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RESUMEN

En un ecosistema altamente diverso y prioritario para la conservación, como el

Bosque Mesófilo de Montaña, el análisis de la diversidad de microeucariontes

edáficos (ej. algas, protistas, nemátodos y microartrópodos), nos brinda información

sobre la estabilidad y productividad del sitio, ya que la estructura de la comunidad

afecta directa e indirectamente los flujos de materia y energía en el sistema. En este

trabajo empleamos la técnica de metabarcoding para la identificación simultánea de

múltiples taxones de microeucariontes a partir de una muestra de ADN ambiental,

utilizando la región ITS1 como código de barras. Calculamos la diversidad alfa (α)

(Índices de Simpson y Shannon) y beta (β) (Índice de Jaccard y Bray-Curtis), y a

partir de un CCA (Análisis de Correspondencias Canónicas) identificamos la relación

entre variables abióticas del suelo y la diversidad comparando diferentes

microhábitats naturales. Identificamos 87 ISVs (variantes de secuencia inferida) de

protistas, 35 de microfauna y 16 de algas. Dentro de los animales, los nemátodos

fueron el grupo dominante, dentro de las algas dominaron las Chlorophytas y en

Protista no se observó dominancia de ningún grupo dada la alta diversidad. El

carbono orgánico disuelto, la actividad de enzimas degradadoras de carbono y el pH

fueron los factores abióticos más importantes para determinar la estructura de la

comunidad. Comparando los diferentes microhábitats, encontramos una diversidad

beta alta, ya que son pocas las especies cosmopolitas y observamos especies

exclusivas de cada uno. Nuestros resultados, además de aportar información al

repositorio de secuencias y listados de diversidad edáfica, pretenden incentivar

futuros estudios dirigidos a cada uno de los taxones aquí descritos.
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ABSTRACT

In a highly diverse and priority ecosystem for conservation, such as the Cloudy

Mountain Forest, the analysis of the diversity of edaphic microeukaryotes (eg algae,

protists, nematodes and microarthropods), provides us with information on the

stability and productivity of the site, since that the structure of the community directly

and indirectly affects the flows of matter and energy in the system. In this work we

use the metabarcoding technique for the simultaneous identification of multiple

microeukaryotic taxa from an environmental DNA sample, using the ITS1 region as

barcode. We calculated the alpha (α) (Simpson and Shannon indices) and beta (β)

(Jaccard and Bray-Curtis index) diversity, and from a CCA (Canonical

Correspondence Analysis) we identified the relationship between abiotic variables of

the soil and the diversity by comparing different natural microhabitats. We identified

87 ISVs (inferred sequence variants) from protists, 35 from microfauna, and 16 from

algae. Within the animals, the nematodes were the dominant group, within the algae

the Chlorophytas dominated and in Protista, no group dominance was achieved

given the high diversity. The available carbon, the activity of carbon degrading

enzymes and the pH were the most important abiotic factors to determine the

community structure. Comparing the different microhabitats, we found a high beta

diversity, since there are few cosmopolitan species and we observed exclusive

species of each one. Our results, in addition to providing information to the repository

of sequences and diversity lists, are intended to encourage future studies directed at

each of the taxa described here.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Diversidad microbiana en el suelo, función e importancia

Los suelos son sistemas complejos, compuestos por materiales minerales

erosionados, materia orgánica derivada de tejidos animales y vegetales, y una

comunidad biótica diversa conformada por bacterias, algas, actinomicetos, hongos,

protozoarios e invertebrados terrestres (Coleman et al., 2004; Wall et al., 2012).

Cada uno de los elementos de esta comunidad, lleva a cabo procesos importantes

que no solo afectan la estructura física y química del suelo, sino también determinan

el establecimiento y desarrollo de la productividad primaria en ecosistemas

terrestres (Dighton, 1997).

Los hongos y las bacterias son los grupos dominantes, en cuanto a biomasa (~95

%) (Condron et al., 2010), número de especies y actividad metabólica en la mayoría

de los suelos, y son reconocidos como los mayores descomponedores de materia

orgánica (Bardgett, 2005; Hättenschwiler et al., 2005; Meidute et al., 2008). Por ello,

gran parte de los estudios sobre descomposición y diversidad del suelo se enfocan

en estos grupos microbianos (Bardgett, 2005; Geisen et al., 2019).

No obstante, otros miembros de la comunidad edáfica como lo son algas, protistas,

nemátodos, rotíferos y microartrópodos, denominados como microeucariontes

(Jacquiod et al., 2016), también participan en los procesos del suelo, tales como la

degradación de materia orgánica y el ciclo de nutrientes, de manera directa e

indirecta (Hättenschwiler et al., 2005, Jacquiod et al., 2016). Por ejemplo,

nemátodos, rotíferos y protistas, regulan las poblaciones de hongos y bacterias al

depredarlas, ocasionando cambios en la composición y actividad de estos

microorganismos, afectando de manera indirecta el proceso de descomposición, el

recambio de nutrientes y las interacciones planta-microbiota (Bonkowski, 2004;

Thakur & Geisen, 2019). Por otro lado, alrededor del 60% de los nutrientes ingeridos

por estos microeucariontes son excretados en el suelo, teniendo un efecto directo

en el ciclo de nutrientes (Bardgett & Griffiths 1997, Hättenschwiler et al., 2005;

Bardgett, 2005).
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Los microartrópodos consumen, fragmentan y procesan la materia orgánica que

entra el sistema, facilitando su futura descomposición. Además, al desplazarse no

solo modifican la estructura física del microhábitat, alterando las condiciones

microambientales y creando nichos para los microorganismos, también, transportan

de manera pasiva a bacterias, hongos y sus propágulos, favoreciendo la

colonización en nuevos sitios (Hättenschwiler, 2005; Scheu et al., 2005). Este grupo

incluye a los ácaros y colémbolos como elementos dominantes, ya que representan

el 95% del total de microartrópodos del suelo. Los principales órdenes de ácaros

que se han reportado dentro de la fauna edáfica son Oribatida, Mesostigmata,

Prostigmata y Astigmata (Bardgett, 2005) y, al igual que los colémbolos, tienen

diferentes adaptaciones para vivir en una amplia variedad de estratos del suelo

(Bardgett & Griffiths,1997; Coleman & Wall, 2007).

El rol principal de los protistas es como depredadores, aproximadamente consumen

un 60% de la biomasa microbiana en suelos. A través de la depredación, los

protistas controlan el tamaño y la composición de las comunidades microbianas y

liberan nutrientes al suelo (Bardgett & Griffiths, 1997). Los grupos de protistas más

abundantes en suelos son Amoebozoa, Alveolata y Rhizaria (Stefan et al., 2014;

Geisen et al., 2015; Dupont et al., 2016; Wu et al., 2022).

En cuanto a las algas, además de su importante rol en la productividad primaria del

sistema, participan en la incorporación de carbono y nitrógeno en las primeras

etapas de formación del suelo y sirven como alimento para otros microeucariontes

(Thorn & Lynch, 2007). En sistemas edáficos es común encontrar algas del grupo

Archaeplastida (glaucofitas, rodofitas, clorofitas y estreptofitas) y protistas

fotosintéticos de los grupos Excavata, Rhizaria, Chromista y Alveolata (Friedl &

Rybalka, 2012; Jacquiod et al., 2016).

El análisis de la diversidad de microeucariontes edáficos, nos brinda información

sobre la estabilidad y productividad del sitio, ya que la estructura de la comunidad

afecta directa e indirectamente los flujos de materia y energía en el sistema

(Hättenschwiler et al., 2005; Srivastava et al., 2009; Upadhyayula et al., 2019).

Adicionalmente, estudiar las diferencias funcionales entre las especies de la

comunidad es útil para inferir la presencia de interacciones positivas (ej. facilitación),

negativas (ej. depredación) o neutras (ej. partición de recursos) y si existe sinergia
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entre las especies para promover el ciclo de nutrientes (Heemsbergen et al., 2004;

Gessner et al., 2010).

Como ejemplo de una interacción sinérgica en la comunidad edáfica, a través de la

liberación de amonio al suelo y la depredación de grupos competidores, la presencia

de la amoeba bacteriofaga Acanthamoeba castellanii favorece el aumento en

abundancia y actividad de bacterias nitrificantes (ie. especies del género Nitrospira),

lo que a su vez, favorece la concentración de nitrógeno en el suelo que es

aprovechado por las plantas (Rosenberg et al., 2009). Por otro lado, a través del

transporte de microorganismos, los nemátodos bacteriofagos promueven el ingreso

de bacterias a la rizósfera que favorecen el crecimiento de las plantas (Kimpinski &

Sturz, 1996). Finalmente, a través de la depredación selectiva de hongos (ej.

hongos saprobios, patógenos o micorrizas), ácaros y colémbolos, influyen de

manera indirecta en los procesos de descomposición de materia orgánica, la

disponibilidad de nutrientes en el suelo y afectan la interacción planta-hongo (Thakur

& Geisen, 2019).

1.2 Ensamblaje de las comunidades de microeucariontes en el suelo

Una de las características principales del suelo es su alta heterogeneidad en

diferentes escalas (Bardgett, 2005). Comparando la abundancia y riqueza de ácaros

oribátidos, colémbolos y nemátodos, esta resultó mayor en suelos heterogéneos en

su estructura física (escala de centímetros) que en suelos homogéneos (Nielsen et

al., 2010; Wehner et al., 2016). En ácaros mesostigmados no se observó diferencia,

probablemente porque a esa escala la heterogeneidad no es significativa (Nielsen et

al., 2010). Esto sugiere que el impacto de la heterogeneidad depende del organismo

y la escala en la que se desenvuelve.

A escalas mayores, la heterogeneidad en suelos forestales está determinada por la

hojarasca, y parches de microhábitats como musgos, líquenes, troncos, entre otros.

Cada microhábitat tiene condiciones abióticas y bióticas particulares que moldean la

composición de las especies de microeucariontes (Bardgett, 2005; Wehner et al.,

2016). Wehner y colaboradores (2016) analizaron la especialización de ácaros

oribátidos a diferentes sustratos. Encontraron que existe mayor riqueza en parches

10



de musgo que en parches de corteza de árbol y hojarasca. Describen también, que

las especies de los subórdenes Enarthronota y Mixonomata son generalistas y se

comparten entre los diferentes sustratos (ej. musgo, liquen, césped, hojarasca),

mientras que, la comunidad en la corteza de árbol es muy específica y se conforma

por especies del suborden Brachypylina.

El efecto de la heterogeneidad deriva en el cambio de las condiciones abióticas del

suelo que determinan la presencia y abundancia de las especies. Por ejemplo, la

actividad de los protistas y nemátodos se limita a los espacios porosos del suelo

donde se almacena el agua, ya que dependen de este elemento para la locomoción

y alimentación. Otras variables como el pH también influyen en la composición y

abundancia de especies, Šalamún et al. (2014) encontraron que diferentes grupos

tróficos de nemátodos presentan diferentes grados de tolerancia a pH alcalinos. Así

mismo, Hågvar y Abrahamsen (1990) reportan que el pH influye significativamente

en el éxito de colonización de colémbolos y ácaros, describiendo que existen

especies acidófilas y calciófilas en ambos grupos. Dado que el pH está

correlacionado con otros factores como el contenido de nitrógeno y otros nutrientes,

la tasa de descomposición y el perfil del suelo, es importante describir estas

variables a la par (Hågvar & Abrahamsen, 1980).

Así como la comunidad de microeucariontes afecta directa e indirectamente el

desarrollo de las plantas, la composición vegetal influye en las interacciones de los

microeucariontes a través de la liberación de exudados que atraen bacterias y

hongos a la rizósfera, generando hotspots de recursos para la microfauna edáfica; la

producción de materia orgánica de distintas calidades (ie. composición química y

estructura física asociada con los rasgos foliares de cada especie) que sirve como

alimento para la microfauna saprobia y la modificación de las condiciones

microclimáticas de bajo del dosel y la hojarasca (Bonkowski, 2004; Hättenschwiler et

al., 2005; Van der Wal et al., 2012). Dado que estos efectos varían según la especie

vegetal, varios estudios han concluido que comunidades diversas de flora sustentan

comunidades de microeucariontes filogenéticamente diversas (Salamon et al., 2004;

St. John et al., 2006).
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1.3 Bosque Mesófilo de Montaña

El Bosque Mesófilo de Montaña (BMM) es un ecosistema que, a pesar de su

extensión restringida (1% del territorio mexicano) y distribución fragmentada (aislada

en montañas a altitudes de entre 600 y 3,500 msnm), alberga una inmensa riqueza

de especies. Tan sólo hablando de plantas, en el BMM se encuentra un 10% de la

riqueza florística de México, y aproximadamente el 30% de estas especies son

endémicas del ecosistema (Rzedowski, 1996; Bubb et al., 2004). En cuanto a la

diversidad edáfica, en el BMM se han registrado 594 especies de macromicetos,

107 ascomicetos y 29 hongos conidiales microscópicos (Chacón & Medel, 1993;

Heredia et al., 2004; Medel, 2013), mientras que de bacterias se destaca la

presencia de los géneros Lactobacillus, Prevotella, Streptomyces, Arthrobacter,

Pseudomonas, Staphylococcus y Bacillus (Reverchon et al., 2019; Cruz-Narváez et

al., 2021; Álvarez-López, 2021). La mayoría de hongos y bacterias son especies

saprobias que son favorecidas por la acumulación de materia orgánica y la alta

humedad típica de estos ecosistemas (Fierros et al., 2000; Heredia et al., 2004;

Medel, 2013; Cruz-Narváez et al., 2021).

El BMM se caracteriza por neblinas frecuentes, que mantienen una humedad

atmosférica constante; relieves accidentados en laderas pronunciadas y cañadas en

donde se retiene la humedad proveniente del mar (barlovento); un clima templado

húmedo con lluvias todo el año; baja luminosidad y la convergencia de especies

boreales y neotropicales. La temperatura media anual va de 0 a 35 °C con una

precipitación media anual de entre 1,000 y 6,000 mm. Estos bosques crecen en

suelos ácidos y ricos en materia orgánica, del tipo andosol, litosol, regosol, acrisol y

cambisol (Gual-Díaz & Rendón-Correa, 2014).

Por sus características abióticas y su gran biodiversidad, el BMM ofrece diversos

servicios ecosistémicos como son el aprovisionamiento de recursos forestales (leña,

maderas), alimentos, fibras naturales y remedios medicinales; regulación de la

calidad del aire y el clima, captura y filtración del agua; mantenimiento de los ciclos

biogeoquímicos y el suelo, conservación de la biodiversidad y acervos genéticos, y

finalmente, ofrece atractivos de belleza paisajística y espacios recreativos

(CONABIO, 2010).
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Es un ecosistema vulnerable al cambio climático ya que se rige por la humedad y

baja insolación, y sus principales amenazas son la tala clandestina, incendios y el

cambio de uso de suelo para agricultura, ganadería y desarrollo urbano. Por la

continua perturbación y destrucción, aunado a su lenta regeneración natural, estos

bosques han sido reconocidos a nivel mundial como prioritarios para la

conservación ya que cumplen un papel muy importante en los ciclos hidrológicos y

son hotspots de biodiversidad (Bubb et al., 2004; FAO, 2006; CONABIO, 2010).

2. ANTECEDENTES

2.1 Técnicas de secuenciación masiva de amplicones para estudiar a los
microeucariontes: metabarcoding del ITS1 como marcador genético

Metabarcoding es la técnica de identificación simultánea de múltiples taxones a

partir de una muestra de ADN ambiental. El uso de esta técnica presenta varias

ventajas, por ejemplo, la identificación taxonómica de los organismos es mucho más

eficiente a diferencia de las metodologías tradicionales (ej. colecta de ejemplares o

crecimiento en medios de cultivo), ya que no se necesita un conocimiento previo

sobre el grupo ni involucra la extracción, manipulación y descripción de los

organismos, además de que logra detectar especies no cultivables. Así mismo, a

través del metabarcoding, se puede determinar la abundancia relativa de los

organismos, se incrementa la velocidad y precisión en la identificación de especies

con una alta resolución taxonómica y aumenta la posibilidad de detectar especies

crípticas y especies raras (Hamilton et al., 2009; Drummond et al. 2015; Ruppert et

al., 2019; Lin et al., 2020).

Para realizar metabarcoding, una vez que se extrae el ADN de la muestra

ambiental, se amplifica un gen o una región conocida del ADN que servirá como

"código de barras" para la identificación de los organismos. Esta secuencia debe ser

corta, variable entre especies, especie-específica y universal en el grupo o grupos

de interés (Ruppert et al., 2019; Padilla-García et al., 2021).

En los organismos eucariotas, el principal locus ribosómico se compone de tres

genes codificantes altamente conservados, el 18S, 5.8S y 28S, y dos fragmentos

espaciadores no codificantes de rápida evolución, el ITS1 (entre 18S y 5.8S) y el
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ITS2 (entre 5.8S y 28S) (Fig. 1) (Navajas & Fenton, 2000; Noge et al., 2005;

Satyanarayana et al., 2019). Particularmente, las secuencias de la región ITS

cuentan con múltiples copias dentro del genoma nuclear y, al ser no codificantes, no

se encuentran sujetas a la presión de selección, por lo que pueden rápidamente

acumular mutaciones generando variación entre genomas de organismos de la

misma especie y entre especies distintas (Cruickshank, 2002; Coleman, 2007;

Litaker et al., 2007; Lear et al., 2018).

Fig. 1. Esquema del grupo de genes ribosómicos eucarióticos.

La región ITS completa (ITS1, 5.8S e ITS2) resulta demasiado larga (ej. 450-700 pb

para hongos) para su secuenciación en plataformas de pirosecuenciación o Illumina.

Además, tomando en cuenta que, en muestras de ADN ambiental se pueden

amplificar miles de secuencias de diferentes grupos, resulta más eficiente trabajar

con regiones cortas de fácil manejo por lo que muchos autores eligen analizar

solamente la subregión ITS1 o la ITS2 (Bellemain et al., 2010; Monard et al., 2013;

Yang et al., 2018, van Elsas et al., 2019). Así mismo, para búsquedas de secuencias

similares en BLAST, es recomendable utilizar sólo uno de los espaciadores en lugar

de la región completa, ya que, el algoritmo de BLAST da preferencia a la búsqueda

de secuencias similares al componente conservado (5.8S) más que a las regiones

variables, por lo que puede provocar asignaciones erróneas (Bengtsson-Palme et

al., 2013).

En los últimos años, la región ITS1 ha sido propuesta como marcador genético para

identificar y clasificar especies eucariotas, así como para la reconstrucción

filogenética de éstas (Noge et al., 2005; Gou et al., 2012; Bengtsson-Palme et al.,

2013; Wang et al., 2014; Tendersoo & Anslan, 2019). Esto debido a que es una

región corta, con múltiples copias en el genoma, (lo que facilita su detección y

amplificación por PCR y especialmente en muestras ambientales donde la cantidad

de ADN presente es baja), y con genes colindantes altamente conservados, (lo que

permite el uso de cebadores universales (Navajas & Fenton, 2000; Coleman, 2003;
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Yao et al., 2010; Bellemain et al., 2010; Monard et al., 2013; Anslan & Tedersoo,

2015). Se ha observado, que el ITS1 presenta una tasa de mutación ligeramente

más rápida que ITS2, por lo que posee una variación mayor en longitud, contenido

de GC y presencia de polimorfismos (Monard et al., 2013; Yang et al., 2018). Esta

variación puede ser muy conveniente para distinguir entre especies eucariotas muy

cercanas o crípticas e incluso entre poblaciones de la misma especie (Köhsler et al.,

2006; Créach et al., 2006; Li et al., 2011). Es por ello, que diversos estudios de

metabarcoding han probado la eficacia del ITS1 para identificar especies de

animales, plantas, hongos y protistas (ej. oomicetos, cloraracniófitos, algas,

dinoflagelados y diatomeas) (Coleman & Mai, 1997; Litaker et al., 2007; Gou et al.

2012; Sapkota & Nicolaisen, 2015).

En un estudio multi-taxa, Wang y colaboradores (2014) compararon las

características y eficiencia tanto del ITS1 como del ITS2 para identificar especies,

utilizando secuencias de hongos, plantas y animales. Concluyen que el ITS1 tiene

un poder de discriminación entre especies mayor que el ITS2; con el ITS1 se

identificaron entre el 70.2 y 100% de las secuencias evaluadas mientras que, con el

ITS2, solo el 68.8-96.5% de las secuencias fueron asignadas correctamente.

Adicionalmente, sus resultados muestran que la variación interespecífica supera a la

variación intraespecífica y que el ITS1 presenta un contenido de GC (guanina y

citosina) menor al ITS2, lo que representa un efecto positivo para la amplificación de

esta región (Wang et al., 2014).

De igual forma, Gou y colaboradores (2012) compararon la eficiencia de ocho

marcadores moleculares para determinar especies del orden Piroplasma

(Apicomplexa, Protista). El marcador ITS1, mostró una eficiencia del 100% para la

identificación a nivel género y un promedio de 84% a nivel especie. Así mismo, junto

con el marcador ITS2, mostraron los valores más altos de variación entre especies.

En cuanto a la utilidad del ITS1 para identificar especies de Oomycetes, Sapkota y

Nicolaisen (2015) realizaron su secuenciación a partir de muestras de suelo

agrícola. Como resultado, muestran que el 95% de las secuencias fueron asignadas

a Oomycetes de los géneros Pythium, Aphanomyces, Peronospora, Saprolegnia y

Phytophthora, demostrando que ITS1 es un código de barras potencialmente útil

para este grupo de protistas.
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También ha sido demostrada la utilidad de ITS1 para identificar especies de

dinoflagelados (Moniz & Kaczmarska, 2010; Stern et al., 2012). Un ejemplo es el

trabajo de Litaker y colaboradores (2007), donde se determinaron las distancias

intra e interespecíficas en 81 especies. Cabe destacar que los autores reportan que

las distancias entre especies van de 0.0303 a 0.734 (donde las distancias mayores

a 0.04 indican especies diferentes y 0-0.0206 indica individuos de la misma especie)

(Litaker et al., 2007).

A diferencia de las regiones de ADN mitocondrial y plástido (ej. matK, rbcL, trnL),

comúnmente utilizados como identificadores para barcoding en plantas, el ITS tiene

una tasa de sustitución rápida, generando variación potencial para mejorar la

resolución de los taxones en estudios filogenéticos (Lear et al., 2018). Dentro del

grupo de algas Chlorophytas, Coleman y Mai (1997) secuenciaron ITS1 y 2 de 40

algas para resolver las relaciones filogenéticas del género Chlamydomonas, no

obstante, con ese análisis lograron, además, identificar secuencias no nombradas o

asignadas equivocadamente dentro del genBank y construir las relaciones

filogenéticas del orden Volvocales.

En ácaros del orden Mesostigmata, el ITS1 se ha empleado para identificar nuevas

especies y establecer sus relaciones filogenéticas con especies similares (Niogret et

al., 2007) y comparar especies cercanas e incluso descubrir especies crípticas

(Navajas et al., 1999).

A pesar de que el ITS1 ha sido probado en varios grupos eucariotas, su uso se ha

enfocado particularmente en hongos, por lo que el cuerpo de secuencias de

referencia para microeucariontes edáficos disponibles en los repositorios,

necesarias para la asignación taxonómica, es limitado y representa un área que vale

la pena ampliar (Tedersoo et al., 2016; Geisen et al., 2019; Ruppert et al., 2019).

2.2 Microeucariontes edáficos de los bosques mesófilos de montaña en
México

2.2.1 Protistas

Los estudios en México sobre protistas son, en su mayoría, de carácter

taxonómico-descriptivo, basados en la observación a través de microscopía (óptica,
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fotónica y electrónica) e identificación morfológica con ayuda de claves, así mismo,

la mayoría se enfocan en protistas colectados en sistemas acuáticos (ej. lagos

salobres, ecosistemas marinos y dulceacuícolas, estanques de agua en las urbes).

De las 146 especies de protistas flagelados heterótrofos (Rhizaria, Stramenopiles y

Excavata) descritas para México, 54 son de vida libre y solo cuatro han sido

aisladas en suelos y tres en hojarasca (Mayén-Estrada et al., 2014b); en cuanto a

protistas ciliados, 959 han sido descritas, 266 de vida libre y 25 encontradas en el

suelo (Mayén-Estrada et al., 2014a). Finalmente, para los grupos de protistas

amébidos (Amebozoa, Rhizaria y Excavata) están reportadas 315 especies de vida

libre (Gallegos-Neyra et al., 2014).

Aún cuando los protistas son organismos cosmopolitas, altamente diversos y

desempeñan un papel muy importante en las redes tróficas del suelo; por su

tamaño, la falta de bibliografía sistemática y la poca cantidad de trabajos

genéticos/moleculares, la escasez de registros de especies edáficas en México

continúa vigente (Gallegos-Neyra et al., 2014).

Específicamente, para el estado de Oaxaca se han reportado únicamente seis

especies de flagelados heterótrofos, 28 amébidos y no se cuenta con ningún

registro de ciliados, a pesar de que se identifican ambientes potencialmente

favorables para el establecimiento de diversos taxa. Cabe mencionar que la mayoría

de las especies descritas han sido aisladas de ambientes acuáticos o han sido

reportadas como patógenos, la diversidad en el suelo no ha sido caracterizada aún

(Gallegos-Neyra et al., 2014; Mayén-Estrada et al., 2014a; Mayén-Estrada et al.,

2014b).

2.2.2 Microfauna

En México se han realizado diversos estudios sobre la microfauna edáfica, haciendo

énfasis en la influencia de ésta en las propiedades del suelo, su papel en el proceso

de descomposición de la materia orgánica y la promoción de la fertilidad del suelo,

distribución de taxa particulares en diferentes ecosistemas, así como la

comparación de comunidades entre ecosistemas, estaciones, tipos de manejo y

estados sucesionales. No obstante, todos estos trabajos utilizan una metodología de

extracción directa de organismos, que posteriormente son preservados,
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identificados y cuantificados en laboratorio con ayuda de microscopio y

estereoscopio, claves taxonómicas basadas en rasgos morfológicos y el apoyo de

taxónomos calificados.

Entre los estudios de caracterización de las comunidades de microfauna edáfica en

Bosque Mesófilo de Montaña en México, destacan los siguientes.

Parada-Barrera (1987) describió la diversidad de entomofauna del suelo en el BMM

de la Sierra de Manantlán, Jalisco. Identificó a los organismos a nivel familia,

determinó su abundancia y calculó las proporciones tróficas de la comunidad. Los

órdenes que logró caracterizar fueron Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera,

Collembola, Diptera, Orthoptera, Blattodea, Homoptera y Dermaptera (ordenados de

mayor a menor abundancia), siendo Coleoptera, Diptera y Hemiptera los más

diversos. Así mismo, encontró que los depredadores (47.1%) y degradadores

(47.7%) se encuentran casi en la misma proporción, mientras que los fitófagos son

el grupo menos representado (5.2 %).

Morón-Ríos y Huerta-Lwanga (2006) compararon la comunidad de la macrofauna

del suelo entre un BMM con uso forestal y un BMM prístino en el cerro Huitepec,

Chiapas. Encontraron que los órdenes más abundantes fueron Chilopoda, y

Diplopoda, y la subclase Oligochaeta; en ambos bosques y lograron caracterizar

órdenes como Coleoptera, Hymenoptera, Orthoptera, Chilopoda, Diploda, Isopoda,

Dermaptera, Diptera y Oligochaeta, así como miembros de la clase Arachnida.

Además, reportan que los depredadores y descomponedores son los grupos tróficos

más abundantes.

De la Rosa y Negrete-Yankelevich (2012) analizaron la diversidad de invertebrados

del suelo comparando pastizales, bosque secundario y BMM maduro en la reserva

La Cortadura, Coatepec, Veracruz. Para el BMM maduro se identificaron

organismos pertenecientes a los grupos de Acari, Aranea, Chilopoda, Coleoptera,

Collembola, Diplura, Diplopoda, Hemiptera, Hymenoptera y Enchytraeida, siendo los

coleópteros (adultos y larvas), quilópodos, diplópodos e himenópteros aquellos con

mayor densidad.

Por medio de muestreo directos (aspirador, tamices y pinzas) e indirectos (trampas

con cebo, embudo Berlesse), Beltrán-Villanueva y colaboradores (2016) realizaron
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un listado de artrópodos edáficos del BMM en Xicotepec de Juárez, Puebla. El

orden más diverso que encontraron fue Coleoptera, seguido de Hemiptera y

Orthoptera.

En el estado de Oaxaca, Bernal Rojas y colaboradores (2009) describen cambios en

la comunidad de colémbolos y ácaros oribátidos entre el BMM, una plantación de

café y un acahual. Identificaron 26 especies de ácaros y 27 de colémbolos en el

BMM.

2.2.3 Algas

Para México se tienen reportadas 2,702 especies de algas, 1,600 de ecosistemas

marinos y 1,102 de agua dulce (Pedroche et al., 1993). Cabe mencionar que las

algas son un grupo polifilético que comprende bacterias (ej. Cianobacterias),

protistas (ej. Pyrrophyta, Chromophyta y Euglenophyta) y plantas (ej. Chlorophyta,

Rhodophyta y Glaucophyta) (González, 1987; van Elsas et al., 2019). Para fines de

este trabajo, bajo el término alga, se hace referencia a las algas pertenecientes

únicamente a Plantae.

A nivel estatal, en Oaxaca la mayoría de especies de algas reportadas son de

hábitats marinos, bentónicos, dulceacuícolas o forman parte del  fitoplancton.

Pedroche y colaboradores (1993), con base en la revisión de la literatura, reportan

una riqueza de 10 especies de clorofitas y 23 rodofitas marinas, así como 38

especies de clorofitas de agua dulce en Oaxaca. En otro estudio sobre macroalgas

marinas de la costa, León-Tejera y González-González (1993) reportan 41 especies

de clorofitas, destacando especies de los géneros Enteromorpha, Ulva y

Chaetomorpha como los de mayor rango de distribución, y 99 rodofitas con

miembros de los géneros Jania, Hypnea, Tayloriella y Gelidium. Finalmente, en el

listado de fitoplancton y microbentos del Pacífico, Oaxaca cuenta con 6 especies de

clorofitas planctónicas descritas (Torres-Ariño et al., 2019).

Hasta el momento, para Oaxaca, los únicos registros de algas terrestres que se

tienen provienen del listado de Flora del Valle de Tehuacán-Cuicatlán (Novelo, 2012)

en donde se describen ejemplares de los géneros Chlamydomonas, Chlorella,

Cladophora y Rhizoclonium (Chlorophyta) colectados en muestras de suelo
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húmedo. Así pues, no existe ningún estudio descriptivo de algas edáficas para el

BMM en esta región.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la importancia de los microeucariontes dentro de los ciclos de nutrientes, el

desarrollo de las especies vegetales y las interacciones de la comunidad edáfica, el

estudio de su diversidad y los factores que la determinan es crucial para generar

una visión integral de los procesos que propician el funcionamiento del ecosistema.

Con este conocimiento, será posible generar planes de conservación y restauración

más eficientes para el Bosque Mesófilo de Montaña, un ecosistema altamente

diverso y amenazado en nuestro país.

A la fecha no existe un estudio multi-taxa que analice la diversidad de

microeucariontes del suelo en el BMM de Oaxaca. Con este trabajo se pretende

contribuir, a través del análisis genético de ADN ambiental, al conocimiento de la

diversidad de microeucariontes que aún no se han registrado dentro de la fauna

edáfica del estado, así mismo podemos comparar nuestro resultados de diversidad

con los resultados reportados con metodología de extracción directa.

Además de aportar información al repositorio de secuencias de diversidad edáfica,

pretendemos evaluar la eficacia de este método en la caracterización de la

comunidad de microeucariontes del suelo en México, particularmente para el BMM.

Los resultados serán preliminares y pretenden incentivar futuros estudios dirigidos

de manera particular a cada uno de los taxones que logremos describir.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Describir la diversidad y estructura de las comunidades de microeucariontes del

suelo en un Bosque Mesófilo de Montaña mediante el análisis del ADN ambiental

acoplado al análisis de la región ITS1 del ADN ribosomal.
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4.2 Objetivos Específicos

● Caracterizar la composición taxonómica de la comunidad de

microeucariontes, a través del análisis de la región ITS1 (Internal Transcribed

Spacer 1) de las secuencias obtenidas a partir de una muestra de ADN

ambiental.

● Determinar la diversidad alfa (α) y beta (β).

● Identificar la relación entre algunas variables ambientales (pH, carbono y

fósforo disueltos, amonio, actividad enzimática de polifenol oxidasa,

β-glucosidasa y fosfomonoesterasa) y la diversidad.

5. MATERIALES Y MÉTODOS

5.1 Sitio de estudio

El muestreo se realizó en el Bosque Mesófilo de Montaña ubicado en el cerro El

Relámpago (17° 35’ 30.4” N, 96° 23’ 57.1” O), municipio de Santiago Comaltepec,

en la Sierra Norte de Oaxaca, México (Fig. 2). Clima templado húmedo con un

rango de temperatura que va de 10 a 26°C con precipitaciones de 800 hasta 4,000

mm. Suelo del tipo Cambisol (INEGI, 2005).El sitio de estudio pertenece al parche

más grande y continuo de BMM en México, en esta región el BMM se encuentra

altamente preservado por las comunidades locales y se encuentra clasificado como

prioridad crítica para la conservación de la biodiversidad (Toledo-Aceves et al., 2011;

del Mar Delgado-Serrano et al., 2015).
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Fig. 2. Mapa del cerro El Relámpago, en Santiago Comaltepec, Oaxaca, México.

5.2 Muestreo

En la zona de estudio se marcaron tres puntos formando un triángulo equilátero de

10 m cada lado a 2,219 msnm. En cada uno de los puntos, se delimitó una

sub-parcela triangular de 1m x 1m x 1m y se recogieron tres muestras de suelo (una

por cada vértice), a 25 centímetros de profundidad (excluyendo la hojarasca)

utilizando un descorazonador de 10 cm de diámetro. Las tres submuestras se

colocaron en bolsas plásticas con cierre hermético, se mantuvieron en condiciones

de oscuridad y a una temperatura de 4 °C para su análisis en el laboratorio. Se

eligió este tipo de muestreo para representar mejor la heterogeneidad del sitio; el

primer vértice del triángulo principal se encuentra adyacente a la base de un árbol

de la especie Oreomunnea mexicana (Juglandaceae) (17° 35’ 0.36” N, 96° 23’ 36.6”

O), el segundo punto se ubica junto a un helecho de la especie Alsophila salvinii

(Cyatheaceae) (17° 35’ 18.4” N, 96° 23’ 57.7” O) y en el tercer punto destaca la

presencia de un tronco caído en descomposición (17° 34’ 51.83” N, 96° 24’ 5.17” O).

Se eligieron estos puntos clave ya que, además de ser las especies vegetales que

predominan en este bosque, O. mexicana y A. salvinii actualmente se encuentran

amenazadas y son prioritarias para la conservación.
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5.3 Extracción de ADN ambiental

Se utilizaron 0.25 g de muestra de suelo para realizar la extracción directa de ADN

con el kit de extracción DNeasy PowerSoil (Qiagen) siguiendo las instrucciones del

fabricante. El ADN fue cuantificado a través del Fluorómetro Qubit® 2.0 (Invitrogen

by Life Technologies) y posteriormente, secuenciado por medio del formato de

extremo emparejado Illumina MiSeq (2 × 300) en el Laboratorio de Servicios

Genómicos (LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato, México). Se amplificó la región ITS

(ADNr) utilizando el conjunto de cebadores ITS1-F e ITS2 (Gardes & Bruns, 1993),

con un rendimiento de alrededor de 25,000 lecturas por muestra.

5.4 Análisis bioinformáticos

Las lecturas de ITS se procesaron con el paquete dada2 v1.13.1 (Callahan et al.,

2016) de R v3.5.1 (R Development Core Team, 2018). Primeramente, se eliminaron

los primers y adaptadores, para luego hacer la determinación de ISVs (variantes de

secuencia inferida). Se filtraron las secuencias excluyendo las lecturas con bases

distintas a G, C, T y A (maxN = 0) y manteniendo aquellas que presentaron <1

errores esperados, tomando en cuenta sus puntajes de calidad (maxEE = c (1,1),

truncQ = 3).

Para cada submuestra, se hizo la inferencia de ISV para las lecturas en ambas

direcciones (5' 3 '-3' 5'), considerando las tasas de error específicas de cada corrida.

Posteriormente se ensamblaron las secuencias emparejadas que presentaran un

mínimo de 50 pb de superposición y eliminando aquellas que no coincidieron

completamente en la región de sobrelape. Finalmente se eliminaron las quimeras

con la función “removeBimeraDenovo” de dada2 y se excluyeron los singletons

(secuencia única entre las lecturas).

Para filtrar las secuencias de microeucariontes se utilizó la plataforma ITS2: internal

transcribed spacer 2 Ribosomal RNA Database. En esta plataforma se ingresaron

las secuencias obtenidas y se realizó un BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) para identificar similitudes significativas con las secuencias registradas. Las
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secuencias cuyos primeros 10 hits corresponden a organismos no identificados,

especies fúngicas o plantas, fueron descartadas y sólo se conservaron las

secuencias emparejadas con protistas, algas, nemátodos y microartrópodos.

Una vez clasificadas las secuencias dentro de los grandes grupos de

microeucariontes, se realizaron análisis filogenéticos para identificar a los

organismos a niveles más específicos (filo, orden). Para ello, se descargaron del

genBank secuencias de organismos identificados para realizar los alineamientos

(MUSCLE alignment) con nuestras secuencias y posteriormente construir los

árboles filogenéticos utilizando el programa MESQUITE versión 3.61 (Madisson &

Madisson, 2019). Los árboles filogenéticos se construyeron bajo el principio de

parsimonia a partir de las matrices de caracteres (bases nitrogenadas).

5.5 Diversidad alfa (α) y beta (β)

La diversidad alfa (α) se calculó a partir de los índices de Shannon-Wiener (H’ = - Σ

pi * In (pi) , donde pi es la abundancia relativa de la especie) e Índice de Simpson

(D = 1- Σ pi² ). La diversidad beta (β) se calculó por medio del Índice de Jaccard (IJ:

c / (a+b-c), donde c es el número de especies compartidas, a es el total de especies

en la comunidad A y b el total de especies en la comunidad B) y la distancia

Bray-Curtis (Dbc = 1 - ((Σ (xij - xik)) / (Σ (xij + xik))), donde x número de individuos de

la especie i en la muestra j y la muestra k). Estos análisis de diversidad se realizaron

mediante el paquete “vegan” (Oksanen et al., 2020) en el programa R v3.5.1 (R

Development Core Team, 2018).

Adicionalmente, se realizó un análisis Olmsted-Tukey para visualizar la estructura de

la comunidad reconociendo a las especies dominantes, constantes, ocasionales y

raras. Se calculó y graficó en Excel utilizando el logaritmo natural de las

abundancias y la frecuencias de aparición de cada ISV.
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5.6 Relación de la diversidad  con variables ambientales

Se realizó un análisis de correspondencia canónica (CCA) para describir la relación

entre la abundancia de las especies y las variables ambientales mediante el paquete

“vegan” (Oksanen et al., 2020) en el programa R v3.5.1 (R Development Core Team,

2018). Las variables ambientales que se utilizaron fueron pH, Carbono disuelto,

Fósforo disuelto, amonio y actividad enzimática de polifenol oxidasa, β-glucosidasa

y fosfomonoesterasa; estos datos fueron obtenidos de trabajos previos en el sitio de

estudio (Álvarez-López, 2021).

6. RESULTADOS

En este trabajo, la identificación taxonómica no alcanzó una resolución a nivel

especie ni género. La mayoría de las identificaciones se quedaron a nivel clase,

orden, filo o subfilo. La riqueza total muestreada fue de 138 ISVs; los protistas

representaron un 63% de la riqueza total, seguido por la microfauna con un 25% y el

grupo con menor riqueza fue el de las algas del reino Plantae, representando solo el

12% (Fig. 3). Este patrón de proporciones en la riqueza, se conservó en los tres

sitios muestreados. A continuación, se muestran los resultados de composición

taxonómica y diversidad, para cada grupo biológico.
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Fig. 3. Número total de ISVs identificados por cada reino: Protista, Animalia (microfauna) y
Plantae (algas).

6.1 Diversidad y composición taxonómica

6.1.1 Animalia

La composición taxonómica entre muestras fue variada. Sin embargo, tanto las

muestras del sitio 1 (Oreomunnea mexicana) como del sitio 3 (tronco), presentaron

la dominancia del ISV Nematoda 1; siendo más evidente en el sitio 1. Por otro lado,

la estructura de la comunidad de ISVs en el sitio 2 (Alsophila salvinii) se mostró más

heterogénea, es decir, tenemos la presencia de ISVs de diferentes grupos con

abundancias relativas en proporciones más uniformes, sobre todo en las

submuestras 5 y 6. En el sitio 2 hubo una representación mayor de ISVs

correspondientes a artrópodos y hexápodos (Fig. 4).
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Fig. 4. Diversidad de ISVs correspondiente al reino Animalia (microfauna). En el eje x se
muestran los tres sitios con sus respectivas submuestras y el eje y indica la abundancia
relativa de los ISVs. Los números rojos encima de la barras indican el número total de ISVs
identificados en la submuestra.

Analizando la riqueza de microfauna por sitio, encontramos que en el sitio 1 se

identificaron en total 17 ISVs diferentes de los cuales ocho fueron exclusivos

(Arthropoda 3, Dorylaimida 1, Hexapoda 3, Hexapoda 6, Nematoda 12,

Platyhelminthes 2, Tenthredinidae 1 y Trombidiformes 1); una riqueza total de 18

ISVs para el sitio 2 con diez exclusivos (Arthropoda 2, Arthropoda 4, Crustacea 1,

Hexapoda 4, Hexapoda 5, Hexapoda 7, Nematoda 8, Nematoda 9, Nematoda 11 y

Platyhelminthes 1), y una riqueza total de 15 ISVs para el sitio 3 con sólo seis ISVs

exclusivos (Nematoda 5, Nematoda 10, Nematoda 13, Nematoda 14,

Platyhelminthes 3 y Tenebrionidae 1). Solo cuatro ISVs fueron compartidos entre los

3 sitios (Nematoda 1, Nematoda 4, Nematoda 6 y Arthropoda 5). Esto lo podemos

ver gráficamente en la Fig. 16 como una acumulación de ISVs por sitios,

representando los ISVs exclusivos, y aquellos que se observan dispersos en el

plano son los ISVs compartidos por 2 o más sitios.
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Además de las diferencias de riqueza entre los sitios, la abundancia también mostró

grandes disparidades. Tanto el sitio 1 como el sitio 3 albergaron abundancias muy

altas, 3,758 y 2,839 lecturas, respectivamente, mientras que el sitio 2 sólo alcanzó

los 297 (Fig. 5A). Cuando analizamos cómo se distribuía esta abundancia entre los

ISVs, observamos que el 75% estaba representado por Nematoda 1 (Fig. 5B).
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Fig. 5. A) Abundancia total: Animalia. En el eje x se muestran los tres sitios con sus
respectivas submuestras y el eje y indica la abundancia total de los ISVs. B) Abundancia
relativa: Animalia, proporción de la abundancia representada por cada ISV.
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6.1.2 Protista

Dada la amplia riqueza de Protistas, se observó una alta heterogeneidad en la

composición de las comunidades por submuestra (Fig. 6). Se registraron 20 ISVs

para el superfilo Alveolata, cinco del superfilo Heterokonta, 17 para Rhizaria, así

como 16 ISVs para el filo Amoebozoa. En total 28 ISVs no lograron asignarse a

ningún filo o superfilo por lo que se clasificaron como parte del supergrupo SAR o

únicamente como Protista.

La riqueza total para el sitio 1 fue de 52 ISVs de los cuales 13 fueron exclusivos

para este sitio (i.e. Dictyostelia 2, Radiozoa 1, Rhizaria 9, entre otros); para el sitio 2,

63 ISVs con 18 exclusivos (destacando Ciliophora 2), y el sitio 3 fue el que presentó

el menor número de ISVs con sólo 41 y siete exclusivos (i.e. Heterokonta 5). De los

87 ISVs de protistas que se lograron identificar, 20 estuvieron presentes en todos los

sitios y corresponden principalmente al super filo Rhizaria (10 ISVs) y Alveolata (5

ISVs), el resto se identificaron como parte del super grupo SAR.

Fig. 6. Diversidad de ISVs correspondiente al reino Protista. En el eje x se muestran los tres
sitios con sus respectivas submuestras y el eje y indica la abundancia relativa de los ISVs.
Los números rojos encima de la barras indican el número total de ISVs identificados en la
submuestra.
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A pesar de la heterogeneidad en la composición taxonómica, las abundancias por

sitio no fueron tan distintas entre sí; la abundancia total para el sitio 1 fue de 1319

lecturas, para el sitio 2 de 1601 y para el sitio 3 fue 1075 (Fig. 7).

Fig. 7. Abundancia total: Protista. En el eje x se muestran los tres sitios con sus respectivas
submuestras y el eje y indica la abundancia total de los ISVs.

6.1.3 Plantae
La riqueza total de algas estuvo representada en un 69% por algas Rhodophytas,

25% por Chlorophytas y un 6% de Glaucophytas. En general, las comunidades de

algas por submuestra estuvieron dominadas por las Chlorophytas, a excepción de la

submuestra 3 del sitio 1 y la submuestra 8 del sitio 3 donde dominan la

Rhodophytas (Fig. 8).
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Fig. 8. Diversidad de ISVs correspondiente al algas del reino Plantae. En el eje x se
muestran los tres sitios con sus respectivas submuestras y el eje y indica la abundancia
relativa de los ISVs. Los números rojos encima de la barras indican el número total de ISVs
identificados en la submuestra.

La riqueza por sitio fue de siete ISVs para el sitio 1, cinco ISVs en el sitio 2 y 14

ISVs en el sitio 3. Además de ser el sitio con mayor riqueza total, el sitio 3 presentó

el mayor número de ISVs exclusivos (ocho ISVs) y todos correspondientes a algas

Rhodophytas, en contraste, el sitio 2 no presentó ningún ISV exclusivo y el sitio 1

solo contó con dos ISVs exclusivos (i.e. Chlorophyta 4 y Rhodophyta 8). Los ISVs

que se presentaron en todos los sitios fueron Chlorophyta 1, 2 y 3 y el alga

Rhodophyta 11.

Así como el sitio 3 destacó en los valores de riqueza, también presentó el valor más

alto de abundancia con un total de 3,804 lecturas, seguido por el sitio 1 con 1,071 y

el sitio 2 fue el menos abundante reportando sólo 218 secuencias (Fig. 9).
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Fig. 9. Abundancia total: Plantae. En el eje x se muestran los tres sitios con sus respectivas
submuestras y el eje y indica la abundancia total de los ISVs.

6.2 Diversidad alfa (α) y beta (β)

6.2.1 Animalia

La diversidad α entre submuestras fue muy variable. Sin embargo, se lograron

identificar patrones particulares por sitios. El sitio 1 (submuestras 1-3) reflejó

comunidades con alta dominancia, sobre todo en la submuestra 1. Por el contrario,

para las submuestras 5 y 6 del sitio 2, la dominancia de Simpson fue muy baja y

presentó los valores más alto de diversidad en el Inverso de Simpson e Índice de

Shannon. Finalmente, las submuestras del sitio 3 no se vieron tan afectadas por la

dominancia como en el sitio 1, pero no alcanzaron los valores de diversidad del sitio

2 (Tabla 1).
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Tabla. 1. Resumen de los resultados arrojados por los índices de diversidad (Índice de
Simpson, Inverso de Simpson e Índice de Shannon) para cada submuestra (sitio 1, 1-3;
sitio 2, 4-6 y sitio 3, 7-9) para Animalia. En rojo se muestran los valores más altos de
dominancia y en verde los indicadores de la mayor diversidad.

Al analizar la diversidad β, se observó una alta heterogeneidad en el suelo, en

varios casos, las submuestras de un sitio compartieron más especies con

submuestras de otros sitios que con las más próximas. Tal es el caso de la

submuestra 2 del sitio 1 y la 7 del sitio 3 que tienen comunidades con

composiciones similares (Fig. 10A). La muestra 4 fue la más diferente del resto tal

como se observó en la Fig. 4. En cuanto a la distancia Bray-Curtis basada en

abundancias, se encontró un patrón de agrupación entre las submuestras del sitio 1

y 3, y la segregación del sitio 2 (Fig. 10B).
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Fig. 10. A) Distancias Jaccard y B) Distancias Bray-Curtis entre submuestras. El eje y indica
la distancia entre submuestras, cuando la distancias tiende a 0 las comunidades son más
similares entre sí. Los números en color azul corresponden a las submuestras del sitio 1, los
verdes al sitio 2 y los números rojos al sitio 3.

La estructura de la comunidad de microfauna estuvo mayormente representada por

ISVs raros, 23 en total, seguido de ocho ISVs dominantes correspondientes a

nemátodos, hexápodos, artrópodos y ácaros Sarcoptiformes, dos ISVs constantes y

dos ocasionales (Fig. 11).

Fig. 11 Diagrama Olmstead-Tukey para Animalia. El eje x muestra la frecuencia de aparición
de los ISVs y el eje y el logaritmo de la abundancia total de cada ISV más 1. Se muestran 4
cuadrantes ISVs Ocasionales, Dominantes, Raras y Constantes, delimitados por las medias
de cada eje.
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6.2.2 Protista

En general, la diversidad α de protistas en todas las submuestras fue alta,

particularmente en la submuestra 5 del sitio 2. El sitio 3 fue el menos diverso de los

3, sin embargo, los valores de dominancia son muy bajos y el índice de Shannon

indicó alta diversidad (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de los resultados arrojados por los índices de diversidad (Índice de
Simpson, Inverso de Simpson e Índice de Shannon) para cada submuestra (sitio 1, 1-3;
sitio 2, 4-6 y sitio 3, 7-9) para Protista. En rojo se muestran los valores más altos de
dominancia y en verde los indicadores de la mayor diversidad.

La composición de las comunidades fue similar entre las submuestras del sitio 1 y 2,

quedando segregado el sitio 3 al compartir menos ISVs con los demás sitios (Fig.

12A). Por otro lado, basándonos en las abundancias por submuestra, no se aprecia

ningún patrón de agrupación por sitio, si no que se agrupan intercaladamente (Fig.

12B).
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Fig. 12. A) Distancias Jaccard y B) Distancias Bray-Curtis entre submuestras.
El eje y indica la distancia entre submuestras, cuando la distancias tiende a 0 las
comunidades son más similares entre sí. Los números en color azul corresponden a las
submuestras del sitio 1, los verdes al sitio 2 y los números rojos al sitio 3.

En general, la comunidad presentó un equilibrio entre el número de ISVs

dominantes y raros, 34 y 45 respectivamente; seis ISVs ocasionales y dos

constantes. En los ISV dominantes destacan los correspondientes al superfilo

Rhizaria mientras que en los raros el superfilo Alveolata (Fig. 13).

Fig. 13 Diagrama Olmstead-Tukey para Protista. El eje x muestra la frecuencia de aparición
de los ISVs y el eje y el logaritmo de la abundancia total de cada ISV más 1. Se muestran 4
cuadrantes ISVs Ocasionales, Dominantes, Raras y Constantes, delimitados por las medias
de cada eje.
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6.2.3 Plantae

No se observaron patrones de diversidad por sitio ya que cada submuestra presentó

particularidades independientemente del sitio al pertenece. La submuestra 8 del sitio

3 fue la más diversa, seguida por la submuestra 3 del sitio 1. Aun cuando en el sitio

3 albergó la submuestra más diversa, también incluye la submuestra con la mayor

dominancia (submuestra 7). En el sitio 2 no destacan valores de diversidad altos y

las submuestras 4 y 5 muestran alta dominancia (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los resultados arrojados por los índices de diversidad (Índice de
Simpson, Inverso de Simpson e Índice de Shannon) para cada submuestra (sitio 1, 1-3;
sitio 2, 4-6 y sitio 3, 7-9) para Plantae. En rojo se muestran los valores más altos de
dominancia y en verde los indicadores de la mayor diversidad.

Así como en los otros dos grupos analizados, la heterogeneidad de las

comunidades de algas es muy alta. Las submuestras del sitio 3 se agrupan ya que

comparten ISVs entre sí, por el contrario, las submuestras del sitio 1 comparten más

ISVs con las del sitio 2, que con las aledañas. En cuanto a las distancias Bray-Curtis

por abundancia no se observa ningún patrón de agrupamiento ya que la

abundancias fueron muy variables (Fig. 14).
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Fig. 14. A) Distancias Jaccard y B) Distancias Bray-Curtis entre submuestras.
El eje y indica la distancia entre submuestras, cuando la distancias tiende a 0 las
comunidades son más similares entre sí. Los números en color azul corresponden a las
submuestras del sitio 1, los verdes al sitio 2 y los números rojos al sitio 3.

Dentro de la comunidad de algas, el 56% de los ISVs fueron raros y la mayoría de

estos se identificaron como algas Rhodophytas y la única alga Glaucophyta

reportada; el 25% fueron ISVs dominantes de Chlorophytas, y tanto los ISVs

ocasionales (9%) como los constantes (9%) , fueron Rhodophytas (Fig. 15).

Fig. 15. Diagrama Olmstead-Tukey para Plantae. El eje x muestra la frecuencia de aparición
de los ISVs y el eje y el logaritmo de la abundancia total de cada ISV más 1. Se muestran 4
cuadrantes ISVs Ocasionales, Dominantes, Raras y Constantes, delimitados por las medias
de cada eje.
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6.3 Relación entre variables ambientales y la diversidad

6.3.1 Animalia

A través del CCA se observó que las diferencias de riqueza y diversidad entre sitios

pueden relacionarse con las condiciones ambientales particulares de cada uno. La

comunidad del sitio 1, está relacionada con alta concentración de la enzima

β-glucosidasa, baja concentración de amonio y fósforo orgánico disuelto. El sitio 2

se caracteriza por la alta concentración de enzima fosfomonoesterasa, polifenol

oxidasa y carbono orgánico disuelto. Y finalmente, en el sitio 3 se presenta alta

concentración de amonio y fósforo orgánico disuelto, y los valores más altos de pH

(Fig. 16).

Fig. 16. Análisis de Correspondencia Canónica. El eje x representa el componente 1, el eje
y el componente 2, las flechas azules corresponden a las variables ambientales (GluSid:
enzima β-glucosidasa, DOP: fósforo orgánico disuelto, NH4: amonio, pH, PMonEst: enzima
fosfomonoesterasa, DOC: carbono orgánico disuelto y Lac: enzima polifenol oxidasa), en
rojo se muestran los ISVs y los puntos indican la posición de cada sitio. El CCA1 refleja un
84% de proporción explicada y el CCA2 un 15%.
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6.3.2 Protista
Las condiciones ambientales en los tres sitios fueron muy distintas. Tanto el sitio 2

como el 3 presentaron altas concentraciones de nutrientes disueltos (Carbono,

Fósforo y Amonio). Por otro lado, las comunidades del sitio 1 están sujetas a un

ambiente con recursos limitados (Fig. 17).

Fig. 17. Análisis de Correspondencia Canónica. El eje x representa el componente 1, el eje
y el componente 2, las flechas azules corresponden a las variables ambientales (GluSid:
enzima β-glucosidasa, DOP: fósforo orgánico disuelto, NH4: amonio, pH, PMonEst: enzima
fosfomonoesterasa, DOC: carbono orgánico disuelto y Lac: enzima polifenol oxidasa), en
rojo se muestran los ISVs y los puntos indican la posición de cada sitio. El CCA1 refleja un
57% de proporción explicada y el CCA2 un 42%.

6.3.3 Plantae
Se observaron diferencias en las comunidades de algas asociadas a las variables

ambientales. El sitio 2 se correlacionó positivamente con las enzimas polifenol

oxidasa y fosfomonoesterasa, y la concentración de carbono orgánico disuelto, y no
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presenta ISVs exclusivos. Por otro lado, el sitio 3 se correlacionó positivamente con

el fósforo orgánico disuelto y el amonio. Finalmente, el sitio 1 mostró una correlación

negativa con el pH, es decir, fue el sitio más ácido (Fig. 18).

Fig. 18. Análisis de Correspondencia Canónica. El eje x representa el componente 1, el eje
y el componente 2, las flechas azules corresponden a las variables ambientales (GluSid:
enzima β-glucosidasa, DOP: fósforo orgánico disuelto, NH4: amonio, pH, PMonEst: enzima
fosfomonoesterasa, DOC: carbono orgánico disuelto y Lac: enzima polifenol oxidasa), en
rojo se muestran los ISVs y los puntos indican la posición de cada sitio. El CCA1 refleja un
77% de proporción explicada y el CCA2 un 22%.

7. DISCUSIÓN

7.1 Utilidad de amplicones de la región ITS1 en estudios de ecología
microbiana

Este es el primer trabajo que implementa la técnica de metabarcoding para

caracterizar la comunidad de microeucariontes edáficos del BMM en México. Bajo

este enfoque, se describe una comunidad diversa compuesta por nemátodos,

microartrópodos, platelmintos, protistas y algas. A través de esta metodología
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genética ampliamos los registros de microfauna que se tenían para el BMM de

Oaxaca obtenidos previamente por métodos de colecta directa, y además

reportamos la presencia de protistas y algas terrestres, pues al momento sólo se

tenían registros de estos grupos para ecosistemas acuáticos.

Confirmamos la eficacia del método de metabarcoding utilizando la región ITS1 para

describir la diversidad y estructura de las comunidades edáficas de

microeucariontes, ya que nos permitió identificar simultáneamente a los múltiples

taxones que habitan en el suelo del BMM, así como cuantificar la abundancia de los

ISV caracterizados, reconociendo desde los ISVs dominantes hasta los raros.

No obstante, una de las limitaciones que enfrentamos con esta metodología fue que

para la identificación taxonómica se utilizó el algoritmo BLAST, un método que está

sujeto a la representatividad de los taxones y la presencia de secuencias

identificadas incorrectamente o no identificadas en los repositorios (Jamy et at.,

2020). A partir de esta búsqueda, encontramos que existe muy poca representación

de microeucariontes edáficos en la base de datos consultada, por ejemplo, para los

protistas y las algas la mayoría de secuencias reportadas corresponden a

organismos marinos o dulceacuícolas, y en el caso de animales, están

sobrerrepresentadas especies parásitas y de importancia agrícola o médica. Esto

puede deberse a que muchos de los estudios sobre microeucariontes edáficos

utilizan metodología de extracción y cultivo de los organismos, por lo que el acervo

genético es limitado aún. Así mismo, a pesar de que el ITS1 ha sido propuesto

como marcador universal para eucariontes y empleado en diversos estudios de

carácter filogenético para grupos específicos (Coleman & Mai, 1997; Niogret et al.,

2007; Stern et al., 2012; Wang et al. 2014), aún no se ha generalizado su uso. Por

ejemplo, en animales es más común emplear el gen mitocondrial citocromo oxidasa

I (COI) y para plantas regiones de ADN plástido (ej. matK, rbcL, trnL).

A pesar de estas limitaciones, alcanzamos los objetivos propuestos, haciendo

énfasis en la necesidad de complementar estos estudios descriptivos con

marcadores específicos de cada grupo caracterizado para maximizar la resolución

en la identificación taxonómica. Así mismo, con este trabajo buscamos incentivar el

estudio de microeucariontes edáficos incorporando técnicas moleculares ya que el

conocimiento sobre estos grupos sigue siendo limitado, aun cuando se conoce su
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importancia directa e indirecta en los ciclos biogeoquímicos e interacciones con

otros microorganismos importantes como bacterias y hongos.

7.2 Patrones de diversidad en el reino Animalia

Con base en estudios previos, sabemos que los grupos más abundantes de

microfauna en los suelos son colémbolos, ácaros y nemátodos (Coleman et al.,

2004 ; Scheu et al., 2005; Beck et al., 2008). En este trabajo el grupo dominante en

las comunidades fue Nematoda, no se identificaron colémbolos y solo se

presentaron dos ISVs correspondientes a ácaros. La baja representación de estos

grupos en nuestros resultados puede deberse a limitaciones metodológicas, ya que,

aun cuando el ITS1 ha sido probado como código de barras eficiente en la

identificación de especies de ácaros (Dabert, 2006; Lv et al., 2014) y colémbolos

(Anslan & Tendersoo, 2015), aún no se ha generalizado su uso, por lo que existen

muy pocas secuencias de referencia en las bases de datos. En la ITS2 Database,

empleada en este estudio, solo están registradas 337 secuencias correspondientes

a 32 especies identificadas de ácaros y cuatro secuencias de cuatro especies de

colémbolos. Esto podría explicar la baja representación de estos grupos en el

estudio, pues un gran número de ISVs solo se lograron asignar a nivel filo (ej.

Arthropoda) y subfilo (ej. Hexapoda) sin distinguir especies particulares de

colémbolos, mientras que de ácaros solo se determinaron dos ISVs de los órdenes

Sarcoptiformes y Trombidiformes.

De acuerdo con los resultados, el sitio 2 fue el más diverso, reflejando una

comunidad en donde las especies de microfauna presentan abundancias relativas

similares. Por el contrario, la diversidad de las comunidades del sitio 1 y 3, se ve

afectada negativamente por la alta dominancia del ISV Nematoda 1. Esta

dominancia de Nematoda 1 puede explicarse por la actividad microbiana en el

suelo. El sitio 1 está relacionado con una alta expresión de la enzima β-glucosidasa,

la cual refleja la actividad de microorganismos, principalmente bacterias

degradadoras de materia orgánica rica en carbono (Woodward & Wiseman, 1982;

Baldrian, 2006, Sharma et al., 2007); mientras que, el sitio 3, correlaciona con altas

cantidades de amonio, el cual es fijado al suelo por bacterias que mineralizan el N

orgánico y posteriormente funge como recurso para las bacterias nitrificantes

(Vitousek et al., 2002). Diversos autores han comprobado que los nemátodos
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bacteriófagos migran hacia los pulsos de recursos, aumentando su abundancia

hasta 30 veces (Griffiths, 1990; Bonkowski, 2004; Scheu et al., 2005; Van der Wal et

al., 2012; Shaw et al., 2018). En un estudio realizado en el mismo sitio sobre la

diversidad bacteriana del suelo, Álvarez-López (2021) registra la presencia de

bacterias de los filos Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria (ej.

B-proteobacterias y Pseudomonas) que son degradadoras de C, N y P, en el sitio 1

y 3. Estos resultados confirman que existe disponibilidad de recursos que puede

favorecer a los nemátodos bacteriófagos oportunistas que dominan las

comunidades en estos sitios.

En contraste, en el sitio 2 se observó una mayor riqueza de animales y se relaciona

con la alta representación de la enzima polifenol oxidasa, producida principalmente

por hongos para la degradación de lignina (Woodward & Wiseman, 1982; Baldrian,

2006, Sharma et al., 2007). Esto podría indicarnos que al haber hongos, existe una

mayor diversidad de recursos por lo que tenemos igualmente una comunidad más

diversa de microfauna en la que, por ejemplo, aumenta la representación de

nemátodos fungívoros (Boag & Yeates, 1998; Coleman et al., 2004).

Los resultados de diversidad β, muestran una alta heterogeneidad en la

composición de microfauna, ya que no existe un patrón de agrupamiento ni siquiera

entre las muestras del mismo sitio (Fig. 10A), ya que, a pesar de que hay ISVs

cosmopolitas, existen muchos ISVs exclusivos por muestra. Por el contrario, cuando

hablamos de abundancias, existe un agrupamiento entre las muestras del sitio 1 y 3,

determinado por las altas abundancias de Nematoda 1 para ambos sitios (Fig. 10B).

7.3 Patrones de diversidad en el reino Protista

Los protistas son el grupo de microeucariontes con mayor biomasa y diversidad en

los suelos de bosques, se estima que en un gramo de suelo seco es posible

encontrar de – individuos y entre 50 y 100 especies de protistas. (Adl &104 107

Gupta, 2006; Geisen et al., 2015; Dupont et al., 2016; Geisen & Bonkowski, 2018;

Geisen et al., 2020). En la literatura se señala que los grupos de protistas más

abundantes en los suelos son el filo Amoebozoa y los super filos Alveolata (ie.
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Ciliophora) y Rhizaria (ie. Cercozoa), destacando a Rhizaria como el grupo más

numeroso en bosques (Stefan et al., 2014; Geisen et al., 2015; Dupont et al., 2016;

Wu et al., 2022). Nuestros resultados coinciden con estos reportes ya que muestran

a Rhizaria como el grupo con mayor abundancia y alta representación de ISVs

dominantes, mientras que, Alveolata y Amoebozoa fueron menos abundantes y se

caracterizaron por albergar un alto número de ISVs raros (Fig. 6). La dominancia de

Rhizaria en bosques se asocia principalmente a la concentración de carbono en el

suelo y la actividad enzimática, ya que son protistas consumidores (ej. bacteriófagos

y fungívoros) que se dispersan activamente en busca de alimento (Stefan et al.,

2014; Oliverio et al., 2020; Wu et al., 2022).

Anteriormente, se tenían descritas 34 especies de protistas para el estado de

Oaxaca (Gallegos-Neyra et al., 2014; Mayén-Estrada et al., 2014b). Sin embargo, en

este trabajo reportamos más de 80 ISVs, de los cuales 20 ISVs corresponden al

grupo Alveolata, 17 a Rizharia y 16 a Amoebozoa (Fig. 6). Estos resultados

evidencían la alta diversidad de este grupo de organismos en el suelo del BMM, por

lo que es indispensable realizar estudios taxonómicos detallados en este campo.

De acuerdo con el análisis de las variables ambientales, los patrones de diversidad

observados en protistas podrían estar relacionados con la concentración de

carbono y la actividad microbiana. El sitio 2, que relacionó positivamente con la

presencia de las enzimas β-glucosidasa, polifenol oxidasa, y carbono orgánico

disuelto, fue el más diverso y con los valores más altos de riqueza y abundancia de

protistas, en contraste con el sitio 3, cuya relación con estas variables fue negativa y

presentó los valores más bajos de riqueza, diversidad y abundancia. Este patrón

puede explicarse por el efecto de la rizósfera, ya que las raíces del helecho

Alsophila salvinii (sitio 2) emiten compuestos de carbono al suelo, que son un

recurso importante para microorganismos como bacterias y hongos, que a su vez,

atraen a diversos protistas consumidores (Samad et al., 2019). Por el contrario, en

el sitio 3 se ubica un tronco derribado, que no libera activamente este tipo de

compuestos y por lo tanto no representa un hotspot de alimento que pueda

sustentar comunidades diversas de protistas.

La β-glucosidasa y polifenol oxidasa son producidas principalmente por bacterias y

hongos saprobios para la degradación de materia orgánica rica en carbono
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(Woodward & Wiseman, 1982; Baldrian, 2006, Sharma et al., 2007). Por lo que, la

presencia de estas enzimas puede indicarnos la existencia de una comunidad activa

de bacterias y hongos degradadores. Tomando en cuenta que una parte importante

de los protistas terrestres son depredadores de bacterias y hongos (Acosta-Mercado

& Lynn , 2004; Seppey et al., 2017; Geisen et al., 2020), su abundancia y diversidad

se relaciona directamente con la de sus presas. Diversos estudios han demostrado

que el aumento en la densidad de protistas se correlaciona positivamente con la

biomasa y actividad microbiana (Acosta-Mercado & Lynn, 2004; Adl & Coleman,

2005; Geisen et al., 2018). Para corroborar este patrón, se revisaron los estudios

previamente realizados en el sitio sobre la diversidad de bacterias (Álvarez López,

2021) y hongos (Velez et al., 2021). Como resultado, detectamos que tanto la

riqueza de bacterias cultivables como la de hongos fue mayor en el sitio 2 y menor

en el sitio 3, confirmando el patrón de relación entre la diversidad de protistas y sus

presas.

En el análisis de la diversidad β, observamos que el sitio 1 y 2 comparten muchos

ISVs, mientras que el sitio 3 difiere en composición ya que presenta una riqueza

mucho menor (Fig. 12A). Las abundancias no varían abruptamente entre muestras,

por lo que no existe un patrón de agrupamiento (Fig. 12B). Como mencionamos

anteriormente, en el sitio 1 y 2, la presencia de especies vegetales (O. mexicana y

Alsophila salvinii respectivamente) ejerce un efecto directo en las comunidades

edáficas por efecto de la rizósfera, contrario al sitio 3 que carece de vegetación, por

ello, las comunidades de protistas del sitio 1 y 2, son más similares entre sí y

difieren con el sitio 3.

7.4 Patrones de diversidad en el reino Plantae

Las algas verdes o clorofitas, son el mayor componente en las comunidades de

algas eucariotas en el suelo de bosques (Bakieva et al., 2012; Maltseva et al., 2022;

Novakovskaya et al., 2022; Zhang & Lv, 2022). Este patrón de dominancia fue

observado en la mayoría de las muestras analizadas en este trabajo. Parte de esta

dominancia se relaciona con el pH del suelo ya que se ha reportado en la literatura

que las clorofitas son tolerantes a un amplio rango de condiciones de pH, por lo que

dominan las comunidades de algas en suelos ácidos (Hoffmann, 1989;
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Novakovskaya et al., 2022). En el sitio de estudio, los valores de pH van de 4.5 a

4.8, condiciones favorables para la proliferación de este grupo.

Por otra parte, las algas rojas o rodofitas fueron el grupo con mayor riqueza (9

ISVs). Sin embargo, no es un patrón comúnmente reportado, ya que la mayoría de

especies de rodofitas corresponden a hábitats marinos y dulceacuícolas, solo un

número reducido de especies se reconocen como terrestres y es poco frecuente

extraerlas de los suelos (Deluqui & Lopez-Bautista, 2007; Thorn & Lynch, 2007). No

obstante, con la implementación de las herramientas moleculares, las rodofitas

comienzan a detectarse como parte de la microflora edáfica, principalmente los

órdenes Bangiales, Porphyridiales y Cyanidiales (Thorn & Lynch, 2007, Yuan et al.,

2015, Mayanglambam & Sahoo, 2015; Santos et al., 2020), por lo que sería

conveniente profundizar en la identificación de estos ISVs, pues podrían tratarse de

nuevos registros.

En cuanto a la relación con las variables abióticas, observamos que el sitio 3

presentó los valores más altos de riqueza y abundancia de algas y está asociado a

valores altos de amonio y fósforo orgánico disuelto, nutrientes esenciales para los

organismos autótrofos. Varios estudios han concluido que tanto el P como el N son

factores determinantes que afectan de manera positiva en la abundancia, biomasa y

riqueza de las algas (Lin & Wu, 2014; Yuan et al., 2015; Glaser et al., 2017;

Novakovskaya et al.,2022). Adicionalmente, en el sitio 3 se presentó la mayor

riqueza de rodofitas y de acuerdo con Thorn y Lynch (2007), las rodofitas del género

Porphyridium crecen en suelos húmedos ricos en amonio.

Además de las condiciones abióticas, las interacciones bióticas también podrían

estar moldeando la estructura de las comunidades de algas. Tanto los protistas

como la microfauna presentaron la mayor riqueza en el sitio 2, y en el caso de los

protistas, la mayor abundancia también. Por el contrario, para las algas, el sitio 2 fue

el menos diverso y abundante. Este patrón podría ser un reflejo de la depredación

de algas por protistas, nemátodos y microartrópodos algívoros que ha sido bien

documentada (Büdel, 2005; Thorn & Lynch, 2007; Seppey et al., 2017). De igual

modo, esto puede ser reflejo de la competencia con las especies vegetales

presentes en el sitio 1 y 2, pues sabemos que las algas proliferan en suelos
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desprovistos de vegetación y disminuyen cuando la vegetación comienza a

establecerse (Thorn & Lynch, 2007). El sitio 3 al no tener grandes especies

vegetales está libre de competencia favoreciendo el establecimiento de más

especies de algas.

Con el análisis de la diversidad β observamos que existe mucha heterogeneidad ya

que las algas clorofitas se distribuyen en todas las muestras. Solo existe un patrón

de agrupación entre las muestras del sitio 3, explicado por la presencia de algunas

rodofitas que no se comparten con los otros sitios (Fig. 14A). Respecto a la

abundancia, igualmente vemos mucha heterogeneidad entre muestras y sitios (Fig.

14B), aunque en general el sitio 3 fue el más abundante, probablemente por la

ausencia de presiones como competencia y depredación mencionadas

anteriormente.

8. CONCLUSIONES

A través del metabarcoding, utilizando la región ITS1 como marcador universal para

evaluar la diversidad de microeucariontes, logramos describir una comunidad

diversa compuesta por nemátodos, microartrópodos, platelmintos, protistas y algas.

Este resultado es importante, ya que nos da idea de que, así como el BMM es un

ecosistema diverso en cuanto a plantas y animales macroscópicos, también lo es a

nivel del suelo en organismos microeucariontes. Así mismo, confirma la utilidad de

esta metodología para hacer estudios descriptivos multi taxa de las comunidades

edáficas.

La comunidad de microfauna para los sitios 1 y 3, se caracterizó por la dominancia

del ISV Nematoda 1. El sitio 1 reflejó una alta expresión de la enzima β-glucosidasa

mientras que el sitio 3 se correlacionó con altas cantidades de amonio, dos variables

que podrían estar indicando la alta densidad de bacterias, que son un recurso

importante para la proliferación de nemátodos bacterófagos oportunistas.

En el caso de protistas, la mayor riqueza y abundancia se presentó en el sitio 2,

caracterizado por una alta concentración de carbono y actividad enzimática. Estas

variables indican la presencia de una comunidad activa de bacterias y hongos
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degradadores de carbono, por lo que podemos inferir que la abundancia y

diversidad de protistas se relaciona directamente con la de sus presas. Para

complementar estas inferencias se consultó la información sobre las comunidades

de hongos y bacterias de estudios previos en el sitio y concluimos que los patrones

de diversidad y abundancia de los tres grupos coinciden y podrían estar

relacionados.

En cuanto a las algas, la mayor abundancia y riqueza se observó en el sitio 3 y se

relaciona con altos contenidos de amonio y fósforo orgánico disuelto, nutrientes

esenciales para el desarrollo de estos organismos autótrofos. Por el contrario, la

menor diversidad y abundancia se observó en el sitio 2, que fue el más diverso para

animales y protistas, lo que podría indicar que existe una presión por depredación

de microeucariontes algívoros.

En general, se observó una alta heterogeneidad entre las comunidades, ya que, a

pesar de que hubo especies compartidas entre muestras y sitios, detectamos la

presencia de muchos ISVs exclusivos de cada muestra y sitio, lo que nos habla de

que aún a una escala de centímetros tanto las variables abióticas como las

interacciones bióticas cambian y moldean de manera diferencial las comunidades de

microeucariontes.

Finalmente, concluimos que integrar el enfoque genético para caracterizar la

comunidad de microeucariontes con el análisis de la relación de la diversidad con

las variables ambientales, resulta muy enriquecedor para identificar patrones

ecológicos y generar modelos predictivos de la distribución y cambios en la

diversidad, herramientas que pueden emplearse en planes de conservación para

este ecosistema amenazado.

9. PERSPECTIVAS

A pesar de que probamos la eficacia del metabarcoding empleando la región ITS1

para describir la comunidad de microeucariontes edáficos, en este estudio el nivel

taxonómico que presentamos sólo alcanzaron una resolución a niveles superiores

phylum, Clase u Orden, esto debido a que sólo empleamos un primer universal para
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ITS1. Con el fin de lograr identificaciones más precisas a nivel especie o género es

conveniente complementar la metodología con un set de primers específicos para

cada grupo de interés, aumentando así la detección de secuencias por grupo y la

resolución de identificación (Jacquiod et al., 2016).

Los resultados de este trabajo presentan un panorama general de la diversidad de

microeucariontes del suelo en el BMM y pretenden incentivar futuras investigaciones

para ampliar nuestro conocimiento sobre su papel en las interacciones con otros

microorganismos del suelo, así como analizar su impacto en los procesos

biogeoquímicos particulares de este ecosistema amenazado.

De igual modo, con esta investigación buscamos incrementar el interés en uso de

herramientas moleculares, ya que hasta el momento, el conocimiento de la

diversidad edáfica de microeucariontes en el BMM se ha construido a base de

métodos de extracción y cultivo de organismos, así como la identificación

taxonómica basada en la morfología, métodos que pueden no estar reflejando toda

la diversidad del sitio. Las herramientas moleculares nos ayudan a ampliar la visión

de la diversidad pues no se limitan a especies cultivables y no requieren la

experiencia previa en taxonomía de los grupos, además detecta especies tanto

raras como abundantes y nos proporciona información no solo de la presencia, sino

también de la abundancia de cada taxón secuenciado.
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