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MICROORGANISMOS DEL SUELO Y CINETICA DE CARBONO EN
ECOSISTEMAS DEL MONTE TLALOC
Virginia Martinez Rojas, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015

Los ecosistemas forestales juegan un papel importante en la fijacion de carbono, a
través de ellos se da el intercambio de dioxido de carbono (CO2) entre la atmdsfera 'y
la superficie terrestre. Parte del carbono fijado por las plantas entra al suelo y parte
regresa a la atmosfera a través de la descomposicion del material vegetal muerto.
Varios factores bidticos y abidticos determinan la cantidad de carbono que entra al
suelo. En el presente estudio se evaluaron algunos de esos factores que influyen en
la caida de hojarasca, la descomposicion y en los flujos de CO: del suelo en el bosque
de oyamel del monte Tlaloc. Ademas se determiné con tecnologias metagenémicas
de ultima generacion la diversidad de las comunidades bacterianas del suelo en los
ecosistemas de encino, oyamel, pino y pradera alpina. De la hojarasca caida durante
el afio, 67% correspondi6 a aciculas y 23% a ramas. La descomposicion, medida como
pérdida de peso fue de 44% para aciculas y de 32% para ramas a los 475 dias; las
constantes de descomposicion (k) fueron de 0.439 afio™ para aciculas y de 0.294 afio
! para ramas. Los flujos de CO:2 asociadas a la respiracion del suelo fueron mayores
en época de lluvia. La tasa de mineralizacion bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad en los suelos de oyamel fue afectada por la calidad de la
hojarasca; en suelos colectados a menor altitud la tasa de mineralizacion fue de 36 mg
C kg* suelo diat y en suelos de mayor altitud fue de 21 mg C kg suelo dia*. Los filos

identificados en las muestras de suelo de los diferentes ecosistemas fueron:
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Actinobacteria, Acidobacteria, Protebacteria, Firmicutes y Tenericutes, los cuales
cambiaron de acuerdo al tipo de ecosistema y al gradiente altitudinal; el filo mas
abundante fue Actinobacteria, en particular en bosque de encino y oyamel; Tenericutes
se encontro solo en encino y pradera alpina. La diversidad alfa fue mayor en encino
gue en los otros ecosistemas. El suelo de bosque de encino albergd 14 géneros de
bacterias, siendo el més abundante Arthrobacter con 7.5% del total de secuencias, le

siguié Burkholderia con 3.5% del total.

Palabras clave: hojarasca, tasa de descomposicion, flujos de COz2, mineralizacion de

C, diversidad bacteriana.



SOIL MICROORGANISMS AND CARBON KINETICS OF MOUNT TLALOC
ECOSYSTEMS
Virginia Martinez Rojas, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015

Forest ecosystems play an important role in carbon sequestration, through them
exchange of carbon dioxide (CO2) between the atmosphere and land surface occurs.
Part of the carbon fixed by plants enters into the soil and other part returns to the
atmosphere through litter decomposition. Various biotic and abiotic factors determine
the amount of carbon entering the soil. In this study some factors that influence litter
fall, decomposition and CO2 fluxes on soils of fir forest at mount Tlaloc were evaluated.
It was also determined the diversity of soil bacterial communities in ecosystems of oak,
fir, pine and alpine grass land using technologies of metagenomics. Litter fall during the
year, was 67% needles and 23% branches. The decomposition, measured as weight
loss was 44% for needles and 32% for branches at 475 days after the establishment of
the experiment; decomposition constants (k) were 0.439 year? for needles and 0.294
year for branches. The CO:2 fluxes associated with soil respiration were higher in the
rainy season. The mineralization rate under controlled conditions of temperature and
moisture on fir soils was affected by the litter quality; mineralization rate was 36 mg C
kgt day! in soil samples collected at lower altitude and 21 mg C kg day? in soils at
higher altitude. The phyla identified in soil samples from the different ecosystems were:
Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, Firmicutes and Tenericutes, which
changed according to the type of ecosystem and the altitudinal gradient; phylum

Actinobacteria was the most abundant, particularly in oak and fir forest; Tenericutes
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was found only in oak and alpine grassland. Alpha diversity was higher in oak than in
the other ecosystems. The oak forest floor housed 14 genus of bacteria, the most

abundant was Arthrobacter with 7.5% of sequences and Burkholderia with 3.5%.

Key words: litter, decomposition rate, CO:2 fluxes, C mineralization, bacterial diversity.

Vi



A mls padres Javier Guillermo Yy Tomasa por su amor

Y apoyo en toolo monmento, Los amo.

A s dos tesoros oue sown el anor de

miLvida vamnessa Y Alexandra

AL papa de mis tesoritos Atejavw{ro Pérez Rosales

A ls hermanos Noemd, Javier Van Y Daniel

A mls sobrinos Dana Nicol, Emilianoe, Ricardo Y Allson

que son un pedactto de cielo

A mls amlgos

A La memoria de mals amados abuelos

viii



AGRADECIMIENTOS
A Dios, por toda la fortaleza que me ha dado para salir adelante.
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por la beca recibida y por el
financiamiento otorgado para el desarrollo de esta investigacion.
Al Colegio de Postgraduados, por haberme permitido realizar mis estudios de
Doctorado en Edafologia.
A mis padres, Javier Guillermo Martinez Galvez y Tomasa Rojas Constantino, porque
siempre puedo contar con ustedes.
Al Dr. Juan José Almaraz Suarez, por su asesoria y consejos en la elaboracién de la
presente tesis.
Al Dr. Arturo Galvis Spinola, por su asesoria y su apoyo para concluir el capitulo de
mineralizacion.
Al Dr. Ronald Ferrera Cerrato, Jesus Pérez Moreno y Francisca Ofelia Plascencia
Escalante por su asesoria durante la elaboracién de la tesis.
Al M. C. Alejandro Pérez Rosales, por su apoyo en campo Yy asesoria estadisticas.
A mi hermana Noemi Martinez Rojas, por su apoyo Yy cuidar a mis nifiitas.
A la Dra. Irma Diaz Aguilar, por su asesoria y consejos.
Al M. C. Jorge Alvarado Lépez, por la revision de redaccién de esta tesis.
A la Sra. Rosario, por su apoyo en la elaboracion de oficios y demas cosas. A los
sefiores del laboratorio y compafieros del Area de Microbiologia de suelos por su
apoyo en el laboratorio y en muestreos de campo.
A los Srs. Genaro y Margarito, por su apoyo en muestreos de campo. Al Ejido de San

Pablo Ixayoc, por facilitarme la realizacion de los muestreos de campo.



CONTENIDO

RESUMEN ..o e e e r e e e nn s \Y
AB ST R A CT e e s Vi
LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e e e e e ennans Xiii
LISTA DE FIGURAS ..ot ennens Xiv
INTRODUCCION GENERAL .....oviviieeieeteceecteeee et eee e ettt e et eaestesae e eae e e 1
L. OBUIETIVOS . et e e et e e e e e e e e e e e e e eees 4
1.1 ODbJEtIVO GENEIAL......ii i i e e e e e e et e e e e e eaaaae 4

1.2 ODbjetiVOS PArtiCUIAIES. .........cuviiii i e e e e e e e e eeeanans 4

2. HIPOTESIS ..ottt 5
2.1 HIPOLESIS GENEIA ... .o e e e 5

2.2 HIPOLESIS PAIICUIAIES.......eveiii et 5
CAPTTULO | ettt 6
1. REVISION A€ ILEIALUIE ....ceeiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e 6
1.1 El cambIO CHMALICO .....eveiiiiiiiiiiiiee e 6

1.2 ECOSISteEMAS fOr@StAlES ......cooiiiiiiiiiee e 8

1.3 Fijacion de carbon0...........oovuiiiiii i 10

1.4 ProducCiOn de NOJarasCa..........ccoeeeeeiiiiiiiiiiiie e 12

1.5 Materia organica del Suelo (MOS) ........uuuuuiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaees 14

1.6 Tasa de deSCOMPOSICION .......uuuuuuuuuunnunnnnnnntanianeiaeeiaaanaaeaaeeeebbaebbaebnbeaaasnanannnane 16

1.7 Microorganismos del SUEIO .............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
1.7.1 Microorganismos del suelo y cambio ClIMALiCO.............euvvvvviiiiiiiiinnnnnnns 18

1.8 Mineralizacion de C en ecosistemas forestales ............cccccceveeeiiiiiiniieennen. 20



IS Y = = Yo =T o o 1 T USSP 22
1.10 Area de estudio €n €l MONtE TIAIOC........eeeeeeeeee e e e eeiae e 23
CAPTTULO 1 oottt ettt e e et et e et e et e et e e e et e e e e eenees 25

2. Produccion y tasa de descomposicion de hojarasca en un bosque de Abies

religiosa del MONLE TIAIOC........cooiiiiiiie e 25
2 (=TS [ 41T o PP RPPPPPP 25
2.2 ADSITACT . ...ttt e e e e 26
2.3 INEFOAUCCION ...ttt e e e e e e e e e e e e 27
2.4 MaterialeS Y MEtOUOS ........uuuuiiiee e e e e e et e e e e e eeaeaes 29
2.5 RESUIAUOS ....coeeieiiiiiiee ettt e e e e e e 34
2.6 DISCUSION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e 39
2.7 CONCIUSIONES ...ttt e e e e e e e e e e e e e 44
CAPTTULO T 1.ttt 45

3. Mineralizacién de carbono del suelo procedente del piso forestal de Abies

FEIIGIOSAL . .. 45
G I B = STy U1 1Y T 45
B2 A AC ..o 46
BB INITOAUCCION ..o, 47
3.4 MaterialeS Y MELOUOS ......cooeiee e 49
IR R ] 011 = Vo [0 1 TP 52
3.0 IS CUSION ..ttt e ettt et 58
BT CONCIUSIONES e e e r e e eaes 62

Xi



(0. =1t (U] I X |V 2SRRI 63

4. Andlisis metagendmico de la diversidad bacteriana en ecosistemas forestales del

MONEE TIAIOC ... e e e e e es 63
L R oSS0 1T o PP 63
4.2 ADSIITACT. ...ttt e e 64
Z/ R [ 01 oo [ ol ol (o] o I PP P P PPPPPPPPRPPPP 65
4.4 MaterialeS Y MELOUOS ......uuiii e e 67
4.5 ResUltados ¥ DISCUSION .......cccciiiiiiiiiice e 70
4.6 CONCIUSIONES ....ceiiiieeiiiiiitte ittt e ettt e e e e e e r e e e e e e e e e s r e e e e e e e e e anes 88
CONCLUSIONES GENERALES. ... .o e 89
LITERATURA CITADA et e r e e e e s 91
AN X O S e e e e e eenaaas 100
ANBXO L 100
ANEXO Tl 101

Xii



LISTA DE CUADROS

Cuadro 2.1. Calidad de la hojarasca (aciculas y ramas) de Abies religiosa.............. 35
Cuadro 2.2. Caracteristicas del suelo, produccion anual de hojarasca y

descomposicion de aciculas y ramas en cinco sitios a lo largo de

un gradiente altitudinal en el bosque de Abies religiosa del monte

TIAIOC. et ane 38
Cuadro 2.3. Variables climaticas y flujos de CO:2 del suelo de cinco sitios en el

bosque de Abies religiosa del monte TIAIOC. .........cccevvvvvvveiiiiiiiiiiiiieieeee, 39
Cuadro 3.1. Caracteristicas de los suelos de cinco sitios de estudio del bosque

de Abies religiosa utilizados en la incubacién de 28 dias..........cccccccee..... 49
Cuadro 3.2. Ecuaciones de regresion lineal de la acumulacion de CO:z en

funcién del tiempo en un suelo de Abies religiosa con diferentes

concentraciones de ligNina. .............uuiiiiiie e 53
Cuadro 3.3. Ecuaciones de regresion lineal de la acumulacién de COg,

después de 28 dias de incubacion, para obtener las tasas de

mineralizacion de los suelos de cinco sitios de estudio de Abies

FEIIGIOSAL .. 56

Cuadro 4.1. Metagenomas analizados y técnicas de secuenciacion. ....................... 69

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Muestreo de hojarasca en una malla colocada en Abies religiosa

para estimar la produccion de hojarasca..........cccccceeeeeieeeeeeeeeiiiiieieeeee,

Figura 2.2. Fracciones de hojarasca de Abies religiosa obtenidas de la

produccion de hojarasca en las mallas...........ccccccvveeiiiieeieeeeiccie e,

Figura 2.3. Bolsas de descomposicion de aciculas y ramas colocadas en Abies

FEIIGIOSA. .

Figura 2.4. Camaras de PVC para determinacion de CO2 en Abies religiosa:
(a) frasco con cal sodada del testigo, (b) camara sellada del testigo,

(c) frasco con cal sodada de la muestra y (d) camara sellada de la

IMUEBSITAL. .. oeie ettt e et e e e e a e e enas

Figura 2.5. Produccion total de hojarasca (t ha* afio) en Abies religiosa del

MONEE TIAIOC. ..o e e

Figura 2.6. Produccién mensual de hojarasca (aciculas, ramas y otros) en

cinco sitios de Abies religiosa a lo largo de un gradiente altitudinal,

€N €1 MONLE TIAIOC. . e

Figura 2.7. Efecto de la temperatura en el porcentaje de pérdida de peso de
aciculas y ramas en las bolsas de descomposicion de Abies

religiosa del monte Tlaloc. Los puntos representan los valores

promedios correspondientes a los cinco sitios de estudio. ...................

Figura 3.1. Determinacion de COz: (a) frascos sin suelo (blanco) y con suelo,

(b) matraces con disolucion de NaOH con indicador..............cccccoee.....

Xiv

.30

.31

33

34

.. 36

w37



Figura 3.2. Comparacion del CO2 acumulado en suelo sin adicion de lignina y

suelo con incorporacion de lignina, después de 17 dias de

incubacion en [aboratorio. ... 53
Figura 3.3. Tasa de mineralizacién obtenida en un suelo de Abies religiosa

con concentraciones crecientes de lignina, después de 17 dias de

g To¥] o= Tox o] o FAu PP 54
Figura 3.4. Comparacion del CO2 acumulado (mg C kg') en suelo sin adicién

de lignina con suelo con incorporacion de lignina, después de 28

dias de incubacion en 1aboratorio. ............ceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 55
Figura 3.5. Comparacion de la tasa de mineralizacion de cada sitio con

respecto al tiempo, se graficaron las pendientes sin intercepto de

cada sitio, considerando la concentracion de lignina de un sitio en

la incubacion de 28 dias. .........coovvviiiiiiiiiii 57
Figura 4.1. Andlisis primario de la secuenciacion de muestras de ecosistemas

forestales. A) imagen del area cargada del chip en color rojo. B)

resultado del namero de secuencias obtenidas y el total de

secuencias Utiles para analisis secundario. C) representacion

grafica de la longitud en pares de bases de las secuencias

(0] o] (=7 ] [ = 1< 7RSS 70
Figura 4.2. Distribucion taxondémica a nivel de dominio, fila, clase, orden,

familia y género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal

obtenidas de suelo de pradera alpina (4060 — 4120 m de altitud) en

I MONTE TIAIOC. e e e e 72

XV



Figura 4.3. Distribucion taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden,
familia y género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal

obtenidas de suelo de bosque de pino area alta (3845 — 3945 m de

altitud) en el monte TIAIOC. .......coovvrviiiiii e

Figura 4.4. Distribucidon taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden,
familia y género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal

obtenidas de suelo de bosque de oyamel area alta (3370 — 3489 m

de altitud) en el monte TIAIOC. ..........vveiiiiiiiiii e

Figura 4.5. Distribucion taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden,
familia y género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal

obtenidas de suelo de bosque de oyamel area baja (3088 — 3196

m de altitud) en el monte TIAIOC............cccoeviiiiiiiii e,

Figura 4.6. Distribucion taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden,
familia y género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal

obtenidas de suelo de bosque de encino area baja (2732 — 2829 m

de altitud) en el monte TIAIOC. ..........vvviiiiiiiiiic e

Figura 4.7. Comparacion entre metagenomas analizados de ecosistemas

forestales del monte Tlaloc a nivel de dominio y filo. La escala es

de 0 a 1 relativa al valor maximo encontrado de secuencias. ..............

Figura 4.8. Curvas de rarefaccion y diversidad alfa determinadas a partir del

analisis metagenomico de los suelos de diferentes ecosistemas del

(1010] 01 (=3 I =1 o ] 3T RRTRP PR

XVi

o (4

i (6

....80

...82

....85



INTRODUCCION GENERAL

Los ecosistemas forestales son un importante reservorio de carbono, ya que
contienen 80% de todo el C almacenado en la vegetacion de la tierra 'y 40% del C que
reside en los suelos (UNEP, 2005). Durante el ultimo siglo, la concentracion de diéxido
de carbono (CO2) en la atmosfera se ha incrementado, de 280 a 380 partes por millon
de 1800 a 2004, debido a las emisiones originadas por las actividades antropogénicas.
Se pronostica que la concentracion de CO2 y de otros gases de efecto de invernadero
de origen antropogénico, como metano y Oxido nitroso, continuaran aumentando en
las préximas décadas, lo que provocara incrementos de la temperatura global entre

1.9y 4.6 °C vy, en consecuencia, cambios severos en el clima (IPCC, 2007).

El ciclo del carbono es un ciclo biogeoquimico de gran importancia para la
regulacion del clima de la tierra y en él se ven implicadas actividades basicas para el
sostenimiento de la vida (Seoanez, 2000). Los ecosistemas forestales asimilan el CO2
de la atmosfera mediante la fotosintesis y, a través de la muerte y posterior depdsito
de la biomasa vegetal como hojas, ramas, troncos o raices, el C se incorpora al suelo
y, por medio de la respiracién, se devuelve a la atmésfera (Paustian, 2005). Los
microorganismos del suelo son la fuerza impulsora en el proceso de descomposicion
de la materia organicay, por lo tanto, juegan un papel clave en el ciclo de nutrimentos

de los ecosistemas (Porta et al., 2008).

Los servicios ambientales que proporcionan los ecosistemas forestales son:
control de erosion, conservacion de suelos, conservacion de biodiversidad, regulacion

climatica, recarga de mantos acuiferos, regulacion de la escorrentia, fijacion de C,


http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_biogeoquímico
http://es.wikipedia.org/wiki/Clima
http://es.wikipedia.org/wiki/Tierra

generacion de oxigeno y belleza escénica (IPCC, 2007). La acumulacion de carbono
organico en el suelo (COS) es un proceso importante para mitigar los efectos del
cambio climatico, debido a que el suelo, ademas de ser un sumidero, también es un

reservorio de carbono estabilizado (Etchevers et al., 2006).

Las perturbaciones en el ambiente pueden alterar los cambios de la comunidad
y actividad metabdlica en los microorganismos implicados en los ciclos de los
nutrimentos; ademas, el incremento en la concentracion de CO:2 y la temperatura
pueden afectar la respiracion del suelo, la dinamica de carbono del suelo y la estructura

de la comunidad microbiana (French et al., 2009).

Los ecosistemas de sistemas montafiosos son muy sensibles a la deforestacion
y al cambio climético por lo que sus almacenes de carbono estan en riesgo de perderse
(IPCC, 2007). Ejemplo de ello es la Sierra Nevada, &area cercana a la zona
metropolitana de la Ciudad de México, donde la tasa de crecimiento poblacional de
algunos de sus municipios es de hasta 12% anual (Plan Estatal de Desarrollo del
Estado de México, 2008); este incremento de la poblacion puede afectar los servicios

ambientales que dichos ecosistemas proporcionan.

La Sierra Nevada es un importante almacén de carbono; a pesar de ello, hay
poca informacion sobre sus ecosistemas y tipos de suelo, particularmente en la parte
norte, donde se encuentra el monte Tlaloc; seria valioso conocer como son los flujos
de carbono en los suelos, las entradas y salidas de CO2 y como este es afectado por
los factores bidticos y abioticos. Dada la importancia biolégica, econdmica y la presion

a gque esta sometida esta zona ecologica templada subhumeda de México, es urgente



conocer estos sistemas, desde el punto de vista ecoldgico, floristico y biogeografico.
Los microorganismos, el tipo de vegetacion y el gradiente de temperatura contribuyen
en la regulacion de la acumulacion del C en el suelo y la emision del mismo. En un
estudio realizado en esta area (Martinez-Rojas, 2010) se observé que la cantidad de
C almacenado en el suelo y la vegetacion varia con el gradiente altitudinal y el tipo de
ecosistema, donde el de mayor acumulacién de C es el bosque de oyamel; no
obstante, por efecto del gradiente altitudinal se encontré que los suelos de pradera

alpina tienen mayor acumulacién de C.

Dada la importancia de esta regién es necesario generar conocimiento basico
para la conservacion de sus ecosistemas, su diversidad biolégica y hacer uso
sustentable de sus recursos a largo plazo. Por lo que el objetivo del presente trabajo
es determinar los factores bidticos y abioticos que afectan la cinética de carbono, en
las entradas (hojarasca) y las salidas (descomposicién, mineralizacion y flujos de CO2)
y los grupos de microorganismos del suelo que intervienen en estos procesos de los

ecosistemas del monte Tlaloc.



1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Determinar los factores bidticos y abibticos que afectan la acumulacién de
carbono en el suelo y la diversidad de las comunidades bacterianas del suelo en

ecosistemas del monte Tlaloc.

1.2 Objetivos particulares

1.2.1. Estimar la produccién anual de hojarasca (aciculas y ramas) y sus tasas de
descomposicion en un bosque de oyamel (Abies religiosa).

1.2.2. Evaluar el efecto de la temperatura y humedad en la respiracion microbiana.

1.2.3. Estimar la tasa de mineralizacion del carbono en muestras de suelo
provenientes de cinco sitios de Abies religiosa mediante incubaciones en
laboratorio con concentraciones crecientes de hojarasca (lignina).

1.2.4. Determinar la diversidad de comunidades bacterianas en el suelo de los

ecosistemas de encino, oyamel, pino y pradera alpina del monte Tlaloc.



2. HIPOTESIS

2.1 Hipotesis general

Una mayor altitud conduce a bajas temperaturas, alta humedad y mayor
produccion de hojarasca que resulta en menor descomposicion y mayor acumulacion

de carbono en el suelo de oyamel del monte Tlaloc.

2.2 Hipotesis particulares

2.2.1. La produccion de hojarasca aumenta con la altitud, mientras que la
descomposicion disminuye.

2.2.2. La disminucion de la temperatura reduce la respiracion microbiana.

2.2.3. La tasa de mineralizacion de carbono en condiciones constantes de
temperatura y humedad tiende a disminuir en suelos provenientes de mayor
altitud del boque de Abies religiosa.

2.2.4. La diversidad de microorganismos en ecosistemas del monte Tlaloc disminuye

con el incremento de altitud.



CAPITULO |

1. Revision de literatura

1.1 El cambio climético

Los gases de efecto invernadero (GEI), principalmente CO2, CHas, N2O y vapor
de agua, en la atmdosfera atrapan el calor (radiacion infrarroja); éste efecto juega un
papel primordial en la vida, ya que permite que la tierra sea habitable, manteniendo la
temperatura constante, mas calida de lo que podria ser si no existiera la atmdésfera
(IPCC, 2007). El incremento en el volumen de los gases invernadero en la atmésfera
provoca una mayor temperatura y, en consecuencia, el clima se modifica provocando
el denominado Cambio Climético Global (CCG), el cual afecta a todas las regiones del
planeta en mayor o menor medida, ya sea con inundaciones, sequias, cambios en
rutas de migracion y comportamiento de especies, o en la productividad de los
ecosistemas, el derretimiento de los polos, el aumento del nivel de los océanos y los

cambios en el clima del planeta (Gonzalez, 2007; IPCC, 2007).

El CCG es uno de los principales problemas que enfrenta el mundo. La
temperatura se incrementé en 0.74 °C durante el ultimo siglo, el nivel del mar ha
aumentado a una tasa de 1.8 mm afiot, en el periodo 1901-2003; la cubierta promedio
de hielo en el Artico, disminuye a una tasa de 2.7% por década; y los cambios en los

regimenes hidricos son notorios a diferentes latitudes (IPCC, 2007).

Se estima gque el aumento de la concentracion de los GEI en la atmdsfera, por

Su continua emision, provocara incrementos de la temperatura global, entre 1.9 y 4.6



°C y cambios severos en el clima, lo que traera serias consecuencias sobre los

sistemas bioldgicos, sociales y econémicos (IPCC, 2007).

Pan et al. (2011) mencionan que los bosques tropicales son dominantes, en
términos de intercambio de CO:2 entre el suelo y la atmésfera. Una gran cantidad de
CO2 atmosférico ha sido secuestrada por el sistema natural de los suelos forestales
(4.0 Pg C afio), pero el beneficio es significativamente compensado por las pérdidas
de C por la deforestacion tropical (2.9 Pg C afio™?). Este resultado pone de manifiesto
el potencial para la iniciativa “Reduccién de Emisiones por Deforestacion y
Degradacion” (REDD), para disminuir el riesgo del cambio climatico. Sin embargo, una
advertencia importante es que la adicion de C geoldgico de los combustibles fosiles en
el ciclo del C actual y el secuestro por parte de la biosfera no esta exenta de riesgo, ya

gue el secuestro de C es reversible.

La conversion de bosques con dosel cerrado a usos agricolas causa una
pérdida de aproximadamente 85% de la densidad de la biomasa vegetal. Casi 20% del
C total secuestrado en la biomasa de la region de ocho estados tropicales del sureste
de México, en 1977, se perdid hacia la atmésfera en 1992. Asi, con base en
estimaciones, los bosques tropicales de México, que representan 24% del territorio
nacional, contribuyeron con 36% de las emisiones anuales por cambio de uso de suelo
y cubierta vegetal. Esto demuestra que el sureste de México experimentd un proceso
de rapida deforestacion y cambio de uso de suelo durante los 15 afios, en relacién con
el resto de México. Estos resultados ilustran los dramaticos impactos antropogénicos
del cambio de uso de suelo y cubierta vegetal en la pérdida de la transformacion de la

biomasa terrestre y el ciclo de C en la region tropical de México (Cairns, 2000).
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Algunos estudios sostienen que el cambio climatico esta causando la migracion
de plantas y animales, y cambios en los componentes de las comunidades (Walther et
al., 2002). Malezas, enfermedades de plantas e insectos podrian propagarse de areas
mas calientes a frias. Los inviernos mas calientes permitirdn la supervivencia de

algunas larvas en donde antes no era posible (Bate et al., 2002).

Con fines de estudiar cual podria ser la respuesta de diferentes poblaciones de
pinos mexicanos (Pinus devoniana, P. leiophylla y P. pseudostrobus) al cambio
climatico, se analiz0 el efecto de diferentes intervalos altitudinales, sobre la
supervivencia y el crecimiento de las poblaciones. Doce poblaciones de Pinus se
recolectaron a través de un gradiente altitudinal (1650-2520 m) en una zona
montafiosa en la region centro-oeste del Cinturén Volcanico Trans-Mexicano, y se
plantaron en tres sitios forestales de diferentes alturas (baja: 2110, medio: 2422 y
superior: 2746 msnm). En general, P. devoniana y P. pseudostrobus reducen el
crecimiento cuando se mueven a una mayor altitud (sitios més frios), mientras que P.
leiophylla exhibe un crecimiento similar en todas las transferencias altitudinales
probadas, sugiriendo una mayor plasticidad fenotipica de esta especie (Castellanos-

Acuia et al., 2015).

1.2 Ecosistemas forestales

En el proceso de la fotosintesis, las plantas verdes toman el CO:z de la atmdsfera
y lo utilizan para elaborar azlcares y otros compuestos organicos necesarios para su
crecimiento y metabolismo. Los arboles almacenan el C en la madera y otros tejidos,

hasta su muerte, cuando al descomponerse, por accion de los microorganismos del



suelo, lo liberan a la atmoésfera, en forma de CO2, monoxido de carbono (CO) o metano
(CHa); parte del C puede integrarse al suelo como materia organica (Bishop y Landell-

Mills, 2006).

Los bosques juegan un papel importante en la regulacion del clima mundial. Sin
embargo, su funcion y la importancia de los bosques como fuentes o sumideros de C
tienden a variar, segun el tipo de bosque (Kim, 2009). Geogréaficamente, los bosques
tropicales almacenan 471 + 93 Pg C (55%), los bosques boreales 272 + 23 Pg C (32%)

y los bosques templados 119 + 6 Pg C (13%) (Pan et al., 2011).

El C total almacenado en los bosques tropicales, boreales y templados de todo
el mundo se ha estimado en 861 + 66 Pg C, con 383 £ 30 Pg C (44%) en el suelo (a 1
m de profundidad), 363 £ 28 Pg C (42%) en la biomasa viva (sobre y bajo la superficie
terrestre), 73 + 6 Pg C (8%) en la madera muertay 43 £ 3 Pg C (5%) en la hojarasca
(Pan et al., 2011). Por lo tanto, una forma de mitigar los efectos que genera el COzq,
ademas de reducir las emisiones, es fijarlo y mantenerlo el mayor tiempo posible en
los reservorios de la biomasa (arboles, raiz, arbustos y hierbas) y el suelo. Para este
efecto, el manejo de la biomasa viva, la materia organica muerta y la materia organica
del suelo son componentes clave en la dinamica y conformacion de reservorios

estables de carbono (De Jong et al., 2004).

Los bosques se encuentran gravemente amenazados en numerosas partes del
mundo. Durante la década de los noventa se perdieron, en promedio, casi 15 millones

de hectareas de bosque por afo, sobre todo en las zonas tropicales (FAO, 2001); esta



pérdida disminuyo6 a 13 millones de hectareas por afio, en el periodo 2000-2005, pero

sigue siendo alta (FAO, 2006).

1.3 Fijacion de carbono

El carbono es esencial para construir las moléculas organicas que caracterizan
a los organismos vivos. La principal fuente de carbono para los productores es el CO2
del aire atmosférico, que también se encuentra disuelto en lagos y océanos. Ademas,
hay carbono en las rocas calizas y en los combustibles fésiles (carbon mineral y

petrdleo) (Seoanez, 2000).

La respiracion es uno de los principales componentes de los ecosistemas,
donde pequefios cambios en la respiracion pueden afectar el secuestro de carbono en
el suelo. La respiracion del suelo es la suma de un componente autotrofo por parte de
las raices, y un componente heterétrofo, por parte de los microorganismos del suelo
gue descomponen la materia organica, tanto de la hojarasca sobre el suelo, como bajo
el suelo. Ademds, presenta una alta variabilidad espacial y temporal. La
heterogeneidad espacial de la respiracion del suelo se ha relacionado con la biomasa
de raiz, la biomasa microbiana, la cantidad de hojarasca, el carbono organico del suelo,
el nitrégeno del suelo, la capacidad de intercambio cationico, la densidad aparente del
suelo, la porosidad del suelo, el pH del suelo y la topografia del sitio. Por ejemplo, en
un suelo forestal, mientras mayor aporte de hojarasca se tenga en el suelo mayor sera
la respiracion. Ademas, la caida de hojarasca es clave en la medicion de almacenes

de C y significativo en la produccién primaria neta. Las variaciones estacionales de la
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respiracion del suelo, a menudo, se han asociado con cualquiera de los cambios en el

suelo, debidos a la temperatura y al contenido de agua en el suelo (Epron et al., 2004).

La fijacion de C por la cubierta forestal se basa principalmente en dos enfoques:
absorberlo y evitar su emision. La primera incluye reforestacion, agrosilvicultura y
aumento de la cubierta forestal existente (como mejores practicas de silvicultura), asi
como la sustitucion de los combustibles fésiles por biomasa producida de manera
sostenible, como biocombustibles o bioenergia. La segunda considera la prevencion o
reduccion de la deforestacion y el cambio de uso de suelo o la reduccién del dafio a
los bosques existentes. Esta puede incluir el aumentar la eficiencia productiva de los
sistemas de agricultura de corte y quema o mejorar la eficiencia en el uso final de los
recursos, como la lefia; ambos reducirian la presion sobre los bosques existentes

(Bishop y Landell-Mills, 2006).

Las emisiones de gases de efecto invernadero han alterado significativamente
el clima global y seguiran haciéndolo en el futuro. Un aumento en la frecuencia,
duracion y severidad de la sequia, y el estrés por calor, asociado con el cambio
climatico, por incremento de la temperatura podria alterar la composicién, estructura y
biogeografia de los bosques en muchas regiones. De particular preocupacion son los
posibles incrementos en la mortandad de arboles asociados con el estrés fisiologico,
inducido por el clima y la interaccion con otros procesos climaticos, incendios
forestales (Allen et al. 2010). Otros autores sefialan que un aumento en el COz2
incrementa el crecimiento de la planta y, en consecuencia, la cantidad de

ectomicorrizas en el suelo puede incrementarse. Por lo que se espera que la

11



fotosintesis aumente dada la mayor temperatura y concentracion de COz, pero solo si

el suministro de agua, no esta limitado (Heinemeyer et al., 2006).

El efecto de la respiracion del suelo en el manejo forestal es otro resultado de
cambios de flujos de CO2, mas que de la temperatura del suelo y la humedad. Se ha
encontrado que las practicas silvicolas, como aclareos y quemas, pueden afectar los

flujos de CO: y alterar la retencion del carbono del suelo (Guo et al., 2010).

1.4 Produccién de hojarasca

La produccion de hojarasca es de gran importancia en la productividad primaria
neta de los ecosistemas forestales, se define como el total de materia orgénica
producida durante un tiempo especifico en un ecosistema y aunque no constituye una
estimacion completa de la produccion de fitomasa, representa el componente de la
vegetacion de crecimiento mas intenso. Las fuentes organicas acumuladas en la
superficie del suelo que dan origen a la materia organica, en bosques templados son
particulas de hojarasca (aciculas, trozos de madera, ramas, conos, corteza, raices) y

organismos del suelo (Quinto et al., 2007).

La hojarasca es una fuente importante de facil mineralizacion de C, Ny P para
el metabolismo microbiano en los ecosistemas forestales; sin embargo, su
descomposicion depende de una variedad de factores bidticos y abioticos, incluyendo
composicién quimica de la hojarasca, especie de planta, propiedades del suelo y el
clima. Debido al efecto de la temperatura, la humedad y la accion de la biomasa

microbiana, los elementos quimicos contenidos en la hojarasca pueden liberarse y ser
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absorbidos por las raices de la plantas, dando lugar a un nuevo ciclo de nutrimentos y

carbono (Edmonds, 1990; Claudino et al., 2008).

La produccién anual de hojarasca es mayor durante el desarrollo del rodal hasta
el cierre del dosel, y luego se mantiene constante durante un largo periodo y disminuye
en rodales maduros. Los factores que influyen en el aporte de hojarasca en los
bosques naturales son altitud, latitud, estacion del afio, densidad arbdrea, area basal,
edad arbdrea y tipos de vegetacidon. La hojarasca es la principal entrada de MOS y
constituye una parte importante en el reservorio de C de los bosques tropicales,
boreales y templados de todo el mundo, el cual se estima en 43 £+ 3 Pg C (Pan et al.,

2011).

En un estudio realizado en los bosques monoespecificos dominados por Salix
humboldtiana y Tessaria integrifolia se encontraron valores de produccion aérea
similares, entre si 6.8 + 1.2 y 6.5 + 1.3 Mg materia seca ha afio?, respectivamente,
y se diferenciaron de bosques mixtos de Albizia inundata y Nectandra angustifolia con
un aporte menor, 3.3 + 0.5y 9.6 + 1.1 Mg materia seca ha™! afio, respectivamente

(Acefiolaza et al., 2009).

En plantaciones forestales de P. greggii y P. cembroides, el aporte de hojarasca
total fue de 1.072 y 0.976 Mg ha! afio, respectivamente, y las hojas representaron
92.3 + 8.1% de la hojarasca total en P. greggii y 94.3 = 3.8% en P. cembroides. Los
resultados indican que la caida de hojarasca es dependiente de la especie, asi como
de factores climaticos, en especial del viento y la temperatura (Gutiérrez et al., 2012).

En bosques de Chiapas, se cuantifico la produccion de hojarasca en comunidades
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sucesionales del boque de pino-encino; después de un afo, la maxima acumulacion
de hojarasca se registr6 en el bosque de pino-encino (7.59 + 0.29 Mg ha afio),
seguido por el bosque de encino (6.58 + 0.27 Mg ha! afio), el bosque de pino-encino-
liguidambar (5.33 + 0.18 Mg ha™! afio™?), el bosque de pino (5.18 + 0.19 Mg-ha*-afio™)
y el menor aporte fue en parcelas bajo restauracion forestal (2.43 + 0.13 Mg ha* afio-
1). Se observd que el incremento en la acumulaciéon de hojarasca con la etapa
sucesional de un sitio se atribuye a la mayor produccion de biomasa viva y al

incremento en la caida de biomasa foliar (Rocha-Loredo y Ramirez-Marcial, 2009).

1.5 Materia organica del suelo (MOS)

La masa total de células vivas de un lugar determinado se denomina biomasa,
mientras que la masa de células muertas, incluso aunque estén todavia unidas a un
organismo vivo, se denomina necromasa. A un arbol se le considera como biomasa, a
pesar de que la mayor parte de sus células estén ya muertas. La materia organica
contribuye al crecimiento de la vegetacién y determina las propiedades fisicas,

quimicas y biolégicas del suelo (Magdoff y Weil, 2004).

La MOS se define como la fraccién de suelo enriquecida con C que se forma de
una combinacién homogénea de residuos de plantas, animales y microorganismos.
Las fracciones de MOS pueden dividirse en fracciones labiles y estables. Las
fracciones labiles se descomponen en semanas 0 meses, mientras que las estables
pueden tardar afios o décadas. Las fracciones labiles incluyen residuos de raices,
residuos de partes aéreas de plantas, macro y microorganismos, desechos animales

y vegetales, sustancias no-humicas enriquecidas de C como ligninas, celulosa y
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polifenoles. La fraccion estable incluye sustancias humicas, las cuales se subdividen
en acidos humicos, acidos fulvicos y huminas; también incluye acidos organicos y
pigmentos que estan asociados con minerales del suelo, junto con algunos polimeros

gue se liberan de &cidos libres de aminas (Payan, 2010).

La materia organica condiciona las propiedades fisicas del suelo (tamafio de
poro, estabilidad de la estructura, densidad aparente, mejor aireacion, infiltracion del
agua, menor erosion) e incide sobre la disponibilidad de nutrimentos y la actividad
bioldgica del suelo. Por todo ello, la materia organica constituye uno de los indicadores

de la calidad de los suelos (Porta et al., 2008).

La fraccion coloidal de la MOS tiene caracter anfotero. Esta propiedad quimica
le permite el almacenamiento temporal de nutrimentos, en una forma facilmente
disponible para las plantas, y amortiguar los cambios de pH en el suelo. Algunas
propiedades bioldgicas de la MOS constituyen una fuente de energia metabdlica para
los microorganismos y la fauna del suelo. Al mineralizarse, se liberan macroelementos
y microelementos para las plantas; ademas al biodegradarse puede liberar vitaminas
y aminoacidos. También se ha sefialado que contiene reguladores del crecimiento y

puede tener efectos antibiéticos (Porta et al., 2008).

Los microorganismos del suelo son la fuerza impulsora en el proceso de
descomposicion de la materia organica y, por lo tanto, juegan un papel clave en el ciclo
de nutrimentos de los ecosistemas (Djukic et al., 2010). Los suelos tienen capacidad
para almacenar C, al poderlo mantener en forma de materia organica que puede

permanecer estable durante largo tiempo, lo que supone un efecto favorable, al
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contribuir a disminuir el calentamiento global (Porta et al., 2008). La descomposicion
de la MOS representa uno de los mayores flujos en el ciclo global del C terrestre, el

cual se estima en 60 Pg C afio! (Djukic et al., 2010).

1.6 Tasa de descomposicion

Los niveles de carbono en el suelo son regulados por el balance entre las
entradas de C por residuos de la biomasa aérea y radical, y las pérdidas, por emisiones
de CO:2 de la materia organica en descomposicion. El ambiente, la calidad del mantillo
y la composicién de las comunidades microbianas son los principales factores que
controlan este proceso; la alteracion de cada uno de estos factores puede conducir a
cambios en las tasas de descomposicién y en la cantidad de C que puede almacenarse
en el suelo. En particular la actividad microbiana es afectada por la temperatura, el
contenido de agua, los nutrimentos, la disponibilidad de oxigeno, el pH, el C y el
nitrdgeno del sustrato, asi como por factores biologicos (Hattenschwiler et al., 2005).
Cambios en estos factores resultan en alteracion de los flujos de CO2 a la atmoésfera y

en el balance de carbono del suelo (Kueppers y Harte, 2005).

La tasa de descomposicion de la hojarasca varia entre especies, debido a
diferencias en los contenidos de nitrdgeno y lignina; los materiales vegetales ricos en
lignina son resistentes a la degradacion microbiana, mientras que los materiales con
alto contenido de nitrogeno se descomponen con mayor rapidez que aquellos con bajo
nitrégeno (Cornelissen, 1996). La relacion lignina:N es un indicador de recalcitrancia,
dado que los residuos vegetales con una relacion lignina:N alta son mas resistentes a

la descomposicién que aquellos con una relacion lignina:N baja (Rasse et al., 2005).
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En los bosques templados, la hojarasca de latifoliadas se descompone mas
rapidamente que la hojarasca de aciculas, lo cual esta relacionado con la cantidad de
lignina y nitrégeno presente en los tejidos. En condiciones controladas, las especies
caducifolias se descomponen el doble de rapido que las perenifolias (Prescott et al.,

2004).

1.7 Microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo son capaces de sintetizar moléculas organicas
complejas a partir de compuestos inorganicos sencillos, como el CO2, minerales y
agua. En la tierra, los organismos fotosintéticos son capaces de fabricar moléculas
organicas complejas a partir de compuestos inorganicos sencillos, utilizando la energia
de la luz solar. Estos organismos incluyen plantas, algas verdes, algunos protistas
(como el fitoplancton) y algunas bacterias (como las cianobacterias); ademas, existen
organismos en los respiraderos hidrotermales, en las profundidades del mar, que estan
bien adaptados para fijar el CO2 en un intervalo inusual de temperatura, presion, pHy

toxicidad por metales (Minic y Thongbam, 2011).

El C se agrega a los suelos, principalmente a través de la muerte y posterior
depdsito de la biomasa, hojas, tallos y raices de las plantas superiores, las cuales
asimilan el CO2 de la atmosfera mediante la fotosintesis. Los compuestos organicos
gue forman los tejidos vegetales; es decir, celulosa, hemicelulosa, azlUcares, proteinas,
acidos nucleicos, lipidos, ceras y otros compuestos, son la fuente de alimento para
una amplia gama de organismos heterdtrofos que residen en el suelo. Estos
organismos incluyen Dbacterias, hongos y otros microorganismos, C€omo

descomponedores primarios de materiales vegetales, y una coleccién diversa de
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micro-, meso- y macrofauna (Paustian, 2005). Algunas de las bacterias que participan
en este proceso degradando la celulosa son: Bacillus, Clostridium, Pseudomonas,
Vibrio, algunos hongos son Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, y entre los
actinomicetos que también toman parte estan Nocardia, Streptomices (Sanchez et al.,

2005).

1.7.1 Microorganismos del suelo y cambio climético

Una de las contribuciones mas discutidas de los microorganismos del suelo al
cambio climatico es su papel en la descomposicion de la MOS vy la nocién de que el
calentamiento global acelerara la tasa de actividad microbiana heterotrofica, lo que
aumentara el flujo de salida de CO: a la atmdésfera y las exportaciones de disolucion
de C organico por lixiviacion hidrolégica (Davidson y Janssens, 2006). Debido a que la
tasa de respiracion del suelo se piensa que son mas sensibles a la temperatura, se
prevé que el calentamiento climatico aumentara la transferencia neta de C del suelo a
la atmdsfera, creando una retroalimentacion positiva sobre el cambio climatico

(Bardgett et al., 2008).

Las perturbaciones en el ambiente del suelo pueden alterar los cambios de la
comunidad y actividad metabdlica en los microorganismos implicados en los ciclos de
los nutrimentos del suelo, y dar lugar a que la supervivencia y la virulencia, cada vez
sea mayor. Las alteraciones en la concentraciéon de CO: y la temperatura pueden
alterar la respiracion del suelo, la dinamica del carbono del suelo y la estructura

microbiana de la comunidad (French et al., 2009).
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Es importante destacar que el cambio climatico tiene efectos directos e
indirectos sobre las actividades de los microorganismos del suelo. Los primeros
incluyen influencia de los microorganismos del suelo en la produccion de GEI, cambios
en la temperatura, la precipitacion y fendbmenos climaticos extremos. En los segundos
estan la productividad y la diversidad de plantas que alteran las condiciones fisico-
quimicas del suelo, el suministro de C al suelo, la estructura y la actividad de las
comunidades microbianas que participan en los procesos de descomposicion y

liberacién de C del suelo (Bardgett et al., 2008).

La humedad y la temperatura son factores importantes que influyen en la
respiracion del suelo. En condiciones secas, la actividad de los microorganismos en
las raices suele ser baja, generando bajos flujos de salida de CO:2 en el suelo; a
temperaturas por debajo de 5 °C la actividad microbiana disminuye y aumenta
conforme la temperatura se incrementa , siendo 30 °C el punto 6ptimo (Sanci et al.,
2009). Un aumento en la humedad del suelo favorece la actividad biolégica del suelo,
pero con humedad del suelo alta los flujos de salida total de CO2 en el suelo se
reducen, debido a la limitada difusion de oxigeno y la represion posterior de las
emisiones de COz2. La condicién de humedad adecuada para la descomposicion es de
50% a 60% del espacio de los poros llenos de agua (Uhlirova et al., 2005; Sanci et al.,

2009).

Los microorganismos obtienen su energia al descomponer los sustratos
organicos; en este proceso se libera dioxido de carbono (CO2) por medio de la
respiracion microbiana y es el principal causante de la liberacion de carbono en

ecosistemas terrestres y de pequefios cambios en la respiracion que pueden afectar
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el almacén de carbono en el suelo. Esto conduce a altas concentraciones de CO2 en
el aire del suelo, donde el almacenamiento total puede igualar o superar el

almacenamiento de CO2 atmosférico en los bosques (Janssens et al. 2001).

En un estudio en donde se determind la respiracion del suelo en cuatro sitios de
plantaciones de coniferas se encontré que la actividad fisiologica de las plantas de
zonas templadas es generalmente maxima en primavera y otofio; como resultado, la
respiracion del suelo se ve estimulada por la actividad de la planta en la temporada de
crecimiento. La humedad del suelo en la estaciones de crecimiento activan la
respiracion del suelo, debido al aumento de la actividad microbiana y los procesos
fisiolégicos de la raiz. La tasa de respiracion del suelo alcanzé valores mas altos en
los meses de otofio, lo cual coincidié con el periodo de lluvias en el area de
investigacion. Por lo tanto, es probable que la respiracion del suelo se haya estimulado
no sélo por la éptima temperatura y humedad del suelo, sino también por el aumento
de poblaciones microbianas y la actividad de la raiz en esos momentos (Akburak y

Makineci, 2013).

1.8 Mineralizacién de C en ecosistemas forestales

La diversificacion de especies de plantas puede afectar el ambiente del suelo
de diferentes maneras, debido a las variaciones en la cantidad y la calidad del material
vegetal, lo cual modifica el contenido de materia organica del suelo (MOS), la actividad
microbiana y los ciclos de nutrimentos. Estos cambios alteran el potencial del suelo
para suministrar o almacenar nutrimentos, debido a cambios en la mineralizacion e

inmovilizaciéon (Liborio et al., 2010), dado que estas reacciones son catalizadas por
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bacterias y hongos que sintetizan y liberan enzimas extracelulares como ureasas,

proteasas, esterasas, fosfatasas (Rivas et al., 2009).

Las bacterias y los hongos son los principales organismos mineralizadores en
los bosques de coniferas, donde los azlucares simples son completamente
transformados a CO2 y agua; sin embargo, la descomposicion de sustratos organicos
complejos en ecosistemas forestales no es completa. Los compuestos organicos

recalcitrantes tienden a acumulares en el suelo en forma de humus (Edmonds, 1990).

La composicion quimica de la hojarasca como lignina, polifenoles, celulosa, y
hemicelulosa, y la relacion C:N determinan su velocidad de mineralizacién. Se ha
reportado que la relacion lignina:N puede utilizarse como indicador de la mineralizacion
de la MO vy liberacion de N; es decir, hojarasca con una alta concentraciéon de N
usualmente presenta una alta produccion de CO:z y pierde peso rapidamente con
respecto a materiales con una baja concentracion de N (Silveira et al., 2011). La
descomposicion de la hojarasca es mas rapida con materiales vegetales de mayor
calidad, es decir, material vegetal menos lignificado y con mayor contenido nutrimental

(Prescott et al., 1992).

En un estudio realizado por Silveira et al. (2011) en hojarasca de pino, encino y
una mezcla de pino—encino, con una relacion lignina:N de 27, 15y 13 respectivamente,
se encontro que la tasa de mineralizacion (C-COz2) para pino oscilo entre 7.6% a 8.6%
para encino de 9.2% a 10.1% y para la mezcla pino-encino de 9.9% a 10.4%; por lo
gque, mayor concentracion de lignina y alta relacion lignina:N aumenta el tiempo de

mineralizacion de la hojarasca.
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La lenta mineralizacion de la hojarasca de coniferas se debe a la presencia de
ceras y resinas. La mayoria de los subproductos se transforman en sustancias
hdmicas en el suelo. En andisoles, la cantidad de arcillas amorfas, 0xidos, hidroxidos
de aluminio o hierro, y los complejos organominerales (sustancias humicas,
particularmente la fraccidn recalcitrante) contribuyen a la estabilizacion vy
descomposicion del carbono. Se ha encontrado una relacién positiva entre el carbono
del suelo y las reservas de complejos humicos extraidos con pirofosfato de sodio (Cp),
donde en suelos con presencia de alofano, de 28% al 40%, el C se encuentra como
Cp. Se ha mencionado que existe una interaccion entre la materia organica del suelo
y los iones metalicos, en donde los complejos humicos pueden saturar facilmente los
sitios de intercambio en suelos de origen volcanico. La interaccion de los compuestos
hamicos con los 6xidos de Al y Fe proporcionan proteccion fisica y estabilizacion en

andisoles (Panichini et al., 2012; Galvan-Tejada et al., 2014).

1.9 MetagenGmica

El suelo es un sistema complejo que contiene una gran cantidad y diversidad
de microorganismos. Actualmente, con la metagendmica se ha logrado conocer y
estudiar en mas detalle todo ese material gendmico desconocido. La metagendmica
es una nueva aplicacién de la biologia molecular, la cual permite aislar, identificar y
caracterizar el material genético total proveniente directamente de muestras
ambientales; ademas, es una ciencia relativamente nueva que esta ayudando a
entender como los microorganismos, cultivables o desconocidos, se adaptan e
interactian con factores bioticos y abidticos en el suelo y promete revelar nuevas

moléculas, las cuales pueden mejorar diversas aplicaciones biotecnoldgicas
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(Hernandez-Le6n et al.,, 2010). El aislamiento del DNA gendmico inicia con la
extraccion de DNA, la cual se realiza con métodos convencionales o con ‘“kits”
producidos por compafias privadas para un rango especifico de material bioldgico. Sin
embargo, el costo de estos productos puede ser una limitante cuando se trata de una

gran cantidad de muestras (Park, 2007).

Los métodos convencionales para aislamiento de DNA de material biologico
incluyen tres pasos. El primero es lisis de la pared celular y membranas; el segundo
eliminacién de contaminantes como proteinas, polisacaridos u otros compuestos

celulares, y por ultimo recuperacion de DNA puro (Sambrook et al., 1989).

1.10 Area de estudio en el monte Tlaloc

El area de estudio se encuentra dentro de la cordillera Sierra Nevada, en el
Estado de México, esta ubicada en la parte oeste del monte Tlaloc, es un estratovolcan
de 4125 m de altura de la Faja Volcanica Transmexicana, entre los paralelos 19° 23’43”
y 19° 28’37” latitud norte y entre los meridianos 98° 42'51” y 98° 48’12” longitud oeste.
La dltima actividad volcanica del monte Tlaloc fue hace aproximadamente 30 460 +
390 afios atras (Garcia, 2009). Los ecosistemas que presenta el monte Tlaloc a lo
largo del gradiente altitudinal son: bosque de encino (Quercus rugosa Née y Q. laurina
Humb et Bonpl.), bosque de oyamel (A. religiosa (H. B. K.) Schl. et. Cham), bosque de
pino (Pinus hartwegii Lindl.) y pastizal alpino (Agrostis tolucensis Kunth, Alchemilla
procumbens Rose y Calamagrostis intermedia (J. Presl) Steud (Sanchez y Lopez,

2003).
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El clima es semifrio y presenta una temperatura media anual entre 10y 18 °C,
la temperatura disminuye a mayor altitud (Sanchez y Lépez, 2003). La precipitacion
total anual varia a lo largo del gradiente altitudinal de 800 mm, en la parte baja area
agricola, a 1200 mm en la parte mas alta, donde se encuentra el bosque de pino y

pradera alpina (INEGI, 2001).

En monte Tlaloc se ha clasificado como Mollic-silandic Andosols, con las
siguientes caracteristicas: edad de formacion, 6200 afios; densidad aparente, 0.44 g
cm3; pH, 5.65; CO, 8.72%; Al, 18.3 mg kg y Fe, 9.16 mg kg, extraidos con oxalato
de amonio; Al, 9.29 mg kg y Fe, 13.01 mg kg extraidos con pirofosfato de sodio; Al,
5.81 mg kgt, y Fe, 1.67 mg kg!, extraidos con bicarbonato de ditionito; fésforo, 3 mg
kg, determinado con la metodologia de Bray y Kurtz; y fésforo total, 2494.51 mg kg,
cuantificado con espectroscopia de fluorescencia de rayos X (Galvan-Tejada et al.,

2014).

24



CAPITULO Il
2. Produccion y tasa de descomposicion de hojarasca en un bosque de

Abies religiosa del monte Tlaloc

2.1 Resumen
Los depdsitos de carbono en suelos forestales son controlados por el equilibrio entre
la entrada de carbono por la hojarasca y la salida de carbono asociada a la respiracion
heterotrdéfica. El objetivo de este trabajo fue evaluar algunos de los factores que afectan
la acumulacién de carbono en los suelos en un bosque de oyamel (Abies religiosa) a
lo largo de un gradiente altitudinal en el monte Tlaloc. Se establecieron cinco sitios de
estudio, distribuidos en un intervalo de 3093 a 3489 m de altitud. Se cuantifico caida
de hojarasca, contenido de lignina y N del material vegetal, tasa de descomposicion
de la hojarasca, flujos de CO2, humedad y temperatura del suelo. La caida de
hojarasca fue mas alta en los sitios de mayor altitud que en los localizados a menor
altitud, lo cual se atribuye a que los primeros tuvieron mayor densidad arborea. La
descomposicion de la hojarasca fue afectada por la temperatura, donde los sitios de
menor altitud tendieron a presentar las mayores constantes de descomposicion. El sitio
de mayor altitud tuvo el mas alto contenido de carbono organico y soluble,
posiblemente por efecto de alta caida de hojarasca y baja descomposicién en
comparacion con los dos sitios de menor altitud. Sitios con alta densidad arbdrea casi
siempre tuvieron los mas altos niveles de humedad. Los resultados obtenidos,
particularmente de la parte baja y alta del bosque de oyamel, sugieren que la
temperatura y la densidad arborea podrian ser dos factores criticos para mantener los

reservorios de carbono en este ecosistema. Es probable que el aumento de la
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temperatura y disminucion de la cubierta arbdérea podrian resultar en la disminucion

del carbono del suelo en el bosque de oyamel.

Palabras clave: carbono, relacién lignina:N, emisiones de CO2, constante k.

CHAPTER I

Production and decomposition rate of litter in the fir forest of mount Tlaloc

2.2 Abstract
Carbon stocks in forest soils are controlled by the balance between carbon inputs from
litterfall and carbon output associated to heterotrophic respiration. The aim of this study
was to evaluate some of the factors affecting the accumulation of carbon in soil of fir
forest (Abies religiosa) along an altitudinal gradient on mount Tlaloc. Five study sites
distributed in a range of 3093-3489 m altitude were settled. Litterfall, lignin and N
contents, decomposition rate, CO2 efluxes, soil moisture and temperature were
quantified. The litterfall was higher at sites of high altitude than in those located at low
altitude, which was attributed that the first ones had higher tree density. The litter
decomposition was affected by temperature, where sites located at lower altitude
tended to have lower constant of litter decomposition. The higher altitude site had the
highest content of soluble organic carbon and total carbon, possibly due to higher litter
production and lower decomposition compared to the two sites located at lower altitude.
Sites with high tree density almost always had the highest levels of moisture. The
results, particularly those from the upper and lower sites of fir forest, suggest that

temperature and tree density could be two critical factors in maintaining soil carbon
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stocks in this ecosystem and that any change in these factors could result in reduction

of soil carbon in the fir forest.

Key words: carbon, lignin:N ratio, CO2 efluxes, constant k.

2.3 Introducciodn

Los suelos de los ecosistemas terrestres son grandes reservorios de carbono; se
estima que contienen dos veces mas C que la vegetacion o la atmésfera (IPCC, 2007).
Los depositos de C en suelos forestales son determinados por el equilibrio entre las
entradas (hojarasca) y salidas (tasa de descomposicién y emisiones de CO2) de C
(Wang y D"Odorico, 2008); este proceso, a su vez, es regulado por el climay la calidad
de la hojarasca (Kenneth et al., 1998). La hojarasca es la principal entrada de materia
organica al suelo y constituye una parte importante en los reservorios de carbono de
los bosques tropicales, boreales y templados de todo el mundo, la cual se ha estimado

en 43 £+ 3 Pg C (Pan et al., 2011).

Los microorganismos del suelo son la fuerza impulsora en el proceso de
descomposicion de la materia organica. La humedad y la temperatura son factores
importantes que influyen en la descomposicion; en condiciones secas, la actividad de
los microorganismos es baja, resultando en bajos flujos de CO2 en el suelo, a
temperaturas por debajo de 5 °C la actividad microbiana disminuye y aumenta
conforme la temperatura se incrementa, siendo 30 °C el punto 6ptimo (Sanci et al.,

2009). Un aumento en la humedad del suelo normalmente incrementa la actividad
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bioldgica, pero niveles muy altos de humedad reducen la respiracion, debido a la
limitada difusion de oxigeno; la condicion de humedad 6ptima para la descomposicion
es de 50 a 60% del espacio poroso (Uhlirova et al., 2005). Se ha estimado que la
descomposicion de la materia organica representa uno de los mayores flujos en el ciclo

global del C terrestre, 60 Pg C afio™ (Djukic et al., 2010)

Los flujos de C por la respiracion también se han atribuido a las diferencias en la
calidad de la hojarasca (Borken et al., 2002). La lignina es un factor trascendental en
el control de la pérdida de hojarasca y la relacion lignina:N es un indicador de
recalcitrancia, dado que los residuos vegetales con una relacion lignina:N alta son mas
resistentes a la descomposicién que aquellos con una relacién lignina:N baja. Ademas,
se ha determinado, en diferentes especies de arboles, una correlacion negativa entre

la relacidn lignina:N y la pérdida de peso (Prescott, 2005).

En el mundo hay alrededor de 50 especies de Abies, de las cuales ocho ocurren
en México y de estas seis son endémicas (Aguirre-Planter et al., 2000; Aguirre-Planter
et al., 2012), localizadas en altitudes entre 2400 y 3500 m, ocupando una superficie de
alrededor de 144 144 ha (CONAFOR, 2012); esta superficie es afectada por
desmontes, talas inmoderadas, incendios forestales, pastoreo, contaminacion
ambiental, plagas y enfermedades. Las mayores extensiones de estos bosques se
encuentran en los sistemas montafiosos que circundan al Valle de México; son
ecosistemas de gran diversidad floristica (Sanchez-Gonzalez et al., 2006) y son
grandes almacenes de C en comparacion con otras especies de los géneros Quercus
y Pinus (Ordoifiez, 2008; Martinez-Rojas, 2010; Vela et al., 2012) por lo que, es
importante conocer que factores contribuyen a la acumulacion de C en este
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ecosistema. El objetivo de este trabajo fue determinar la produccion, la tasa de
descomposicion de hojarasca (ramas y aciculas) y los flujos de CO2 del suelo en el

bosque de A. religiosa del monte Tlaloc.

2.4 Materiales y Métodos

El estudio se realiz6 en un bosque de oyamel [Abies religiosa (H.B.K.) Schl. et.
Cham] localizado entre las coordenadas geograficas de 19° 25.609" latitud norte y 98°
45.785" latitud oeste, a una altitud entre 3093 y 3489 m, en el monte Tlaloc, zona que
corresponde a la parte norte de la Sierra Nevada, en el oriente del estado de México.
El suelo es Andosol (Galvan-Tejada et al., 2014); el clima es templado semifrio,
caracterizado por tener una temperatura media anual entre 10 a 12 °C y la precipitacion
anual varia entre 900 y 1000 mm (Sanchez et al., 2006). En el bosque de A. religiosa
se establecieron cinco sitios experimentales de 1000 m? nombrados como O1, 02, O3,
04 y O5 distribuidos en un gradiente altitudinal de 3093 a 3489 m. Para el muestreo
de suelo, se tomaron al azar cuatro muestras en cada sitio a una profundidad de 0 a

30 cm; se determind pH, carbono organico soluble y carbono total.

Produccion de hojarasca. En cada uno de los cinco sitios de 1000 m? se colocaron, al
azar, seis mallas de nailon de 1 x 1.5 m (Figura 2.1). La colecta de hojarasca se realiz6
cada mes, durante 1 afo, del 7 de enero de 2013 al 7 de enero de 2014. El material
colectado se sec6 en un horno marca Shel Lab modelo CE5F, a 70 °C hasta peso
constante. En la Figura 2.2 se observa coOmo se separaron las fracciones de hojarasca
que se clasificaron en aciculas, ramas y otros (ramas con aciculas, semillas,
fragmentos de conos, musgos y liquenes, fragmentos de corteza y herbaceas). Cada
componente se peso por separado, en una balanza analitica marca Santorius modelo
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210S (0.0001 g de precision). Se determiné el peso de cada fraccion de hojarasca en

kg ha' mesy la produccién de hojarasca acumulada al afio.

Figura 2.1. Muestreo de hojarasca en una malla colocada en Abies religiosa para

estimar la produccion de hojarasca.

Figura 2.2. Fracciones de hojarasca de Abies religiosa obtenidas de la produccién de

hojarasca en las mallas.

Tasa de descomposicion. Se colectaron ramas con aciculas maduras de arboles de A.
religiosa y se secaron a 50 °C hasta peso constante; después, se separaron las
aciculas de las ramas. Se tom6 una muestra de cada material y se determiné lignina,
celulosa y hemicelulosa, por el método de Van Soest et al. (1991) y nitrégeno total, por

el método de micro-Kjeldanl (Alcantar y Sandoval, 1999).
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Se pesaron aciculas y ramas, 2 g de cada uno, en una balanza analitica marca
Santorius modelo 210S y se colocaron por separado en bolsas de nailon con
dimensiones de 12 x 15 cm y una apertura de malla de 25.7 x 187 um. En cada sitio
se colocaron 30 bolsas con aciculas y 30 bolsas con ramas, las cuales se distribuyeron
alrededor de dos arboles; para esto, se removié la capa superficial de musgo, se
colocaron las bolsas sobre la superficie del suelo y se cubrieron con el mismo musgo

(Figura 2.3).

Figura 2.3. Bolsas de descomposicion de aciculas y ramas colocadas en Abies

religiosa.

En cada sitio para medir la temperatura del suelo cada 2 h se programé y se
enterr6 a 5 cm de profundidad un microsensor de temperatura Watch Dog, modelo
100-Temp 2k. Seis bolsas de ramas y seis de aciculas se colectaron en cada sitio,
después, a los 123, 213, 304, 395 y 475 dias de haberlas colocado, en total se
muestrearon 300 bolsas de descomposicion. En cada muestreo, antes de levantar las
bolsas se cort6 con tijeras la vegetacion que crecio y atraveso alguna bolsa (Luo et al.,
2010). Las bolsas se limpiaron del exceso de suelo y raices que pudieron penetrar al

interior y se secaron a 60 °C, hasta peso constante, para determinar pérdida de peso.
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Las tasas de descomposicion de aciculas y ramas se determinaron con
ecuaciones de regresion obtenidas con los datos de campo, para lo cual se uso el
modelo exponencial:

Xt = Xo &K

Donde Xt = peso seco de aciculas/ramas (g) en el tiempo t (futuro), Xo = peso

seco inicial de aciculas/ramas (g) en la bolsa, e = base del logaritmo natural, k = tasa

de descomposicion y t = tiempo de permanencia de aciculas/ramas en la bolsa.

Flujos de CO2 en el suelo. Las mediciones de CO: se realizaron usando el método de
cal sodada descrito por Ponder (2005). Frascos de 50 mL se llenaron con 30 g de cal
sodada, después se colocaron en un horno marca Shel Lab modelo CE5F a 105 °C
durante 24 h, para evaporar el agua de los granulos de la cal. Al dia siguiente se
retiraron los frascos del horno, se colocaron en un desecador para dejar enfriar y se
pesaron en una balanza analitica, marca Sartorius modelo 210S, y se taparon
inmediatamente. Esto corresponde a la masa de pre-incubacion en seco, que incluye

la cal sodada vy el frasco.

En cada uno de los cinco sitios de muestreo, sobre el suelo se colocaron al azar
10 aros de PVC de 20 cm de diametro x 10 cm de alto, los cuales se enterraron a 5
cm de profundidad, en posicién vertical, dos semanas antes de iniciar las mediciones
de respiracion del suelo. En el momento de la medicion, se colocé un frasco destapado
con cal sodada en cada aro y se cubri6 con una camara de PVC de 19.3 cm de
diametro x 10 cm de alto, que se ajust6 en el aro, sellando herméticamente (Figura
2.4). En cada sitio se usaron dos testigos, que estuvieron aislados del suelo con un

plastico (Figura 2.4 a, b). Todas las cdmaras con la cal sodada se incubaron durante
32



24 h; después de este periodo de tiempo los frascos con cal se retiraron y se sellaron
de inmediato. Ademas, se midio la temperatura del suelo, con un termoémetro, modelo
HI-145 marca Hanna Instruments RI, y la humedad, con un medidor portatil modelo

Fieldscout TDR-300 marca Spectrum Technologies.

Figura 2.4. Camaras de PVC para determinacion de CO2 en Abies religiosa: (a) frasco
con cal sodada del testigo, (b) cAmara sellada del testigo, (c) frasco con cal sodada de
la muestra y (d) cAmara sellada de la muestra.

Los frascos con cal sodada después del muestreo se llevaron al laboratorio,
donde se destaparon y se volvieron a secar en el horno, a 105 °C durante 24 h, para
evaporar el agua. Posteriormente, se pasaron a un desecador y se pesaron. Esto
correspondio a la masa después de la incubacién en seco. La absorcion de COz en la
cal sodada se determiné por la diferencia en peso de las muestras y se multiplico por
el factor 1.69 g; para dar cuenta de la pérdida de agua durante el proceso de secado,

se obtienen los siguientes datos (Grogan, 1998):

a) Masa inicial en seco de cal sodada (g) = Mi

b) Masa final en seco de cal sodada (g) = Mf

c) Cambio de masa del blanco (g) = Mb = Mf (blanco) - Mi (blanco)
d) Cambio de masa de la muestra (mg) = dM = (Mf - Mi - Mb) x 1000

e) CO:2 absorbido por la cal sodada (mg de CO2) = dM x 1.69
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f) Respiracion del suelo (mg de CO2 m2 dia?!) = CO2 absorbido area? dia* de
incubacion. El aumento de la masa de la cal sodada es atribuible a las emisiones de

CO:..

2.5 Resultados

Produccion de hojarasca. En el bosque de A. religiosa la produccién de hojarasca
acumulada durante el afio de muestreo fue 3.26 + 0.36 t ha! afio!. En la Figura 2.5 se
observa gue la fraccion que mas aporta hojarasca al suelo son aciculas, con 68% del
total y en segundo lugar las ramas con 23%, considerando ramas pequefias menores
de 1 cm de didmetro. Las fracciones de hojarasca integradas por ramas con aciculas,
fragmentos de conos, semillas, musgos y liqguenes, fragmentos de corteza y herbaceas

solo aportaron 9%, por lo que se sumaron juntos y se hombraron como otros.

0.29
9%

0.75

2304 ® aciculas

ramas

= otros

Figura 2.5. Produccion total de hojarasca (t ha' afio!) en Abies religiosa del monte

Tlaloc.
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La produccion de hojarasca de aciculas varié entre los meses del afio, en todos
los sitios, pero el aporte fue mayor entre los meses de agosto a noviembre, abarcando
la parte final del verano y toda la estacion de otofio. El sitio con mayor produccion de
aciculas fue el O2 y el de menor fue el O5, localizados a altitudes de 3489 y 3093 m
respectivamente; para el sitio O2 el mes con mayor produccion de aciculas fue
septiembre, con 533.23 kg hal. En ramas, la produccién se incrementa en los meses
de marzo a mayo, en la mayoria de los sitios; después decrece la caida, durante los
meses de junio a noviembre, y vuelve a incrementarse en el Gltimo mes de la estacion
de otofio, de tal forma que en diciembre la produccion de ramas fue entre 132.5a 210.5
kg hal, los cuales fueron los valores mas altos. En el caso de los otros materiales que
cayeron en las mallas, estos se mantuvieron bajos durante todo el afio, generalmente;

los valores mas altos los presento el sitio O5 y los mas bajos el sitio O3 (Figura 2.6).

Tasa de descomposicién. Las caracteristicas del material vegetal colocado en las
bolsas de descomposicion se muestran en el Cuadro 2.1. El material vegetal de
aciculas presenté menor contenido de lignina, con 11.6% y menor relacion lignina:N
de 9.8 en comparacion con las ramas, con 21.9% de lignina y una relacion lignina:N
de 28.2.

Cuadro 2.1. Calidad de la hojarasca (aciculas y ramas) de Abies religiosa.

Materia seca Cenizas Celulosa Hemicelulosa Lignina Nitrégeno total
Material 7 Lignina:N
0

Aciculas  97.3+£0.08 51029 218x0.35 14.5+0.32 11.6 £0.28 1.2+ 0.02 9.8+0.35
Ramas 96.1+011 44+032 28.9+0.62 13.1+£0.48 21.9+0.61 08+0.13 282+3.7

+ Error estandar.
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Figura 2.6. Produccion mensual de hojarasca (aciculas, ramas y otros) en cinco sitios

de Abies religiosa a lo largo de un gradiente altitudinal, en el monte Tlaloc.

En el bosque de A. religiosa del monte Tlaloc, la pérdida promedio de peso seco
en las bolsas de descomposicion después de 475 dias de colocarlas fue 44% para

aciculas y 32% en ramas. No obstante, al analizar la relacion entre las pérdidas de
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peso y las temperaturas anuales de los sitios, a lo largo del gradiente altitudinal, se
encontré que la pérdida de peso de aciculas depende de la temperatura en 29% y la

de ramas en 73% (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Efecto de la temperatura en el porcentaje de pérdida de peso de aciculas
y ramas en las bolsas de descomposicion de Abies religiosa del monte Tlaloc. Los
puntos representan los valores promedios correspondientes a los cinco sitios de

estudio.

Las caracteristicas de los sitios de estudio en el bosque de A. religiosa se
muestran en el Cuadro 2. Las pendientes fueron pronunciadas de 22% a 45%. El pH
de los sitios se encontrd dentro de los valores de 5.8 a 6.4, ligeramente &cidos. El
contenido de carbono total y carbono organico soluble fueron mas altos en el sitio O1
ubicado a mayor altitud; también este sitio fue el segundo con mayor densidad arborea
y el segundo con mayor produccion de hojarasca (aciculas y ramas); su constante de
descomposicion para aciculas es la segunda mas alta en comparacion con los otros
sitios, y para el caso de ramas su constante de descomposicion es menor, en

comparacion con los otros sitios (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2. Caracteristicas del suelo, produccion anual de hojarasca y
descomposicion de aciculas y ramas en cinco sitios a lo largo de un gradiente

altitudinal en el bosque de Abies religiosa del monte Tlaloc.

. Densidad Produccion de hojarasca kP
Sitios Flevacion Pendiente arbérea pH Cos! o tha afio18 afios -1
m (%) (érboles ha) (%) aciculas ramas aciculas ramas
01 3489 32 720 58 42+003 74+08 2.3 0.7 044  0.26
02 3360 42 690 6.1 30+0.04 4606 28 1.1 043  0.27
03 3359 40 760 64 20+£0.07 3109 1.8 0.7 036 0.28
04 3196 45 460 62 25+006 44+07 2.0 0.6 049 034
05 3093 22 250 6.2 23+0.02 55+0.3 1.9 0.6 049  0.32

t Carbono organico soluble T Carbono orgénico total § Valores del total acumulado ® Tasa de

descomposicion.

El sitio con mayor produccion de hojarasca de aciculas y ramas fue O2, también
es uno de los sitios con mayor contenido de carbono organico soluble y, ademas, es
el tercer sitio con mayor densidad arbérea. El sitio O3 fue el que presento valores mas
bajos en contenido de C, produccién de hojarasca y constantes de descomposicion.
Los sitios O4 y O5, de menor altitud, son los que presentaron menor produccion de
hojarasca y menor contenido de carbono organico soluble en comparacion con los
sitios de mayor altitud y son los que tienen mayores constantes de descomposicion de

aciculas y ramas (Cuadro 2.2).

Flujos de CO: en el suelo. En el Cuadro 2.3 se presentan los valores de flujos de
CO:2 en el suelo, obtenido en tres fechas durante el afio 2013. En este Cuadro se
observa que el mes con menores emisiones fue marzo, donde se tiene también menor
contenido de humedad. Los flujos fueron mayores en agosto y octubre, y también en
estos meses se tuvo mayor contenido de humedad en el suelo. El sitio O3 presento
mayores flujos de CO2 en el suelo y menor contenido de humedad en las tres
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mediciones, lo que indica que fue el sitio mas seco. El sitio O2, en promedio, fue el
segundo en tener mayores flujos de COz; este sitio también fue uno de los mas altos

en contenido de humedad y uno de los mas bajos en temperatura del suelo.

Cuadro 2.3. Variables climaticas y flujos de CO:2 del suelo de cinco sitios en el bosque

de Abies religiosa del monte Tlaloc.

si Temperatura (°C) Humedad (%) Flujos en el suelo (g CO2 m? dia?)
itios

Mar Ago Oct Mar Ago Oct Marzo Agosto Octubre Promedio
o1 1.7 8.4 7.9 186 29.5 27.3 52+05 118+17 105+x12 92+20
02 7.4 9.4 8.8 121 264 25.9 21+04 148+13 136+x09 10241
03 10.2 99 9.8 75 221 20.0 3608 194+21 149+12 126+4.7
04 9.8 9.0 114 94 20.1 21.3 27+0.2 128+0.7 94+0.6 8.3%3.0
05 123 113 12.0 8.8 231 239 30+x0.2 146+08 9.2+£09 8934

n=10

2.6 Discusion

La hojarasca es un conjunto de hojas que han caido de los arboles y es un
componente importante en la acumulacion de C en el suelo de ecosistemas forestales
(Pan et al., 2011). La produccién de hojarasca en A. religiosa es 3.26 + 0.36 t ha! afio
L'y esta dentro de los intervalos de caida de hojarasca, determinados en rodales de
plantaciones forestales de 50 afios de edad (Picea abies, P. sitchensis, Pseudotsuga
menziesii, Fagus sylvatica y Quercus robur), con un intervalo de 3.2 a 3.7 t ha! afio!
(Hansen et al., 2009) y los obtenidos en un bosque de Cunninghamia lanceolata, de
14 afos de edad, con 3.1 t ha™ afio™ (Xiangqing et al., 2007) pero es menor a los
valores obtenidos en arboles maduros de Picea abies en bosques templados de

Europa, con 3.8 t ha! afio™ (Augusto et al., 2002).
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El material de aciculas de A. religiosa es el componente que aporta la mayor
produccion de hojarasca al suelo y el segundo corresponde a ramas; ambos
representan 90% del total de caida (Figuras 2.5); esto se ha observado en otros
estudios donde las hojas proporcionan mayor porcentaje de hojarasca al suelo y, en
segundo lugar, las ramas (Di Stefano y Fournier, 2005; Zhou et al., 2015). Ademas, se
encontré que aun cuando no hay un patron marcado del efecto de estacionalidad en
la produccion de aciculas y ramas, se observa una tendencia a presentarse la mayor

aportacion en los meses de septiembre a marzo (Figura 2.6).

Los sitios O1 y O2 fueron los que tuvieron la mayor produccién de hojarasca
(aciculas y ramas), con un valor de 3y 3.9 t ha! afio!, respectivamente; estos sitios
también presentan mayor densidad arbérea y estan localizados a mayor altitud; en
cambio, los sitios O4 y O5, que son los de menor densidad arbdrea, tienen menor
produccion de hojarasca, con valores de 2.6 y 2.5 t ha! afio!, respectivamente, y se
encuentran a menor altitud. Esto nos indica que hay una relacion entre densidad
arborea y produccion de hojarasca. Sin embargo, el sitio que no coincide con este
comportamiento es el sitio O3, ya que tiene alta densidad arbérea (760 arboles hal) y
baja produccion de hojarasca, con 1.8 t ha! afio? (Cuadro 2.2); ademas, es un sitio
gue presenta menor humedad del suelo, en comparacion con los otros sitios (Cuadro

2.3).

La descomposicion de la hojarasca es un proceso biologico regulado por el clima
y la calidad de la hojarasca. Esta ultima es de extrema importancia, ya que la hojarasca
con una alta relacion lignina:N es mas resistente a la descomposicion que aquella con
una baja relacion (Tripathi et al., 2006); esto se observé en los resultados de este
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trabajo, donde las ramas con una mayor relacion lignina:N (Cuadro 2.1) presentan
menor constante de descomposicion (k) que las aciculas (Cuadro 2.2). Los valores de
k de este estudio son parecidos a los obtenidos por Pérez et al. (2010) en Nothofagus
nitida con una k = 0.47 y en Drimys winteri y Podocarpus nubigena con una k = 0.29,

aunqgue sus contenidos de lignina son mas altos que los aqui reportados.

Los sitios de estudio se localizan en un gradiente altitudinal que va de 3093 a
3489 m, asociado a este también se encuentra un gradiente de temperatura, donde la
diferencia entre el sitio localizado en la parte mas alta (O1) y el localizado en la parte
baja (O5) es de 3.1 °C. Al relacionar los datos de temperatura media anual y el
porcentaje de pérdida de peso de los cinco sitios se encontrd que la temperatura influye
en la pérdida de peso de aciculas, en 29%, y de ramas, en 72% (Figura 2.7). Esto
significa que la descomposicion de la hojarasca es mucho mas acentuada en la parte
baja (3093 m de altitud) que en la parte alta (3489 m de altitud); de hecho, la constante
de descomposicion del sitio mas alto es 5% menor que la obtenida en el sitio localizado
a menor altitud y este ultimo tiene también menor contenido de carbono organico total

y carbono soluble (Cuadro 2.2).

La temperatura es uno de los factores que posiblemente regule la acumulacién
de carbono en este ecosistema. Esto se ha observado en otros estudios, en los cuales
los mayores depodsitos de C del suelo, por unidad de superficie, estan situados a
mayores altitudes y las tasas de descomposicion de hojarasca son bajas por la
disminucién de la temperatura (Ahmad y Somaiah, 2015), aunque hay otros factores
como la humedad que también contribuyen a la acumulacion de carbono en el suelo
de ecosistemas forestales (Kenneth et al., 1998).
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Los flujos de COz2 en el suelo fueron mayores en los meses de agosto y octubre,
posiblemente por el aumento estacional de humedad en el suelo, ya que se ha
observado que la respiracion del suelo se correlaciona positivamente con la humedad
(Akburak y Makineci, 2013; Yohannes et al., 2011). La temperatura no influyé mucho
en los resultados obtenidos ya que su variacion estacional no fue marcada (Cuadro
2.3). El Unico sitio que presenta las temperaturas mas altas, en comparacion con los
otros sitios, es el O5, aunque este sitio no presenta altos flujos de CO2, tal vez porque
su densidad arbdrea no es de las mas altas. Lo contrario se observo en el sitio O3, el
cual presenta mayor flujo de CO2 en promedio y tiene mayor densidad arborea, con
760 arboles hat. La respiracion de raices pudo haber influido en estos resultados
(Cuadro 2.2). En este estudio la humedad estacional del suelo tuvo mayor influencia

en los flujos de COo..

En Meéxico, los bosques de Abies contienen una gran diversidad floristica;
ademas, tienen diversas funciones como conservacion de suelo, captura de carbono,
captacion de agua para mantos freaticos y regulacién de la escorrentia, por lo que su
estudio y conservacion es de gran importancia (Sanchez et al., 2006). Dentro de las
funciones de captura de carbono se encuentran los flujos de biéxido de carbono
asociados a la velocidad de descomposicion en la hojarasca, la cual esta limitada, mas
por los sustratos de carbono que por el contenido de nutrimentos (Kenneth et al.,
1998). Por lo que el aporte de hojarasca al piso forestal y su descomposicion, puede
indicar si un sistema es un sumidero o una fuente de bioxido de carbono. En este
estudio se pudo observar que sitios de mayor altitud con mayor densidad arbodrea,

menor temperatura y mayor humedad, pueden presentar alto contenido de carbono en
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el suelo. Pero sitios de menor altitud y temperatura mas alta, presentan menor
contenido de carbono en el suelo y tienden a tener mayor emision de bioxido de
carbono y menor densidad arborea; también son propensos a mayor perturbacion, por

ser mas accesibles.

Considerando que hay un efecto del gradiente altitudinal, tanto en el contenido
de carbono como en los flujos de COz2, donde diversos factores estan involucrados,
como la temperatura, la humedad y la densidad arbérea, y que resulta en diferencias
en el contenido de carbono en el suelo, podria ser que bajo un escenario de aumento
de la temperatura global conduciria a un aumento en las tasas de descomposicion de
la hojarasca y, por lo tanto, aumento en los flujos de CO:2 del suelo que disminuirian
los reservorios de C en los suelos del bosques de A. religiosa. Las proyecciones de
cambio climatico sugieren que las areas ocupadas por bosque de A. religiosa podrian
reducirse en el curso de este siglo (Sdenz-Romero et al., 2012). No obstante, poco se
sabe del impacto que podria tener el cambio climatico en los reservorios de carbono
de los bosque de Abies en México, los cuales se ha estimado que contienen de 93 a

146 Mg C ha! (Ordéiiez, 2008; Martinez-Rojas, 2010; Vela et al., 2012).
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2.7 Conclusiones

El componente que mas aporta hojarasca al suelo, en el bosque de A. religiosa
son las aciculas, con 67%, y en segundo lugar las ramas, con 23%. En la estacion de
otofio es donde se presenta mayor produccion de hojarasca en aciculas en todos los
sitios. El porcentaje de pérdida de peso de aciculas fue de 44% y el de ramas 32%
después de 475 dias. Los valores promedio de tasas de descomposicion para aciculas
es k = 0.439 afio! y para ramas de k = 0.294 afio. Los flujos de CO:2 debidos a la

respiracion del suelo fueron mayores en época de lluvia.

44



CAPITULO Il
3. Mineralizacion de carbono del suelo procedente del piso forestal de

Abies religiosa

3.1 Resumen

La hojarasca constituida de aciculas y ramas forma parte del piso forestal de Abies
religiosa y es la principal entrada de carbono y nutrimentos al suelo, esta se puede
relacionar con la tasa de liberacibn de CO:2. El objetivo fue estimar la tasa de
mineralizacion del carbono en el suelo y hojarasca proveniente de un gradiente
altitudinal mediante incubaciones en laboratorio con concentraciones crecientes de
lignina. Se realizaron dos experimentos de incubacion en el laboratorio de 17 y 28 dias
con suelo de cinco sitios del bosque de A. religiosa (O1, O2, O3, 04 y O5) bajo
condiciones controladas de temperatura y humedad (35 °C y 60%), se incorpord
hojarasca al suelo con diferentes concentraciones de lignina. Los resultados mostraron
que la tasa de mineralizacion es afectada principalmente por la calidad de la hojarasca
pero se observo que los suelos de los sitios O3, O4 y O5 de menor altitud, presentan
tasas mayores de mineralizacion que los suelos de los sitios O1 y O2, de mayor altitud,
bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura. Esto puede deberse a que el
contenido de N y P de los sitios de baja elevacion es mayor que el de los sitios de alta
elevacion; ademas, estos sitios presentan menor contenido de carbono organico en el

suelo, en comparacion con los sitios de mayor altitud.

Palabras clave: hojarasca, incubacion, lignina, tasa de mineralizacién.
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CHAPTER I

Soil carbon mineralization from the forest floor of Abies religiosa

3.2 Abstract

The litter consisting of needles and branches is part of the Abies religiosa forest floor
and is the main source of carbon and nutrients that is incorporated in to soil by
decomposition; the process is related to the rate of release of CO2. The objective of
this research was to estimate the carbon mineralization rate in soil and litter samples
from A. religiosa forest by laboratory incubations with increasing concentrations of
lignin. Two incubation experiments were performed in the laboratory for 17 and 28 days
with soil samples collected from five sites of A. religiosa forest (O1, 02, O3, 04 and
O5) under temperature and humidity controlled conditions (35 °C and 60%) and at
different concentrations of lignin. The results showed that the mineralization rate is
mainly affected by the litter quality where soil samples from the lower altitude sites (O3,
04 and O5) have higher mineralization rates than the samples from the higher altitude
sites (O1 and O2) under the same temperature and humidity; this may be because the
content of N and P in soil from low elevation sites is greater than in the soil from high
elevation sites, these sites also have a lower content of organic carbon in the soil

compared to the higher altitude sites.

Key words: litter, incubation, lignin, mineralization rate.
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3.3 Introduccidn

La mineralizacion del carbono organico es la conversion de la forma organica a
compuestos inorganicos como resultado de reacciones de descomposicion llevadas a
cabo por organismos descomponedores, la gran mayoria de los cuales son bacterias
y hongos (Gregorich et al., 2001). La biomasa microbiana del suelo es el componente
activo de los almacenes organicos del suelo y es responsable de la descomposicion
de la materia organica, lo cual afecta el contenido de nutrimentos del suelo y, en
consecuencia, la productividad primaria (Vasquez-Murrieta et al.,, 2007). La
diversificacion de especies de plantas puede afectar el ambiente del suelo de
diferentes maneras, debido a las variaciones en la cantidad y calidad del material
vegetal, lo que afecta el contenido de materia organica del suelo, la actividad
microbiana y los ciclos de nutrimentos. Estos cambios alteran el potencial del suelo
para suministrar o almacenar nutrimentos debido a cambios en la mineralizacion e

inmovilizacién (Liborio et al., 2010).

La mineralizacién de C se puede determinar por medio de la tasa de liberacion
de COz2. Inicia con una etapa muy activa de la materia organica fresca, lo cual
corresponde a la liberacion de materiales organicos labiles (azUcares, aminoacidos y
acidos organicos), seguida de una segunda etapa en la que la actividad biolégica
disminuye, debido principalmente a materiales recalcitrantes. (Guerrero-Ortiz et al.,

2012).

La medicibn de mineralizacion de C se utiliza comUnmente en las

investigaciones de los suelos y sus datos tienen una amplia gama de aplicaciones en
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la agricultura, la silvicultura, la ecologia y las ciencias ambientales. La tasa de
mineralizacion de C se puede medir en el laboratorio, en periodos de unos pocos dias
0 semanas y proporciona un estimador de la actividad bioldgica del suelo (Gregorich y

Beare, 2007).

La descomposicion de la hojarasca es mas rapida con materiales vegetales de
mayor calidad, es decir, material vegetal menos lignificado y mayor contenido
nutrimental (Prescott et al., 1992). La humedad y la temperatura del suelo catalizan la
accion de la biomasa microbiana; la cantidad que se mineralice también sera funcién
de las propiedades del suelo (tipo de suelo, densidad aparente, pH) y condiciones
climéticas del ecosistema (Bonan y Van-Cleve, 1992; Avilés, 2002; Girisha et al., 2003;

Rey et al., 2008).

Los ecosistemas forestales son elementales en el ciclo de carbono, y los suelos
son importantes almacenes de C. Es de gran interés no solo conocer la cantidad de
materia organica que se acumula en suelos procedentes de especies arbdéreas, sino
también los procesos de mineralizacién que tienen lugar; todo ello va a determinar el
posible almacén de carbono en el suelo el cual serd mayor con el incremento en la
altitud. El objetivo de este trabajo es estimar la tasa de mineralizacion del carbono en
el suelo con hojarasca, proveniente de un gradiente altitudinal de Abies religiosa,
mediante incubaciones en laboratorio con concentraciones crecientes de lignina. Por
lo que la hipotesis de este estudio es que la tasa de mineralizacion de carbono en el
suelo proveniente de Abies religiosa tiende a disminuir a medida que se incrementa la

altitud.

48



3.4 Materiales y Métodos

Muestreo de suelo y hojarasca. El suelo y hojarasca (ramas y aciculas) usados en el
experimento de incubacidén se colectaron en cinco sitios, hombrados como O1, 02,
03, 04 y 05, del bosque de A. religiosa del monte Tlaloc, localizados en un gradiente
altitudinal de 3093 a 3489 m, en el estado de México. El suelo es andosol (Galvan-
Tejada et al., 2014); el clima es templado semifrio, caracterizado por tener una
temperatura media anual entre 10 a 12 °C y la precipitacién anual varia entre 900 y

1000 mm (Sanchez-Gonzélez et al., 2006).

Las muestras de suelo se colectaron de 0 a 10 cm de profundidad. En estas se
determinaron pH, densidad, carbono organico soluble (COS), carbono organico total
(C7), nitrégeno total (N1) y fosforo (P). El nitrégeno total se determiné por extraccion
con cloruro de potasio (KCI 2 N) y se determind por arrastre de vapor; el fésforo
asimilable por las plantas se determiné utilizando el método Bray y Kurtz 1 (Norma
Oficial Mexicana, 2002). Las caracteristicas del suelo de los cinco sitios de A. religiosa
se muestran en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Caracteristicas de los suelos de cinco sitios de estudio del bosque de

Abies religiosa utilizados en la incubacion de 28 dias.

_ Densidad COSt Gyt NT$ pP
Suelo Altitud (m) pH
(g cm?3) % mg kg

o1 3489 0.66 5.8 4.2 7.4 18.8 6.2
02 3360 0.89 6.1 3.0 4.6 19.5 6.4
03 3359 0.92 6.4 2.0 3.1 21.2 13.0
04 3196 0.90 6.2 2.5 4.4 23.4 21.8
05 3093 0.90 6.2 2.3 5.5 30.5 17.4

t Carbono orgénico soluble TCarbono orgéanico total $ Nitrégeno total ® Fésforo extraible.
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Incubacion de suelo. En frascos de 200 mL, con cierre hermético, se colocaron 25 g
de suelo (secado a la sombra y tamizado a 2 mm) hiumedo a 60% de su capacidad de
retencion hidrica (Garcia et al., 2003) (Figura 3.1a). La hojarasca incorporada al suelo
consistié de aciculas, ramas y aciculas con ramas, las cuales se molieron en un molino
Wiley, con malla 40. Para obtener diferentes concentraciones de lignina, se utilizé una
media ponderada, utilizando los valores del analisis con fibra detergente neutro (FDN)
y fibra detergente acida (FDA) de las muestras de hojarasca, por el método de Van
Soest et al. (1991). La cantidad de hojarasca incorporada al suelo en cada frasco se
estimé tomando en cuenta la hojarasca que cae al afio en el bosque de A. religiosa,
con datos obtenidos en 2013, donde se utilizaron mallas de 1.5 m? y se obtuvieron los

siguientes valores: para aciculas, 2178.2 kg ha! afio, y para ramas, 747.5 kg ha* afio.

Figura 3.1. Determinacion de COz2: (a) frascos sin suelo (blanco) y con suelo, (b)

matraces con disolucion de NaOH con indicador.

Las concentraciones utilizadas de lignina fueron 0, 11.6, 13.1, 14.2, 158 y
21.9% con tres repeticiones cada una para un primer ensayo de 17 dias de incubacién
en un solo tipo de suelo, el O1, y asi elegir las concentraciones que permitieron

observar una mejor tendencia en la acumulacion de CO2. Para después establecer el
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experimento con los suelos de los cinco sitios de estudio de A. religiosa y con un tiempo
de incubacion de 28 dias. En cada uno de los cinco suelos se utilizaron cuatro

concentraciones de lignina y tres repeticiones.

La determinacion de COz: se realiz6 en frascos sin suelo (blanco) y con suelo
(muestra); en donde se introdujo un tubo de ensayo con 5 mL de NaOH 0.5 N,
cerrandose herméticamente los frascos y se incubaron a 35 °C. En cada medicion, los
tubos de ensayo con NaOH se retiraron y se sustituyeron por otros. Antes de colocar
el nuevo tubo de ensayo con disolucion de NaOH, se destaparon los frascos durante
media hora, a fin de renovar la atmosfera de aire contenida en el frasco; después de
esto se introdujo el nuevo tubo de ensayo, se cerraron de nuevo los frascos y se
volvieron a incubar, hasta la determinacién siguiente (Garcia et al., 2003). Esto se
realizd, diariamente, los primeros cuatro dias y cada dos dias las siguientes semanas
de incubacion, hasta el dia 17. En el caso de la incubacion de 28 dias, las mediciones
fueron cada 24 h, durante 4 dias; después cada 2 dias, durante 8 dias; cada 3 dias,

durante 6 dias, y antes del Ultimo muestreo se dejo la muestra 4 dias.

Estimacion del CO2. A los matraces Erlenmeyer se adiciond la disolucion de NaOH y
2.5 mL de la disolucién de cloruro de bario 0.5 N, a fin de precipitar todo el COz2
adsorbido y dos gotas de fenolftaleina (Figura 3.1b), se valora con la disolucion de
H2SO4 0.5 N, lentamente y con agitacion, hasta que la disolucion vire de violeta a

blanco. Los céalculos se realizaron con la siguiente formula:

MgC=(B-V)xNE
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Donde: B = blanco o testigo (12 mL), V = muestras (mL), N =Normalidad del H2SO4 y

E = Peso equivalente del carbono (PE = 6).

Andlisis de resultados. El efecto de la concentracion de lignina en el suelo se analizd
mediante andlisis de regresion cuyo modelo estadistico es el siguiente (Montgomery y
Runger, 2008):

y=By+Byx+e
Donde: y = variable dependiente, B,= ordenada al origen, B,= pendiente o tasa, x=

variable independiente y €= termino de error aleatorio.

3.5 Resultados

Incubacién de 17 dias. En esta incubacién el tiempo fue suficiente para observar una
tendencia sobre el comportamiento de la tasa de mineralizacion de C en el suelo de A.
religiosa. En las seis concentraciones de lignina incorporadas al suelo, se obtuvo que
las muestras de suelo con menor concentracion de lignina (11.6% a 15.8%) la actividad
microbiana aumenté debido a que presenté mayor acumulacion de COz2, de hasta 700
mg C kg? suelo, y en las muestras de suelo con mayor concentraciéon de lignina
(21.9%) se observé una disminucién en la acumulaciéon de CO2, con 549 mg C kg?
suelo, siendo parecidas o menores que la del testigo, sin adicion de lignina (Figura

3.2).
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Figura 3.2. Comparacion del CO2 acumulado en suelo sin adicion de lignina y suelo

con incorporacion de lignina, después de 17 dias de incubacién en laboratorio.

En el Cuadro 3.2 se muestra las ecuaciones de regresion lineal, con y sin
intercepto, para obtener las tasas de mineralizacion por medio de las pendientes,
considerando la acumulacién de CO2 en funcion del tiempo para cada concentracion

de lignina. Los datos para obtener las pendientes se muestran en el Anexo I.

Cuadro 3.2. Ecuaciones de regresion lineal de la acumulacion de CO:2 en funcion del

tiempo en un suelo de Abies religiosa con diferentes concentraciones de

lignina.
Lignina Ecuacion de regresion

(%) Con intercepto r2 Sin intercepto r?
0 y = 25.96x + 58.34 0.92 y = 30.66Xx 0.88

11.6 y=32.55x+ 136.53 0.94 y = 43.55x 0.79

13.1  y=30.90+122.26 0.93 y = 40.66x 0.79

142 y=32.81x+52.98 0.97 y = 37.08x 0.95

15.8 y=31.23x+71.76 0.97 y = 37.01x 0.93

219 y=26.51x + 47.52 0.96 y = 30.35x 0.94
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En la Figura 3.3 se observa que a menor concentracioén de lignina incorporada
al suelo la tasa de mineralizacion es mas rapida y conforme la concentracion de lignina

aumenta la tasa de mineralizacion disminuye.
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Figura 3.3. Tasa de mineralizacion obtenida en un suelo de Abies religiosa con

concentraciones crecientes de lignina, después de 17 dias de incubacion.

Incubacién de 28 dias. La acumulacién de CO2 (mg C kg suelo) fue diferente entre
los cinco suelos de los sitios de estudio de A. religiosa bajo condiciones controladas
de temperatura y humedad (35 °C y 60%); se observé que los suelos provenientes de
los sitios O3, 04 y O5, de menor altitud y con mayor diversidad de sotobosque, fueron
los que tuvieron mayor acumulacion de CO:2 y los suelos de los sitios O1 y O2, que se
encuentran a mayor altitud y con menor diversidad de sotobosque presentaron menor

acumulacion de CO:2 (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Comparacion del CO2 acumulado (mg C kg?) en suelo sin adicién de lignina
con suelo con incorporacion de lignina, después de 28 dias de incubacion en

laboratorio.

En el Cuadro 3.3 se muestran las ecuaciones de regresion lineal, con y sin
intercepto, para obtener las tasas de mineralizacion por medio de las pendientes
considerando la acumulacion de CO2 en funcion del tiempo para cada concentracion

de lignina. Los datos para obtener las pendientes se muestran en el Anexo Il.
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Cuadro 3.3. Ecuaciones de regresion lineal de la acumulacion de COz2, después de 28
dias de incubacién, para obtener las tasas de mineralizacién de los suelos de

cinco sitios de estudio de Abies religiosa.

%

Ecuacion de regresion

Lignina Con intercepto r2 Sin intercepto r?
Suelo O1
0 y = 14.94x + 37.39 0.97 y = 17.06x 0.94
10.6 y = 18.10x + 74.93 0.98 y = 22.33x 0.90
13.6 y = 16.99x + 67.85 0.90 y = 20.83x 0.83
23.3 y =15.17x + 68.46 0.95 y = 19.05x 0.85
Suelo 02
0 y = 14.38x + 64.78 0.96 y = 18.05x 0.86
11.8 y = 13.51x + 36.08 0.99 y = 15.55x 0.95
14.8 y = 15.55x + 27.15 0.97 y = 17.08x 0.95
22.2 y = 12.06x + 54.02 0.95 y =15.11x 0.86
Suelo O3
0 y =22.71x + 24.48 0.99 y = 24.10x 0.98
12 y =23.35x + 40.16 0.99 y = 25.63x 0.97
14.5 y = 26.56x + 31.12 0.99 y = 28.32x 0.98
20.8 y =22.72x + 25.50 0.97 y = 24.16x 0.96
Suelo O4
0 y = 25.30x + 38.08 0.99 y = 27.46X 0.98
12.1 y = 30.10x + 19.93 0.99 y = 31.22x 0.99
14.5 y =28.77x + 23.13 0.99 y = 30.08x 0.98
23.1 y = 27.62x + 25.28 0.97 y = 29.05x 0.97
Suelo O5
0 y = 28.15x + 45.02 0.98 y = 30.70x 0.97
11.5 y =31.02x + 51.65 0.99 y = 33.94x 0.97
13.6 y = 33.68x + 53.43 0.99 y = 36.70x 0.98
20.2 y = 32.96x + 57.95 0.98 y = 36.24x 0.96

En la Figura 3.5 se realiz6 la comparacion de la tasa de mineralizacién de cada

sitio, con respecto a la tasa de mineralizacién del suelo testigo; se graficaron las
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pendientes sin intercepto de cada sitio, considerando solo tres concentraciones para
comparar los suelos, donde se observa que los sitios O3, O4 y O5, tienen altas tasas
de mineralizacién y presentan mayor contenido de N (21.2, 23.4y 30.5 mg kg') y P
(13, 21.8 y 17.4 mg kg!) respectivamente en comparacion con los sitios O1 y O2, que
presentan baja tasa de mineralizacion (Figura 3.5) y menor contenido de N (18.8y 19.5
mg kg?1) y P (6.2 y 6.4 mg kg!) respectivamente (Cuadro 3.1). El suelo del sitio O2 es
el Unico que presenta una tendencia distinta de los demas, obteniendo tasas menores

de mineralizacion que el suelo testigo sin adicion de lignina (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Comparacion de la tasa de mineralizacién de cada sitio con respecto al
tiempo, se graficaron las pendientes sin intercepto de cada sitio, considerando la

concentracion de lignina de un sitio en la incubacion de 28 dias.
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En el suelo de cada uno de los cinco sitios se observa que la lignina de menor
concentracion presenta altas tasas de mineralizacion en comparacién con los suelos
de mayor concentracion de lignina, por lo que la calidad de la hojarasca afecta la tasa
de mineralizacion en cada sitio bajo condiciones controladas de temperatura y

humedad.

3.6 Discusion

Incubacién de 17 dias. La mineralizacién de las reservas organicas esta determinada
por la actividad de la biomasa microbiana que se relaciona con las condiciones
edafocliméticas, por lo que a medida que estas sean favorables su actividad de
mineralizacion serd mas eficiente (Avilés, 2002). En este experimento se observo que
bajo condiciones controladas de temperatura y humedad (35 °C y 60%) la eficiencia
de la biomasa microbiana en la mineralizacion depende exclusivamente de la calidad
de la hojarasca (% lignina) adicionada al suelo, ya que la tasa de mineralizacion
disminuye de 43.6 a 30.3 mg C kg?! suelo dia! conforme se incrementa la

concentracion de lignina de 11.6% a 21.9% (Figura 3.3).

Algunos estudios mencionan que la descomposicién de la hojarasca es mas
rapida con materiales vegetales de mayor calidad, es decir, material vegetal menos
lignificado y mayor contenido nutrimental (Prescott et al., 1992). Ademas la relacion
lignina:N es de suma importancia en la tasa de mineralizacion y esta varia
dependiendo del material vegetal del cual se esté hablando, por ejemplo Silveira et al.
(2011) determinaron en pino, encino y la mezcla de pino—encino con una relacion

lignina:N de 27, 15y 13, y encontraron que la tasa de mineralizacion (C-CO2) es mas
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rapida con menor concentracion de lignina y baja relacion lignina:N y la tasa de
mineralizacion disminuye con incorporacion de hojarasca con una relacion lignina:N

mas alta.

En otro estudio realizado por Salah y Scholes (2011) evaluaron el efecto de la
temperatura, la calidad de la hojarasca y como influye la aplicacion de fertilizantes en
la tasa de descomposicidon de aciculas de Pinus patula y observaron que la cantidad
de CO:2 producido fue generalmente mas alta a temperaturas de 24 y 30 °C,
comparadas con 15y 18 °C, por lo que, la temperatura fue el principal factor que influyé
en la tasa de descomposicion. La calidad de la hojarasca no fue un estimador de la
tasa de descomposicion de aciculas y el efecto de la fertilizacion no fue uniforme a

través de las 16 semanas de incubacion.

Incubacién de 28 dias. En el caso de la incubacién de los suelos provenientes de los
cinco sitios de estudios de A. religiosa, la calidad de la hojarasca no fue la que
determind la tasa de mineralizacion, lo que indica que otros factores la afectan. Los
suelos de los sitios O3, O4 y O5, que presentan mayor densidad, pH, Nty P (Cuadro
3.1) y alta acumulaciéon de CO:2 (Figura 3.4), en general, contienen menor carbono
organico en el suelo; tal vez, debido a la mayor tasa de mineralizacién estimada en
estos suelos. Ademas, estos suelos fueron colectados de sitios con aboles de mayor
apertura de dosel y diversidad de sotobosque; algunos autores mencionan que la
descomposicion es mas rapida en bosques con claros que en aquellos cerrados, esto
se ha atribuido a una mayor actividad microbiana resultante de las condiciones mas
calidas humedas en zonas taladas o con mayor apertura del dosel (Prescott et al.,
2004). Esto puede ser una causa de la diferencia entre los cinco sitios en la
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acumulacién de CO2 (mg C kg suelo), ya que la actividad de la biomasa microbiana
es la responsable de la mineralizacion de la materia organica y mientras mayor
actividad se tenga se tendra un mayor retorno de nutrimentos al suelo (Ledn-N§jera et

al., 2006; Gregorich y Beare, 2007; Vasquez-Murrieta et al., 2007).

Los suelos de los sitios O1 y O2, localizados a mayor altitud, tienen valores
menores de densidad, pH, Nty P (Cuadro 3.1) y menor acumulacion de CO2 (Figura
3.4), pero son los que contienen mayor acumulacién de C en el suelo. Keeler et al.,
(2009) mencionan que en sistemas templados la fertilizacion con N puede estimular la
descomposicion de mas C labil y disminuye la degradacion de la lignina. Lui et al.
(2013) probaron, en un bosque tropical maduro, el efecto de la adicién de Py N en las
comunidades microbianas y actividad en el suelo y como esto afecta los almacenes de
carbono, encontraron que la respiracion del suelo se incrementd significativamente
después de adicion P, a largo plazo, lo que sugiere que la actividad microbiana es
mayor con adicion de P, lo que permite una rapida transformacion de la materia
organica del suelo. Posiblemente esto sea una explicacion de encontrar menor tasa
de mineralizacion en los sitios O1 y O2, ya que contienen menor contenido de Ny P

en el suelo, que los sitios 03, 04 y O5.

El P extraido en este trabajo se determiné por el método Bray-Kurtz, el cual no
corresponde con el estado nutricional de P en los arboles, y por lo tanto no es una
determinacion fiable de la disponibilidad de P en suelos forestales. En México, en
ecosistemas forestales y Andosoles localizados en la Faja Volcanica Transmexicana
se determind el contenido de P por el método de Bray obteniendo 8.5 mg P kg suelo,
en Guespalapa; 3 mg P kg suelo, en Tlaloc; 5.1 mg P kg™ suelo, en Pelado; 0.9 mg
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P kg suelo, en Quinto Barrio; y 4.3 mg P kg suelo, en Las Trojes (Galvan-Tejada et
al. 2014). En Colombia en otro Andosol se determin6é 2 mg P kg suelo (Medina et al.
2012). Teklay et al. (2009) mencionan que en suelos forestales de origen volcanico la
concentracion de P asimilable determinado con la metodologia de Bray-Il es de 4 mg
kg. Estos valores son menores que los determinados en este estudio, a diferencia del
obtenido en Guespalapa, que es mayor que el de los sitios O1 (6.2 mg P kg suelo) y

02 (6.4 mg P kg suelo) de este estudio.

La diferencia en la composicion quimica del suelo, por efecto de gradiente
altitudinal y por la diversificacion en el sotobosque de cada sitio (Liborio et al., 2010),
puede ser otra causa de la variacion en la acumulacién de CO:2. Algunos estudios han
determinado que el C del suelo se incrementa con la altitud (Martinez-Rojas, 2010;
Campos et al., 2014; Ahmad y Somaiah, 2015). En este estudio se observé que los
sitios de menor altitud tienen mayor tasa de mineralizacion y los de mayor altitud
presentan menor tasa de mineralizacion; esto puede explicar la mayor acumulacion de

carbono en altas elevaciones (Figura 3.5).

Chatterjee y Jenerette (2015) mencionan que el contenido de MOS se puede
predecir a través del gradiente altitudinal, con una relacion lineal simple. Sin embargo,
la prediccion de la actividad metabdlica del suelo no se puede predecir solo por el
gradiente de elevacion debido a que puede ser afectada por una serie de factores,
como la calidad de la materia organica, la cantidad y la disponibilidad de la humedad

del suelo.
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El tiempo de incubacion de 17 dias es suficiente para observar las tendencias
de tasa de mineralizacién con las cinco diferentes concentraciones de lignina y una
acumulacion de CO:2 que permitidé estimar la actividad microbiana en el suelo de A.
religiosa. Sin embargo, el tiempo de 28 dias permite tener mayor acumulacion de COz;
en este solo se utilizaron tres concentraciones de lignina. Estas no permitieron
observar una tendencia de la tasa de mineralizacion, por lo que es recomendable

utilizar cinco o mas concentraciones, para observar bien las tendencias.

3.7 Conclusiones
La tasa de mineralizacion bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad en un mismo tipo de suelo es afectada, principalmente, por la calidad de la
hojarasca, ya que disminuye de 43.6 a 30.3 21 mg C kg suelo dia* conforme se

incrementa la concentracion de lignina de 11.6% a 21.9%.

La tasa de mineralizacion bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad en suelos de diferentes sitios de A. religiosa es afectada por la calidad de la
hojarasca pero aumenta en suelos provenientes de menor altitud con 36 mg C kg?

suelo dia! y disminuye en suelos de mayor altitud a 21 mg C kg suelo dia.
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CAPITULO IV
4. Analisis metagendmico de la diversidad bacteriana en ecosistemas

forestales del monte Tlaloc

4.1 Resumen

Se estudio la diversidad de comunidades bacterianas del suelo en diferentes
ecosistemas del monte Tlaloc, a lo largo de un gradiente altitudinal, usando la
secuenciacion masiva del gen 16S rARN en la plataforma lon Torrent Personal
Genome Machine System (PGM), con la quimica de 200 pb. Los ecosistemas
estudiados fueron: encino, oyamel, pino y pradera alpina. El andlisis de las secuencias
revel6 que la diversidad alfa de las comunidades bacterianas es mas alta en el bosque
de encino que en los otros ecosistemas localizados a mayores altitudes; posiblemente
esto se deba al efecto de la temperatura y la calidad de la hojarasca. La estructura de
las comunidades bacterianas cambia con el tipo de ecosistema; el bosque de pino solo
tuvo tres filos bacterianos, mientras que el de encino tuvo cinco filos. El mayor nimero
de géneros se presentd en encino, de los cuales ocho no se encontraron en los otros
ecosistemas. Los resultados sugieren gue la vegetacion y la altitud juegan un papel
importante en la regulacion de la diversidad y la estructura de las comunidades

bacterianas.

Palabras clave: microorganismos del suelo, comunidades microbianas, rizosfera,

metagenoma, carbono.
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CHAPTER IV

Metagenomic analysis of bacterial diversity in forest ecosystems of mount
Tlaloc

4.2 Abstract

The soil bacterial diversity communities were studied in different ecosystems of mount
Tlaloc along an elevational gradient using massive sequencing of 16S rRNA on lon
Torrent Personal Genome Machine System (PGM) with the chemistry of 200 bp. The
ecosystems studied were: oak, fir, pine and alpine grassland. The sequencing analysis
revealed that alpha diversity of bacterial communities is higher in oak forest than in the
other ecosystems located at higher altitudes, possibly this is due to the effect of
temperature and litter quality. The structure of bacterial communities change with the
type of ecosystem, the pine forest had only three bacterial phyla, while oak had five.
The highest number of bacterial genera occurs in oak where eight of these were not
found in the other ecosystems. The results suggest that the vegetation and altitude play

an important role in regulating the structure and diversity of bacterial communities.

Key words: soil microorganisms, microbial communities, rhizosphere, metagenome,

carbon.
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4.3 Introduccion

El suelo es un sistema complejo que contiene una gran cantidad y diversidad
de microorganismos; por sus atributos quimicos, fisicos y biolégicos, asi como por su
interaccidn con las raices de las plantas, este es uno de los habitats microbianos mas
diversos (Quince et al.,, 2008; Vos et al.,, 2013). Aun cuando las comunidades
microbianas del area de influencia de la raiz, conocida como rizosfera, juegan un papel
importante en la nutricién y el desarrollo de las plantas (Bulgarelli et al., 2013), se
desconoce la funcién de la mayoria de las especies microbianas debido a que no son
cultivables (Mendes et al., 2013). Estos habitantes del suelo son un recurso microbiano
valioso para el descubrimiento de nuevos productos Utiles en diferentes sectores,
como la medicina, la industria y la agricultura (Escalante-Lozada et al., 2004; Ansari y
Malik, 2013). En la actualidad, con modernas herramientas como la metagenémica, se
ha logrado conocer y estudiar en mas detalle todo ese material genético microbiano

desconocido.

La metagen6mica es una nueva aplicacién de la biologia molecular, la cual
permite aislar, identificar y caracterizar el material genético total proveniente
directamente de muestras ambientales; ademas, es una ciencia nueva que esta
ayudando a entender como los microorganismos, cultivables o desconocidos, se
adaptan e interactian con factores biéticos y abioticos en el suelo, y promete revelar
nuevas moléculas, las cuales pueden tener diversas aplicaciones biotecnolégicas
(Escalante-Lozada et al., 2004; Miao y Davies, 2009; Cecchini et al., 2013; Mendes et
al., 2013). El aislamiento del DNA gendmico inicia con la extraccion de DNA, la cual se
realiza con métodos convencionales o con “kit” producidos por compafias privadas,
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para un rango especifico de material biolégico. Sin embargo, el costo de estos
productos puede ser una limitante cuando se trata de una gran cantidad de muestras

(Ansari y Malik, 2013).

Los métodos convencionales para aislamiento de DNA de material bioldgico
incluyen tres pasos. El primero es lisis de la pared celular y membranas; el segundo
eliminaciéon de contaminantes, como proteinas, polisacaridos u otros desechos

celulares; y el tercero recuperacion de DNA puro (Escalante-Lozada et al., 2004).

En ecosistemas forestales, el estudio de la estructura y diversidad microbiana
es de interés por el papel clave que juegan los microorganismos en su funcionamiento
y equilibrio. Estos participan en procesos como la mineralizacion de la materia organica
y el ciclo del nitrégeno y el fésforo, y se asocian con las raices de las plantas, facilitando
la absorcion de nutrimentos que no estan disponibles. Otros grupos microbianos
producen hormonas vegetales o funcionan como barreras protectoras contra la
invasion de patégenos (Calvaruso et al., 2007; Gamalero y Glick, 2011; Bever et al.,

2012).

Las modernas técnicas de metagendmica podrian facilitar el entendimiento de
como estd estructurada la comunidad microbiana en los ecosistemas, cual es su
funcién y qué factores la afectan. Mucho de lo que se ha hecho ha sido con base en el
uso de medios de cultivo, analisis de fosfolipidos y de actividad metabdlica asociada a
diferentes fuentes de carbono (Tate y Rogers, 2002; Evgrafova et al., 2008; Ansari y
Malik, 2013). Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue realizar un analisis de

diversidad de comunidades bacterianas en el suelo del bosque de encino (Q. laurina,
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Q. rugosa), bosque de oyamel (A. religiosa), bosque de pino (P. harwegii) y pradera

alpina usando la plataforma de secuenciacion masiva de lon Torrent.

4.4 Materiales y Métodos

Muestreo de suelo. Se colectaron muestras compuestas de suelo en cinco sitios de
cada ecosistema, cada muestra compuesta se prepar6 con la mezcla de 10
submuestras colectadas en cada sitio a una profundidad de 0 a 10 cm. Se colocaron
en bolsas de plastico muestras de 20 g de suelo para su traslado en hieleras al
laboratorio de metagenomica, donde se almacenaron a -20 °C hasta su analisis

(Cuadro 4.1).

Secuenciacion masiva por el método de Fusién primer (lon torrent® Applied
biosystem). La extraccion de DNA metagendmico se realizé con el sistema comercial
“EZ-10 Spin® Column soil DNA mini-presps kit” (BIOBASIC Inc.). Una vez obtenido el
ADN de cada una de las muestras de suelo y antes de continuar se verificé la presencia
y calidad del ADN, mediante una electroforesis y un gel de agarosa al 0.8%, a 100 v
durante 1 h; para el cargado de muestras se utiliz6 1 yL de Green-DNA Dye (sustituto
de bromuro de etidio) (BIOBASIC Inc., Canadd) y 5 uL del DNA. El gel se visualizé en

un fotodocumentador (Transiluminador Bio-imging Systems).

Las bibliotecas se construyeron mediante una PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa, Polymerase Chain Reaction) punto final para las regiones hipervariables
V3 y V6 del gen 16S rDNA. Se hizo una seleccion por tamafio molecular y se
purificaron con el “kit” Agencourt® AMPure XP® (Beckman Coulter). El control de la

purificacion y la determinacion de tamarfos de los fragmentos se hizo con el equipo
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Agilent Bioanalizer Instrument (~35 min) (Life Technologies, Invitrogen™) y se estimé
la concentracién de amplicones de la biblioteca con el equipo Qubit 2.0 Fluorometer,
utilizando los “kits” Qubits dsDNA HS Assay (Life Tecnologies, Invitrogen™,
Darmstadt, Alemania). Se determind la concentracién molar (nmol L) de cada
biblioteca, utilizando el Bioanalyzer™ 2100 (Life Technologies, Agilent). Se generé el
templado por medio de una PCR en emulsién con el equipo lon OneTouch™ 2 (OT2)
y “kit” lon OneTouch™ 200 (Life Technologies, Invitrogen™). Se determiné el factor de
dilusion para la preparacion del templado y obtener una concentracion de la biblioteca
de = 26 pM (= 15.5 x 10° moleculas pL?t) y se verificé la calidad y cantidad de

monoclonales (templado).

El enriquecimiento se realiz6 con el Bead™ Enricher, esperando un valor de
monoclonales antes del proceso de 10-30% y después de este fue =2 50 %. Se empled
el Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 para el control de calidad de la
secuenciacion. Para la iniciacion del lon Torrent™ PGM® System se realizé un lavado
del equipo con hipoclorito y agua del 18 MQ, después se utilizé el “kit” de lon PGM
Secuencing 200 v2. Se realiz6 el Chip Check (lon 316™ Chip) y el llenado de los chips
lon 316™. La secuenciacion de las bibliotecas de amplificacion se llevé a cabo en el
lon Torrent™ PGM®, utilizando el “kit” lon PGM Sequencing 200v2 para quimica de
200 bp (Cuadro 4.1). Los resultados se revisaron en el lon Torrent browser. Se realizé
un analisis de los datos de secuenciacion masiva con diferentes programas
bioinforméticos, para determinar las unidades taxonémicas operacionales (OTU); se
calcularon las curvas de rarefaccion y la riqueza de especies, mediante el programa

estadistico R, seleccionando la referencia mas cercana (s) y asignando la taxonomia
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basada en el ancestro comdn. Conjuntamente, se estimé la diversidad alfa de la

muestra.

Cuadro 4.1. Metagenomas analizados y técnicas de secuenciacion.

Muestras de los Altitud Quimica Técnica de

ecosistemas forestales (m) lon PGM™ secuenciacion
Pradera alpina (PA) 4060 - 4120 200 bp Fusion Primer
Pino area alta (P 1,2, 3) 3845 - 3945 200 bp Fusion Primer
Pino area baja (P 4,5,6) 3607 - 3683 200 bp Fusion Primer
Oyamel &rea alta (O 1,2,3) 3370 - 3489 200 bp Fusion Primer
Oyamel &rea baja (O 4,5) 3088 - 3196 200 bp Fusion Primer
Encino area baja (E 3,4) 2732 - 2829 200 bp Fusion Primer

Se crearon gréaficos circulares, para ilustrar la distribucion taxonémica de las
secuencias del dominio, fila, clase, orden, familia y género. Cada porcién indica el
porcentaje de lecturas agrupadas en un nivel taxonémico especifico. Se incluye la
imagen de un grafico dindmico (Krona) con la taxonomia completa del dominio
Bacteria. Ademas, se realiz6 un diagrama de barras para comparar la distribucién de
todos los metagenomas de 200 bp. Se compararon con la base de datos de RNA
M5RNA de MG-RAST, el valor de corte de identidad fue de 80%; se normalizaron los
datos para obtener los graficos de secuencias por dominio y la distribucién de fila de

cada muestra para el dominio Bacteria.
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4.5 Resultados y Discusion

Calidad del analisis primario

El andlisis primario indicd que la carga del chip fue de 82% de los pozos; se
obtuvieron 5 165 671 lecturas (secuencias) con una longitud entre 18 pb y 200 pb; del
total de secuencias se hizo el filtro de calidad y quedaron al final 3 220 687 lecturas

gue cumplieron los criterios de calidad establecidos para el llamado de bases y FastQC

(Figura 4.1).
490 M 71 3,220,687 152 bp 185 bp 186 bp
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode
82% 62% Read Length
ISP Loading Usable Reads Rezd Length Histogram

ISP Density ISP Summary ::::
PGM-28-sierr: _chip_7_jla_23-07-15 90% 82% 18% g uuuuuu
L y (Avg < 82%) _ oo Loading Empty Wells | | 0%

b o 100% 0% D_H To 200 0 300 350

Enrichment No Template Read Length

o 66% [ERILELT 34%
0% Clonal Polyclonal
ekl 0% Test Fragments
0% 95% [EXrLAI:Y 0% Adapter Dimer
0% Final Librar 5% Low Quality

Figura 4.1. Andlisis primario de la secuenciacibn de muestras de ecosistemas
forestales. A) imagen del area cargada del chip en color rojo. B) resultado del nimero
de secuencias obtenidas y el total de secuencias Utiles para andlisis secundario. C)

representacion gréafica de la longitud en pares de bases de las secuencias obtenidas.
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Pradera alpina (4060 — 4120 m de altitud)

Andlisis de calidad de las secuencias y distribucién taxonémica. De un total de 240
secuencias que superaron el primer filtro de calidad que permitid el analisis
bioinforméatico, 40 son de DNA ribosomal, y represent6 13.8% de las secuencias. Los
siguientes graficos circulares ilustran la distribucion taxondmica de las secuencias del
dominio, filo, clase, orden, familia y género (Figura 4.2). Cada porcion indica el
porcentaje de lecturas agrupadas en un nivel taxonomico especifico del dominio

Bacteria.

En el ecosistema de pradera alpina (4060 — 4120 m de altitud), 53.8% del ADN
ribosomal provino del dominio Bacteria; se encontraron tres filos bacterianos
(Actinobacteria, Firmicutes y Tenericutes) y el filo Streptophyta (agrupa plantas
terrestres y algas verdes) que representaron 61.5% del ADN ribosomal, el resto no se
pudo clasificar. El filo mas abundante fue Streptophyta con 46.2%. A nivel de clase tres
grupos bacterianos estuvieron presentes: Actinobacteria (7.7%), Clostridia (3.6%) y
Molicutes (4%); un alto niumero de secuencias de ADN bacteriano no se pudo clasificar
a nivel de clase (46.2%), posiblemente porque la informacién que presentaron las
secuencias no fue suficiente para identificar a que clase pertenecian (Figura 4.2). Las
familias bacterianas que estuvieron presentes fueron cuatro, representadas por
Clostridiales, Microbacteriaceae, Micrococcaceae y Mycoplasmataceae, cada una con
cerca del 4% del total de secuencias. Los géneros bacterianos encontrados en pradera

alpina fueron: Anaerococcus, Arthobacter, Clavibacter y Mycoplasma.
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domain Download chart data phylum Download chart data

M Bacteria B Actinobacteria
M Eukaryota M Firmicutes
W Streptophyta
B Tenericutes
B unclassified (derived
from Bacteria)
class Download chart data order Download chart data
M Actinobacteria (class) M Actinomycetales
B Clostridia B Clostridiales
B Wolicutes B WMycoplasmatales

B unclassified (derived
from Bacteria)

B unclassified (derived

M Psilotales

B unclassified (derived
from Bacteria)

from Streptophyta)
family Download chart data genus Download chart data
B Clostridiales Family X, B 2fnaerococcus
Incertae Sedis B Arthrobacter
B Microbacteriaceae U Clavibacter
W Micrococcaceas M Mycoplazma
B VMycoplazmataceae W Psilotum

M Fsilotaceae

B unclassified (derived
from Bacteria)

B unclazsified (derived
from Bacteria)

Figura 4.2. Distribucion taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden, familia y
género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal obtenidas de suelo de pradera
alpina (4060 — 4120 m de altitud) en el monte Tlaloc.
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Pino area alta (3845 — 3945 m de altitud)

Andlisis de calidad de las secuencias y distribucién taxonémica. De un total de 199
secuencias que superaron el primer filtro de calidad que permitid el analisis
bioinforméatico, 45 son de DNA ribosomal; esto representd 22.6% de las secuencias.
Los siguientes gréficos circulares ilustran la distribucién taxonémica de las secuencias
del dominio, filo, clase, orden, familia y género. Cada porcion indica el porcentaje de
lecturas agrupadas en un nivel taxonémico especifico del dominio Bacteria (Figura

4.3).

En el bosque de pino area alta (3845 — 3945 m de altitud) 87.1% de las
secuencias analizadas son del dominio Bacteria, el restante pertenece al dominio
Eucariota. Se encontraron dos filos bacterianos: Acidobacteria y Proteobacteria, que
correspondieron a 6.5% y 16.1% de las secuencias de ADN metagendmico. Los otros
dos filos fueron Ascomycota (hongos) y Streptophyta (plantas terrestres y algas
verdes) que representaron 9.7% y 3.2% de las secuencias, el restante 64.5% fue de
secuencias que no se pudieron clasificar. A nivel de clase se tuvieron cuatro grupos
(Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Solibacteres), los
mas abundantes fueron Gammaproteobacteria (9.7%) y Solibacteres (6.5%). El
analisis metagendmico mostrd que cuatro familias de bacterias estan presentes en el
bosque de pino de la parte alta: Burkholderiaceae, Desulfomicrobiaceae,
Moraxellaceae y Solibacteraceae. Cada una de estas familias tuvo un género; en total,
los géneros bacterianos presentes en este ecosistema fueron: Burkholderia,
Desulfomicrobium, Acinetobacter y Candidatus, el mas abundante fue Acinetobacter,
con 9.7% de las secuencias (Figura 4.3).

73



domain Download chart data

M Bacteria
M Eukaryota

class Download chart data

B Betaprotecbacteria
B Dettaprotecbacteria
|| Gammaproteobacteria
B Solibacteres

B Sordariomycetes

B unclassified (derived
from Bacteria)

B unclassified (derived

phylum Download chart data

order Download chart data

W Acidobacteria
M Ascomycota
W Protecbacteria
M Streptophyta

B unclassified (derived
from Bacteria)

M Burkholderiales
B Deszulfovibrionales
I Glomerelales

B Pseudomonadales
W Psilotales

B Solibacterales

B unclassified (derived
from Bacteria)

from Streptophyta)

family Download chart data genus Download chart data

M Burkholderiaceae B Acinetobacter

W Desulfomicrobiaceae M Burkholderia

I Moraxellaceae I Candidatus Solibacter
M Plectosphaerellaceae B Desulfomicrobium

M Psilotaceae M Psilotum

M Solibacteraceae W Verticillium

M unclassified (derived B unclassified (derived
from Bacteria) from Bacteria)

Figura 4.3. Distribucion taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden, familia y
género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal obtenidas de suelo de bosque
de pino area alta (3845 — 3945 m de altitud) en el monte Tlaloc.
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Pino area baja (3607 — 3683 m de altitud)

Andlisis de calidad de las secuencias (analisis fallido). De un total de 164 secuencias
gue superaron el primer filtro de calidad y permitié el analisis bioinforméatico, tres son
de DNA ribosomal. No se presentan los resultados porque solo se obtuvo DNA de

bacterias sin clasificacion taxondmica.

Oyamel area alta (3370 — 3489 m de altitud)

Andlisis de calidad de las secuencias y distribucion taxonémica. De un total de 323
secuencias que superaron el primer filtro de calidad que permitié el analisis
bioinformético, 93 son de DNA ribosomal, que correspondié a 28.8% de las
secuencias. Los siguientes gréaficos circulares ilustran la distribucién taxonémica de las
secuencias del dominio, fila, clase, orden, familia y género. Cada porcién indica el
porcentaje de lecturas agrupadas en un nivel taxonomico especifico del dominio

Bacteria (Figura 4.4).

Del total de secuencias analizadas, 97% correspondio al dominio Bacteria; se
encontraron cuatro filos bacterianos: Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y
Proteobacteria, de los cuales el de mayor presencia fue Actinobacteria, con 13.6%. El
analisis mostré que 63.6% de las secuencias derivadas de bacterias no se pudieron

clasificar a nivel de filo (Figura 4.4).
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domain Download chart data phylum Download chart data

M Bacteria M Acidobacteria
M Eukaryota M Actinobacteria
I Cnidaria
W Firmicutes

M Frotecbacteria

M Streptophyta

W unclassified (derived
from Bacteria)

class Download chart data order Download chart data
B Actinobacteria (class) B Acidithiobacillales
B Alphaprotecbacteria B Actinomycetales
W Bacili 1 Bacillales
M Gammaprotecbacteria M Coriobacteriales
W Hydrozoa W Hydroida
B Solibacteres B Psilotales

B Solibacterales
B unclassified (derived

B unclassified (derived
from Bacteria)

B unclassified (derived from
from Streptophyta) Alphaprotecbacteria)
B unclassified (derived
from Bacteria)
family Download chart data genus Download chart data
M Acidithiobacilaceas B Acidithiobacilus
B Coriobacteriaceas B Actinocoralia
W Hydridae W Atopobium
M Wycobacteriaceas B Brevibacilus
B Fasnibacilaceas M Candidatus Solibacter
M Pzilotaceas W Hydra
M Solibacteraceas B Wicavibrio
B Thermomonosporaceas B Wycobacterium
M unclassified (derived W Psilotum
from B unclassified (derived
Alphaprotecbacteria) from
W unclassified (derived Alphaprotecbacteria)

from Bacteria) B unclassified (derived

from Bacteria)

Figura 4.4. Distribucion taxonémica a nivel de dominio, fila, clase, orden, familia y
género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal obtenidas de suelo de bosque

de oyamel area alta (3370 — 3489 m de altitud) en el monte Tlaloc.

A nivel de clase, los grupos presentes fueron: Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Bacilli y Solibacteres. La mas abundante
fue Actinobacteria, con 13.6% de las secuencias analizadas. Las familias de bacterias

presentes en bosque de oyamel, de la parte alta, fueron seis: Acidithiobacillaceae,
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Coriobacteriaceae, Mycobacteriaceae, Paenibacillaceae, Solibacteraceae vy
Termomonosporaceae; las dos familias que presentaron mayor nimero de secuencias
fueron Paenibacillaceae, con 7.6% y Solibacteraceae, con 6.1%. Los géneros con
mayor representacion fueron Brevibacillus, con 7.6%, y Candidatus solibacter, con

6.1%, de las secuencias analizadas (Figura 4.4).

Oyamel area baja (3088 — 3196 m de altitud)

Andlisis de calidad de las secuencias y distribucion taxonémica. De un total de 199
secuencias que superaron el primer filtro de calidad que permitié el analisis
bioinformético, 37 fueron de DNA ribosomal, que representaron 18.6% de las
secuencias. Los siguientes gréaficos circulares ilustran la distribucién taxonémica de las
secuencias del dominio, filo, clase, orden, familia y género. Cada porcién indica el
porcentaje de lecturas agrupadas en un nivel taxonomico especifico del dominio

Bacteria (Figura 4.5).

Del total de secuencias analizadas, 100% fue del dominio Bacteria. Se
encontraron cuatro filos bacterianos (Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y
Proteobacteria) que representaron 63.6%; el resto de secuencias no se pudo clasificar.
Estos filos, los que tuvieron mayor numero de secuencias fueron Actinobacteria, con
27.3%, y Acidobacteria, con 18.2% (Figura 4.5). Cada uno de estos filos tuvo una clase,
por lo que la proporcion de secuencias en las clases fue igual que en el filo:
Actinobacteria (27.3%), Alphaproteobacteria (9.1%), Bacili (9.1%) y Solibacteres

(18.2%). De igual forma, se mantuvo la proporcion a nivel de familia, ya que a cada
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clase le correspondié una sola familia, las cuales fueron cuatro: Mycobacteriaceae,

Methylocystaceae, Paenibacillaceae y Solibacteraceae.

domain Download chart data phylum Download chart data

M Bacteria

class Download chart data order Download chart data

M Actinobacteria (class)
M ~lphaprotecbacteria
W Bacili

M Solibacteres

B unclassified (derived
from Bacteria)

family Download chart data genus Download chart data

B Methylocystaceas
B Mycobacteriaceas
W Paenibacilaceas
B Solibacteraceas

B unclassified (derived
from Bacteria)

3%

Figura 4.5. Distribucion taxonomica a nivel de dominio, fila, clase, orden, familia y

género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal obtenidas de suelo de bosque

de oyamel area baja (3088 — 3196 m de altitud) en el monte Tlaloc.
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M Actinobacteria
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B Frotecbacteria
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B Actinomycetales
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M unclassified (derived
from Bacteria)

B Brevibacilus

B Candidatus Solibacter

W Wycobacterium
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Los géneros que estuvieron presentes en el bosque de oyamel parte baja fueron
cuatro: Mycobacterium, Brevibacillus, Candidatus Solibacter y uno desconocido,

derivado de la familia Methylocystaceae (Figura 4.5).

Encino area baja (2732 — 2829 m de altitud)

Andlisis de calidad de las secuencias y distribucion taxonémica. La muestra de suelo
del ecosistema de encino de la parte baja (2732 — 2829 m de altitud) se secuencié con
el método de Fusion Primer y quimica de 200 bp de lon Torrent™. De un total de 392
secuencias que superaron el primer filtro de calidad y permiti6 el analisis
bioinformético, 103 son de DNA ribosomal, correspondientes a 26.3% del total. Los
siguientes graficos circulares ilustran la distribucién taxonémica de las secuencias del
dominio, filo, clase, orden, familia y género. Cada porcion indica el porcentaje de
lecturas agrupadas en un nivel taxondmico especifico. Se incluye la imagen de un

gréfico dindmico (Krona), con la taxonomia completa del dominio Bacteria (Figura 4.6).

Del total de secuencias analizadas, 71.3% corresponde al dominio Bacteria, el
cual estuvo constituido por cuatro filos: Actinobacteria (13.8%), Proteobacteria (10%),
Firmicutes (2.4%) y Tenericutes (2.4%); el resto de secuencias bacterianas,
correspondiente a 42.5%, no se clasificaron. Ademas, hubo dos filos que no

pertenecen al dominio Bacteria (Figura 4.6).
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domain Download chart data phylum Download chart data

M Bacteria M Actinobacteria
M Eukaryota M Ascomycota
W Cnidaria
W Firmicutes

M Froteobacteria
M Tenericutes
W unclassified (derived

class Download chart data

B Actinobacteria (class)
B Alphaprotecbacteria
W Bacili

M Betaproteobacteria
W Clostridia

B Gammaprotecbacteria
B Hydrozoa

B Wolicutes

M Sordariomycetes

B unclassified (derived
from Bacteria)

order Download chart data

from Bacteria)

M Actinomycetales
B Bacilales

1l Burkholderiales
B Caulobacterales
M Clostridiales

M Coriobacteriales
B Enterobacteriales
M Glomerellales

B Hydroida

B Wycoplazmatales
M Neiszeriales

B Pseudomonadales

W unclassified (derived
from Alphaproteobact...

M unclassified (derived ...

genus Download chart data

family Download chart data

M Burkholderiaceas

B Caulobacteraceae
W Coricbacteriaceae
B Corynebacteriaceae
M Enterobacteriaceas
B Hydridae

B Wicrobacteriaceas
B Wicrococcaceae

B Wycoplasmataceae
B leizzeriaceas

B Nocardiaceas

W Hocardioidaceas

W Peptostreptococcaceas
B Plectosphaerellaceas
W Pseudomonadaceas

B Thermoactinomycetac...

B unclassified (derived
from
Alphaprotecbacteria)

B unclazsified (derived
from Bacteria)

B Arthrobacter

B Atopobium

W Burkholderia

M Corynebacterium

B Glacibacter

W Hydra

B Mechercharimyces

M Micavibrio

B Mycoplasma

W Neisseria

M Nocardioides

M Phenylobacterium

M Froteus

B Pscudomonas

B Rhodococcus

W Verticilium

W unclassified (derived
from Bacteria)

B unclassified (derived
from
Peptostreptococcaceae)

Figura 4.6. Distribucion taxonomica a nivel de dominio, fila, clase, orden, familia y
género de las secuencias analizadas de DNA ribosomal obtenidas de suelo de bosque

de encino area baja (2732 — 2829 m de altitud) en el monte Tlaloc.
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A nivel de clase se tuvieron siete grupos: Actinobacteria, Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gamaproteobacteria, Bacilli, Clostridia y Mollicutes, de los cuales
Actinobacteria fue la que estuvo representada en mayor proporcion con 13.8%. En
relacion con las familias bacterianas, se encontraron 13 familias, de las cuales
Micrococcaceae y Burkhoideriaceae fueron las que tuvieron mayor namero de
secuencias, con 7.5% y 3.5%, respectivamente. Los géneros encontrados fueron 14,
de los cuales el que tuvo mayor nimero de secuencias fue Arthrobacter, con 7.5% del

total, le sigui6é Burkholderia, con 3.5% (Figura 4.6).

Comparacion entre todos los metagenomas analizados (quimica 200 bp). El diagrama
de barras para comparar la distribucion de todos los metagenomas de 200 bp
comparados con la base de datos de RNA M5RNA de MG-RAST, para el total de
secuencias por dominio y la distribucién de filo del dominio Bacteria, se muestran en
los siguientes graficos. Se encontrd un gran porcentaje de bacterias no clasificadas y
solo cinco filos se encontraron en la mayoria de los suelos, en los diferentes

ecosistemas muestreados (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Comparacion entre metagenomas analizados de ecosistemas forestales
del monte Tlaloc a nivel de dominio y filo. La escala es de 0 a 1 relativa al valor maximo
encontrado de secuencias.

Es, 4 — encino area baja (2732 — 2829 m de altitud), O4, s — oyamel area baja (3088 —
3196 m de altitud), Oz, 2, 3 — oyamel area alta (3370 — 3489 m de altitud), P4, 5 6 — pino
area baja (3607 — 3683 m de altitud), P1, 2,3 — pino area alta (3845 — 3945 m de altitud),
Pradera — pradera alpina (4060 — 4120 m de altitud).

El filo encontrado en mayor porcentaje en los diferentes ecosistemas
determinados fue Actinobacteria, son un grupo importante de bacterias saprofitas y de
crecimiento filamentoso capaces de producir una amplia variedad de enzimas
extracelulares y metabolitos secundarios de interés comercial e industrial. Su

abundancia en el suelo de los ecosistemas decrece en el siguiente orden: encino area

baja (Es, 4), oyamel area alta (Ou, 2, 3), oyamel area baja (Oa4,5) y pradera; en la muestra
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de pino area alta (P1, 2, 3) no se encontrd, la muestra de suelo pino area baja (P4, s, 6)

no se considero, por ser un analisis fallido (Figura 4.7).

El segundo filo encontrado en mayor porcentaje fue Proteobacteria, grupo de
bacterias que incluyen patégenos, como Escherichia, Salmonella, Vibrio, Helicobacter
y Neisseria gonorrhoea, entre otros. Algunas son bacterias de vida libre e incluyen
bacterias fijadoras de nitrégeno, por ejemplo, Rizobios. Su abundancia en orden
decreciente en los ecosistemas es el siguiente: encino area baja (Es, 4), pino area alta
(P1, 2, 3), oyamel area alta (O3, 2, 3), oyamel area baja (O4, 5) y en pradera alpina no se

encontr6 (Figura 4.7).

El tercer filo con mayor porcentaje encontrado fue Firmicutes (del latin firmus =
fuerte y cutis = piel, en referencia a su gruesa pared celular) o endobacteria (por la
presencia de endosporas), son gram positivas, tiene forma de bacilo y a veces de coco.
Las endosporas las hacen resistentes a la desecacion y pueden sobrevivir en
condiciones extremas. Se encuentran en diversos habitats e incluyen algunos
patégenos. Firmicutes se encontrd en el siguiente orden decreciente: oyamel area baja
(O4,5), oyamel area alta (Ox1, 2, 3) y encino area baja (Es, 4), en pradera alpina, y en pino

area alta (P1, 2, 3) no se encontr6 (Figura 4.7).

El cuarto filo encontrado en mayor porcentaje, en la mayoria de los ecosistemas,
fue Acidobacteria, el cual se encuentra en la rizosfera de las plantas y pueden
interactuar con las propias plantas o con las comunidades asociadas con las plantas

(Nunes et al.,, 2013); se encontrO en mayor porcentaje en el siguiente orden
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decreciente: oyamel area alta (Ou, 2, 3), oyamel area baja (Oa, 5) y pino area alta (P, 2,

3); en pradera y encino area baja (Es, 4) no se encontro (Figura 4.7).

El quinto filo encontrado en mayor porcentaje, pero solo en dos ecosistemas fue
Tenericutes o Mollicutes, el cual carece de pared celular y comiunmente, son llamados
micoplasmas. Son parasitos primarios de varios animales y plantas que viven dentro
de las células huésped. Se encontré en el siguiente orden decreciente: encino area

baja (Es, 4) y pradera alpina.

Se calculé la curva de rarefaccion para todos los metagenomas, con los mismos
pardmetros para la identidad de secuencias en la base de datos M5RNA. El nUmero
de secuencias mas alto correspondié a encino area baja (Es, 4), el cual present6
también un mayor niamero de especies. El ecosistema de pino area baja (P4, s, 6) tuvo
bajo nimero de secuencias y especies, ya que el andlisis fue fallido. Las curvas de
rarefaccién en los demas ecosistemas muestran que a medida que crece el nimero
de secuencias también crece el nUmero de especies. Excluyendo el andlisis fallido de
pino (P4, 5, 6), la diversidad alfa fue de mayor a menor en el siguiente orden: encino,
oyamel, pino y pradera alpina. Fueron muy similares oyamel area alta y baja, asi como
pino y pradera (Figura 4.8). Esto sugiere que a medida que aumenta la altitud la

diversidad disminuye.
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Figura 4.8. Curvas de rarefaccion y diversidad alfa determinadas a partir del andlisis
metagendmico de los suelos de diferentes ecosistemas del monte Tlaloc.

Es, 4 — encino area baja (2732 — 2829 m de altitud), O4, 5 — oyamel area baja (3088 —
3196 m de altitud), Oz, 2, 3 — oyamel area alta (3370 — 3489 m de altitud), P4, 5 6 — pino
area baja (3607 — 3683 m de altitud), P1, 2,3 — pino area alta (3845 — 3945 m de altitud),
Pradera — pradera alpina (4060 — 4120 m de altitud).

Este es el primer trabajo que se realiza en este ecosistema forestal de México
para estudiar la diversidad bacteriana usando herramientas de metagendémica de
ultima generacion. El analisis informatico indica que entre 36.4% — 64.5% de las
secuencias provienen de bacterias desconocidas o que la longitud de la secuencia no
fue suficiente como para compararla con las bases de datos existentes, de tal forma
gue no fue posible su clasificacion (Figuras 4.2 a 4.7). Sin considerar el analisis fallido
de la muestra de pino area alta, el niumero de lecturas bacterianas (secuencias) en las
muestras de suelo analizadas varié de 196 a 391, el ecosistema de encino fue el que
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presentd el mayor nimero de secuencias, lo cual sugiere una mayor riqueza de

especies en este ecosistema, tal como lo muestra la curva de rarefaccion (Figura 4.8).

El fuerte contraste del nimero de especies encontradas en encino, con respecto
a lo encontrado en oyamel o pino (Figuras 4.3, 4.4 y 4.5), indica que la estructura de
la comunidad bacteriana del bosque de encino es distinta de la presentada por las
coniferas (pino y oyamel). Al respecto, estudios en ecosistemas forestales que usaron
el andlisis de fosfolipidos para evaluar diversidad, muestran que las estructuras de las
comunidades bacterianas entre coniferas y caducifolias son distintas, lo que puede
estar dado por la calidad de la hojarasca y las condiciones microclimaticas creadas

(Swallow et al., 2009; Thoms et al., 2010; Bever et al., 2012).

La estructura de las comunidades microbianas puede modificarse por el cambio
de uso del suelo, el cual altera las propiedades fisico-quimicas en el suelo y las
condiciones microambientales que tienen una influencia directa en los
microorganismos que viven ahi (Macdonald et al., 2009). Un aumento en la diversidad
alfa se ha observado asociada a la deforestacion en areas tropicales, debido a que se
reduce la materia organica y se alteran las propiedades quimicas del suelo que tienen

un fuerte influencia en las comunidades microbianas (Navarrete et al., 2015).

En el presente estudio, el indice de diversidad alfa muestra que hay una
asociacion entre la diversidad y el tipo de ecosistema, ademas indica que hay un efecto
de gradiente altitudinal, ya que los ecosistemas de pino area alta (3845 — 3945 m de
altitud) y pradera alpina (4060 — 4120 m de altitud) fueron los que presentaron la menor

diversidad (Figura 4.8). Esto tiene similitud a lo reportado por Castaldini et al. (2002),

86



quienes observaron que miembros de los subgrupos alfa y gamma de Proteobacteria
estuvieron mejor representados a altitudes de 940 m que a mayores altitudes. En este
caso, posiblemente tres factores fueron los responsables de esa menor diversidad:
temperatura baja, pH acido y recalcitrancia del material vegetal. En pino y pradera
alpina del monte Tlaloc, la temperatura promedio del suelo en el afio es de alrededor
de 5°C, el pH es entre 4.5y 4.7; ademas, algunos autores han determinado intervalos
de lignina de 15% a 22.6% en cinco especies de encino (Honorato y Hernandez, 1998)
y de 24% a 28.5% de lignina en diferentes especies de pino (Bernabé-Santiago et al.,

2013).

Las plantas hospedan pocos filos de microorganismos, entre los que se
encuentran Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria, siendo mas
abundantes en la rizosfera (Bulgarelli et al., 2013); los ecosistemas forestales del
monte Tlaloc no fueron la excepcién, donde se encontraron cinco filos, de los cuales
Actinobacteria fue de los mas abundantes, en particular en encino area baja y oyamel
area alta. Tenericutes solo estuvo presente en encino y pradera alpina (Figuras 4.2,

4.3,4.4,45,4.6).

En relacion con el numero de géneros encontrados, encino area baja fue el que
tuvo el mayor nimero, y también fue el que tuvo la mayor diversidad alfa (Figura 4.6 y
4.8). Estudios sobre el efecto del uso del suelo en la diversidad microbiana de areas
tropicales muestran que los ecosistemas mas diversos son las areas agricolas y las
praderas; sin embargo, en los ecosistemas tropicales el equilibrio se sustenta en poca

diversidad y mayor abundancia de microorganismos (Mendes et al., 2015).
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4.6 Conclusiones

El ecosistema forestal de monte Tlaloc con mayor diversidad alfa fue el bosque
de encino, con 7.2; en general, en ecosistemas de mayor altitud la diversidad
bacteriana disminuye: en oyamel se tuvo 4.34 y 4.51, en pino 1y 3.47, y en pradera

alpina 3.41.
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CONCLUSIONES GENERALES

La produccién de hojarasca en el ecosistema de Abies religiosa es mayor en
aciculas con 67% y en segundo lugar ramas con 23%.

En la estacion de otofio es donde se presenta mayor produccion de hojarasca en
aciculas.

El porcentaje de pérdida de peso de aciculas fue 44% y de ramas 32% después de
475 dias.

Los valores promedio de tasa de descomposicion para aciculas es k = 0.439 afio™*
y para ramas es k = 0.294 afio™.

Los flujos de COz, debidas a la respiracion del suelo fueron mayores en época de
lluvia.

En A. religiosa la produccion de hojarasca fue mayor en sitios de mayor altitud (O1
y O2) pero su tasa de descomposicion fue menor en comparacion con los sitios de
menor altitud (O4 y O5), exceptuando el sitio O3.

La tasa de mineralizacion bajo condiciones controladas de temperatura y humedad
en el suelo de los 5 sitios de estudio de A. religiosa es afectada por la calidad de la
hojarasca.

La tasa de mineralizacién en muestras de suelo provenientes de menor altitud fue
de 36 mg C kg suelo dia! y en muestras de suelo de mayor altitud fue de 21 mg C
kg* suelo dia®.

Los filos bacterianos encontrados en los ecosistemas del monte Tlaloc fueron

Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria y Tenericutes.
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e La estructura de la comunidad bacteriana del bosque de encino es distinta a la
presentada por las coniferas (oyamel y pino).

e El indice de diversidad alfa varié en el siguiente orden decreciente: encino (7.2),
oyamel (4.34 - 4.51), pino (3.47) y pradera alpina (3.41); esto muestra que hay una
asociacion entre la diversidad y el tipo de ecosistema, ademés indica que hay un

efecto de gradiente altitudinal.
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ANEXOS

Anexo |. Datos de CO2 (mg C kg suelo) obtenidos en la incubacién de 17 dias de un

sitio de estudio de Abies religiosa.

Lignina (%)

Dias 0 11.6 131 14.2 15.7 21.9
1 33.5 76.6 114.9 55.7 60.0 47.7
1 62.3 123.5 108.7 61.8 74.2 43.3
1 74.4 121.0 71.7 53.2 48.3 40.9
2 74.4 142.2 187.5 104.2 138.6 112.7
2 115.6 209.4 199.4 113.4 143.8 82.8
2 135.7 177.4 165.4 101.7 120.9 92.4
3 153.0 216.1 249.6 191.0 206.6 181.9
3 170.6 281.0 270.9 196.7 215.3 142.6
3 195.4 248.9 222.8 180.3 187.7 161.6
5 174.2 301.0 294.4 231.1 242.0 190.2
5 180.0 324.6 327.5 206.1 224.7 175.6
5 233.2 395.1 255.8 211.0 225.4 169.8
7 233.2 395.1 255.8 211.0 2254 169.8
7 240.2 394.2 380.6 263.9 299.0 239.3
7 288.6 460.0 323.0 303.0 278.5 213.5
9 217.9 436.6 432.4 380.9 384.7 325.8
9 294.4 460.2 463.1 337.0 367.4 307.6
9 357.0 523.7 s/d 385.5 361.0 274.8
13 290.6 509.3 486.2 432.4 464.5 s/d
13 369.5 523.5 559.4 414.5 435.4 378.0
13 410.8 582.2 383.9 465.3 424.3 349.9
14 390.4 557.3 567.2 496.9 559.6 404.4
14 443.4 595.0 623.9 511.9 518.8 470.8
14 468.2 634.9 490.9 576.9 504.1 390.7
16 422.7 591.9 608.8 529.1 589.5 431.9
16 470.9 615.5 653.8 556.0 546.3 486.5
16 509.9 667.1 527.8 597.4 522.2 419.4
17 474.9 661.9 681.2 599.1 638.2 517.2
17 525.6 664.2 714.3 621.2 609.2 549.4
17 556.3 727.7 604.9 662.6 598.1 494.1
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Anexo Il. Datos de CO2 (mg C kg suelo) obtenidos en la incubacién durante 28 dias con concentraciones crecientes de

lignina (%) en cada suelo de los cinco sitios de estudio de Abies religiosa.

Suelo O1 Suelos 02 Suelos 03 Suelo O4 Suelo O5
Lignina (%)

0 10.6  13.6 233 0 11.8 148 22.2 0 12.0 145 20.8 0 121 145 23.1 0 115 136 20.2
259 578 613 448 495 401 377 472 291 409 515 314 432 432 138 59.7 432 291 503 550
236 578 56.6 542 460 401 342 377 244 527 314 432 432 314 456 503 432 48.0 527 49.1
165 578 425 448 50.7 401 377 271 36.2 468 456 550 432 432 362 314 385 550 480 4638
56.6 100.2 125.0 825 89.6 63.7 59.0 849 495 708 861 566 77.8 802 566 89.6 684 613 825 1156
56.6 114.4 1085 96.7 908 63.7 50.7 755 495 825 66.0 590 802 755 896 920 778 920 943 107.3
495 109.7 873 731 86.1 778 660 649 519 767 77.8 802 825 896 755 59.0 684 943 873 1144
75.8 110.6 139.8 110.7 978 718 715 90.8 754 96.7 1120 73.6 1104 108.3 89.2 120.0 108.4 104.6 120.3 151.1
69.2 133.6 116.6 118.2 1034 71.8 56.6 83.6 66.5 101.8 853 87.1 994 947 1155 1245 1222 138.6 141.0 138.4
599 1222 954 857 942 860 742 708 822 981 971 994 101.8 120.0 1169 915 103.9 134.3 196.0 154.3
104.7 137.2 168.7 135.1 126.6 89.6 84.9 103.0 111.7 1529 154.9 1054 148.9 151.2 1254 154.0 159.4 166.8 171.3 193.3
98.0 158.0 132.2 147.0 1322 74.0 744 1014 105.0 135.8 123.8 125.6 135.7 124.3 156.2 163.0 175.5 191.9 180.9 191.7
82.1 151.1 115.4 105.7 1075 88.2 919 885 1251 131.0 1355 144.6 133.6 156.2 148.7 123.3 155.0 196.4 247.1 194.3
142.4 179.4 2153 186.1 162.1 116.2 100.4 131.9 147.9 200.2 215.6 139.5 220.6 203.0 188.3 194.7 217.1 246.7 246.8 251.0
135.8 204.7 176.6 193.6 181.1 94.0 1121 119.1 152.4 192.1 180.0 181.8 189.7 187.2 212.4 221.5 244.3 260.7 251.9 262.7
119.8 188.8 1354 141.2 1253 112.6 1252 117.4 1725 169.5 187.3 187.5 187.6 205.8 202.7 155.2 2349 278.6 293.7 263.1
173.5 217.1 244.1 206.1 197.7 149.5 1359 174.1 195.3 243.2 267.4 164.6 265.8 268.1 240.1 235.4 261.5 313.3 300.1 319.8
169.1 246.8 218.7 2225 196.6 131.8 152.1 148.0 199.7 215.0 227.3 226.9 234.8 2479 270.9 288.8 286.5 314.0 320.8 335.9
155.3 226.6 150.9 168.9 165.3 150.3 147.4 155.1 219.8 214.6 236.9 232.6 239.4 259.8 254.5 206.9 292.6 336.3 360.3 311.9
209.0 249.3 279.6 230.5 2354 173.9 171.4 206.3 261.9 307.5 314.0 220.1 321.3 334.7 300.0 299.8 323.7 384.3 375.6 399.7
199.0 275.7 254.3 253.6 223.2 170.6 183.2 164.6 266.3 279.4 302.8 276.9 293.7 312.2 337.5 348.7 357.5 382.8 391.8 413.6
197.5 253.2 166.4 200.0 196.3 168.1 176.3 179.5 279.8 261.3 312.4 284.8 294.9 335.3 318.9 269.1 365.8 414.0 429.1 385.2

Dias

C 00 0 O O O~ A B W W WDNDNMDNPRFP PP

e
o o o

101



Anexo Il. Continuacién de datos de CO2 (mg C kg suelo) obtenidos en la incubacién durante 28 dias con concentraciones

crecientes de lignina (%) en cada suelo de los cinco sitios de estudio de Abies religiosa.

Suelo O1 Suelos 02 Suelos O3 Suelo O4 Suelo O5
Dias Lignina (%)

0 10.6 13.6 233 0 11.8 148 222 0 12.0 145 20.8 0 121 145 231 0 115 136 20.2
12 247.1 295.2 3255 267.5 265.7 204.3 215.1 241.0 323.3 364.5 364.3 259.3 366.0 389.5 359.2 359.0 377.7 449.4 460.6 487.0
12 240.5 319.3 301.2 290.6 253.6 203.2 221.3 203.8 323.3 338.6 353.1 316.1 350.6 378.1 396.7 392.4 418.2 439.0 470.2 478.8
12 2445 295.8 202.3 241.4 226.7 200.7 214.4 214.3 341.2 316.0 371.6 324.0 347.4 396.7 378.1 328.3 426.5 481.3 514.2 448.1
14 2799 336.9 373.9 300.3 303.0 2259 270.2 271.6 379.2 405.8 416.8 292.9 421.9 447.6 414.0 417.0 435.0 511.2 522.5 598.0
14 271.0 356.6 338.5 332.3 290.8 242.6 274.1 225.4 369.1 382.1 407.9 369.7 388.6 440.7 450.3 449.4 448.7 480.7 549.9 554.0
14 257.2 350.9 246.3 269.7 257.2 243.5 249.4 2359 3825 357.4 415.1 368.7 403.3 434.7 445.1 384.2 488.3 532.0 583.8 518.8
16 308.2 367.4 413.4 335.3 340.2 263.1 319.7 293.2 417.9 450.2 470.1 334.9 470.7 513.1 467.2 456.9 492.0 552.6 590.6 670.6
16 299.3 387.1 373.5 368.4 323.6 268.7 313.6 244.8 403.4 428.7 461.1 423.0 437.4 505.1 501.3 507.1 516.9 535.5 629.2 619.9
16 296.6 394.8 290.2 304.8 281.0 268.4 285.5 264.2 405.6 386.0 475.1 410.8 439.8 494.6 507.3 426.2 547.5 586.7 652.0 589.2
18 324.6 397.2 446.5 358.4 364.4 290.7 342.8 311.8 444.0 490.7 507.3 356.5 534.7 559.3 515.6 510.9 518.1 589.8 641.3 704.5
18 306.8 416.9 398.8 402.6 347.8 290.7 336.7 267.9 436.1 454.7 505.1 462.4 465.7 566.9 548.6 548.8 563.1 570.5 677.6 653.8
18 315.3 430.2 317.8 327.8 305.2 289.3 306.4 280.6 438.4 434.4 519.0 436.8 477.0 549.7 544.6 427.7 589.3 619.5 698.2 620.9
21 351.4 424.1 484.5 380.7 386.8 318.6 376.3 325.2 503.2 563.4 602.3 440.3 617.4 672.1 597.2 601.4 587.3 6825 736.2 798.3
21 335.8 4549 439.0 420.5 372.4 316.4 354.6 285.8 498.7 527.4 564.3 552.9 561.8 659.6 633.5 659.4 645.7 656.5 770.4 732.0
21 328.7 465.9 354.6 339.0 332.1 316.1 324.2 287.3 495.4 504.8 620.7 522.9 535.1 651.4 640.6 528.3 675.3 707.7 7719 696.9
24 396.5 471.3 534.1 407.9 434.0 363.7 4259 353.5 558.3 617.4 675.2 511.1 683.7 745.1 683.6 710.1 650.3 777.9 804.7 903.7
24 386.5 512.2 471.8 465.6 404.0 354.7 399.6 314.1 544.9 600.4 623.9 623.7 630.3 757.2 719.9 754.7 721.0 751.8 864.6 805.0
24 350.3 508.8 394.1 3729 365.9 352.2 347.0 315.6 556.1 565.5 709.3 593.6 628.2 735.6 750.5 625.8 751.6 803.1 859.4 764.3
28 458.3 541.0 598.1 458.6 464.6 407.6 468.7 393.0 629.8 701.2 752.3 607.2 730.6 864.7 783.0 819.6 740.0 926.8 930.2 1046.0
28 447.2 576.3 523.6 489.4 446.9 390.8 451.4 351.3 620.8 684.1 700.9 700.8 721.9 844.3 794.8 873.2 810.7 885.1 983.4 918.2
28 392.0 557.2 443.6 441.4 403.2 399.5 390.9 357.3 633.2 643.7 786.4 670.7 716.5 837.2 860.0 738.7 841.4 927.5 964.8 886.4
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