial y joven), mientras que las Acidobacterias y Gammaproteobacterias

aumentaron en abundancia en estos estados sucesionales.

e Estos resultados indican que existe un proceso de sucesion ecologica en la comunidad
de procariontes que residen en el tracto digestivo de termitas, y que el cambio de uso
de suelo de bosque maduro a pastizal tiene un efecto negativo sobre la diversidad de la
comunidad y sobre la abundancia de grupos procaridticos importantes para las termitas
como Fibracteres y Spirochaetes, los cuales llevan a cabo funciones ecosistémicas

importantes como degradacion de materia organica y fijacion de nitrogeno.
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