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RESUMEN

Los claros son espacios en el dosel formados por la caida de ramas grandes o
arboles que forman parte del ciclo de regeneracion natural del bosque tropical
perennifolio. En ellos ocurren una serie de cambios en las condiciones y recursos
que favorecen el recambio de las comunidades en un tiempo y espacio definido. El
estudio de la regeneracion se ha enfocado en las variaciones ambientales y cambios
en las comunidades sobre el suelo, sin embargo, poco se sabe del efecto de este
proceso en la estructura de la comunidad microbiana del suelo. El objetivo de este
trabajo fue analizar la dinamica de la biomasa de bacterias Gram™, bacterias Gram"
, actinobacterias, hongos saprotrofos, hongos micorrizégenos arbusculares y
microeucariontes en claros de distintas etapas de regeneracion. El trabajo se realizé
durante la temporada de lluvias en la Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas,
Veracruz, México. Se seleccionaron 15 claros, clasificados en tres etapas de
regeneracion, por cada claro se selecciond un sitio de dosel cerrado como
referencia. Se tomaron muestras de los primeros 20 cm del suelo, se determind la
humedad, el pH y la materia organica y se cuantificé la biomasa microbiana, a partir
de la extraccion de acidos grasos.

Se encontraron cambios en la estructura de la CMS entre las distintas etapas
de regeneracion natural, la mayor biomasa se encontr6 en los claros de
regeneracion intermedia, etapa que presentd el porcentaje mas alto de MOS, un
factor abidtico que provee energia y nutrientes disponibles para la CMS. Tanto la
humedad y la MOS se relacionaron positivamente con la biomasa de las bacterias
Gram*, bacterias Gram-, hongos saprétrofos, HMA y microeucariontes. Mientras que
las actinobacterias fueron el inico grupo que mostro relaciones negativas con todas
las variables edaficas evaluadas. Los resultados de este trabajo demuestran que la
comunidad microbiana del suelo es sensible a los cambios derivados por la apertura

de claros en el bosque tropical perennifolio.



1. INTRODUCCION

1.1. Dinamica de los bosques tropicales perennifolios

El bosque tropical perennifolio (BTP) (Rzedowski, 2006) es uno de los ecosistemas
mas diversos; concentra mas del 50% de las especies que existen en el planeta
(Dirzo et al., 2009). En México cubre menos del 11% del territorio nacional y se
distribuye en zonas intertropicales donde la disponibilidad de luz y agua son
constantes (Rzedowski, 2006). Se caracteriza por una alta producciéon y
descomposicion de la materia organica y un alto ciclaje de nutrientes (Horwath,
2015).

El BTP como cualquier otro ecosistema terrestre se compone por dos
subsistemas interrelacionados: el epigeo o superficial, que retne todo lo que esta
por encima del suelo; y, por otra parte, el subsistema hipogeo o subterrdneo que
abarca todo lo que esta debajo del suelo (Wardle et al., 2004). Ambos subsistemas
se relacionan por su entrada y salida de carbono, el intercambio de nutrientes, asi
como por las interacciones entre las raices y la biota del suelo (Wardle et al., 2004;
Kivlin y Hawkles, 2016; Coleman et al., 2018). Para ejemplificar esta interrelacion,
el subsistema epigeo aporta hojarasca que mediante un proceso de transformacién
se incorpora y forma parte de la materia organica del suelo (MOS) la cual se procesa
fisica y metabolicamente hacia distintos almacenes como resultado de la actividad
de la biota del suelo (Alvarez et al., 2003). Esto determina la disponibilidad de
nutrientes en el suelo y favorece indirectamente la productividad y el crecimiento de
las plantas (Setala y Huhta, 1991; Moore et al., 2003). Otro ejemplo lo representa la
biota del suelo, la cual que se asocia con las raices y tiene un efecto directo en la
calidad, el sentido y la direccion del flujo de energia y ciclaje de nutrientes entre
subsistemas (Wardle et al., 2004; Bardgett y Van Der Putten, 2014).

La interrelacion entre ambos subsistemas puede modificarse por disturbios
naturales, como la apertura de claros en el dosel del BTP (Yih et al., 1991; Lodge et
al., 2014). Un claro se define como un espacio en el dosel que se forma por la caida



de ramas grandes o arboles completos. Los claros forman parte del ciclo de

regeneracion natural del BTP (Denslow, 1980; Goulamousséne et al., 2017).

1.2. Regeneracion natural en el bosque tropical perennifolio

La regeneracién natural se promueve por la apertura de espacios en el dosel
conocidos como claros, en donde ocurren una serie de cambios en las condiciones
y los recursos ambientales (Chazdon y Fetcher, 1984; Denslow, 1987) que
favorecen el desarrollo de la biomasa vegetal y el establecimiento de nuevos
individuos a partir de los bancos de semillas y plantulas, este Ultimo proceso se
conoce como reclutamiento (Norden, 2014; Zuleta y Bravo, 2019). El reclutamiento
permite el dinamismo y el ensamble de nuevas comunidades vegetales que
modifican la estructura del BTP en términos de su composicién, riquezay diversidad
de especies (Zuleta y Bravo, 2019; Martinez-Ramos, 2022).

La estructura del BTP cambia conforme los arboles crecen, mueren y otros
individuos vegetales los reemplazan, a nivel regional esto forma un mosaico
compuesto por diferentes fases regenerativas que suceden de manera ciclica
(Martinez-Ramos, 1994). Las diferentes fases regenerativas pueden clasificarse
desde la apertura de un claro hasta su cierre. Dentro de esta clasificacion se
reconocen tres categorias: fase de claro, fase de construccion y fase de madurez
(Figura 1) (Brokaw, 1985; Martinez-Ramos, 1994).

La fase de claro se caracteriza por abundantes ramas y arboles caidos en el
suelo que provocan un nuevo aporte de materia organica (Alvarez-Sanchez et al.,
2002), asimismo, la mayor luz sobre el suelo asociado con la materia organica y la
constante humedad del suelo del BTP, hacen a los claros sitios con alta
disponibilidad de nutrientes (Fetcher et al., 1985; Denslow, 1987). Esto estimula una
mayor germinacion de semillas, el rebrote y desarrollo de la comunidad de plantas
(Norden, 2014; Zuleta y Bravo, 2019). Por su parte, la fase de construccion se
caracteriza por el recambio y desarrollo de las comunidades vegetales hasta el

establecimiento de arboles con largos ciclos de vida. Mientras que, en la fase de



madurez dominan los &rboles persistentes, aquellos que cierran el dosel del bosque
(Swaine y Whitmore, 1988; Whitmore, 1989; Martinez-Ramos, 1994).

Fase de construccion Fase de madurez
Recambio y desarrollo de Dominancia de arboles
comunidades vegetales con largos ciclos de vida

Fase de claro

Mayor disponibilidad de
nutrientes en el suelo Fotos tomadas por Baleon-Sepulveda, 2019

Figura 1. Fases regenerativas del bosque tropical perennifolio. La caida de arboles
y ramas provoca la apertura de claros (fase de claro), sitios abiertos caracterizados
por una mayor disponibilidad de nutrientes en el suelo, lo cual favorece el desarrollo
y rebrote de las comunidades vegetales (fase de construccion) hasta el cierre del

dosel por parte de arboles con largos ciclos de vida (fase de madurez).

1.3. Variaciones ambientales tras la apertura de un claro

La apertura de un claro tiene como consecuencia una serie de cambios ambientales,
como el incremento de los recursos luminicos, la temperatura del aire y del suelo
(Chazdon y Fetcher, 1984; Fetcher et al., 1985; Denslow, 1987). Estas variaciones



pueden provocar la disminucion de la humedad del suelo (Mark y Ashton, 1992;
Ediriweera et al., 2011). Ademas, los claros acumulan mayor materia organica en el
suelo (MOS) debido a que estan conformados por toda la biomasa vegetal caida:
troncos, ramas, y un cimulo de hojas de diferentes especies, que en conjunto forma
un sustrato heterogéneo (Alvarez-Sanchez et al., 2002; Lodge et al., 2014). El
aumento de MOS recupera la capacidad amortiguadora e incrementa el pH de
suelos acidos (Bot y Benites, 2005). Como resultado de la suma del incremento de
MOS, las constantes lluvias y las altas temperaturas del aire y del suelo, los claros
son sugeridos como espacios con alta disponibilidad de nutrientes (Denslow, 1987).
Estas condiciones también favorecen la mineralizacion de la MOS, la acidificacion
del suelo y disminuyen el pH (USDA, 2014). El conjunto de los cambios en la
estructura de la comunidad vegetal del BTP y las alteraciones espacio temporales
en las propiedades fisicas y quimicas que ocurren en el suelo pueden provocar

alteraciones en sus comunidades microbianas (Fierer, 2017).

1.4. El suelo como habitat de comunidades microbianas

Los suelos refugian la mayor diversidad microbiana (Banerjee et al., 2022). En un
gramo de suelo es posible observar cientos de virus y miembros de los tres dominios
de la vida (Fierer, 2017); en especifico, un gramo de suelo concentra de 10%°-101
bacterias (~6000-50,000 spp.) (Curtis et al., 2002; Horner-Devine et al., 2003) 200
m de hifas fangicas (Leake et al., 2004) y 107-10° particulas virales (Williamson et
al., 2005). Entre las comunidades microbianas del suelo, es comdn que sea mayor
la biomasa de bacterias y hongos en comparacion con la biomasa de protistas,
arqueas, microfauna y virus del suelo (Fierer, 2017; Bar-On et al., 2018). Sin
embargo, la abundancia de una comunidad microbiana en un momento dado puede
atribuirse a la variabilidad espacial del suelo, asi como las caracteristicas
especificas del sitio de muestreo (Fierer, 2017).

Las comunidades microbianas del suelo (CMS) son la base en el

funcionamiento, la integridad y el bienestar de todos los ecosistemas terrestres
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(O’Brien et al.,, 2016; Banerjee et al., 2022) debido a que son los principales
responsables en la descomposicion de residuos organicos, la mineralizacion de
nutrientes, la dinamica y formacioén de MOS estable, la transformaciéon y secuestro
de carbono, asi como la modificacion de la estructura del suelo (van der Heijden et
al., 2008; Schmidt et al., 2011; O’ Brien et al., 2016; Banerjee et al., 2022). Gran
parte de las actividades que realiza la CMS se deben a su diversidad enzimatica y
fisioldgica, lo cual permite que intervengan en diferentes acervos, flujos y procesos
del ecosistema, tales como los ciclos de carbono (C), nitrogeno (N), fésforo (P) y
azufre (S) (Alvarez y Naranjo, 2003; Bardgett y Van Der Putten, 2014; Banerjee et
al., 2022). Dentro de los organismos que conforman la comunidad microbiana del
suelo destacan las bacterias, hongos y otros microeucariontes (Fierer, 2017; Campo
et al., 2020).

1.4.1. Hongos del suelo

Los hongos son un grupo muy diverso de organismos eucariontes con morfologia
unicelular y multicelular (Tedersoo et al.,, 2014; Taylor y Sinsabaugh, 2015);
concentran mas de 100,000 especies descritas, sin embargo, se estima que su
diversidad supera mas del millon de especies (Blackwell, 2011). En este sentido,
describir a la composicion de hongos del suelo en términos funcionales permite
evaluar sus relaciones ecoldgicas, por esto, la comunidad fangica del suelo puede
dividirse en hongos saprotrofos de vida libre, hongos simbiontes asociados con
raices y hongos patdgenos (Chen et al., 2019).

Los hongos del suelo desempefian un papel importante en la integridad de
los ecosistemas tropicales, puesto que se asocian con la produccion,
descomposicion y secuestro de materia organica, asimismo pueden realizar la
mineralizacion y el ciclaje de nutrientes (Tedersoo et al., 2014; Taylor y Sinsabaugh,
2015; Chen et al.,, 2019). Las comunidades de hongos forman redes de hifas
filamentosas con las que pueden crecer en nuevos sustratos y transportar nutrientes

a distancias del suelo que van de los centimetros a los metros; al mismo tiempo,
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secretan enzimas capaces de penetrar hojas y raices muertas con el fin de acceder
al material organico (Chapin, 2011).

Los hongos cumplen mas funciones en el suelo, como ser patdgenos de
plantas, animales e incluso otros hongos (Moore et al., 2020), también son agentes
que modifican la estructura del suelo (Tschinkel y Seal, 2016) y en ultimo lugar, son
una fuente de alimento para la biota del suelo, en particular de la microfauna (Darby
y Neher, 2016). A pesar de su relevancia en la integridad y funcionalidad en los
ecosistemas, muchos grupos fungicos que habitan en suelos tropicales permanecen

aun desconocidos (Tedersoo et al., 2014).

1.4.1.1 Hongos saprotrofos del suelo

Los hongos saprétrofos de vida libre son un grupo caracterizado por obtener
carbono a través de la descomposicion de materia organica (Chen et al., 2019).
Tienen un papel esencial en el ecosistema por su amplia gama de procesos
metabdlicos, entre los que destacan la secrecidn de enzimas extracelulares
dirigidas a la descomposicion y la biotransformacion de restos insolubles o de alta
complejidad quimica, tales como: la lignocelulosa, hemicelulosa, pectinas, quitina y
lignina, por esta razén estos organismos son de suma importancia en el ciclaje de
nutrientes (Heredia et al., 2008; Varnai et al., 2014).

1.4.1.2 Hongos micorrizdgenos arbusculares (HMA)

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) pertenecen al subphylum
Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016; Genre et al., 2020). Los HMA forman una
asociacion con las raices; donde la planta provee carbohidratos y el hongo iones
minerales como ortofosfatos (PO4’), amonio (NH4") y nitratos (NOs’) disueltos en la
solucion acuosa del suelo (Johnson, 2010). Esta asociacion favorece la salud de las
plantas al incrementar la resistencia a patégenos e insectos herbivoros (Johnson,

2010; Smith y Read, 2010), contribuir a la formacion de agregados del suelo (Rilling
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et al., 2016), reducir la pérdida de nutrientes al ampliar la zona de intercepcion de
la raiz después de eventos de lixiviacion inducidos por la lluvia (Cavagnaro et al.,
2015). Del mismo modo, los HMA son capaces de producir celulasas que les
permiten acceder a las raices de las plantas y participar en la ruptura de la MOS
(Chapin, 2011).

1.4.2. Comunidades bacterianas del suelo

Las bacterias son organismos procariontes microscépicos (0.5 a 3 um) que pueden
formar esporas y presentar diversas formas, como esferas, barras, filamentos
curvados y helicoidales (Onyenwoke et al., 2004). Las bacterias representan el
grupo méas abundante de microorganismos en el suelo, asi como el de mayor
riqueza de especies (Curtis et al., 2002; Horner-Devine et al., 2003; Banerjee et al.,
2022).

Las comunidades bacterianas habitan en la rizosfera, en redes de hifas
fungicas y en los diferentes micro y macro ambientes del suelo (Fierer, 2017);
pueden encontrarse en modo de vida libre, en biopeliculas o asociadas a otros
organismos del suelo como las raices, hongos y fauna edafica (Chapin, 2011; Llado
etal., 2017). En conjunto, las comunidades bacterianas del suelo (CMS) contribuyen
a un rango esencial de procesos como: el ciclaje de nutrientes; la fijacion de
nitrégeno, la produccion de la hormona de crecimiento vegetal y la represion de
patdgenos vegetales (Oh et al., 2012; Llado et al., 2017).

Una clasificacién bacteriana importante es la desarrollada con base en las
diferencias morfoldgicas de la pared celular bacteriana; las bacterias con paredes
celulares externas gruesas (20-80nm) son las Gram*, mientras que las bacterias
gue tienen una pared celular mas delgada (<10nm) y una membrana externa con
multiples poros y apéndices son las Gram™ (Mai-Prochnow et al., 2016). Estas
diferencias en la envoltura celular confieren respuestas a factores externos, tales
como la disponibilidad de nutrientes y el pH (Baledn-Sepulveda, 2021). Algunos

grupos bacterianos abundantes en suelos tropicales son: Acidobacteria,
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Actinobacteria, Alphaproteobacteria y Beta/Gammaproteobacteria (Tripathi et al.,
2012; Zhou et al., 2018).

Las clases Alphaproteobacteria (a-bacteria), Betaproteobacteria (B-bacteria)
y Gammaproteobacteria (y-bacteria) pertenecen al filo Proteobacteria, son en su
mayoria bacterias de tipo Gram™ (Samac y Graham, 2007). En conjunto, son
microorganismos ubicuos con roles diversos en el suelo actuando como patégenos,
microsimbiontes o transformadores procariontes de ciclos biogeoquimicos
(Campbell et al., 2006; Swift et al., 2012). Dentro de las clases (a-bacteria y B-
bacteria) se encuentran las bacterias fijadoras de N2, conocidas colectivamente
como Rhizobia, las cuales interactian con plantas leguminosas de la familia
Fabaceae y del género Parasponia. En particular, Rhizobia induce la diferenciacion
de un nuevo 6rgano vegetal conocido como nédulo radical, en donde se convierte
el N2 en NHs3 (Wang etal., 2017; Poole et al., 2018). Rhizobia y otras bacterias Gram’
del suelo simbiontes de raices de las plantas son un grupo bacteriano muy conocido
por su préactico aislamiento y susceptibilidad a estudios genéticos (Francis et al.,
2010). Estas bacterias del suelo también pueden encontrarse en un modo de vida
libre empleando diversas fuentes de carbono y nitrégeno (Chapin et al., 2011; Poole
et al., 2018).

Por otro lado, las bacterias Gram™ del suelo asociadas a plantas son menos
conocidas y se clasifican con base en su contenido gendmico de citosina y guanina
(C+G) en dos filos, Firmicutes (bajo C+G) y Actinobacteria (alto C+G), ambos grupos
tienen representantes que llevan a cabo actividades de biocontrol, biorremediacién
0 que promueven el crecimiento vegetal (Francis et al., 2010).

El filo Actinobacteria representa uno de los grupos mas diversos de
microorganismos saprotrofos (van Bergeijk et al., 2020). Una gran parte de su ciclo
de vida ocurre como esporas en latencia, especialmente bajo nutrientes limitados
(Mayfield et al., 1972). Presentan un amplio rango de morfologias que van desde
los unicelulares cocos y bacilos, hasta las complejas formas multicelulares de los
géneros Amycolatopsis, Frankia y Streptomyces que se pueden asemejar a micelios
y habitar suelos tropicales acidos (Suela et al., 2013; Barka et al., 2016). Las

actinobacterias realizan diferentes procesos en el suelo como: la fijjacion de Nz (van
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der Heijden et al., 2008), la degradacion de lignina y otros sustratos recalcitrantes
gue forman parte del humus (Chapin et al., 2011; Anandan et al., 2016); asimismo

producen antibiéticos (Lewin et al., 2016; van Bergeijk et al., 2020).

1.4.3. Comunidades microeucariotticas del suelo

Los microeucariontes son organismos microscopicos que presentan nucleo y son
mayoritariamente unicelulares. Esta definicién excluye plantas, animales, hongos y
algas macroscopicas (Campo et al., 2020). Los microeucariontes del suelo abarcan
distintos organismos muy diminutos, pero con diversos papeles funcionales:
productores primarios (Chlorophyta y Stramenopiles); saprotrofos (hongos
unicelulares); depredadores (como los protistas Alveolata y Cercozoa); parasitos
(Nematoda) (Murase et al., 2014).

La clasificacion de microeucariontes proviene de que no todos los
eucariontes del suelo pueden ser aislados e identificados por métodos de cultivo,
por lo cual todo organismo eucarionte no especificado es asumido parte del grupo
de los microeucariontes, y han sido asignados en esta categoria tanto por el estudio
de sus acidos grasos como por métodos moleculares (Mitchell et al, 2010; Murase
et al., 2014, Shi et al., 2015; Krashevska et al., 2018).

1.5. Atributos que modifican a la comunidad microbiana del suelo

La biomasa de la comunidad microbiana del suelo (CMS) puede constituir del 1 al
3% del carbono organico del suelo, sin embargo, es a través de este pequefio
porcentaje de microorganismos donde todo el material organico que entra al suelo
debe pasar (Martens, 1995).

La estructura de la CMS se regula principalmente por factores abidticos,
como el pH, la cantidad y calidad de almacenes de MOS, asi como la disponibilidad
de agua y nutrientes en el suelo (Lauber et al., 2009; Docherty et al., 2015; Banerjee
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et al., 2022). Todos estos factores abidticos estan sujetos a los cambios espaciales
y temporales que ocurren en el ecosistema y en los diferentes habitats del suelo
(Smith et al., 2013; Shi et al., 2019; Flores et al., 2020; Banerjee et al., 2022). En el
mismo sentido, la composicion de la CMS ha sido explicada por la identidad de
especies de plantas, que con sus aportes de hojarasca o exudados de la raiz
moldean el microhabitat del suelo y modifican directa o indirectamente a la CMS
(Barberan et al., 2015; Scheibe et al., 2015; Kivlin y Hawkles, 2016). Sin embargo,
el efecto de los factores abidticos ha sido mas reportado para determinar la
estructura de la CMS (Lauber et al., 2009; Docherty et al., 2015; Fierer, 2017).

Por ejemplo, las bacterias dominan en suelos perturbados de pH neutro a
basico, con alta disponibilidad de nutrientes y bajos contenidos de MOS. Mientras
que los hongos dominan en suelos acidos menos perturbados con baja
disponibilidad de nutrientes y alto contenido de MOS (van der Heijden et al., 2008).
Por otra parte, las actinobacterias incrementan su abundancia en suelos neutros o
alcalinos ricos en materia organica y habitan en la superficie o incluso a dos metros
de profundidad (Goodfellow y Williams, 1983). El crecimiento de las actinobacterias
se favorece con bajo contenido hidrico; cuando aumenta la disponibilidad de agua
su crecimiento se ve limitado o detenido (Barka et al., 2016). Por ultimo, la estructura
de la comunidad de microeucariontes se ve regulada principalmente por el pH del
suelo (Shi et al., 2022). Sin embargo, aun falta reconocer mas factores que regulen
su composicion (Fell et al., 2006; Murase et al., 2014; Sun et al., 2014; Shi et al.,
2015).

1.5.1 Potencial de hidrégeno

El potencial de hidrégeno (pH) del suelo es un factor que regula multiples reacciones
quimicas y se vincula con la actividad metabdlica y el crecimiento de los hongos y
las bacterias del suelo (Brady y Well, 2008; Rousk y Baath, 2011; Baledn, 2017;
Peto-Barrios, 2021). El crecimiento bacteriano se encuentra favorecido en suelos

con rangos de pH neutro a basico (>7), mientras que el crecimiento fingico se
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favorece en rangos de pH &cido (4-6) (Goodfellow y Williams, 1983; van der Heijden
et al., 2008; Rousk et al., 2009).

1.5.2 Humedad en el suelo

La humedad en el suelo es un factor importante que regula el crecimiento y la
actividad enzimética de la CMS (Lovieno y Baath, 2008; Rousk y Baath, 2011). En
una escala global, la disponibilidad de agua es el mejor predictor de la biomasa
microbiana del suelo total; los ecosistemas humedos, tales como los bosques
tropicales perennifolios, tipicamente concentran enormes cantidades de biomasa
microbiana (Serna-Chavez et al., 2013). De forma local, se conoce que a mayor
porcentaje de humedad en el suelo el crecimiento bacteriano incrementa, mientras
que el efecto que tiene en el crecimiento flngico es variable (Lovieno y Baath; 2008;
Rousk y Baath, 2011).

1.5.3 Materia organica del suelo

La materia organica del suelo (MOS) es todo material proveniente de seres vivos,
el cual regresa al suelo y pasa por un proceso de degradacién (Chenu et al., 2015).
En el transcurso de formacion de la MOS, los compuestos organicos se depositan,
desintegran y se transfieren a diferentes almacenes con base en diversos factores
a nivel regional y local, tales como la estructura de la comunidad desintegradora, la
composicion y calidad quimica del material organico y los factores ambientales
(Cornwell et al., 2008). Los diferentes almacenes de C y nutrientes son
aprovechados por la CMS (Smith et al., 2014; Chenu et al., 2015, Peto, 2021).

La biomasa microbiana del suelo puede superar los 1000 kg de C por
hectarea (Fierer, 2017) cifra por la cual toda la materia organica pasa y es
transformada por la actividad de la CMS. Por este motivo la cuantificacion de la

biomasa microbiana y su identificacion a un nivel taxonémico toma importancia para
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establecer relaciones entre la comunidad microbiana del suelo y los diferentes

factores abioticos y bidticos.

1.6. Cuantificacion de la biomasa microbiana del suelo

La biomasa microbiana puede cuantificarse por métodos directos o indirectos; los
primeros reunen a los métodos microscopicos, mientras que los segundos tienen
que ver con la medicion de procesos fisioldgicos (como la respiracién) o sustancias
especificas, tales como los componentes celulares y moleculares (Martens, 1995;
Frostegard y Baath, 1996).

Uno de los métodos indirectos mas utilizados para cuantificar la biomasa
microbiana es la identificacion de acidos grasos, componentes estructurales
presentes en todas las membranas celulares de organismos procariontes y
eucariontes (Frostegard et al., 1996). En este sentido, la composiciéon quimica de
cada acido graso es identificada por cromatografia de gases, esta técnica se ha
utilizado incluso para reflejar relaciones evolutivas (Abel et al., 1963: Garcia et
al.,1996; Janse, 1997).

Los acidos grasos pueden dividirse en fosfolipidos (PLFA’s) y neutros
(NLFA'’s) (Olsson et al., 1995; Frostegard et al., 2011). Los PLFA’s se degradan
facilmente después de la muerte de la biota del suelo, por este motivo, los PLFA
representan a la CMS viable (Zelles, et al., 1999; Fernandes et al., 2013). Por otro
lado, los NLFA's sirven como reserva de energia en muchos eucariontes, entre ellos
los hongos y la microfauna del suelo (Larsen y Bagdker, 2001).

La nomenclatura de acidos grasos propuesta por la International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), establece indicar el numero de carbonos,
cantidad y posicion de los dobles enlaces (si existen), el tipo de isomeria geométrica
de los dobles enlaces (Zelles, 1999, Valenzuela, 2008). Por ejemplo, la notacién
18:0 denota un acido graso de 18 carbonos con ausencia de enlaces dobles,
mientras que 18:2 indica presencia de dos enlaces dobles. La letra griega omega

(w) se usa a menudo para indicar qué tan lejos esta un enlace doble partiendo del
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grupo metilo terminal como numero 1, esta variante en nomenclatura es conocida
como sistema w.

Se han identificado biomarcadores especificos por cada grupo funcional de
la microbiota del suelo. Por ejemplo, el acido graso neutro 16:1w5 es utilizado como
bioindicador de los HMA, debido a su abundancia en las estructuras de
almacenamiento, como esporas y vesiculas (Olsson et al., 1999; Zelles, 1999;
Fernandes et al.,, 2013; Ravnskow et al., 2020). Ademas, este acido graso se
correlaciona de manera directa con el nivel de colonizacion de la raiz (Olsson et al.,
1995; Larsen et al., 1998; Gavito et al., 2003). En el caso de los hongos saprotrofos,
se ha utlizado el marcador 18:2w6 para la caracterizacion de este grupo
(Frostegard y Baath, 1996; Larsen et al., 1998; Zelles, 1999; Krashevska et al.,
2018; Wang et al., 2019). En el caso de las bacterias, la utilizacion de biomarcadores
es mas diversa, para las bacterias Gram™ se han ocupado los marcadores 16:0 20H,
17:0 ciclo y 19:0w8, mientras que para las bacterias Gram* se han utilizado los
acidos grasos 13:0 i; 14:0 i; 15:0i; 15:0a; 16:0i; 16:0a; 17:0i; 17:0a (Fernandes et al.,
2013; Tejada et al., 2015; Cycon, et al., 2016; Krashevska et al., 2018; Liu et al.,
2019; Wang et al., 2019; Flores et al., 2020). Para el caso de las actinobacterias
algunos de los marcadores para su identificacion son los 17:010-me; 18:010-me;
18:1w7cll-me (Cycon, et al., 2016; Liu et al., 2019; Wang et al., 2019; Flores et al.,
2020). Por ultimo, para la identificacion de microeucariontes se utiliza el marcador
20:4w6,9,12,15 (Krashevska et al., 2018).

El estudio de los acidos grasos que caracterizan a los microorganismos del
suelo permite establecer relaciones de cambio en esta comunidad a diferentes
escalas de tiempo y espacio, por lo que resultan una herramienta util para el estudio
de la comunidad hipogea en procesos dinamicos como la regeneracion natural en

bosques tropicales.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Analizar la estructura de la comunidad microbiana del suelo en claros en distintas

etapas de regeneracion natural.

2.2. Objetivos particulares

% Determinar la estructura de la comunidad microbiana del suelo en claros de
distintas etapas de regeneracion natural del BTP.

% Describir los cambios en el pH, la humedad y la materia organica del suelo tras
la apertura de claros y su relacién con la biomasa microbiana del suelo.

+ Relacionar la biomasa por grupo funcional del suelo en funcion de la etapa de

regeneracion y sus factores abidticos.

3. HIPOTESIS

En los claros ocurren una serie de cambios en las condiciones y los recursos del

suelo que pueden modificar la comunidad microbiana del suelo (CMS), por lo tanto:

1. Labiomasa de la CMS se incrementara conforme avance la regeneracion en
claros; los claros de apertura reciente tendran menor biomasa de la CMS y
sera predominantemente de la comunidad bacteriana, puesto que son
microorganismos que dominan en suelos perturbados con pH neutro o basico
y con bajo contenido de MOS; por su parte, los claros de mayor tiempo de
regeneracion tendran mayor biomasa de la CMS, en donde también se
registrard un incremento de la biomasa fangica, ya que estos organismos

dominan en suelos acidos de menor grado de perturbacion.
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2. El pH sera un factor regulador de la biomasa microbiana del suelo. En los
claros de apertura reciente se incrementara el pH puesto que el aumento de
materia organica (MO) recupera la capacidad amortiguadora e incrementa el
pH de suelos &cidos, esto tendrd un efecto positivo sobre la biomasa
bacteriana; mientras que, en los claros de mayor tiempo de regeneracion, el
efecto acumulado de la lluvia y la elevada temperatura habra intensificado
los procesos de lixiviacion y mineralizacion de la MO, en consecuencia, se
acidificara y disminuira el pH del suelo, lo cual tendrd un efecto favorable
para la biomasa de la comunidad de hongos.

3. La humedad sera un factor regulador de la biomasa microbiana del suelo.
Los claros de apertura reciente tendrdn menor humedad del suelo, puesto
que la alta incidencia luminica y la elevada temperatura del suelo favorecen
la evaporacion del suelo, esto tendra un efecto negativo con la CMS y
disminuird su biomasa; mientras que, los claros de mayor tiempo de
regeneracion tendran mas humedad del suelo debido a que se reduce la
temperatura del suelo; a mayor disponibilidad de agua en el suelo
incrementara la biomasa de la CMS.

4. La materia organica del suelo (MOS) sera un factor regulador de la biomasa
de la CMS. Los claros de apertura reciente tendran menor MOS puesto que
la materia organica esta acumulada en forma de hojarasca y adn no es
incorporada al suelo, esto resultara en una menor biomasa de la CMS;
mientras que, los claros de mayor tiempo de regeneracion contendran mayor
MOS puesto que habra sido procesada y transformada por la actividad
metabdlica de la biota del suelo, lo cual incrementara la biomasa de la CMS.
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4. METODO

4.1. Sitio de estudio

La zona de estudio es en la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas (EBTLT) que
pertenece al Instituto de Biologia de la UNAM. Las coordenadas geograficas son:
95° 04" —95° 09" de longitud oeste y a 18° 34" — 18° 36" de latitud norte en la porcion
suroeste del estado de Veracruz (IBUNAM, 2017).

4.1.1. Clima

El clima de la region es calido-humedo Am(f), con una temperatura media anual
méaxima de 27.3°C y minima de 21.5°C y una precipitacion media anual de més de
4,500 mm (IBUNAM, 2017). Llueve durante todo el afio, pero se logra distinguir una
época humeda que se extiende de junio a febrero y una seca entre marzo y mayo
(Figura 2), el mes mas seco es abril y los mas lluviosos van desde julio hasta

noviembre (Guevara et al., 1999).

Durante los meses de septiembre a febrero ocurre un desplazamiento de
masas de aire frio provenientes del norte que “cargan” humedad a su paso por el
Golfo de México (IBUNAM, 2017). Los vientos resultantes, conocidos localmente
como “nortes”, se desplazan a velocidades de hasta 80 a 100 km/h y aportan cerca

del 15% de la precipitacion anual (Guevara et al., 1999).
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Figura 2. Diagrama ombrotérmico. Datos obtenidos de la Estacion Climatoldgica de
la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas, 1996-2015. La linea roja representa la

temperatura y la linea azul la precipitacion (Tomado de Baledn-Sepulveda, 2021).

4.1.2. Vegetacion

La Estaciébn se encuentra inmersa en un mosaico antrépico, sin embargo, la
vegetacion dominante dentro de su nucleo sigue siendo bosque tropical perennifolio
(Rzedowski, 2006), también conocido como selva alta perennifolia (Miranda y
Hernandez-X, 1963). En esta region se han reportado 940 especies, 543 géneros y
137 familias, siendo los géneros mas abundantes Epidendrum (16 especies), Ficus
(15), Piper (13), Eupatorium (11), y Psychotria (11), en donde se logran identificar
distintas formas de crecimiento vegetal, tales como arboles, herbaceas, epifitas,

lianas, trepadoras, arbustos y parasitas (Ibarra y Sinaca, 1995).
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4.1.3. Suelo

El macizo volcanico de Los Tuxtlas consta de un relieve de grandes llanuras y
abundantes pantanos de origen fluvial, también alberga 276 estructuras formadas
por erupciones volcanicas (Coll de Hurtado, 1970). Los suelos dominantes en las
partes altas de La Estacion son los andisoles y los alfisoles representan a las partes
mas bajas; el sustrato geoldgico de estos suelos estd constituido por rocas
basalticas y andesiticas mezcladas con cenizas volcanicas. Los suelos originados
de ceniza volcanica presentan alto contenido de materia organica en capas
superficiales (5 a 20%), concentraciones de nitrégeno total de 0.2 a 0.7%, valores
de pH de 4 a 6.5 (Flores et al., 1999). Entre los afloramientos de materiales
volcanicos se encuentran rocas sedimentarias, como calizas, arcillas y areniscas
(Salvador-Flores, 1971).

4.2. Disefio experimental

Se seleccionaron 15 claros dentro de La Estacion de Biologia Tropical (Figura 3).
Los claros se clasificaron en tres etapas de regeneracion con base en criterios
observados en campo. La seleccion de los sitios se realizd bajo la asesoria del

parataxénomo Praxedis Sinaca Colin.

a) 5 claros de apertura reciente (CR) (<5 afios): mayor apertura del dosel e
incidencia de luz; abundante materia organica acumulada en el suelo;
individuos de especies de plantas en estadios tempranos de desarrollo.

b) 5 claros de regeneracion intermedia (Cl) (€10 afios): moderada apertura
del dosel e incidencia de luz; menor materia organica acumulada en
suelo; mayor desarrollo en las especies de plantas.

c) 5 claros de mayor tiempo de regeneracion (CM) (<15 afos): menor
apertura del dosel y disponibilidad de luz; menor materia organica

acumulada; mayor desarrollo en las especies de plantas.
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Figura 3. Sitios de estudio en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” (EBTLT), Veracruz. Los circulos morados
corresponden a claros de apertura reciente (R), los amarillos a claros de regeneracion intermedia (1) y los azules a claros

de mayor tiempo de regeneracion (M) (modificado de Baleon-Sepulveda, 2021).
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El muestreo se realiz6 en septiembre de 2020 correspondiente a la
temporada de lluvias. Cada etapa de regeneracion se representd por cinco claros,
por cada claro se seleccion6 un sitio de dosel cerrado (bosque maduro) a una
distancia de aproximadamente 50 m para usarlo como referencia. En el centro de
ambos se marcé un cuadro de 5m x 5m. En la diagonal del cuadro se tomaron
muestras del suelo en tres puntos equidistantes de los primeros 20 cm de
profundidad, las 90 muestras se almacenaron en bolsas herméticas para después
pasarlas por un tamiz con abertura de malla de 2mm, esto con el objetivo de retirar
raices, rocas y romper agregados del suelo, posteriormente fueron refrigeradas,
trasladadas y analizadas en el Laboratorio Nacional de Innovacion Ecotecnoldgica
para la Sustentabilidad (LANIES).

4.3 Determinacion de variables del suelo

4.3.1 Humedad del suelo

La humedad del suelo es la cantidad de agua por volumen de suelo que hay en un
area. La medicion de la humedad se realizé gravimétricamente, lo cual consiste en
registrar el peso de las muestras de suelo antes y después de un proceso de
secado, el resultado obtenido es conocido como la concentracion de humedad, que
es representado como el porcentaje de peso del agua (%Wagua) (S.U et al., 2014).

4.3.2 Materia organica del suelo
El andlisis del porcentaje de materia orgéanica del suelo se llevo a cabo por el método
de oxidacion de Walkey y Black (1947).

4.3.3 pH
El pH del suelo expresa la concentracion de iones [H*] en la solucion del suelo. Esta

se midio a través de un potenciometro.
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4.3.4 Extraccion y cuantificacion de acidos grasos de la CMS

Las muestras del suelo fueron liofilizadas y pulverizadas para posteriormente
determinar los &cidos grasos de bacterias Gram*, bacterias Gram-, actinobacterias,
hongos saprotrofos, hongos micorrizogenos arbuasculares (HMA) y microeucariontes
(Tabla 2) a partir de 3 g de suelo mediante de la técnica de fraccionamiento de
lipidos (neutros y fosfolipidos) modificada por Frostegard et al. (1993) la cual consta

de cuatro etapas:

1. Extraccion de acidos grasos del suelo (Bligh y Dyer 1959; White et al, 1979;
Frostegard et al 1993). Durante esta etapa se emplea una mezcla monoféasica
de cloroformo: metanol: buffer de citrato en las muestras de suelo, que lisa a

las células y extrae distintos tipos de grasas, entre ellos los acidos grasos.

2. Fraccionamiento de lipidos (King et al., 1977; Kates, 1986). Se emplean
disolventes con diferente polaridad para obtener distintas fracciones de
lipidos. Los lipidos neutros se colectan con cloroformo, los glicolipidos se
extraen con acetona y la fraccién polar de fosfolipidos (PLFA’s) se obtienen

con metanol.

3. Metandlisis alcalina. Se realiza para obtener una mezcla de los ésteres de
acidos grasos. Los ésteres son facilmente identificables a través de la
cromatografia de gases. En esta etapa se afiaden 100 microlitros de estandar
interno 19:0 (0.25 pg/pl), el cual es un acido graso sintetizado artificialmente
que sirve como base para estimar la concentracion (nmolesg™) de otros

marcadores.
4. Cromatografia de gases. La determinacion y cuantificacion de acidos grasos

se realiz6 en un cromatografo de gases CG HP6890, se utiliz6 N como gas

acarreador, se utilizé una columna empacada ultra 2HP, Los acidos grasos
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se identifican con base en su tiempo de retencidn con relacion al estandar

interno (std) 19:0 utilizando el software de identificaciéon MIDI (Tabla 2).

Tabla 2. Biomarcadores de acidos grasos por grupo taxonémico (Frostegard y
Baath, 1996; Larsen et al., 1998; Zelles, 1999; Mitchell et al., 2010; Ruess y
Chamberlain, 2010; Fernandes et al., 2013; Tejada et al., 2015; Cycon, et al., 2016;
Krashevska et al., 2018: Liu et al., 2019; Wang et al., 2019; Flores et al., 2020;
Ravnskov, et al., 2020).

Grupo funcional Fraccion lipidica Marcadores
Bacterias Gram* Fraccion 13:0i; 14:0i; 15:0i; 15:0a;
fosfolipidica PLFA 16:0i; 16:0 a; 17:0i; 17:0a
Bacterias Gram" Fraccién PLFA cy17:0, 16:0 20H, cy19:0 w8c
Actinobacterias Fraccion PLFA 17:0 10-Me; 18:0 10-Me; 18:1

w7c 11-methyl

Hongos Fraccidn neutra 16:1w5c
micorrizégenos NLFA
arbusculares (HMA)

Hongos Fraccion PLFA 18:3w6bec (6,9,12); 18:1w9c;
Saproétrofos 18:2w6
Microeucariontes Fraccion PLFA 20:4w6,9, 12, 15

Para cada acido graso se calcul6 su abundancia relativa a través de la siguiente
relacion:

% area del acido graso
% area del pico del std.

Abundancia relativa = (

Donde:

std = estandar interno
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Una vez obtenida la abundancia relativa de cada acido graso se procedio a calcular
su biomasa o concentracién absoluta por gramo de suelo (nmoles g*) con base en

el siguiente factor de conversion:

abundancia relativa xcantidad del std. ,Volumen de Cloformo

)(

Biomasa = ( )= nmolesg*

Peso molecular del std g de la muestra

4 .4. Andlisis de datos

Para determinar diferencias entre las etapas de regeneracion se evallo la
distribucion de la biomasa de cada grupo funcional de la CMS aplicando la prueba
de Shapiro Wilk utilizando la funcion Shapiro.test de la paqueteria basic. Al no
cumplir el supuesto de normalidad, se uso6 estadistica no paramétrica. Se empled la
prueba de Kruskal-Wallis mediante la funcién kruskal.test de la paqueteria basic
(p<0.05). Para determinar las diferencias significativas en la biomasa de cada grupo
funcional entre las etapas de regeneracion se usé la prueba Post hoc de los rangos
con signo de Wilcoxon, mediante la funcion pairwise.wilcox.test de la paqueteria
agricolae.

Con el objetivo de comparar la biomasa promedio de la CMS entre coberturas
se evallo la distribucién de los datos con la funcion Shapiro.test. Al cumplir el
supuesto de normalidad, se realizdé una prueba de Anova mediante la funcién aov

de la paqueteria basic con un nivel de significancia de p<0.05.

Para determinar la relacion entre los grupos funcionales con las variables de
pH, humedad y materia organica del suelo se realiz6 una matriz de correlacién
multiple y pruebas de correlacion de Spearman de la biomasa de mediante la
funcién cor de la paqueteria corrplot. Se ocupdé la funcion rcorr de la paqueteria
basic, para generar los valores de p de las correlaciones de Spearman.

Finalmente, para determinar la relacion entre la composicion de la CMS y las
propiedades fisicas y quimicas del suelo evaluadas, se realizd un analisis

multivariado de redundancia mediante la funcion rda de la paqueteria vegan.
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Todos los analisis estadisticos se realizaron con el Software R version 4.0.4

(R Development Core Team, 2021).

5. RESULTADOS

5.1. Biomasa de la comunidad microbiana del suelo

La biomasa promedio mas alta de la CMS se encontro en los claros de regeneracion
intermedia y en los sitios de referencia, mientras que la menor se encontro en los
claros de apertura reciente. La mayor contribucién promedio a la biomasa fue la del
grupo de las bacterias Gram*, seguido de las bacterias Gram-, las actinobacterias,
los HMA, los hongos saproétrofos y la menor contribucién de biomasa fue del grupo
de los microeucariontes (Figura 4). No se encontraron diferencias significativas en

la biomasa de la CMS entre los claros es distintas etapas de regeneracion (p>0.05).

5.2. Biomasa por grupo funcional

La biomasa de todos los grupos funcionales suelo fue mayor en los claros de
regeneracion intermedia (Figura 5). A continuacion, se describe la dinamica de
biomasa por grupo de microorganismos:

La biomasa de las bacterias Gram* (X?= 12.369, df= 3, p=0.006; Figura 5a),
las actinobacterias (X?= 13.766, df= 3, p=0.003; Figura 5c), los HMA (X?= 16.223,
df= 3, p=0.001; Figura 5d) y los hongos saprétrofos (X?= 11.384, df= 3, p=0.009;
Figura 5e), fue mayor en los claros intermedios y en los claros de mayor tiempo de
regeneracion. Asi, la menor biomasa de estos grupos se encontro en los claros de
apertura reciente. La biomasa de las bacterias Gram™ fue mayor en los claros de
regeneracion intermedia y los sitios de referencia (X2= 10.613, df= 3, p=0.014). La
menor biomasa de las bacterias Gram™ se encontr6 en los claros recientes (Figura
5b). La biomasa de los microeucariontes (X?= 7.634, df= 3, p=0.005) fue mayor en
los claros de regeneracion intermedia. La menor biomasa de los microeucariontes
se encontro en los claros de apertura reciente. La biomasa de los microeucariontes
en los claros de mayor tiempo de regeneracion no fue diferente a la biomasa de

claros de apertura recientes y regeneracion intermedia (Figura 5f).
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Figura 4. Contribucién promedio de la biomasa correspondiente a la CMS en claros de diferentes etapas de regeneracion
natural. CR: claros de apertura reciente; Cl: claros de regeneracion intermedia; CM: claros de mayor tiempo de regeneraciéon
y en los sitios de referencia, no se presentaron diferencias significativas (p >0.05).
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Figura 5. Biomasa por grupo taxondmico, a) bacterias Gram*, b) bacterias Gram-, c¢) actinobacterias, d) HMA, e) hongos
saprotrofos, f) microeucariontes. Los colores representan los distintos estados de regeneracién: claros de apertura reciente
(morado); claros de regeneracion intermedia (amarillo); claros de mayor tiempo de regeneracion (azul); sitios de referencia
(verde). Las letras distintas indican diferencias significativas con base en la prueba Post hoc de los rangos con signos de
Wilcoxon (p<0.05)
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5.3. Correlaciones

La matriz de correlaciones multiple (Figura 6) mostré coeficientes de correlacion de
Spearman (rs) bajos. La humedad y la MOS tuvieron relaciones positivas con todos
los grupos de la CMS, excepto con las actinobacterias, cuyas relaciones fueron
negativas. Por otro lado, el pH presento relaciones negativas con todos los grupos

de microbiota del suelo.

08

pH MOS  Gram* Gram-  Actinobac. Sapro. Microeu.
Humedad 0.|> O.B 0.@ O.D @8 0. g} 0. Q 0. L? 04
p=0.02 p=0.02 p=0.04 55
@@zs (s @, (hr o .ﬂos o
p=0.03  p=0.002 p=0.03 p=0.03 02

04
Mos ho 0.
06
p=0.01  p=0.0003 p=0.0007 = p=0.01

Figura 6. Matriz de correlacion de la biomasa por grupo taxonémico con la materia
organica del suelo (MOS), pH y humedad. La intensidad del color en la matriz indica
la fuerza en la relacion, los colores rojos indican relaciones negativas, mientras que
los colores azules muestran relaciones positivas. Los nimeros en las gréficas de
pastel son los coeficientes de correlacion de Spearman (rs), debajo se encuentran
los valores de p de las relaciones que fueron significativas. Algunos grupos
microbianos se encuentran abreviados: actinobacterias (Actinobac.), hongos
micorrizogenos  arbusculares  (HMA), hongos  saprotrofos  (Sapro.),

microeucariontes (Microeu.).

La biomasa de las actinobacterias se relaciond negativamente con el
porcentaje de humedad en el suelo, el pH y con el porcentaje de MOS (Figura 7).
Por otra parte, la biomasa de los hongos saprotrofos se relacion6 positivamente
con el porcentaje de humedad del suelo; mientras que, la biomasa de las bacterias
Gram" se relacion6 positivamente con el porcentaje de materia organica del suelo
(MOS) (Figura 8).

33



a)

Biomasa {(nmaoles g

4 0E
3.5E
3.0E
2.5E
2.0E
1.5E
1.0E

5.0E-

-09
-09
-09
-09
-09
-09
-09

10

0.0E+00

[ =]

m

CRe Cl CM @ R @
4 0E-08
] b] ~ . "
: 3.5E-08 ™
. ® 3.0E-09 - “
* - . &
& " 25E-08 »® » »
L ]
] 2 DE-09
» L ]
oF ¥ =
m 1.5E-09
Cetg N 1.0E-09
® 5.0E-10 @
0.0E+00
30 35 40 45 50 55 57 58 6.1 6.3 6.5 6.7 G.9
Humedad del suelo (%) pH (H*)
4 0E-09
L ]
c) 35E-09 |g “
g 0E-09 L L ]
E ) .
£ 25E-09 . . .?
E LI
E Z2.0E-09 .
m
@ 1.5E-08 *e %
E ot o o B & o
S qoe00 | * eefs
21
5.0E-10 -
0.0E+00
35 5 [ 95 11.5 135 155 17.5
MOS (%)

Figura 7. Relaciones negativas de las actinobacterias con el porcentaje de humedad del suelo (r=-0.28, p=0.022; Figura

7a), el pH (r=-0.38, p=0.009; Figura 7b) y el porcentaje de materia organica del suelo (MOS) (r=-0.22, p=0.014; Figura 7c).

Los colores representan las distintas etapas de regeneracion. morado: claros de apertura reciente, amarillo: claros de

regeneracion intermedia, azul: claros de mayor tiempo de regeneracion; verde: sitios de referencia
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Figura 8. Correlacién positiva de la biomasa de hongos saprétrofos y el porcentaje de humedad del suelo (r=0.26, p=0.84).
Relacion positiva de la biomasa de bacterias Gram™ y el porcentaje de materia organica del suelo (MOS) (r=0.45, p=0.78).
Los colores representan las distintas etapas de regeneracion. morado: claros de apertura reciente, amarillo: claros de

regeneracion intermedia, azul: claros de mayor tiempo de regeneracion; verde: sitios de referencia.
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5.4. Analisis Multivariado de Redundancia (RDA)

La variacion explicada por los dos primeros ejes del andlisis de redundancia (RDA)
es de 25.47% (Tabla 3). El eje 1 explica el 22.69% y el eje 2 explica el 2.78% de la
variacion total. En el caso del primer eje, no se encontrd ninguna variable del suelo
asociada, pero si a todos los grupos taxbnomicos de microorganismos, a excepcion
de las actinobacterias. Para el segundo eje, el pH y el porcentaje de humedad

contribuyeron a explicar la variacion de los datos de manera positiva.

Tabla 3. Valores propios y porcentaje acumulativo de variacion en los dos primeros

ejes para las propiedades fisicas del suelo y los marcadores de la CMS.

Ejel Eje 2
Valores propios 1.36 0.16
Porcentaje de variacion acumulativo 22.69 25.47
% Humedad -0.44 0.75
% MOS -0.65 0.66
pH 0.44 0.81
Gram* -0.83 0.009
Gram- -1.11 0.017
Actinobacterias -0.13 -0.66
HMA -0.81 -0.15
Hongos saproétrofos -1.10 0.03
Microeucariontes -0.65 0.22

En el analisis de redundancia no es posible identificar una tendencia clara de
agrupacion para los claros con base en su etapa de regeneracion (Figura 10). Sin
embargo, los sitios que corresponden a los claros de apertura reciente mostraron
una tendencia de agrupacion en el primer cuadrante, donde el aumento de pH es la
propiedad que explica mas la variacion. Los sitios de referencia se agruparon en su
mayoria en el cuarto cuadrante, en donde se encuentran los valores mas bajos para

todas las variables de suelo.
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Figura 10. Andlisis de redundancia que muestra la biomasa de los grupos funcionales (vectores rojos) y las propiedades del
suelo (vectores negros), Los colores representan las distintas etapas de regeneracion. morado: claros de apertura reciente,

amarillo: claros de regeneracion intermedia, azul: claros de mayor tiempo de regeneracion; verde: sitios de referencia.
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6. DISCUSION

6.1. Cambios en los factores abioticos tras la apertura de claros

La estructura de la comunidad microbiana del suelo estd sujeta a los cambios
espaciales y temporales de un ecosistema (Smith et al., 2013; Smith et al., 2014;
Flores et al., 2020). En este trabajo se encontraron cambios en los factores abioticos
y en la estructura de la CMS en claros de distintas etapas en regeneracion natural
durante la temporada de lluvias.

Entre los factores abioticos esta el pH del suelo, el cual se considera el
principal regulador de la estructura de las comunidades bacterianas, fungicas y
microeucarioticas (Brady y Well, 2008; Rousk y Baath, 2011; Shi et al., 2022). Para
esta variable se esperaba encontrar valores basicos tras la apertura de claros,
puesto que el aumento de materia organica del suelo (MOS) recupera la capacidad
amortiguadora del suelo e incrementa el pH de suelos acidos (Bot y Benites, 2005).
Mientras que, al avanzar la regeneracion, el pH disminuiria producto de la
temperatura elevada y la lluvia constante que intensifican los procesos de lixiviacion
y mineralizacién de la MOS, lo cual acidifica el suelo (USDA, 2014). Esta hipotesis
no se cumplio, sin embargo, los claros de apertura reciente tuvieron un pH acido
mas alto (6.34) en comparacion con las demas etapas de regeneracion.

Otro factor abidtico fue la humedad del suelo, se esperaba que esta variable
disminuyera tras la apertura de claros, puesto que la sombra generada por el follaje
superior de los estratos arboreos en un dosel cerrado mantiene la humedad en la
superficie a pesar de su evapotranspiracion (Mark y Ashton, 1992; Ediriweera et al.,
2011), sin embargo, la humedad del suelo fue mayor en los claros de apertura
reciente, lo cual puede deberse a una menor carga de transpiracion vegetal
(Denslow, 1987). En suelos tropicales, el tamafio de los claros se relaciona con el
secado del suelo; a mayor tamafio de un claro se favorece la pérdida de agua por
evaporacion, mientras que en un claro pequefio, la extraccion hidrica se da por

transpiracion vegetal (Marthews et al., 2008).
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Finalmente, se esperaba encontrar los valores mas altos de MOS en los
claros de apertura reciente, debido a que la suma de la biomasa vegetal caida
(Alvarez-Sanchez et al., 2002; Lodge et al., 2014), el aumento de la humedad y la
temperatura del suelo favorecen la degradacion de los residuos vegetales (Lal et
al., 2015). Sin embargo, los valores mas altos de MOS se encontraron en los claros
de regeneracion intermedia, lo cual puede indicar que la MOS acumulada sobre el

suelo se incorpora de forma gradual antes de pasar al almacén de MOS activa.

6.2. Cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo

La menor biomasa de la CMS se encontré en los claros de apertura reciente, esto
puede deberse a que fueron los sitios de mayor humedad y temperatura del suelo
(Denslow, 1987), lo cual estimula la evaporacion del suelo, en consecuencia,
aumenta la disrupcion fisica de agregados del suelo y la lisis celular microbiana por
choque osmdtico, esto afecta negativamente la composicion de la comunidad
microbiana del suelo (Chowdhury et al., 2011; Burns et al., 2013). Los suelos
rehumedecidos presentan mayor MOS disponible (Fierer y Schimel, 2002), la cual
se incorpora paulatinamente en diferentes almacenes activos (Lal et al., 2015). Con
el tiempo la incorporaciéon de la MOS favorece el incremento en la biomasa de la
CMS (Smith et al., 2014), esto podria explicar porque la mayor biomasa se
concentrd en los claros de regeneracion intermedia, puesto que presentaron los
valores mas altos de MOS. Por otro lado, la menor biomasa de la CMS en claros de
mayor tiempo de regeneracién puede deberse a que estos sitios reducen los
almacenes activos de MOS (Lal et al., 2015).

La biomasa de las bacterias Gram* y Gram- se relaciond positivamente con
la MOS. En este sentido, la mayor biomasa de ambos grupos se encontré en los
claros de regeneracion intermedia, etapa que concentro el valor mas alto de MOS
(8.83%) (Tabla 4). Esto coincide con estudios previos en donde el incremento en la
biomasa bacteriana esta relacionado con mayor disponibilidad de nutrientes vy
almacenes de MOS activos (Smith et al., 2014; Fabian et al., 2017). Las bacterias

Gram™ y Gram* (incluidas las actinobacterias), son organismos que pueden
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adaptarse a distintos modos de vida y poseer cierta plasticidad en su actividad
metabdlica que les permite asimilar y tolerar distintos recursos y condiciones
ambientales en tiempos relativamente cortos (Schmidt et al., 2007; Anandan et al.,
2016). Por otro lado, la biomasa de las bacterias Gram* y Gram™ se relaciond
positivamente con la humedad del suelo, esta variable tuvo sus valores méas altos
en los claros de regeneracion reciente e intermedia, de modo que la humedad
encontrada en etapas de regeneracion tempranas puede jugar un papel critico en
la modificacion de la estructura de la CMS (Serna-Chavez et al., 2013).

En el caso de las actinobacterias fueron el Unico grupo que presento
relaciones negativas con todos los factores abioticos evaluados. Se esperaba que
su biomasa incrementara con la humedad del suelo, sin embargo, el crecimiento de
las actinobacterias disminuye o se limita con la mayor disponibilidad de agua (Barka
et al., 2016). También se esperaba que su biomasa se relacionara de forma débil y
negativa con el pH del suelo, puesto que algunos géneros han sido reportados en
suelos acidos (Suela et al., 2013), Por este motivo, tiene mayor peso la hipétesis
que plantea el incremento y la abundancia de actinobacterias a valores de pH
neutros o alcalinos (Goodfellow y Williams, 1983).

En resumen, toda la biomasa bacteriana mostré una relacién negativa con el
pH del suelo, lo cual puede deberse principalmente a que el pH mostré Unicamente
valores acidos con un rango (£ 6.34) que no es 6ptimo para el crecimiento
bacteriano, ya que esta comunidad tiene afinidad hacia el pH basico o neutro
(Goodfellow y Williams, 1983; van der Heijden et al., 2008; Rousk et al., 2009).

Por otro lado, la menor biomasa de hongos saproétrofos y los HMA en lo claros
de apertura reciente puede deberse a que estos sitios presentaron los valores mas
altos de pH (los disturbios pueden aumentar el fésforo disponible) lo cual disminuye
la abundancia de estos dos grupos (Rousk y Baath, 2011; Shi et al., 2019). Los
hongos habitan en suelos acidos con un rango de pH de 4-6 (Brady y Well, 2008;
Peto, 2021), que les permite hacer uso de su maquinaria enzimatica, la cual es
capaz de romper toda clase de compuestos provenientes de las plantas (Kellner y
Vandenbol, 2010; Datta, et al., 2017). En este sentido la biomasa de ambos grupos

fue mayor en claros de intermedia y mayor regeneracion los cuales tuvieron los
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valores méas acidos de pH. En otro sentido, los claros de regeneracion intermedia
tuvieron mayor MOS, la cual promueve la tasa de crecimiento del micelio externo
de los HMA (Chapin et al., 2011) e incrementan su biomasa. En términos ecoldgicos,
los hongos poseen una ventaja competitiva en el aprovechamiento y degradacion
de la MOS puesto que transportan fosforo y nitrégeno adn en entornos con baja
concentracion de nutrientes en comparacion con las bacterias. (Chapin et al., 2011).

Por dltimo, la biomasa de los microeucariontes se relaciond positivamente
con la MOS y la humedad del suelo. Mientras que el pH mostré una débil relacién
negativa con la biomasa de este grupo. De manera general, se considera que el pH
es el principal factor abiotico que regula la estructura de este grupo (Wu et al., 2011;
Shi et al., 2022). Sin embargo, durante este estudio no tuvo un efecto importante, lo
que indica la importancia de explorar estas relaciones puesto que aln son poco
conocidos los atributos que modifican la estructura de esta comunidad (Murase et
al.,, 2014). También se debe considerar que los microeucariontes son
microorganismos que presentan una enorme diversidad no solo en términos de su
composicion, sino también funcional y metabdlica.

En este estudio, las relaciones entre los factores abidticos y la biomasa de la
CMS coinciden con la investigaciéon de Flores y colaboradores (2020), donde
concluyen que el pH no es un factor determinante para explicar la variacion de la
comunidad de hongos, bacterias y protistas que habitan el BTP durante la
temporada de luvias; en este sentido, cuando hay mayor disponibilidad de agua en
el suelo del BTP, los factores abi6ticos mas relevantes son la MOS, los nitratos y
los fosfatos (Flores et al., 2020).

El analisis multivariado de redundancia explicé una baja variacién entre sus
factores. Sin embargo, se encontrd una tendencia de agrupamiento en los claros de
apertura reciente explicada principalmente por el pH. Por otro lado, los claros de
intermedia y mayor regeneracion se agruparon mayormente entre la humedad y la
MOS, ambos factores se asociaron positivamente con biomasa de toda la CMS (con
excepcion de actinobacterias); por lo que, a mayor disponibilidad de agua y

nutrientes en el suelo, la biomasa de estos grupos incrementa.
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Perspectivas

Analizar a la dindmica de la comunidad microbiana en suelos (CMS) tropicales es
un fendmeno multifactorial que debe integrar la variacion en los factores abioticos y
bidticos En este estudio se determiné la estructura de la CMS en funcion de los
cambios en el pH, la humedad y la MOS durante la temporada de lluvias del BTP.
Los estudios indican que los factores abidticos son los de mayor importancia para
determinar la estructura de la CMS, sin embargo, cada vez es mas evidente la
necesidad de integrar en este tipo de evaluaciones las interacciones biéticas, por lo
gue seria una contribucion interesante en el futuro considerar factores edaficos y

vegetales, asi como también sus variaciones espacio temporales.

7. CONCLUSIONES

La composicién de la CMS a nivel de grupo taxondmico mostré cambios a lo largo
de las distintas etapas de regeneracion durante la temporada de lluvias del BTP.
La biomasa de bacterias Gram*, bacterias Gram-, hongos saprotrofos, HMA
y microeucariontes se relaciond positivamente con la humedad y la materia organica
del suelo (MOS).
Las actinobacterias fueron el inico grupo que presenté relaciones negativas con
las variables edaficas evaluadas (pH, la humedad y la MOS) puesto que abundan

en suelos alcalinos o neutros con menor disponibilidad de agua.
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9. ANEXOS

Tabla 4. Valores promedio de las propiedades fisicas y quimicas en los claros de
distintas etapas de regeneracion: CR: claros de apertura reciente, Cl: claros de
regeneracion intermedia, CM: claros de mayor tiempo de regeneracion y sitios de

referencia (bosque maduro). Se muestra el promedio y la desviacion estandar.

Sitio Humedad pH MOS
(%) (H) (%)
CR 37.11 6.08 6.02
CR 32.56 6.54 7.49
CR 33.98 6.34 8.46
CR 37.36 6.31 9.55
CR 40.28 6.45 8.45
X CR 36.26 + 3.04 6.34 +0.17 7.99 +1.32
Cl 31.97 6.14 7.71
Cl 35.81 6.43 12.20
] 36.26 6.00 5.88
Cl 39.10 6.45 11.69
] 34.23 5.88 6.65
X CI 35.48 + 2.63 6.18 + 0.25 8.83 + 2.93
CM 33.18 6.03 5.64
CM 33.01 5.64 6.86
CM 37.19 6.05 8.50
CM 33.05 6.24 5.45
CM 32.08 5.98 4.10
X CcU 33.70 + 2.00 5.99 + 0.22 6.11 + 1.66
R 35.49 6.47 7.89
R 34.29 6.40 8.39
R 34.35 5.94 6.90
R 33.39 5.97 7.37
R 34.23 5.98 7.63
XR 34.35+ 1.43 6.15+0.30 7.64+1.18
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Tabla 5. Atributos generales de los claros en diferentes etapas de regeneracion.

Claros de apertura reciente (CR); claros de regeneracion intermedia (Cl); claros de

mayor tiempo de regeneracion (CM).

Etapa Area Altitud Orientacion  Pendiente Vegetacion
(m?  (ms.n.m) ) ©)
CR 78.25 246 205 35 Astrocaryum mexicanum, Guarea glabra,
Psychotria chiapensis y Vitis tiliifolia
Abundancia de Pleuranthodendron lindenii,
CR 310.22 272 327 80 Astrocaryum mexicanum con Chamaedora
pinnatifrons y Polypodium sp.
Abundancia de Omphalea oleifera
CR 85.67 297 340 70 Astrocaryum, Chamaedorea pinnatifrons, Costus
Scaber y Omphalea oleifera
Abundancia de Rhodospatha, Polypodium y
Licaria
CR 93.74 211 279 25 Astrocaryum, Cecropia, Heliocarpus,
Spatiphyllum, Spondias
CR 235.62 323 275 70 Astrocaryum, Calatola, Crecopia, Hampea,
Licaria, Philodendron, Piper.
Cl 155.82 207 100 70 Astrocaryum,
Abundancia de Dieffenbachia, Myriocarpa,
Polypodium, Pseudolmedia, Rodosphata
Cl 526.39 306 270 73.7 Cecropia, Cymbopetallum, Licaria, Neurolaena,
Paullinia, Trophis, Verbesina
Cl 382.02 234 253 10 Cecropia, Chamaedora, Inga, Pterocarpus,
Siparuna
Cl 95.72 273 315 50 Astrocaryum, Cecropia, Chamaedorea, Faramea.
Abundancia de Dendropanas, Polypodium,
Trophis, Poulsenia
Cl 107.13 205 160 60 Astrocaryum, Chamaedorea, Trichilia.
CM 220.34 186 95 30 Astrocaryum, Faramea, Spathiphyllum, Swartzia.
CM 290.28 194 320 40 Astrocaryum, Poulsenia, Swartzia, Trichilia,
Trophis.
CM 284.79 197 40 10 Astrocaryum, Heliconia, Myriocarpa
CM 115.08 202 285 30 Astrocaryum, Brosimum, Psychotria.
CM 422.70 199 298 60 Astrocaryum, Bactris, Casearia, Koanophyllon,
Poulsenia, Psychotria
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