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RESUMEN EJECUTIVO

La desertificacion y degradacion de suelos afecta al 47% de Ecuador debido a la deforestacion,
pérdida de cobertura vegetal, sobrepastoreo y urbanizacion. Aunque hongos y bacterias
desempefian funciones vitales en ecosistemas terrestres y son bioindicadores fiables de la calidad
del suelo, en Ecuador no se estudia su relacion con la cobertura de suelos volcéanicos. Esta
investigacion analizé dicha relacion en una quebrada de los Andes, explorando su potencial como
bioindicador en procesos de restauracion. Las comunidades bacterianas y fungicas se
caracterizaron mediante la secuenciacion de genes 16S para bacterias e ITS para hongos, de
muestras de suelo de cuatro coberturas (Bosque, Arbustos y herbaceas, Sedimento y Roca). Se
usaron indicadores como la abundancia relativa, riqueza, diversidad alfa y beta, y estadistica
PERMANOVA, para el andlisis de resultados. Se obtuvo 83 phyla bacterianos y 18 fungicos.
Proteobacteria, Acidobacteriota y Actinobacteriota fueron las bacterias méas destacadas por su
papel en la resiliencia y restauracion de ecosistemas edaficos. En hongos, los mas abundantes en
todas las coberturas fueron Ascomycota y Basidiomicota que siguieron una tendencia opuesta
segun de la existencia de cobertura vegetal. En ambas comunidades se compartieron la gran
mayoria de phyla entre las coberturas con pocos exclusivos, especialmente en hongos. La
comunidad bacteriana es claramente mas rica en especies, pero con una diversidad menor que en
hongos. La agrupacion jerarquica por categorias mostré mas similitud entre “Bosque” y “Arbustos
y herbaceas” en ambas comunidades, aunque por muestra solo bacterias mostraron grupos
definidos. EI PERMANOVA arrojé que estadisticamente no hay diferencia significativa entre
coberturas. Se demostro que la quebrada es un paisaje heterogéneo en coberturas de suelo, pero
homogéneo en la diversidad de hongos y bacterias. Estas tendencias microbioldgicas muestran el
potencial de restauracion de suelo degradado de origen volcanico gracias a la presencia de
indicadores bioldgicos en suelos sedimentarios y cangahua.

DESCRIPTORES: Bacterias, Coberturas del suelo, Desertificacion, Hongos, Restauracion
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THEME: EDAPHIC BIODIVERSITY OF FUNGI AND BACTERIA UNDER
DIFFERENT GROUND COVERS AND ITS POTENTIAL FOR THE RESTORATION
OF SOILS WITH ANDIC CHARACTERISTICS
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ABSTRACT

Desertification and soil degradation affect 47% of Ecuador due to deforestation, loss of vegetation
cover, overgrazing and urbanization. Although fungi and bacteria play vital functions in terrestrial
ecosystems and are reliable bioindicators of soil quality, their relationship with volcanic soil cover
have not been studied in Ecuador. This research analyzed this relationship in Andean ravine,
exploring its potential as a bioindicator in restoration processes. The bacterial and fungal
communities were characterized by sequencing 16S genes for bacteria and ITS for fungi, from soil
samples of four ground covers (Forest, Shrub and Herbaceous, Sediment and Rock). Indicators
such as relative abundance, richness, alpha and beta diversity, and PERMANOVA statistics were
used for the analysis of results. 83 bacterial and 18 fungal phyla were obtained. Proteobacteria,
Acidobacteriota and Actinobacteriota were the most notable bacteria for their role in the resilience
and restoration of soil ecosystems. In fungi, the most abundant in all covers were Ascomycota and
Basidiomycota, which followed an opposite trend depending on the existence of plant cover. In
both communities, most phyla were shared between covers with few exclusive ones, especially in
fungi. The bacterial community is clearly richer in species, but with lower diversity than in fungi.
The hierarchical grouping by categories showed more similarity between “Forest” and “Shrub and
Herbaceous” in both communities, but per sample only bacteria showed defined groups.
PERMANOVA showed that there is no statistically significant difference between coverages. It
was demonstrated that the ravine is a heterogeneous landscape in soil cover, but homogeneous in
the diversity of fungi and bacteria. These microbiological trends show the potential for restoration
of degraded soil of volcanic origin due to the presence of biological indicators in sedimentary and
cangahua soils.

KEYWORDS: Bacteria, Desertification, Fungi, Ground covers, Restoration
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CAPITULO I
1. INTRODUCCION

El suelo sostiene la vida en la Tierra al ser un importante recurso no renovable que apoya la
alimentacion y combate la escasez de agua. Sin embargo, el clima y acciones humanas ponen en
peligro a dicho recurso (Ferreira et al., 2022). La biodiversidad del suelo, a pesar de que brinda
varios servicios ecosistémicos, no se toma en cuenta en decisiones politicas y se pierde
aceleradamente gracias a la mala gestion del territorio y en general por la degradacion de la tierra
(Laban et al., 2018). Mas del 75 % de la superficie terrestre ya sufre degradacion y se calcula que
la cifra aumentara al 90% para 2050 (European Commission, 2018). La degradacion del suelo
resulta de la interaccion de factores antropicos y/o naturales que afectan negativamente las
propiedades del suelo. Los factores antropicos se relacionan con el manejo, uso y gestion del suelo,
mientras que los naturales tienen que ver con el agua, relieve, clima y coberturas (Gutiérrez
Rodriguez, 2018). La produccién primaria, depdsito y descomposicion de hojarasca son procesos
fundamentales que se reducen a causa del cambio climatico lo cual ejerce gran influencia en zonas
secas que junto a procesos erosivos y lluvias intensas degradan el suelo (FAO, 2016). Sin embargo,
procesos antrépicos como el sobrepastoreo, deforestacion, incendios forestales y demas
actividades intensivas también contribuyen a que los suelos de zonas secas sufran niveles de

degradacidn sin precedentes (Bateman & Mufioz-Rojas, 2019).

Los tipos de degradacion de suelos son fisica, quimicay bioldgica, procesos con efectos directos
e indirectos cuya etapa final es la desertificacion (Gutiérrez Rodriguez, 2018). La desertificacion
es definida como “la degradacion de los suelos de zonas aridas, semiaridas y subhumedas secas
resultantes de diversos factores, entre ellos las variaciones climaticas y las actividades humanas”
(UNCCD, 1994). Se reconoce que este es uno de los problemas mundiales méas relevantes, en
especial al preverse que, debido al cambio climético, en pocos afios habra un aumento de hasta
23% de areas secas y 56% de zonas hiperaridas, aridas, semiaridas y secas subhimedas (Huang et
al., 2016; Huang et al., 2017). La desertificacion se considera como una degradacion extrema ya
que es un fenomeno generalizado de alto nivel, largo plazo y multiescalar. De hecho, suele
caracterizarse por ser un proceso generalmente irreversible al implicar la reduccion o pérdida de
recursos econdmicos y bioldgicos, complejidad de la tierra y productividad (Briassoulis, 2019).

Cabe destacar que a menudo este es un problema causado por el desequilibrio entre la



disponibilidad de recursos naturales y el sistema socioecondmico que los usa, por lo tanto, la
desertificacion se relaciona con la conservacion de ecosistemas y el manejo sustentable de sus
recursos (Gutiérrez-Rodriguez, 2018). Por ello, descubrir las causas del problema, asi como
estrategias para revertirlo, es el objetivo de varias investigaciones de modo que al recuperar los
suelos se pueda hacer contra a la degradacion ambiental, desigualdad social y pérdida de

productividad ecologica (Zucca et al., 2009; Gutiérrez Rodriguez, 2018).

Se estima que cerca del 47% del Ecuador esta sujeto a procesos acelerados de degradacion y
desertificacion, incluyendo el 11% del territorio que son tierras aridas, semiaridas y subhumedas
secas (MAATE, 2015). La degradacion del suelo en el pais se debe principalmente a causas como
la deforestacion, pérdida de cobertura vegetal, sobrepastoreo, urbanizacion, entre otras (Teich et
al., 2023). Especialmente las zonas montafiosas son vulnerables a la erosion por sus caracteristicas
topoldgicas y ambientales (Teich et al., 2023). Dichos aspectos, sumada la agricultura insostenible,
provocan la aceleracién de la desertificacion, pérdida de carbono orgéanico, productividad y
biodiversidad. De hecho, estudios de analisis de vulnerabilidad fisica y ambiental en la Region
Andina del Ecuador, evidenciaron que las fuertes precipitaciones, sequias, pendientes
pronunciadas y manejo inadecuado del suelo causaron el deterioro en la productividad de cultivos
y calidad del suelo (Barrera et al., 2020). Desde 2022 Ecuador puso en marcha el uso de tecnologias
de mapeo que apoya la toma de decisiones en zonas degradadas (Teich et al., 2023); sin embargo,
los andlisis espacio-temporales deben complementarse con datos de campo que permitan
caracterizar el componente bidtico de tierras degradadas. Cabe desatacar que, en cuanto a suelos
de origen volcanico en Ecuador, las investigaciones se enfocan en pedogénesis; efectos del
sobrepastoreo en la vegetacion; estabilizacion y almacenamiento de carbono; meteorizacion
quimica; variabilidad de suelos de origen volcanico y su relacion con el material parental, climay
usos; y la presencia de diversas sustancias quimicas y nanoparticulas (Silva-Yumi et al., 2021).
Sin embargo, ningun estudio se enfoca en la diversidad edafica de hongos y bacterias y su relacion

con la cobertura de la tierra como potencial indicador de la calidad de suelo de origen volcanico.

Las interacciones suelo-organismo son esenciales para los procesos biogeoquimicos y fisicos
de los ecosistemas, incluido el ciclo de nutrientes; capacidad de retencion de agua;
almacenamiento, filtracién, amortiguacién y transformacion de compuestos; y la provision de

estabilidad fisica y apoyo al paisaje (Bonilla-Bedoya et al., 2017). Por ello, la importancia de los



organismos subterrdneos para influir en los organismos de la superficie (y viceversa) debe
considerarse en las nuevas investigaciones, de tal modo que una comprensién mas completa de la
biodiversidad del suelo amplie la cartera de opciones de gestion para suelos amenazados y/o
degradados (Geisen etal., 2019). En efecto, las funciones y fertilidad del suelo pueden recuperarse
a través de estrategias que aumenten la biodiversidad edéafica y el contenido organico del suelo.
Para ello se requiere mejorar la gestion en investigacion, monitoreo, conservacion y restauracion

de ecosistemas terrestres (Fischer et al., 2020; Guerra et al., 2021).

Recientemente la atencion es dirigida al uso de microorganismos como algas, cianobacterias,
liquenes, hongos y musgos para la restauracion de suelos ya que sus funciones ecoldgicas son
cruciales, especialmente en zonas secas al mejorar la retencion de agua (Kumar et al., 2019b;
Roncero-Ramos et al., 2019; Wang et al., 2020; Adessi et al., 2021). De hecho, investigaciones
recientes respaldan la idea de que las diversas especies de microorganismos presentes en el suelo
estan estrechamente ligadas a la calidad de la materia orgénica, jugando un papel singular en su
descomposicion y retencion en el suelo (Zhang et al., 2021). Incluso, se ha propuesto que la
biodiversidad del suelo en su conjunto, o grupos individuales, son bioindicadores fiables de la
calidad del suelo, ya que responden rapidamente a cambios y perturbaciones (Pulleman et al.,
2012). Ademas, hay evidencia de que la biodiversidad del suelo se puede aplicar para restaurar
tierras contaminadas o degradadas (Wubs et al., 2016). El desarrollo, aplicacion y seguimiento de
indicadores bioldgicos del suelo es posiblemente el aspecto mas transformador en el marco de la
calidad o salud del suelo, pues sus variaciones dan mas informacion sobre la funcion del suelo en
comparacion con aspectos fisicoquimicos (Bonilla-Bedoya et al., 2023). Aun asi, en los Gltimos
50 afios, la produccidn cientifica en América Latina por pais que consideran indicadores biol6gicos
de la calidad del suelo es baja y muy baja excepto en Argentina y Brasil. En Ecuador la produccién
cientifica al respecto esta en un rango de tan solo de 0 a 25 publicaciones en 50 afios, un intervalo
muy bajo considerando que Brasil supera las 200 publicaciones y Argentina esta en un rango de
100 a 200. Especialmente la investigacion de hongos y bacterias como bioindicadores de la calidad
del suelo es la de menor frecuencia a pesar de ser microorganismos indispensables en el
funcionamiento del ecosistema terrestre (Bonilla-Bedoya et al., 2023). De hecho, los hongos y
bacterias son los principales impulsores de muchos procesos vitales en ecosistemas terrestres
(Wang et al., 2019).



A pesar de que los organismos del suelo (microorganismos, micro meso y macrofauna) tienen
gran influencia en el funcionamiento del mismo, la investigacion acerca de su biologia es un campo
relativamente joven (Mufioz-Rojas et al., 2021; Ferreira et al., 2022). El avance de tecnologias
gendmicas permite revelar el papel de la biodiversidad edafica demostrando la importancia de su
diversidad y abundancia en la productividad primaria, nutrientes disponibles y la capacidad de
descomposicion en zonas aridas (Delgado-Baquerizo et al., 2016; Trivedi et al., 2019; Ochoa-
Hueso et al., 2018). Especialmente la metagenémica permite estudiar comunidades microbianas
en muestras ambientales, y los avances tecnoldgicos ahora permiten este andlisis en suelos
revelando la diversidad taxonémicay funcional de microorganismos terrestres (Sboner etal., 2011;
Myrold et al., 2014).

Por la importancia de la caracterizacion de la biodiversidad edéafica para planes de restauracion,
especialmente en suelos degradados, y la falta de informacion sobre este aspecto en suelos de
origen volcénico, en este trabajo se eligié como zona de estudio la quebrada Manzanapugro cerca
al volcan Ilal6 en la cordillera de los Andes (Ecuador). Esta quebrada es un paisaje de origen
volcanico con distintas coberturas de tierra, desde roca (cangahua) y suelo desnudo hasta areas
boscosas de arboles pequefios, que presenta signos de degradacion. De este modo fue posible
lograr el objetivo general que fue analizar la relacion entre la biodiversidad edafica de hongos y
bacterias en una quebrada de los Andes septentrionales bajo distintas coberturas del suelo, a través
de estudios metagenémicos con el fin de discutir su potencial como indicador de procesos de

restauracion de suelos volcanicos.

1.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS
1.1.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Se pueden distinguir patrones entre comunidades de hongos y bacterias bajo distintas coberturas
de suelo en la quebrada Manzanapugro?

1.1.2 OBJETIVOS
General
Analizar la relacion entre la biodiversidad edafica de hongos y bacterias en una quebrada de los

Andes septentrionales bajo distintas coberturas del suelo, a través de estudios metagendémicos con

el fin de discutir su potencial como indicador de procesos de restauracion de suelos volcanicos.



Especificos

e Caracterizar la diversidad de hongos y bacterias del suelo bajo distintas coberturas a través
de un levantamiento de campo y analisis de laboratorio.

e Determinar las tendencias respecto a la diversidad de hongos y bacterias en suelos con
caracteristicas andicas bajo distintas coberturas a través de graficas y métodos estadisticos.

e Discutir el papel de los indicadores biologicos del suelo en la restauracion de ecosistemas
andinos.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO
2.1 DEGRADACION DE SUELOS

La degradacion del suelo se define como “un cambio en la salud del suelo resultando en una
disminucion de la capacidad del ecosistema para producir bienes o prestar servicios...” (FAO,
2016). Dicha degradacion es provocada por factores climaticos como el incremento de
temperaturas y cambios en las precipitaciones; y causas antrépicas, principalmente la reduccion
de la cobertura y diversidad vegetal del suelo causada por précticas agricolas inadecuadas, mal uso
de tierra, incendios, deforestacion y sobrepastoreo. (Gaitan et al., 2018; Bach et al., 2020; Mufioz-
Rojas et al., 2021). La degradacion de suelos se clasifica en fisica (compactacion, erosion), quimica
(pérdida de nutrientes, salinizacion, acidificacion, contaminacién, desequilibrio geoquimico) y
bioldgicas (reduccion de micro y macrofauna, pérdida de materia organica, reduccién de biomasa
del suelo). Estos tipos de degradacion son procesos cuyo estado final es la desertificacion
(Gutiérrez Rodriguez, 2018). En general los efectos de este fendmeno pueden ser directos o
indirectos. Los directos son conflictos de uso del suelo y territorio, deterioro del paisaje,
inestabilidad territorial, deterioro de flora y fauna, pérdida de las propiedades y funciones del
suelo, pérdida de la capacidad productiva, deterioro de la oferta de servicios ambientales y bajo
rendimiento de cultivos (Gutiérrez Rodriguez, 2018). Por otro lado, los posibles efectos indirectos
son vulnerabilidad y riesgo en infraestructura humana, aumento de amenazas hidroldgicas y
desastres naturales, abandono de tierras, aumento de pobreza, disminucion de biodiversidad,
pérdida de resiliencia frente al cambio climatico, disminucion de la calidad de vida de habitantes,
pérdida del valor del suelo, pérdida de competitividad nacional, y amenazas a la seguridad
alimentaria (Gutiérrez Rodriguez, 2018). Cabe destacar que a pesar de que la degradacion del suelo
es una problematica global, las soluciones deben aplicarse a nivel local, por lo que se necesita
incrementar los esfuerzos de cooperacién y compromiso a baja escala para detener la degradacion
de suelos y la pérdida de su biodiversidad (European Commission, 2018).

2.1.1 Indicadores de la degradacion del suelo

Los estudios de calidad del suelo no pueden medir directamente la fertilidad, desertificacion o

degradacion de la tierra. En su lugar se obtienen resultados con evaluaciones por I6gica matematica
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basados en algunas caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo (imamoglu & Dengiz,
2019) que hacen posible estimar un indice de degradacion de suelos y evaluar sus clases. Entre los
indicadores fisicos estan la porosidad total, indice de separabilidad de particulas (ISP) y relacion
macro/microporosidad. Los indicadores quimicos son las relaciones C/N, Ca/K, Ca/Mg,
Ca/materia organica, carbono organico/arcilla; nitrégeno total; pH; y fdésforo. Por dltimo, los
indicadores bioldgicos son carbono de biomasa microbiana y respiracion basal también conocida
como cociente metabdlico (Acevedo et al., 2021). De este modo, es posible monitorear la
condicién y cambio en las propiedades del suelo (erosion, profundidad, textura, materia organica,
pH, material original, drenaje, cal, salinidad y contaminacién) para examinar la situacion frente a
la degradacion de la tierra, lo cual juega un papel importante en la lucha contra la desertificacion
(Imamoglu & Dengiz, 2019).

2.2 DESERTIFICACION

A escala mundial uno de los problemas ambientales mas relevantes es la desertificacién. Las
Naciones Unidas definid la desertificacion como “la degradacion de los suelos de zonas aridas,
semiaridas y subhimedas secas resultantes de diversos factores, entre ellos las variaciones
climaticas y las actividades humanas” (UNCCD, 1994). En la Convencion de las Naciones Unidas
de Lucha contra la Desertificacion (UNCCD) se complementd al concepto definiendo la
desertificacion como la pérdida o reduccion de la productividad econémica o bioldgica del sistema
bioproductivo terrestre que incluye la biota, procesos hidrolégicos y ecolbgicas, y suelo
especialmente en zonas aridas, semiaridas y subhiimedas secas, como efecto de los sistemas de
uso insostenible de tierra incluyendo otras actividad humanas y climéticas. En la misma
convencion se reconocio que la sequia y desertificacion son problemas de dimension global en
vista de que sus efectos inciden en todas las regiones del mundo (UNCCD, 2022). De hecho,
modelos climéaticos prevén un aumento de hasta 23% de areas secas para 2100 debido al cambio
climatico y se pronostica que zonas hiperaridas, aridas, semiaridas y secas subhumedas podrian
llegar a ocupar hasta el 56% de la superficie terrestre en un futuro no muy lejano (Huang et al.,
2016; Huang et al., 2017).



La similitud conceptual entre “desertificacion” y “degradacion” se discute y actualiza en todo
el mundo. Dunjo (2004) sefiala que, si bien ambos procesos conducen a tierras parcial o totalmente
improductivas, estas palabras no son sinénimos. La desertificacion se centra en aquellos factores
antrépicos y ambientales que afectan la productividad del suelo, mientras que la degradacion se
refiere a cambios en propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas que afectan el crecimiento de
plantas (Gutiérrez Rodriguez, 2018). De este modo, la desertificacién puede entenderse como la
degradacién extrema del suelo de forma natural o provocada por el ser humano (desertizacion) que
amenaza el buen funcionamiento del ecosistema. La desertificacion es diferente de otros peligros
naturales al ser un fendémeno generalizado de alto nivel, largo plazo y multiescalar que se
experimenta como una degradacion grave de la tierra (Briassoulis, 2019). Las caracteristicas

generales de la desertificacion segun Briassoulis (2019) son:

(@) Se refiere a la degradacion extrema de la tierra en las tierras secas (hiperaridas, aridas,

semiaridas y secas subhimedas).

(b) A menudo es irreversible ya que implica la reduccion o pérdida de recursos econémicos y

bioldgicos, complejidad de la tierra y productividad.
(c) Implica procesos antrépicos y naturales que operan en multiples escalas espaciotemporales.

Las fuerzas impulsoras de la desertificacion pueden ser biofisicas y/o humanas. Las biofisicas
son la hidrologia, cubierta vegetal, clima, topografia, geologia y las condiciones del suelo. Por otro
lado, los impulsores humanos son la extraccion y produccién de energia, ganaderia, agricultura,
silvicultura, construccidn de viviendas, trasporte y turismo. En estos impulsores pueden incluirse
los de tipo institucionales, como politica nacional e internacional, tenencia de tierra y regimenes
medioambientales y econdmicos internacionales, que podrian causar efectos negativos en regiones
biocliméaticamente sensibles, preparando el escenario para una degradacién extrema (Briassoulis,
2019). Un ejemplo de impulsor institucional son los subsidios y politicas sectoriales que a menudo
empeoran los problemas de desertificacion, ya que en ocasiones podrian incentivar actividades

intensivas como los monocultivos en el caso de politicas agricolas (Gambella et al., 2021).

Desde una perspectiva de sistemas adaptativos complejos, en los cuales pueden existir

perturbaciones humanas y reorganizarse el territorio integrando lo social y ecologico en el paisaje,
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la desertificacion es un problema causado en gran medida por el desequilibrio entre los recursos
naturales y el sistema socioeconomico que los usa (Gutiérrez Rodriguez, 2018), atrayendo
consecuencias como la pérdida de complejidad del paisaje, degradacion ambiental, desigualdad
social, inestabilidad politica, y pérdida de la productividad econémica y bioldgica (Zucca et al.,
2009; Gutiérrez Rodriguez, 2018). Es asi que el problema esta relacionado con la conservacion de
la biodiversidad, cambio climético y el manejo sustentable de los recursos naturales (Gutiérrez
Rodriguez, 2018). Por ello, se requiere implementar estrategias basadas en multiples variables que
consideren la condicion de la tierra, resiliencia de los suelos, potencial de la tierra y factores
econdmicos, sociales y culturales, basadas en conocimiento cientifico y objetivos politicos. De
este modo cada pais podra buscar soluciones ajustadas a problemas de desertificacion local (Sterk
& Stoorvogel, 2020).

2.2.1 Indicadores de la desertificacion

El indicador de desertificacion asignado por la UNCCD es la relacion
Precipitacién/Evapotranspiracién segun el tipo de ecosistema (UNCCD, 2022). Sin embargo,
existe otros cinco indicadores que ayudan a evaluar, monitorear y hasta cierto punto predecir la
desertificacion. Estos indicadores son biologicos, socioecondémicos, climaticos, fisicos e
hidroldgicos (Dhinwa et al., 2016). En la actualidad también se emplean técnicas de teledeteccion
y sistemas de informacion geografica para identificar, evaluar y monitorear la desertificacion en
zonas especificas (Masoudi et al., 2018; imamoglu & Dengiz, 2019; Kumar et al., 2019a; Kumar
etal., 2022; Teich et al., 2023). Cabe destacar que, aungue la dindmica de la desertificacion puede
ser valorada y monitoreada a través de la combinacién de informacion de campo y observaciones
satelitales, las causas de la desertificacion, las condiciones socioeconémicas y climéticas difieren
ampliamente entre regiones. Esto reduce la precision de identificacion ya que se dan multiples

interacciones entre factores socioeconomicos y biofisicos (Xu et al., 2010).

2.3 CONTEXTO REGIONAL Y LOCAL
2.3.1 Degradacion y desertificacién en América Latina y Los Andes

En América Latina la exploracion, explotacion y exportacion de estos recursos (minerales, gas,
bosques y pastos) es rapida y provoca cambios drasticos en el uso de la tierra y la degradacion

generalizada del suelo (FAO & ITPS, 2015). A pesar de que algunos paises de la region desarrollan



e implementan buenas politicas y enfoques para mitigar la degradacion de la tierra, por ejemplo,
Uruguay, Cuba y Brasil (FAO & ITPS, 2015), se calcula que para el 2050, tan solo en América
Latina el 50% de las tierras podrian estar desertificadas (Molina & Lozano, 2016). Actualmente,
este problema afecta al 35% de la region (aproximadamente 6,9 millones de km?) en diferentes
tipos de ambientes aridos. Casi el 56% de suelos de América Latina y el Caribe es afectada por
degradacion quimica como aridez y salinidad, mientras que alrededor del 49% esta expuesto a
erosion hidrica (European Commission, 2014; Montafio-Lopez et al., 2021). En general, la region
tiene graves problemas de desertificacion en sus zonas aridas, semiaridas y subhlimedas secas y se
estima que la vulnerabilidad de los suelos a la degradacion afectarda mucho mas a dichas areas

incrementando la superficie afectada de 8% a 26,3% (European Commission, 2014).

Las dinamicas de degradacion y desertificacion del suelo no son desconocidas para los Andes.
Aproximadamente el 80% de la cadena montafiosa es afectado por la erosion causada por el clima
y actividades agropecuarias con tecnologias insostenibles, inadecuadas y que no consideran la
aptitud del suelo. Esto genera pérdidas progresivas del recurso ademas de la reduccion
considerable de materia organica, pérdida de capacidad productiva y acidificacion del suelo
(Bastidas & Botina, 2018). En las laderas montafiosas los deslizamientos de tierra y la erosion
hidrica son amenazas prominentes (FAO & ITPS, 2015). De hecho, las quebradas son el resultado
del escurrimiento de agua que talla las capas superiores del suelo al desprender y trasportar

sedimentos al cono aluvial (Nas et al., 2021).

2.3.2 Degradacion y desertificacién en Ecuador

En Ecuador, la degradacion de la tierra es un problema de larga data cuyas causas directas
incluyen la deforestacion, pérdida de la cobertura vegetal nativa, sobrepastoreo, desarrollo urbano,
actividades mineras e industriales, y la contaminacion del agua (Teich et al., 2023). A nivel
nacional, cerca del 47% del pais esta sujeto a procesos de degradacion (MAATE, 2015). Por
ejemplo, cerca del 15% de suelos del Ecuador (37,5 mil km?) se encuentran erosionados. La region
maés afectada es la Amazonia (44%), seguido por la Costa (30 %) y Sierra (25,9 %) (Jiménez,
2011). Se estima que el 11% del territorio del Ecuador esta compuesto de tierras aridas, semiaridas
y subhimedas secas que albergan alrededor de un millén habitantes, y que estan sujetas a procesos
acelerados de degradacion y desertificacion por agentes naturales y accion humana. Las zonas mas

afectadas estan en las provincias de Azuay, Chimborazo, Guayas, EI Oro, Loja, Manabi, Pichincha,
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Santa Elena y Tungurahua (MAATE, 2015). Ademas, alrededor del 39,13% de las cuencas
hidrograficas de Ecuador estan en una etapa critica de erosion, 28,26% en erosion seria, 4,35%
erosién moderada, 26,09% en erosion potencial y tan solo el 2,17% no tiene riesgos de erosion
(Benalcézar, 2017).

En 2022, se cred el Ecuador’'s LDN Decision Support System (LDN DSS) (Sistema de Apoyo
a la Decision de Neutralidad de la Degradacion de la Tierra (LDN) de Ecuador), una herramienta
interactiva desarrollada para integrar indicadores que apoyan el mapeo de la degradacién de la
tierra y la toma de decisiones sobre el problema. Esta herramienta pretende contribuir al avance
hacia la LDN a través de un proceso participativo que involucra a los tomadores de decisiones del
sector publico junto con otras partes interesadas relevantes. Esto se esta utilizando para mapear no
solo puntos criticos de degradacion, sino también falsos positivos y negativos en los informes

respecto al tema (Teich et al., 2023).

En el pais, la tenencia de tierras es una de las causas agravantes de los procesos de
desertificacion y degradacion del suelo. Este factor se vincula directamente con el modelo de
desarrollo que se implementd en Ecuador hasta hace poco méas de dos décadas. En parte, esto se
debe a que los conflictos de tenencia e invasion de tierras limitan la aplicacion de programas de
produccion que involucren un mejor manejo de los recursos naturales. Por otra parte, la propiedad
sobre el suelo con frecuencia conduce a su mal uso con practicas como la sobreexplotacion de los
recursos naturales sumado a politicas destinadas a incentivar la produccion para exportacion
(MAATE, 2013).

Actualmente la desertificacion es un problema innegable en Ecuador que, si bien se presenta
con mayor intensidad en la Costa, algunas provincias de la Sierra manifiestan tendencias
progresivas (Salomoén et al., 2008). Las zonas montafiosas albergan ecosistemas unicos que
brindan servicios de suma importancia para Ecuador. Estas areas son particularmente fragiles y
vulnerables a erosién y otras problematicas debido a sus caracteristicas ambientales y topogréficas,
lo cual se agrava por el cambio climético (Teich et al., 2023). En tierras altas de la Sierra, la
agricultura a pequeria escala se relaciona con la erosion excesiva del suelo y la degradacion de su

salud. Esto, sumado a la intensidad y distribucién de las lluvias provocadas por el cambio
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climatico, aceleran el ritmo de procesos erosivos, inundaciones y desertificacion; incluyendo la

pérdida de carbono organico, productividad y biodiversidad (Barrera et al., 2020).

2.4 RESTAURACION DE SUELOS

La fertilidad y funcionalidad del suelo puede aumentar mediante estrategias de restauracion que
incrementen la biodiversidad y contenido organico del suelo. La década de la restauracion (2021-
2030) declarada por la ONU seréa crucial para la proteccién y restauracion de las zonas secas
degradadas en el mundo. Este es un reto que requiere de mejorar la gestién, monitoreo,
conservacion y restauracion de ecosistemas terrestres (Fischer et al., 2020; Guerra et al., 2021).
Por ejemplo, en China entre 1994-2005 se logro reducir la degradacion del suelo en casi un millon
de hectareas gracias a proyectos centrados en frenar las actividades degradantes, sobre todo
cultivos en pendientes pronunciadas, tala de arboles y pastoreo de cabras al aire libre (Dang et al.,
2014).

Entre las practicas usadas generalmente estan:
e Enmienda organica

El aporte directo de materia orgénica al suelo, o enmienda orgénica, puede incrementar el
contenido de carbono organico en el suelo ademas de favorecer la disponibilidad de otros
nutrientes. En general, aumenta la calidad del suelo al ayudar a regular sus propiedades y contribuir
al desarrollo de plantas (cobertura vegetal), lo cual a su vez mejora la biodiversidad del suelo y su
fertilidad (Bach et al., 2020; Imamoglu & Dengiz, 2019; Irfan et al., 2019).

e Biochar

El biocarbon o biochar es un residuo alto en carbono que se produce por pirolisis a partir de
biomasa animal y/o vegetal (Purakayastha et al., 2015). Su uso en zonas secas con suelos
degradados se extendio en los ultimos afios para mejorar la fertilidad del suelo (Li et al., 2020;

Romero et al., 2021). Su popularidad deriva de su potencial como secuestrador de carbono, ya que
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el carbono que aporta el biochar es mas estable y recalcitrante que el de otros compuestos organicos

como el estiércol o abono (Irfan et al., 2019).

e Gestidn sostenible del suelo

La agricultura de conservacion garantiza rotacion de cultivos, labranza minima y cobertura del
suelo con abono, que se combinan para aumentar la materia organica en el suelo y su fertilidad.
Esto ayuda a mantener e incluso recuperar la biodiversidad (Mufioz-Rojas et al., 2021). Por otro
lado, la gestion sostenible de tierras para pastoreo hace énfasis en gestionar la intensidad, duracion
y sincronizacion del pastoreo, garantizando el menor impacto posible. Otra forma de gestion
sostenible es la agroforesteria o agroecologia, sistemas integrales entre arboles, pastos, arbustos y

cosechas, que aumentan la diversidad, resiliencia y productividad de las fincas (Laban et al., 2018).

e Cambio de uso de tierra

El cambio de uso de la tierra toma dos formas; modificacion de un tipo de uso de la tierra
existente (e.g., cambio entre cultivos, cambio en el uso del bosque) o conversion de un tipo de uso
de la tierra a otro (e.g., de tierra agricola a industrial o urbana). La planificacion del uso de la tierra
es el principal instrumento del cambio planificado del suelo cuya efectividad depende criticamente
de la disponibilidad de todo tipo de recursos (o capitales) en las combinaciones, lugares y
momentos correctos. Esto permitira implementar con éxito el plan de uso de la tierra y cumplir

con las metas y objetivos de desarrollo sostenible (Briassoulis, 2019).

2.4.1 Uso de microorganismos para restauracion

Los microrganismos, en especial los rizosféricos, pueden funcionar como sumideros de carbono
que pueden almacenarse como biomasa o convertirse en metabolitos estables que eventualmente
forman carbono organico recalcitrante mediante agregacion y formacion de complejos
organominerales (Ayangbenro & Babalola, 2021). En zonas aridas, se usan bacterias de los
géneros Microbacterium, Arthrobacter, Planococcus, Streptomyces y Rhodococcus para convertir

los precipitados de carbonato de calcio y fijar CO> atmosférico (Liu et al., 2018; Liu et al., 2020).

En los Gltimos afios hay mas atencion en el uso de microbios de vida libre que componen las

costras bioldgicas o biocostras (comunidades de algas, cianobacterias, liquenes, hongos y musgos)
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como restauradores del suelo y biofertilizantes (Roncero-Ramos et al., 2019; Wang et al., 2020).
Estos organismos realizan funciones ecoldgicas cruciales para las zonas secas, por ejemplo, la
fijacion de nitrogeno y agregacion de las particulas del suelo por liberacion de exopolisacaridos
(Chamizo et al., 2020; Adessi et al., 2021). Estas sustancias protegen a los microrganismos del
estrés osmotico por desecacion al controlar la difusion de compuestos organicos y mejorar la
retencion de agua, incluso mejora en la absorcién de nutrientes favoreciendo al secuestro de
carbono en los suelos (Kumar et al., 2019b). Las cianobacterias pueden establecerse en suelos
desnudos debido a que tienen la capacidad de dispersarse y que son organismos tolerantes a la
desecacion capaces de reactivar su metabolismo tras la rehidratacion (Mufioz-Rojas et al., 2021).
Ademas de su papel en el control de la erosién con la mejora de la estructura y estabilidad del
suelo, las cianobacterias que forman biocostras pueden fijar carbono y nitrogeno en el suelo, al ser
las Unicas procariotas capaces de realizar fotosintesis oxigenada de manera similar a las plantas
(Rocha et al., 2020; Wang et al., 2020). De este modo, se empez0 a desarrollar nuevos métodos
para aislar, cultivar e inocular cianobacterias y demas organismos de la biocostra para reestablecer
la fertilidad de suelos degradados en zonas aridas (Faist et al., 2019; Chua et al., 2020; Roman et
al., 2020).

Estudios recientes confirman que la calidad de la materia organica que haya en el suelo se
relaciona con las distintas especies microbianas que habitan en él, ya que contribuyen de manera
Unica a su degradacién y secuestro en el suelo (Zhang et al., 2021). En escenarios de cambio
climatico actuales y futuros, estos procesos dependeran de la sensibilidad de la biodiversidad del
suelo a cambios ambientales, lo cual determinara su capacidad para utilizar las diferentes fuentes

de materia organica en el suelo (Dacal et al., 2019; Fan et al., 2021).

2.5 INDICADORES BIOLOGICOS EN LA RESTAURACION DE SUELOS
2.5.1 Biodiversidad del suelo

Entre los habitats con mayor cantidad de especies estan los suelos. Dichos organismos son los
responsables del desarrollo y funcionamiento del ecosistema terrestre. Aproximadamente, el costo
de los servicios ecosistémicos proporcionados por la biodiversidad de los suelos a nivel mundial

esta entre 1500 a 13000 miles de millones de dolares europeos al afio (Van der Putten et al., 2004;
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Laban et al., 2018). La mayoria de los organismos (lombrices, insectos, protozoarios, hongos,
bacterias, etc.) habitan en una capa superior del suelo (2-3 cm) donde se concentra la mayor
cantidad de materia orgéanica y raices, en donde interactian entre ellos, con plantas y otros
animales, formando una red de actividad bioldgica (Orgiazzi et al., 2016; Ferrenberg et al., 2017).
Esta biodiversidad puede emplearse como indicador de la calidad del suelo ya que de ella depende
el desempefio de funciones clave como el mantenimiento de la estructura del suelo, absorcion de
desechos organicos y reciclaje de nutrientes. De este modo, una mayor biodiversidad genera mas
estabilidad en el suelo y aumenta la resiliencia del ecosistema (Jonsson & Davidsdottir, 2016;
Laban et al., 2018). De hecho, la biodiversidad del suelo colabora al desarrollo de la vegetacién
superficial, ya que descompone residuos vegetales convirtiendo los nutrientes de la materia
organica en minerales y formas organicas disponibles para la absorcion de las plantas (Van der
Putten et al., 2004).

En los suelos de ecosistemas aridos y semi-aridos se forma una corteza bioldgica con las
comunidades de organismos que habitan dentro del suelo o a pocos milimetros de profundidad.
Dicha corteza es una asociacion de particulas de tierra con microalgas, algas, cianobacterias,
hongos, entre otras, que tienen papeles ecoldgicos fundamentales y diversos como la estabilizacion
del suelo, fijacion de nitrogeno y carbono, germinacion de semillas, infiltracion de agua, y demas
propiedades que también influyen en la productividad del suelo y crecimiento vegetal (Laban et
al., 2018). Cabe destacar que las cortezas bioldgicas de cianobacterias se forman con mayor
probabilidad en suelo con cobertura vegetal escasa ya que son organismos que requieren energia
solar para la fotosintesis, por lo cual este tipo de cortezas pueden ser sintoma de degradacion del

suelo, aunque también podrian estabilizarlo y evitar mas degradacion (Belnap & Lange, 2003).

El conocimiento que se adquiere sobre la biodiversidad de los suelos se conecta al reconocer la
importancia de dicha biodiversidad en el ecosistema, siendo ese el principal objetivo de
instituciones como la Iniciativa Global para la Biodiversidad del Suelo (Bach et al., 2020; FAO et
al., 2020). El avance de tecnologias en gendmica, asi como técnicas estadisticas y analiticas,
permite comprender de mejor manera el papel de organismos edaficos. Esto es crucial para
desarrollar nuevos métodos biotecnolégicos y enfoques ecoldgicos que apoyen a la lucha contra
la degradacion del suelo (Delgado-Baquerizo et al., 2018; Roman et al., 2020; Adessi et al., 2021).

Gracias a dichos avances ya existen estudios a nivel global que estdn demostrando lo fundamental
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de laabundancia y diversidad de los organismos del suelo para mantener la productividad primaria,
nutrientes disponibles y la capacidad de descomposicion en zonas aridas (Delgado-Baquerizo et
al., 2016; Trivedi et al., 2019; Ochoa-Hueso et al., 2018). De igual manera se ha demostrado que
las actividades humanas que involucran uso intensivo del suelo pueden impactar negativamente
en la biodiversidad edéafica debido a la erosidn, compactacién o uso de quimicos que destruyen los

ciclos biologicos (Bach et al., 2020).

2.5.2 Microbioma del suelo

El suelo tipico comprende particulas minerales de diferentes compuestos organicos adheridos,
formas y tamafos. Las composiciones quimicas y estructurales del suelo determinan sus
propiedades fisicoquimicas, como la relacion superficie-volumen (disponibilidad de oxigeno)
dentro del suelo, capacidad de retencién de agua, nutrientes disponibles y pH. La superficie del
suelo puede sufrir cambios ciclicos dramaticos estacionales o diarios en sus propiedades
fisicoquimicas, lo cual confiere una gran microheterogeneidad ambiental espacial y temporal que
plantea desafios importantes para eclogos microbianos (Xu, 2006). Por ejemplo, recolectar una
muestra que sea representativa de un suelo es un reto para cualquier tipo de estudio de suelos
debido a la naturaleza heterogénea del medio y su variabilidad espaciotemporal. A menudo, el uso
de disefios repetidos, toma de muestras compuestas y muestreo estratificado pueden ayudar a
obtener muestras representativas apropiadas para abordar el objetivo de un experimento (Myrold
et al., 2014). Cabe destacar que estimaciones actuales indican que un solo gramo de suelo puede
contener mas de 10 mil millones de células microbianas que representan desde varios miles hasta
un millén de especies distintas (Xu, 2006). Por ello, la mayoria de los taxones microbianos del

suelo permanecen sin describir (Vieira et al., 2021).

Las comunidades de hongos y bacterias que dominan las zonas desérticas son Basidiomycota,
Ascomycota, Alphaproteobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria (Tedersoo et al., 2014; Maestre
et al., 2015). Entre los grupos funcionales de hongos que incluyen dichas zonas son en general
descomponedores, patdgenos y micorrizicos, los cuales desempefian un papel esencial en la
captura de carbono en los suelos por medio de la descomposicion de materia organica (Verbruggen
et al., 2018). Destacan los hongos micorrizicos ya que forman relaciones simbidticas con la
mayoria de las plantas de zonas aridas, lo cual les permite mejorar la absorcién de nutrientes y

agua. Ademas, estos hongos mejoran las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo contribuyendo
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a la acumulacién de carbono por medio del enriquecimiento de materia organica y formacién de
agregados (Remke et al., 2021). En especial los hongos ectomicorricicos (con hifas que penetran
las raices), son fundamentales para la vegetacion nativa en ecosistemas secos al protegerla de
patdgenos, lo cual a su vez mejora la diversidad de los organismos del suelo (Tedersoo et al.,
2020). A pesar de su importancia en una amplia variedad de procesos ecosistémicos y su potencial
para mantener la biodiversidad del suelo, las comunidades microbianas de zonas secas son poco
estudiadas (Vasar et al., 2021). De hecho, segin un estudio, la mayoria de las especies de hongos
desconocidas en el mundo estan en las zonas secas (Delgado-Baquerizo, 2019).

2.5.3 Bioindicadores

El desarrollo de nuevas tecnologias y enfoques para utilizar los microbiomas del suelo para
luchar contra la degradacion del suelo y la desertificacion es prometedor. En diversos estudios se
resalta la importancia de emplear bioindicadores a nivel de especies de organismos del suelo, como
lombrices, artropodos, 0 nematodos, y microorganismos para monitorear la fertilidad del suelo (Li
et al., 2021). Ademas, varios investigadores proponen el uso de taxones poco comunes en cada
suelo que, aunque sean escasos, pueden actuar como bioindicadores al ser relevantes para

identificar procesos de degradacion o recuperacion de suelos en zonas secas (Wu et al., 2021).

En los dltimos 50 afios el 25% de la producciédn cientifica (577 articulos) estudié indicadores
bioldgicos del suelo en habitats naturales especificos, los més frecuentes fueron bosques (62,91%),
pastizales (18,37%), humedales (11,09%); y en una media mas baja en habitats como desierto
(3,63 %), sabana (2,07 %), areas de pastoreo (1,03 %) y rocas (0,86 %). En el mismo periodo, la
produccion cientifica en América Latina por pais que consideran indicadores bioldgicos de la
calidad del suelo es baja y muy baja exceptuando a Argentina (alta) y Brasil (muy alta).
Particularmente en Ecuador la generacion de estudios relacionados a dichos temas es de tan solo
de 0 a 25 publicaciones en los ultimos 50 afios (Bonilla-Bedoya et al., 2023). Ademas, Bonilla-
Bedoya et al. (2023) identificaron 25 criterios/indicadores de calidad del suelo con una mayor
aplicacion en los ultimos 50 afios, de los cuales hongos y bacterias fueron los que se investigan
con menor frecuencia. De hecho, la composicion y abundancia comunidades bacterianas son
indicadores cada vez mas importantes de la calidad del suelo en general por sus respuestas a
cambios ambientales, principalmente el Ph, nutrientes y vegetacion (Zheng et al., 2020).
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2.6 METAGENOMICA

La palabra 'gendmica’ se ha convertido en un término ampliamente usado por la comunidad
cientifica y el publico en general. Un genoma se refiere al conjunto completo de genes y
cromosomas en un organismo, aunque también se refiere al analisis funcional de genomas
completos. Estos aspectos analiticos funcionales incluyen las transcripciones de ARN del genoma
(transcriptomica), metabolitos (metabolémica) y proteinas (protedmica). Una disciplina “-6mica”
muy usada es la metagendmica, la cual se refiere al estudio de los genomas colectivos en una
comunidad ambiental. Los estudios de metagenomas suelen implicar la clonacion de fragmentos
de ADN aislados directamente de microbios en entornos naturales, seguidos de la secuenciacién y
el anélisis funcional de los fragmentos clonados. Si bien la mayoria de las técnicas metagendémicas
existen durante mucho tiempo y se usan rutinariamente en la investigacion de biologia molecular,
su aplicacion en el andlisis de muestras de ADN ambiental desconocidas proporciona hallazgos
interesantes (Xu, 2006).

La metagenOmica, al ser independiente de cultivos en laboratorio, da acceso directo a la enorme
diversidad genética de los microorganismos no cultivables del suelo y se convirtio en una parte
esencial de muchos estudios de biologia del suelo (Semenov, 2021). Las comparaciones de
métodos dependientes e independientes del cultivo revelaron que, en la mayoria de las muestras
ambientales de suelo, solo entre el 0,1% y 1% de las especies microbianas pueden cultivarse
mediante métodos microbiologicos estandar. Por lo tanto, queda por descubrir y explorar una gran
cantidad de diversidad microbiana tanto metabolica como fisiologica y genética (Xu, 2006). De
hecho, en los ltimos afios estudios de secuenciacion de alto rendimiento logran iluminar cada vez
mas las composiciones y diversidades previamente desconocidas de las comunidades microbianas
del suelo en una variedad de habitats terrestres sin la necesidad de cultivos (Jansson & Hofmockel,
2018).

La metagendmica es una innovadora técnica en microbiologia que permite estudiar
comunidades microbianas en diversos ecosistemas. Inicialmente, se centraba en la secuenciacion
de escopeta, pero hoy en dia también se utiliza para investigar genes marcadores como el 16S
rRNA (bacterias) y el ITS (Internal Transcribed Spacer) (hongos) utilizando la secuenciacién de

proxima generacion (NGS). Esto implica extraer una region especifica del ADN que codifica
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dichos genes, amplificarlos, secuenciarlos y compararlos con secuencias en bases de datos
publicas. La combinacion de NGS, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de
cédigo de barras de ADN ha mejorado la velocidad, eficacia, sensibilidad y costo de la
metagenomica (Shoner et al., 2011). Esto revela informacién valiosa sobre las comunidades
microbianas en varios ecosistemas terrestres. La metagendémica del suelo ha permitido la
identificacién de microorganismos no cultivables, lo que ha contribuido a cerrar la brecha en el
conocimiento taxondmico y funcional de estos organismos (Zapata et al., 2023). En particular, la
investigacion del metagenoma del suelo ayuda a comprender la relacion entre microorganismos
del suelo y los genes involucrados en los ciclos de nutrientes y energia. Sin embargo, la
investigacion actual se enfoca en comprender cOmo estas operaciones genéticas predichas
realmente funcionan en condiciones del mundo real, especialmente en el suelo (Kaushik et al.,
2020).

Si bien la metagenémica del suelo no es un campo nuevo, su aplicaciéon y relevancia han
aumentado considerablemente en las Ultimas décadas debido a los avances tecnoldgicos y
metodolégicos en el campo de la microbiologia del suelo (Zapata et al., 2023). Hay una cantidad
significativa de estudios de metagendmica en suelos que se han llevado a cabo en todo el mundo.
Dicho campo de investigacion ha surgido como una herramienta poderosa para comprender la
diversidad microbiana, estructura de lacomunidad y funciones potenciales de los microorganismos
presentes en el suelo. Estos estudios han demostrado ser Utiles en areas como la biorremediacion,
agricultura, salud humana, y para evaluar la salud del suelo (Zapata et al., 2023). Los avances
tecnologicos en secuenciacion y herramientas de analisis bioinformatico actualmente permiten
obtener un metagenoma a partir de muestras de suelo, aunque el objetivo final de obtener los
genomas completos de todos los organismos en una muestra aun se encuentra en el futuro. La rica
informacion obtenida del metagenoma de suelo sin duda proporcionara nuevos conocimientos
sobre la diversidad taxondmica y funcional de los microorganismos terrestres (Myrold et al.,
2014).

Hasta 2019 los 10 paises que mas publicaron sobre metagendmica de suelos fueron, de mayor
a menor, Estados Unidos, China, Alemania, Francia, India, Reino Unido, Australia, Canada, Corea
del Sur y Brasil (Vieira et al., 2021). En relacién con metagenémica para identificar hongos y/o

bacterias del suelo destacan los estudios de China (Deng et al., 2019; Jin et al., 2019; Wang et al.,
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2019; Zheng et al., 2020), aunque también existen trabajos en América Latina como el ya
mencionado Brasil (Yamauchi et al., 2021), Colombia (Vélez-Martinez et al., 2023) y Meéxico
(Velez et al., 2021). Algunos ejemplos de investigaciones respecto al tema en los Andes se
realizaron en Per( (Nottingham et al., 2018), Chile (Rodriguez-Echeverria et al., 2021), Argentina
(Geml et al., 2014) y Ecuador (Ramirez-Villacis et al., 2023) aunque no son muy frecuentes. Por
altimo, cabe destacar que en el transcurso de esta investigacion no se encontraron reportes

metagendmicos en suelos de origen volcanico en Ecuador.
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CAPITULO 11

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 DISENO DE INVESTIGACION

El disefio de investigacion de este trabajo fue cuantitativo debido a que se recopilaron datos
empiricos del area de estudio para ofrecer una perspectiva de la biodiversidad edafica de hongos
y bacterias de una quebrada. Esta informacion fue expresada con pruebas estadisticas, graficas y
tablas. Adicionalmente fue un disefio de investigacion descriptiva ya que el trabajo se baso en
describir y analizar las tendencias de la biodiversidad edafica hallada en las cuatro categorias de

cobertura de suelo en la quebrada Manzanapugro.

3.2 AREA DE ESTUDIO
3.2.1 Los Andes

La cadena montafiosa de los Andes forma una muralla natural que se extiende de 100 a 120 km
de ancho, presentando picos abruptos que superan los 4000 msnm. El panorama en Ecuador se
destaca por la existencia de dos series de montafias paralelas, coronadas por imponentes volcanes.
En el centro de esta region se encuentran los "valles" o cuencas (también Ilamadas hoyas) situados
a altitudes de entre 1600 y 3000 msnm, exhibiendo una topografia suavemente ondulada y un clima
templado. Estos valles estan separados entre si por crestas transversales o "nudos™ que alcanzan
altitudes de 3000 a 3400 msnm (Ulloa, 2014).

3.2.2 Volcan llalo

El llalé es un volcén extinto con 1.6 millones de afios de antigliedad que abarca a las parroquias
La Merced, Guangopolo y Alangasi. Es parte de los Andes tropicales ubicado en la depresién
interandina rodeada por el horst de Quito (porcion de la corteza terrestre que ha sido levantada
debido a actividad tectonica) y las estribaciones de la cordillera oriental separando la urbe del valle
interandino (Lara, 2016). La constitucion del llal6 es principalmente lavas basicas (andesitas
olivinopiroxenicas), cubierta por ceniza volcanica meteorizada y horizontes de suelo lateriticos
(arcillosos). La geologia es constituida por facies proximales como domos, estratovolcanes y
calderas (piroclastos, riolitas, andesitas); y facies distales como piroclastos primarios (cangahua),

escombros, flujos de lava y lahares del volcan Cotopaxi (Lara, 2016). El 11alo tiene 24 quebradas
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cuyo origen se encuentra en las zonas altas, y que actualmente estan secas (Patifio, 2016). Se
pueden ver pendientes en un rango de 50 a 70° en las que estan la mayoria de los asentamientos
poblacionales, por lo que son susceptibles a movimientos en masa. Cabe destacar que este volcéan
inactivo ha sufrido transformaciones por procesos erosivos, por ello, puede observarse un drenaje
radial definido en el flanco oeste (Lara, 2016). Ademas, el deterioro de sus cualidades ambientales
es evidente gracias a las presiones en el uso de suelo, generalmente para construir viviendas en

vista de que la mayor parte del volcan es de propiedad privada (Patifio, 2016).

El llalé forma parte del Cinturon Verde de Quito y del Bosque y Vegetacion Protectores del
Flanco Oriental del Pichincha (Patifio, 2016). A penas queda el 24% de la vegetacion nativa y los
ecosistemas naturales remanentes son en su mayoria de dos tipos: arbustal montano de los Andes
del norte (947.7 ha, 19%) y arbustal seco interandino (225.6 ha, 5%). El primer ecosistema es el
mas representativo y el que sufre menos impactos antropicos debido a que se encuentra en las
zonas de mayor pendiente, por lo que tiene cuencas hidricas saludables y riqueza de especies entre
media y alta. Sin embargo, desde hace 10 afios se encuentra amenazado por plantaciones de pino
y eucalipto, actividades agropecuarias y extraccion de lefia. Por otra parte, el ecosistema arbustal
seco interandino es perturbado por la produccion de carbon e incendios afectando el rol clave de
la vegetacion arbustiva y herbacea en la proteccion y estabilizacion de suelos en altas pendientes
(Lara, 2016). Cabe destacar que, para la recuperacion de estos ecosistemas y sus especies, en 2015
se elabord una propuesta de ordenanza para el Ilalé el cual comprenderia una extension de 8672
ha denominada como “Area de Intervencion Especial y Recuperacion (AIER) Ilalo-Lumbisi”. Esta
propuesta de macrozonificacion establece zonas de manejo de suelo para proteccion y
conservacion, recuperacion de laderas y suelo degradado, recuperacion y planificacion forestal,
zona agricola residencial de baja intensidad, uso sustentable, y area de equipamiento (Marin,
2019).

3.2.3 Parroquia rural La Merced

La Merced nace el 4 de mayo de 1964 como una parroquia rural de las 33 que tiene el Distrito
Metropolitano de Quito. Esta ubicada en el Valle de Los Chillos, al sureste de la capital con un
area de 31,86 km2 y 8394 habitantes de los cuales 89% se identifican como mestizos y 3% como
indigena (GAD La Merced, 2017; Silva, 2018). La parroquia estd a 2680 msnm, con una

temperatura promedio anual de 16 a 18°C (Go Raymi, 2022). El clima corresponde al tipo
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ecuatorial mesotérmico seco, el cual se encuentra en la Sierra sobre la cota de 2000 msnhm,
especialmente en valles interiores del Callejon Interandino. Las precipitaciones promedio son de
500 mm cuyo maximo precede o antecede a los equinoccios, intercaladas por la estacion seca de
julio, agosto y septiembre (Ulloa, 2014). Por este clima relativamente templado, paisajes, zonas
arqueoldgicas y la riqueza cultural, La Merced se convirti6 en un atractivo turistico, destacandose

por sus balnearios con aguas termales (Silva, 2018).

La actividad econdmica principal de la parroquia es la agricultura seguida de la crianza de
animales como cerdos, cuyes, aves de corral, borregos, abejas (paulatinamente) y ganado vacuno.
También existen actividades como turismo, gastronomia, carpinteria, cerrajeria, produccion
artesanal y negocios propios pequefios (Patifio, 2016). En la zona del 1lal6 que pertenece a la
parroquia La Merced en su mayoria es de propiedad privada y de los comuneros de San Francisco,
quienes usan la tierra para tener animales de granja y cultivar producto local como habas, arveja,
cebada, mellocos, trigo, papa y maiz. Esta es la Unica localidad en la que ain puede hallarse bosque
primario y especies nativas como capote, pumamaqui, motiquero y quishuar (huila) (Costales,
2006). Sin embargo, los suelos de la parroquia La Merced se degradan principalmente por la
pérdida de fuentes de agua, deforestacion de bosque primarios, incendios, siembra de especies
invasoras como eucalipto (ha acabado con vertientes de agua), sobrepastoreo de vacas y chivos, y
escases de lluvia. Ademas, se produce contaminacion de cursos hidricos remanentes por las
descargas directas de aguas domeésticas y residuales sin tratamiento en rios y quebradas. Asi mismo
existe contaminacion por residuos solidos y materia organica que la gente quema en terrenos y

quebradas del sector debido a la mala gestion de recoleccion de desechos (Patifio, 2016).

3.2.4 Quebrada Manzanapugro

La investigacion fue realizada en la quebrada Manzanapugro en el lado sueste de las faldas del
llalé. Esta quebrada pertenece a la parroquia rural La Merced y tiene extension aproximada de
1856 m de largo y 400 m de ancho (742400 m?). Esta quebrada es considerada como parte de la
zona de recuperacion de laderas y suelo degradado, y del area de recuperacion y planificacion
forestal establecidas en la ordenanza de 2015 para la intervencion y restauracion Ilal6-Lumbisi
(Marin, 2019). De hecho, en 2022 el Centro de Investigacion para el Territorio y el Habitat
Sostenible de la Universidad Indoamérica en cooperacion con Gobierno Auténomo

Descentralizado de la Parroquia Rural de La Merced, coordind actividades de restauracion del
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paisaje con especies agroforestales a fin de recuperar los suelos y reducir la erosion en esta
quebrada (Universidad Indoamérica, 2022).

Al ser parte del volcan llalo, el suelo de la quebrada es de origen volcanico y actualmente
presenta cuatro tipos de cobertura: Sedimento, Roca (cangahua), Arbustos y herbaceas, y Bosque
de &rboles pequefios. Estas cuatro categorias son las que se consideraron para el muestreo,
secuenciacion y el andlisis de resultados. A cada cobertura se le otorgd un codigo para la
identificacién de los puntos de muestreo y el suelo colectado como QSed, QRoc, QShr y QFor,
por los nombres en inglés de las categorias (Sediment, Rock, Shrub and herbaceous, y Forest,

respectivamente). Los puntos de muestreo y sus categorias se muestran en la figura 1.

Figura 1

Mapa de la quebrada Manzanapugro y los puntos de muestreo
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Nota. EI mapa fue realizado con apoyo del Centro de Investigacion para el Territorio y el Habitat Sostenible (CITEHS)

24



3.3 MUESTREO DE SUELO

Trabajo en campo

El trabajo de campo se realizd en dos dias, el primero se tuvo el apoyo de cinco personas (dos
varones y tres mujeres) y se recolectaron 19 muestras en cinco horas de trabajo. El segundo dia se
contd con la ayuda de cuatro personas (tres varones, una mujer) y se recolectaron 29 muestras en

aproximadamente ocho horas de trabajo. En total se colectaron 48 muestras.

Puntos de muestreo

Se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado para que se obtengan 12 puntos de cada una de
las cuatro coberturas de tierra en la quebrada: “Sedimento”, “Roca”, “Arbustos y herbaceas”, y
“Bosque”. Cada grupo de puntos se configur6é para tener un color distintivo segln su tipo de
cobertura para poder distinguir cada punto del mapa en el campo. Este trabajo fue realizado en el

Centro de Investigacion para el Territorio y el Habitat Sostenible (CITEHS).

Muestra compuesta

Se tomaron 48 muestras compuestas, las cuales dan mejor representacion de la diversidad
genética de cada punto de muestreo, de suelo del horizonte A con 10 cm de profundidad. Al llegar
a cada sitio de muestreo, se marco un circulo de 1m de radio, sefialando cuatro puntos donde se
tomaré el suelo, uno en cada cuarto del circulo. De ser necesario se retir6 la capa superficial para
que hierbas y raices grandes no estorben en el muestreo. Para facilitar el trabajo se aflojo el suelo
con el pico en cada uno de los cuatro puntos. En una funda hermética grande se recogio la tierra
con una pala de jardineria, evitando las piedras grandes y raices, con precaucién de no tocar con
las manos la tierra colectada. Se toma aproximadamente la misma cantidad de suelo cada cuadrante

del circulo mezclando la tierra dentro de la bolsa para obtener una muestra homogeénea.
Muestra para analisis metagenémico

Una vez se mezcld bien el suelo en la bolsa, se tom6 un tubo falcon autoclavado y etiquetado,
con cuidado de no tocar la muestra, se los llena hasta la mitad de ser la categoria “Sedimento” o

“Roca”, y el tubo entero de ser la categoria de “Bosque” o de “Arbustos y herbaceas”. Esto se debe
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a que, al tamizar las raices, se puede reducir el tamafio de la muestra. Se tapé el tubo y se guardo
en una hielera con ice packs para mantener frio el suelo hasta ponerlo en congelacion. También se
etiqueto cada funda con el mismo codigo de su respectivo tubo para realizar analisis fisicoquimicos
en otro estudio. Para colectar otra muestra, si esta era de la misma categoria, se us6 el mismo
material tan solo sacudiendo la tierra sobrante. De ser otra categoria, se tuvo que sacudir la tierra,
sumergir la superficie que entra en contacto con el suelo en un balde con cloro al 1%, enjuagar en

un balde con agua destilada y por ultimo escurrir el exceso de liquido o secar con un trapo.

Materiales

e Fundas plasticas con sellado hermético de 26,8 cm x 27,9 cm (75u.)

e Tubos falcon autoclavados de 50ml etiquetados por categoria con el codigo de la cobertura,

numero de muestra, localidad, tipo de contenido y fecha (48u.)
e Cinta adhesiva pequefia
e Hielera grande
e Hielera mediana
e Ice packs
e Cuaderno de campo
e Lapiz
e Cinta métrica
e Palas de jardineria (8u.)
e Reglas pequerias de 20 cm (4u.)
o Baldes (4u.)

e Galdn de cloro diluido al 1%
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e Galdn de agua destilada

e Marcadores permanentes (2u.)
e Picos grandes (2u.)

e Trapos (2u.)

3.4 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el protocolo titulado “DNA Extraction and Purification
from 250-1000mg Soil”, de la empresa OMEGA BIO-TEK incluido en el kit comercial E.Z.N.A.®
Soil DNA también usado en esta investigacion (OMEGA BIO-TEK, 2020). Se realizaron algunos
cambios en base a la experiencia de quien maneja en laboratorio de microbiologia de la

Universidad Indoamérica. El contenido del kit se muestra en la Tabla 1.
Tabla 1

Contenido del kit de extraccion E.Z.N.A.® Soil DNA

NUMERO DE PRODUCTO D5625-01
Purificaciones 50 preparaciones
Minicolumnas de ADN HiBind® 50
Tubos de recoleccion de 2 ml 100
Tubos disruptores 50
SLX-Mlus Buffer 60ml
DS Buffer 6ml
P2 Buffer 25ml
Reactivo cHTR 12ml
XP1 Buffer 40ml
HBC Buffer 25ml
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Buffer de lavado de ADN 20ml

Buffer de elucion* 30ml

*El buffer de elucién es Tris HCI 10 mM pH 8,5

Materiales y equipos adicionales

Microcentrifuga BOECO M-24A

e Centrifuga GEMMY PLC-05 para tubos de 15 ml
e Vortex mixer LABNET S0200 VX-200

e Incubadora capaz de llegar a 70°C

e Tubos de microcentrifuga de 1,5 mly 2 ml

e Tubos de centrifuga de 15 ml

e Etanol al 100%

e Isopropanol al 100 %

Congelador
Antes de empezar

e Preparar el buffer HBC y el buffer de lavado de ADN como se indica en la guia de uso del

kit en la seccion "Preparacion de reactivos™.
e Poner la incubadora a 70°C
e Calentar el buffer de elucion a 70 °C
e Enfrie el buffer P2 en un congelador o nevera.

Procedimiento para muestras de 19
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Transferir las perlas de vidrio de un tubo disruptor a un tubo de centrifuga de 15ml.

Agregar 1g de muestra de suelo evitando piedras o raices al tubo de centrifuga de 15 ml.

El tamizado de piedras o raices puede ser con un cernidor o a mano.

Agregar 1ml de Buffer SLX-Mlus. Llevar a vortex a maxima velocidad durante 5 minutos

para lisar las muestras.
Agregar 100 ul de buffer DS. Dar vortex para mezclar bien.

Incubar a 70°C durante 10 minutos. Dar virtex brevemente cuando hayan pasado 5 minutos

de incubacion.

Centrifugar a maxima velocidad durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Transferir 800 pl de sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2ml.
Agregar 270 pl de buffer P2 frio. Dar vortex para mezclar bien.

Dejar reposar en la congeladora durante 5 minutos.

Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.

Transferir con cuidado el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Afadir 490 pl de isopropanol al 100 %. Mezcle bien invirtiendo el tubo 30 veces. Dejar las

muestras en el congelador a -20 °C toda la noche.
Centrifugar a maxima velocidad durante 10 minutos.

Desechar el sobrenadante, sin perturbar el sedimento de ADN, invirtiendo el tubo en un

recipiente para que caiga el liquido.
Invertir el tubo abierto sobre papel absorbente durante 1 minuto para escurrir el liquido.
Agregar 200 pl de buffer de elucion. Dar vortex durante 10 segundos.

Incubar a 70 °C durante 15 minutos para disolver el sedimento de ADN.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Agregar 100 ul de reactivo cHTR. Dar vortex para mezclar bien.

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Centrifugar a maxima velocidad durante 2 minutos.

Transferir el sobrenadante aclarado a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Agregar 300ul de buffer XP1. Dar vortex para mezclar bien y centrifugar por 30 segundos

para que toda la muestra baje al fondo del tubo.

Insertar las minicolumna de ADN HiBind® cada una en un tubo de recoleccion de 2ml.
Transferir la muestra del paso 22 a la minicolumna de ADN HiBind®.

Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente.

Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de recoleccion.

Agregar 500 pl de buffer HBC.

Centrifugar a méxima velocidad durante 1 minuto.

Desechar el filtrado y el tubo de recoleccion.

Transferir la minicolumna de ADN HiBind® a un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml.
Agregar 700 pl de buffer de lavado de ADN.

Centrifugar a méxima velocidad durante 1 minuto.

Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de recoleccion.

Centrifugar la minicolumna de ADN HiBind® vacia a maxima velocidad durante 2

minutos a temperatura ambiente.

Transferir la minicolumna de ADN HiBind® a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5

ml.
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36. Agregar 50 pl de buffer de elucion calentado a 70 °C directamente en el centro de la

membrana de la minicolumna de ADN HiBind®.
37. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos.
38. Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto.

39. Tomar el filtrado del paso 38 y colocarlo en el centro de la misma minicolumna de ADN

HiBind® utilizada en el procedimiento.
40. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 1 minuto.
41. Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto.
42. Guardar el ADN eluido a -20 °C.

3.5 CUANTIFICACION DE ADN

Se us6 un fluorometro QUANTUS junto con su kit de cuantificacion para medir la fluorescencia

del ADN vy asi saber cuanto material genético se extrajo.
Procedimiento

1. Preparar el buffer TE 1X a partir de TE 20X (incluido en el kit) segln la cantidad de
muestras que se desea cuantificar incluyendo controles positivos y negativos para calibrar

el equipo, como se muestra en la Tabla 2.
Tabla 2

Cantidades en uL para la preparacion de buffer TE 1X segun la cantidad de muestras a cuantificar

TE 1X
Componentes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TE 20X 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

AguadePCR 190 380 570 760 950 1140 1330 1520 1710 1900
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2. Preparar las muestras a cuantificar y los controles en tubos especificos para el equipo. En

cada tubo colocar 2 uL. de ADN excepto en el tubo de control negativo.

3. Preparar la solucién de trabajo con tinte con una dilucién 1:400 segun la cantidad de

muestras a cuantificar, incluidos los controles, como se muestra en la Tabla 3.
Tabla 3

Cantidades en pL para la preparacion de solucion de trabajo con tinte segin la cantidad de

muestras a cuantificar

SOLUCION DE TRABAJO CON TINTE
Componentes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TE 1X 1995 399 5985 798 9975 1197 13965 1596 17955 1995
Tinte dsDNA 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5}
200X

4. Colocar 200 pl de la solucién preparada con el tinte en cada tubo previamente preparado

con el ADN a cuantificar. Cerrar los tubos y dar vortex para mezclar bien.
5. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
6. Encender el equipo, seleccionar “Protocolo” y a continuacién “dsDNA”.
7. Colocar el control negativo en el orificio de lectura, cerrar la tapa y pulsar “Read Blank”.
8. Colocar el control positivo en el orificio de lectura, cerrar la tapa y pulsar “Read Std”.
9. Guardar la calibracién pulsando la opcion “Save”

10. Elegir el programa deseado, el volumen de muestra que en este caso fue 2 pL y las unidades

de concentracion (ng/uL).
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11. Colocar las muestras en el orificio de lectura y cerrar la tapa. El equipo hara la lectura de
manera automatica. Si la concentracion es demasiado alta o baja se debe acceder al historial

del equipo para ver esas lecturas.

Concentracion de las muestras

Una vez realizada la cuantificacion de todas las muestras se obtuvieron los valores indicados
en la Tabla 4.

Tabla 4

Concentraciones en ng/ul de ADN de las muestras de cada categoria

NuUmero de QSed QRoc QShr QFor
muestra
01 0,07 8,3 16 121
02 0,006 3,02 22 92
03 0,4 1,79 16 112
04 87 5,8 61 98
05 2,39 2,06 82 125
06 0,82 2,89 75 96
07 0,03 14 29 39
08 0,15 4,01 131 118
09 0,2 18 127 76
10 0,9 8,5 18 109
11 0,5 6,9 82 65
12 0,26 0,7 111 65
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Debido a que todas las muestras de la cobertura de “Sedimento” (QSed) obtuvieron muy poca
concentracion de ADN, se unieron todas en el tubo de QSed04 (Unica muestra con alta
concentracion de ADN). Para las muestras de la cobertura de “Roca” (QRoc) que mostraron poca
concentracion, al ser pocas (QRoc02, QRoc03, QRoc04, QRoc05, QRoc06, QRoc12), se optd por

repetir la extraccion para obtener mas ADN, cuya concentracidn se presenta en la Tabla 5.
Tabla 5

Concentraciones de muestras extraidas por segunda vez.

Muestra Concentracion (ng/pL)
QRoc02 2,28

QRoc03 0,212

QRoc04 3,39

QRoc05 4,80

QRoc06 0,737

QRoc12 0

3.6 SECUENCIACION

Se unieron las muestras repetidas de QRoc con su pareja respectiva en un solo tubo de tal forma
que de cada categoria se tengan 12 muestras, excepto de “Sedimento” ya que todas las muestras
se unieron en un solo tubo por la baja cantidad de ADN. Los nuevos tubos se colocaron en la
incubadora a 70°C para evaporar el exceso de liquido de las muestras. Una vez completada la
evaporacion se diluyo6 con 40 uL de Buffer de elucion. Las nuevas concentraciones se aproximaron
sumando los valores de las muestras unidas. Asi la concentracion de la inica muestra de QSed fue
aproximadamente 92,726 ng/uL. Las nuevas concentraciones de QRoc junto con las de QShr y
QFor se presentan en la Tabla 6. De dichas categorias se retird las dos muestras con la menor

cantidad de ADN para mandar a secuenciar.
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Tabla 6

Concentraciones en ng/pL de las muestras luego de la repeticion y union de muestras

NuUmero de muestra QRoc QShr QFor
01 8,3 16* 212
02 51 22 92
03 2,002* 16* 112
04 9,19 61 98
05 6,86 82 125
06 3,627 76 96
07 14 29 39*
08 4,01 131 118
09 18 127 76
10 8,5 18 109
11 6,9 82 65
12 0,7* 111 65*

*Muestras descartadas

Para el envio de las muestras se separaron en tubos con igual cantidad de tal forma que todas
las muestras tengan un duplicado ya que un grupo servira para secuenciar el gen ITS (hongos) y
otro grupo para secuenciar el gen 16s (bacterias). De dicho modo se envi6 a secuenciar a laempresa
Novogene un total de 31 muestras para cada gen (62 muestras en total) en tubos de 1,5ml
etiquetados (ej. QFor01-ITS, QFor01-16s) y sellados con parafilm.

3.7 ANALISIS DE DATOS
3.7.1 Abundancia relativa

La abundancia relativa de especies se puede definir como la proporcién de una especie o taxon
en relacion con todas las especies o taxones contenidos en un sitio (Hubbell, 2001). Se calcula
dividiendo el nimero de individuos de una especie entre el nimero total de individuos de todas las
especies (Diaz, 2020). El resultado puede expresarse en nimeros decimales (de 0 a 1) o porcentajes

(0 a 100%), y se refiere a cuén raro 0 comun es un taxén en comparacion con otros de la misma
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comunidad bioldgica estudiada. Esta medida es importante en ecologia porque permite
comprender la estructura y dinamica de las especies dentro de una comunidad (Hubbell, 2001).
Para esta tesis no se hizo el calculo ya que la empresa encargada de la secuenciacion devolvié los
resultados de las abundancias relativas de hongos y bacterias. Para presentar estos resultados se
realizaron unas graficas con el paquete “ggplot2” de RStudio version 2023.09.0 + 463 (RStudio
Team, 2020). Las bases de datos que se usaron fueron las abundancias relativas de cada phyla
segun las coberturas de suelo. Se usaron los phyla que tenian al menos 1% de abundancia relativa
en alguna de las coberturas. Aquellos phyla que no cumplieron con la descripcién se las sumé en

la categoria “Others”.

3.7.2 Diagramas de Venn

Los diagramas de Venn son representaciones graficas que muestran las intersecciones y
diferencias entre dos 0 mas conjuntos de datos relacionados con la presencia o ausencia de especies
u otros taxones. En este caso son Utiles para visualizar las relaciones entre los phyla y las coberturas
de suelo, e identificar patrones de distribucion de comunidades bacterianas y fungicas en diferentes
ambientes. Los diagramas de Venn se realizaron con los paquetes “ggVennDiagram” y “ggplot2”
de RStudio version 2023.09.0 + 463 (RStudio Team, 2020). Para ello, se usé una tabla de datos en
las que se coloco en cada hoja del Excel una categoria, en la primera celda, y hacia abajo los
nombres de todos los phyla que se encontraron en dicha categoria. Se hizo lo mismo con los demas

Ordenes taxonémicos (clase, orden, familia y género).

3.7.3 Diversidad de las comunidades

La diversidad alfa se analizé mediante la obtencién de la riqueza (nimero de especies), indice
de Simpson (dominancia), estimador de riqueza Chao 1 junto su error estdndar asociado
(SE.Chaol), estimador de cobertura de abundancia (ACE) y su error estandar correspondiente
(SE.ACE). Estos parametros se obtuvieron a partir de los datos de phyla bacterianos y fungicos,
con el paquete “BiodiversityR” de RStudio version 2023.09.0 + 463 (RStudio Team, 2020).

Para el estudio de la diversidad beta se hizo un agrupamiento jerarquico considerando el indice
de similitud de Bray-Curtis, el cual considera la abundancia de manera ponderada. Esto se hizo
con los datos de abundancia absoluta por categoria y por muestra de los phyla, usando el programa

PAST version 3.24 (Hammer & Harper, 2001). Por diferencias en la cantidad de muestras
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secuenciadas se decidié excluir a la categoria “Sedimento” de este analisis para no incurrir en

comparaciones erroneas.

3.7.4 Estadistica PERMANOVA

Debido a que los datos no siguen una distribucion normal, se eligio hacer una prueba no
paramétrica PERMANOVA, la cual permite ver si existen diferencias significativas entre al menos
dos categorias de un conjunto de datos. Para esta prueba estadistica y su supuesto de
homocedasticidad, se usé el paquete “vegan” de RStudio version 2023.09.0 + 463 (RStudio Team,

2020), y se probd con la misma base de datos de usada para las graficas de abundancia relativa.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION Y TENDENCIAS DE COMUNIDADES BACTERIANAS
Y FUNGICAS EN RELACION CON LAS COBERTURAS DEL SUELO

4.1.1 Abundancia relativa

De la empresa Novogene se recibieron datos de abundancias relativas y absolutas de un total
de 83 phyla bacterianos y 18 fungicos. A partir de estos datos se obtuvieron dos graficos de barras
que indican las abundancias relativas de los Phylum més abundantes de bacterias (Figura 2) y

hongos (Figura 3), clasificadas segun las coberturas del suelo.
Figura 2

Abundancia relativa de phyla bacterianos

Abundancia relativa de phyla bacterianos

1.00-
Phylum
Acidobacteriota
0.75- Actinobacteriota
. I T Bacteroidota
% . Chloroflexi
@ | - . Firmicutes
E 020 Methylomirabilota
g Myxococcota
Q Others
0.25- Proteobacteria
. unidentified_Bacteria
- Verrucomicrobiota
0.00-
Eloslque Rnlca Sedin’llento* Arbustos ylherba’ceas
Cobertura

Nota. Se destaca la categoria “Sedimento” con un (¥*) debido a que sus resultados deben considerarse con cuidado por
obtenerse a partir de una sola muestra unificada.
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En cuanto a los phyla bacterianos se encontraron 10 grupos con méas abundancia relativa (>1%
en al menos una cobertura), incluyendo aquellos phyla que no pudieron ser identificados
(unidentified_Bacteria). Estos grupos representaron el 89,79%, 88,47%, 88,33% y 85,65% de las
secuencias totales en “Bosque”, “Arbustos y herbaceas”, “Sedimento” y “Roca”, respectivamente.
Las bacterias dominantes en cada categoria se presentan a continuacion en la tabla 7. Cabe destacar
el caso de “Sedimento” que, por tener un disefio de muestreo distinto a las demas coberturas debido
a la falta de material genético en cada uno de los puntos recolectados, el analisis y discusién tanto
de bacterias como de hongos fue enfocado a las demas coberturas (“Roca”, “Arbustos y

herbaceas”, y “Bosque”).
Tabla 7

Phyla bacterianos dominantes por categoria

Cobertura Phyla dominantes Abundancia relativa
Proteobacteria 18,46%
Bosque Acidobacteriota 15,43%
Verrucomicrobiota 13,39%
Proteobacteria 24,84%
Arbustos y herbéceas Actinobacteriota 12,62%
Acidobacteriota 12,02%
Verrucomicrobiota 6,31%
Proteobacteria 21,67%
Sedimento* Acidobacteriota 16,89%
Actinobacteriota 7,5%
Actinobacteriota 34,6%
Roca Proteobacteria 11,58%
Acidobacteriota 8,02%
Chloroflexi 7,8%

Nota. Se destaca la categoria “Sedimento” con un (*) debido a que sus resultados deben considerarse con cuidado por

obtenerse a partir de una sola muestra unificada.
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Proteobacteria fue el phylum dominante en las categorias con cobertura vegetal, seguido de
Acidobacteriota. Estos phyla con frecuencia son dominantes en ecosistemas terrestres (Kalam et
al., 2020). Incluso se sabe que su abundancia aumenta en tierras restauradas junto con los phyla
Chloroflexi y Actinobacteriota (Zheng et al., 2020), los cuales también fueron de los mas
abundantes en esta investigacion, sugiriendo que su abundancia puede ser indicador de
restauracion en los suelos del area de estudio. Se sabe que Proteobacteria y Acidobacteriota son
capaces de sobrevivir en ambientes desérticos y son tolerantes a otros tipos de estrés como pH,
calor, metales pesados o inanicion (Coban et al., 2022; Contreras et al., 2023) cualidades que les
permite adaptarse y continuar con su labor ecoldgica en el suelo modulando los ciclos
biogeoquimicos e influenciando el crecimiento de plantas (Kalam et al., 2020). Para Proteobacteria
se reporto su preferencia por ecosistemas contrastantes con diferencias en contenido de carbono y
materia organica (Vélez-Martinez et al., 2023), lo que concuerda con lo obtenido en la quebrada
con coberturas distintas en dichos aspectos desde un suelo desnudo y sedimentario a suelos con
cubierta arbustiva, herbacea y forestal. Ademas, se sabe que este phylum tiene una relacion
positiva con el rendimiento de las plantas ya que desempefia una funcién importante en el reciclaje
de nitrogeno que beneficia al crecimiento, produccion y calidad de frutos y semillas (Zhang et al.,
2022). En cuando a organismos del phylum Acidobacteriota, también llamado Acidobacteria, son
descritos como taxones bacteriano clave o “ingenieros de ecosistemas” por su importancia en el
recambio de carbono, descomposicion de materia organica y desnitrificacion. Por ello, la
manipulacion exitosa de este Phylum puede aumentar el secuestro de carbono en el suelo
mejorando el rendimiento y productividad de cobertura vegetal (Kalam et al., 2020). Esto es
importante para el area de estudio ya que en la quebrada actualmente se llevan a cabo procesos de
cambio de uso de tierra para cultivos y forrajeo (chivos y vacas), por lo que usar microorganismos
que ayuden a mejorar el rendimiento a la vez que contribuyen a la salud del ecosistema es

importante para el desarrollo agroecoldgico.

Algo destacable es la dominancia de Actinobacteriota (antes phylum Actinobacteria) en la
cangahua (“Roca”) ya que esta tendencia no se ve en ninguna otra cobertura. Esto fue inesperado
debido a que estudios anteriores encontraron que este phylum suele dominar los suelos en la
rizosfera (Araujo, 2022), pero al tomar las muestras en la cangahua no se encontraron raices. Por

otra parte, se sabe que las actinobacteriotas pueden seguir una correlacion positiva con el pH del
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suelo (Vélez-Martinez et al., 2023), aunque esto no se sabe con certeza si explica su alta
abundancia en “Roca” ya que no se realizaron analisis fisicoquimicos en este estudio. Sin embargo,
algo que puede explicar la tendencia es la plasticidad del phylum en el uso de fuentes de carbono
metabolizando todo lo que tenga disponible (Vélez-Martinez et al., 2023), y por su alta tolerancia
a la desecacion por periodos de tiempo prolongados (Coban et al., 2022). Ademas, se reportaron
tendencias de aumento de bacterias monodermas (Actinobacteriota, Chloroflexi y Firmicutes) al
disminuir la humedad del suelo (Coban et al., 2022). Este hallazgo en abundancia de
Actinobacteriotas en la cangahua demuestra que esta superficie es un ecosistema apto para la
restauracion, debido a que dichos organismos son potenciales agentes de biorremediacion y
recuperacion de cubiertas vegetales. Esto se debe a que tienen tasas de crecimiento relativamente
rapidas, gran capacidad de colonizacion de sustratos, y brindan ventajas a las plantas como
promocidn del crecimiento ademas del control biol6gico de plagas y enfermedades (bacterianas y
fangicas) (Silva et al., 2022). Ademas, son organismos adecuados para remediar suelos

contaminados con metales pesados y pesticidas (Aparicio et al., 2017).

En los dltimos afios aumenté el interés por los microorganismos para mejorar la productividad
de las plantas, principalmente con el objetivo de encontrar cepas prometedoras para superar el
impacto del cambio climatico y la degradacion del suelo. En este sentido son importantes aquellos
taxones que resistan el estrés, especialmente por sequia. Por ejemplo, en el estudio de Contreras et
al. (2023), hecho en el desierto de Atacama y la Antartida, hallaron que las plantas pueden reclutar
y conservar bacterias comunes que promueven su crecimiento y supervivencia en ambientes
inhdspitos y desérticos. Algunas de esas bacterias son de los phyla Acidobacteriota, Bacteroidetes
(o Bacteroidota), Firmicutes, Proteobacteria y Myxococcota, los cuales también se hallaron en este
estudio, recalcando el potencial de restauracién de los suelos degradados de la quebrada
Manzanapugro. Cabe destacar que en los ecosistemas de quebradas al ser parte fundamental de la
hidrologia del paisaje es importante considerar la relacion entre microorganismos del suelo y los
ciclos hidricos. Diferentes especies de bacterias pueden afectar la hidrofobicidad del suelo y la
infiltracion del agua gracias a la capacidad de producir sustancias extracelulares hidrofilizantes o
hidrofobizantes (Schaumann et al., 2007). Por ejemplo, algunas Proteobacterias Yy
Actinobacteriotas pueden degradar ceras y asi reducir la repelencia al agua. Esto indica un uso

potencial de estas bacterias para mejorar la humectabilidad del suelo y descomponer la
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hidrofobicidad como solucion para recuperar ecosistemas con problemas de desertificacion
(Coban et al., 2022).

Por dltimo, se destaca que los phyla bacterianos no identificados son notablemente mas
abundantes que muchos otros en todas las categorias. Esto indica un vacio de investigacion en
microorganismos bacterianos de quebradas con suelos de origen volcanico que podrian ser de
importancia médica, ecoldgica y alimenticia. Si en esta pequefia quebrada hay biodiversidad sin
descubrir, hay un gran potencial de investigacion en este campo no solo relacionado con la riqueza
y abundancia de especies sino con la diversidad funcional y de interrelaciones con el medio fisico
y otros seres vivos. Este vacio existe en todos los niveles taxonémicos debido a la dificultad de
cultivar ciertas bacterias del suelo debido a requerimientos metabdlicos. Por ejemplo, en una
revision reciente sobre el phylum Acidobacteriota reportd que se sabe que existen mas de 6500
unidades taxondmicas a nivel de especie, pero solo estan descritas 56 especies cultivables (Kalam
et al., 2020).

En cuanto a los phyla flngicos, se encontraron cinco grupos con mayor abundancia relativa (>
1 % en al menos una cobertura), incluyendo aquellos phyla que no pudieron ser identificados
(unidentified_Fungi) (Figura 3). Estos grupos representaron el 97,02%, 96,95%, 96,49% y 94,46%
de las secuencias totales en “Bosque”, “Arbustos y herbaceas”, “Sedimento” y “Roca”,
respectivamente. Los hongos dominantes en todas las coberturas fueron Ascomycota seguido por
Basidiomicota siendo el 87,17%, 90,97%, 85,58% y 92,39% de las secuencias totales en “Bosque”,
“Arbustos y herbaceas”, “Sedimento” y “Roca”, respectivamente. En el caso de Ascomycota la
mayor abundancia relativa fue en “Roca” (81,07%), mientras que para Basidiomycota fue en
“Sedimento” (36,33%). A diferencia de las bacterias, los phyla fungicos que no pudieron ser
identificados no son tan abundantes representando solo el 7,27%, 7,88%, 6% y 1,29% de las

secuencias totales en “Bosque”, “Arbustos y herbaceas”, “Sedimento” y “Roca”, respectivamente.
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Figura 3

Abundancia relativa de phyla bacterianos fangicos
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Nota. Se destaca la categoria “Sedimento” con un (*) debido a que sus resultados deben considerarse con cuidado por
obtenerse a partir de una sola muestra unificada.

Los hongos son clave en el ciclo de nutrientes al descomponer materia organica y compuestos
complejos en la naturaleza. También destacan por acumular metales pesados (como Pb, Hg, Cd) y
radionucleidos (como Cs), convirtiéndolos en buenos bioindicadores de contaminacién en
entornos urbanos, industriales y ecosistemas forestales afectados (Karaman et al., 2012). Incluso
sirven para la restauracion de suelos gracias a su capacidad de degradar muchos contaminantes y
desechos a través del micelio con cuatro métodos distintos: micorremediacion o biorremediacion
mediante la descontaminacion de un area determinada por los micelios; micofiltracion donde los
micelios filtran desechos toxicos y microorganismos del suelo o medio acuatico; micopesticidas,
usando micelios para controlar plagas de insectos; y micosilvicultura, que es para restaurar los
bosques (Elsakhawy et al., 2022). Otro estudio hecho en los Andes argentinos también reporto a
Ascomycota y Basidiomycota como los phyla predominantes en el suelo (Geml et al., 2014). Para
Ascomycota se sabe que es el phylum mas rico en especies y que la mayoria son saprofitos, es

decir que obtienen su energia de materia organica muerta (Li et al., 2022). Esto puede explicar la
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tendencia del phylum a aumentar conforme desaparece la vegetacion viva en las coberturas
estudiadas. La tendencia opuesta se ve con el phylum Basidiomycota el cual aumenta con las
coberturas vegetales teniendo la menor abundancia relativa en “Roca” y la mayor en “Bosque”, lo
que se explica porque muchos hongos de este grupo son micorrizicos y necesitan plantas
hospederas (Li et al., 2022). De este modo los patrones de abundancia relativa tanto de Acomycota
como Basidiomycota podria ser indicadores de procesos de restauracion de suelos. Ademas, ambos
tienen tolerancia a contaminacion con metales pesados, haciéndolos una opcidn viable para la
restauracion de suelos contaminados permitiendo el crecimiento vegetal en esos ecosistemas (Fuke
et al., 2021). Especialmente los basidiomicetos son potenciales biorremediadores gracias a su
sistema lignolitico que participa directamente en la degradacion de colorantes y diversos
compuestos xenobidticos incluyendo metales pesados (Maciel & Ribeiro, 2010; Karaman et al.,
2012). Incluso se ha demostrado que el phylum Basidiomycota y su interaccion con Zygomicota
y bacterias de los phyla Acidobacteriota, VVerrucomicrobia, Actinobacteria y Firmicutes tienen
potencial para estabilizar los suelos recién restaurados y protegerlos de enfermedades (Xiong et
al., 2017). Las interacciones entre hongos y bacterias son sumamente importantes para mantener
la resiliencia de los suelos y recuperar aquellos que se encuentren degradados. De hecho,
actualmente se demostrd que los hongos facilitan la colonizacion de bacterias en suelo seco (Coban
et al., 2022), un hecho importante para el uso de estos microorganismos para la recuperacién de

suelos sedimentarios y cangahuas.

Por ultimo, se destaca que en general no se ven aspectos distintivos entre los phyla bacterianos
ni flngicos en cada cobertura, aunque si existen ciertas tendencias. Esto podria deberse a que la
estructura de comunidades microbianas es notablemente similar en suelos que comparten una
historia a largo plazo (en este caso el origen volcanico y las subsecuentes sucesiones ecoldgicas)
a pesar de las diferencias en la composicion de la comunidad vegetal (coberturas del suelo) que se

han mantenido a lo largo del tiempo (Meng et al., 2019).

4.1.2 Comparacion de las comunidades

Al realizar los diagramas de venn comparando las comunidades se obtuvo el nimero de phyla,
clases, ordenes, familias, y géneros bacterianos y fangicos segun las coberturas del suelo. Sin
embargo, la discusion se centr6 a nivel de phylum tanto para bacterias (Figura 4) como hongos
(Figura 5).
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Figura 4

Diagrama de Venn de phyla bacterianos
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Nota. Se destaca la categoria “Sedimento” con un (*) debido a que sus resultados deben considerarse con cuidado por
obtenerse a partir de una sola muestra unificada.

Las secuencias bacterianas se asignaron taxonomicamente a 83 phyla, 188 clases, 401 6rdenes,
579 familias y 953 géneros. ElI nimero de phyla bacterianos (Figura 4) comunes entre los cuatro
tipos de cobertura fue de 55 (66,27%), es decir los suelos de la quebrada en general comparten
maés de la mitad de la biodiversidad bacteriana de la zona independientemente de la cobertura del
suelo. EI numero de phyla hallado en cada cobertura fue de 70, 61, 75 y 71 para “Roca”,
“Sedimento”, “Arbustos y herbaceas”, y “Bosque”, respectivamente. Esto indica que la
composicion de comunidades bacterianas del suelo no es muy distinta en relacion a la riqueza de
phyla en cada cobertura excepto por “Sedimento”. Cabe recalcar que en el caso de la cobertura
“Sedimento”, al no hallarse una buena cantidad de ADN en cada muestra, todas fueron unidas para
la secuenciacion, quiza es por ello que se encontré menos cantidad de phyla que en las demas
coberturas que si tuvieron 10 muestras cada una para secuenciacion. Estudios previos mostraron
que la biomasa y la actividad de los microorganismos del suelo aumentan significativamente con

el aumento de la diversidad de plantas (Meng et al., 2019), pero esto no se reflejo en los resultados
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de esta investigacion posiblemente por el disefio de muestreo, cantidad de muestras o posibles

similitudes en las condiciones fisicoquimicas en toda la quebrada.

En todas las coberturas hay al menos un phylum dnico, los cuales podrian ser especificos de
cada cobertura y por tanto potenciales indicadores del estado del suelo y procesos de restauracion.
En “Roca” se presentd como Unico Phylum bacteriano a Candidatus Daviesbacteria; en
“Sedimento” fueron los phyla Candidatus Campbellbacteria y Candidatus Uhrbacteria; en
“Arbustos y herbaceas” fueron Candidatus Raymondbacteria, Candidatus Wolfebacteria y
Nitrospinota; y en “Bosque” fue solo el phylum Candidatus Roizmanbacteria. Todos ellos
aparecieron con una abundancia relativa menor al 1% por lo que ninguno fue incluido en los
graficos de abundancia relativa. De hecho, todos tuvieron una abundancia menor al 0,01%. Los
phyla con la denominacion “Candidatus” son linajes que carecen de representantes aislados en una
coleccion de cultivo bacterioldgico, es decir, son grupos que hasta el momento no pueden ser
cultivados (Brown et al., 2015). Este tipo de bacterias estan en diversos habitats y se cree que
median los ciclos del hidrégeno y carbono, pero no se han podido estudiar a profundidad debido a
que son dificiles de detectar y su cultivo en laboratorio es impedido por varias limitaciones
metabdlicas (Wrighton et al., 2012). Por lo mismo, la mayoria de los estudios disponibles sobre
phyla Candidatus son sobre secuenciacion para tener registros genéticos. Por ejemplo, para la
mayoria de phyla obtenidos como exclusivos de las coberturas en este estudio (Candidatus
Campbellbacteria, Candidatus Uhrbacteria, Candidatus Wolfebacteria y Candidatus
Roizmanbacteria), hay muy poca informacién disponible en literatura cientifica incluyendo la
obtencion del borrador de su genoma en 2015 por Brown y colegas. El unico phylum especifico
de una cobertura que no es Candidatus, es Nitrospinota en “Arbustos y herbaceas”, con una
abundancia relativa de apenas 0,0003%. Estos organismos son bacterias oxidantes de nitrito
reportadas principalmente en ecosistemas marinos (Lucker et al., 2013), por lo que hallarlos en
este estudio fue inesperado. Sin embargo, se encontraron en suelos tratados con herbicidas
demostrando que si pueden estar en ecosistemas terrestres especialmente en los que poseen
abundantes fuentes de nitrogeno (Johnsen et al., 2001). En este contexto las nitrospinotas juegan
un papel clave en el ciclo del nitrégeno al intervenir en el proceso de nitrificacion aumentando la
disponibilidad de nitrogeno para las plantas en forma de nitrato (Prosser, 2005). Por lo tanto, a

pesar de ser inusual, es posible encontrar nitrospinotas en suelos, especialmente los muy
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fertilizados, estimulando el crecimiento de plantas. Esto puede explicar de cierto modo la presencia

de Nitrospinota en la cobertura de “Arbustos y herbaceas”.

En cuanto a los demas niveles taxondmicos en clase se compartieron 116 (61,7%) entre todas
las coberturas con cinco clases exclusivas en “Roca”, una en “Sedimento”, cuatro en “Arbustos y
herbaceas”, y dos en “Bosque”. A nivel de orden se compartieron 243 (60.6%) entre las cuatro
coberturas con 15 oOrdenes exclusivos en “Roca”, ocho en “Arbustos y herbaceas”, y cuatro en
“Bosque”. “Sedimento” fue la Gnica cobertura sin 6rdenes exclusivos definidos. A nivel de familia
se compartieron 313 (54,06%) entre las cuatro coberturas con 15 familias exclusivas en “Roca”,
19 en “Arbustos y herbaceas”, y nueve en “Bosque”. “Sedimento” fue la Unica cobertura sin
familias exclusivas definidas. A nivel de género se compartieron 371 (38,93%) entre las cuatro
coberturas con 42 géneros exclusivos en “Roca”, tres en “Sedimento”, 34 en “Arbustos y
herbaceas”, y 33 en “Bosque”. Los graficos de estos niveles taxondmicos pueden revisarse en la

seccién de Anexos.

Las secuencias fungicas se asignaron taxonémicamente a 18 phyla, 74 clases, 197 6rdenes, 443
familias y 909 géneros. EI nimero de phyla fangicos (Figura 5) comunes entre los cuatro tipos de
cobertura fue de 16 (88,89%), es decir los suelos de la quebrada comparten la mayoria de la
biodiversidad fngica de la zona independientemente de la cobertura del suelo. EI nimero de phyla
hallado en cada cobertura fue de 16, 17, 17 y 18 para “Roca”, “Sedimento”, “Arbustos y
herbaceas”, y “Bosque”, respectivamente. Esto indica que, al igual que con las bacterias, la
composicion de comunidades bacterianas del suelo no es muy distinta en relacién a la riqueza de
phyla en cada cobertura. Igualmente se recalca el caso de la categoria “Sedimento”, en el cual
todas las muestras fueron unidas para la secuenciacion por falta de ADN en cada una, y aun asi se
encontro casi la misma cantidad de phyla que en las demas coberturas. Algo llamativo es que tan
solo dos phyla estan fuera del grupo comun entre todas las coberturas y que en la cangahua
(“Roca”) todos los phyla hallados son compartidos con todas las demas coberturas. Ademas, solo
“Bosque” posee un phylum unico, que es Basidiobolomycota con una abundancia relativa de solo
el 0,0002%, también reportado en bosques nubosos montanos de Meéxico igual con muy poca
abundancia (Velez etal., 2021). Este es un phylum basal raro y poco estudiado con poca resistencia

al déficit hidrico, ya que se ha visto que su abundancia disminuye en respuesta a la sequia (Bazany
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et al., 2022; Gongcalves et al., 2023). Esto puede explicar su presencia en suelos con coberturas

boscosas y quizas ser indicador de suelos hiumedos sin desertificacion.

Figura 5

Diagrama de Venn de phyla fungicos

Arbustos y herbaceas Bosque

Roca Sedimento®

Nota. Se destaca la categoria “Sedimento” con un (*) debido a que sus resultados deben considerarse con cuidado por
obtenerse a partir de una sola muestra unificada.

Para los siguientes niveles taxonémicos a nivel de clase se compartieron 52 (70,27%) entre
todas las coberturas con dos clases exclusivas en “Sedimento”, dos en “Arbustos y herbaceas”, y
una en “Bosque”. “Roca” fue la Unica cobertura sin clases exclusivas definidas. A nivel de orden
se compartieron 119 (60.41%) entre las cuatro coberturas con dos 6rdenes exclusivos en “Roca”,
tres en “Sedimento”, cinco en “Arbustos y herbaceas”, y cuatro en “Bosque”. A nivel de familia
se compartieron 224 (50,56%) entre las cuatro coberturas con seis familias exclusivas en “Roca”,
cinco en “Sedimento”, 17 en “Arbustos y herbaceas”, y 19 en “Bosque”. A nivel de género se
compartieron 356 (39,16%) entre las cuatro coberturas con 27 géneros exclusivos en “Roca”, 12
en “Sedimento”, 50 en “Arbustos y herbaceas”, y 54 en “Bosque”. Los graficos de estos resultados

se encuentran en la seccién de Anexos.
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4.2 DIVERSIDAD DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS Y FUNGICAS
4.2.1 Diversidad Alfa

Las coberturas muestran datos similares en cuanto a la diversidad y riqueza de phyla bacterianos
(Tabla 8). Especialmente con respecto al indice de dominancia de Simpson, el cual es muy alto
para todas las categorias, indicando una diversidad baja en la quebrada respecto a phyla
bacterianos. La cobertura de “Arbustos y herbaceas” destaca al tener la mayor riqueza (75 phyla)
y “Sedimento” (61 phyla) por tener la menor. La riqueza estimada Chaol coincide casi
exactamente con la riqueza realmente encontrada en todas las coberturas, lo que indica la poca
probabilidad de phyla raros 0 poco comunes gue se encuentren en la quebrada pero gue no hayan
sido muestreados. Algo similar pasa con el estimador de cobertura de abundancia (ACE) el cual
es muy parecido a la riqueza obtenida con una pequefia desviacion en la cobertura de “Bosque” en
el que se estima que probablemente existen dos phyla raros que se encuentran en dicha cobertura
pero que no fueron muestreados. Debido a que de la cobertura “Sedimento” se envid a secuenciar
solamente una muestra junto con las demas 30 correspondientes a las demas coberturas (10 de
cada una) por falta de contenido de ADN se esperaba una riqgueza mucho menor a las demas
coberturas, un desfase grande en los estimadores de riqueza Chaol y ACE, o una diversidad menor
que en las demas coberturas. Efectivamente en “Sedimento” se hallé la menor riqueza (61 phyla),
con una diferencia de 9 phyla con la cobertura mas rica, pero los valores de Chaol y ACE

resultaron muy similares a la riqueza, y una diversidad parecida a las demas coberturas.

En cuanto a los hongos, se ve una riqueza notablemente menor a la de phyla bacterianos.
Destaca “Bosque” como la cobertura con mayor riqueza (18 phyla) y “Roca” (16 phyla) con la
menor, aunque entre ellas hay una diferencia de tan solo dos phyla, por lo que no se ve un notable
contraste entre coberturas en cuanto a la riqueza. Los estimadores de riqueza Chaol y ACE son
muy similares a la riqueza real conseguida en el estudio en todas las categorias, lo que indica, al
igual que en bacterias, que hay una muy baja probabilidad de que existan phyla raros en el area de
estudio que hayan sido pasados por alto en el muestreo. Cabe destacar que de las muestras de
“Roca” Novogene devolvio resultados de siete de las 10 que se enviaron debido a la falta de
material genético fungico en tres muestras, pero aun asi obtuvo valores similares a las demas
coberturas. En cuanto al indice de Simpson, este si es diferente entre las categorias. De mayor a

menor diversidad se encuentra “Roca”, “Arbustos y herbaceas”, “Bosque” y “Sedimento”.
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Tabla 8

Estimadores de biodiversidad y riqueza de comunidades microbianas (bacterias y hongos)
calculados en el rango taxonémico de phylum
Comunidades Cobertura Riqueza Simpson Chaol SE.Chaol ACE SE.ACE

Roca 70 0,819 70,17 0.54 71,3 3,33
Arbustos y
75 0,858 75,33 0,92 75,65 3,02
Bacterias herbaceas
Bosque 71 0,865 72,5 2,59 72,28 3,6
Sedimento* 61 0,864 61,17 0,54 62,02 3,48
Roca 16 0,314 16 0,24 16,94 1,45
Arbustos y
) 17 0,474 17 0 17 0,97
Hongos herbaceas
Bosque 18 0,548 18 0 18 1,33
Sedimento* 17 0,620 18 2,3 18,96 1,67

Nota. Se destaca la categoria “Sedimento” con un (*) debido a que sus resultados deben considerarse con cuidado por
obtenerse a partir de una sola muestra unificada.

En general no se ven diferencias muy notorias entre las coberturas para bacterias y hongos, sin
embargo, comparando ambos tipos de microorganismos se ve que la comunidad bacteriana es
claramente mas rica en especies, pero con una diversidad menor que hongos. Lo que indica que
entre las bacterias unas pocas especies son las que dominan en la quebrada mientras que las demas
son raras y estan presentes con abundancias muy pequefias. Se sabe que una alta diversidad de
especies microbioldgicas en el suelo es importante para mantenerlo fértil y funcional (Mufioz-
Rojas etal., 2021) por lo que para la restauracion de la quebrada es importante considerar aumentar
la diversidad bacteriana. De hecho, se puede asociar la abundancia de microorganismos edaficos
con la capacidad del suelo para secuestrar carbono y mantener funcionando los ciclos de nutrientes
en el ecosistema durante el cambio climatico (Vieira et al., 2021). La alta diversidad de hongos
puede suponer una ventaja ecoldgica sobre sobre bacterias en cuanto a perturbaciones en el medio,
lo que significa que los hongos posiblemente son mas resilientes que bacterias, un aspecto
importante en el actual contexto de cambio climatico. Esta tasa de diversidad fungica podria
deberse a la colonizacion de nuevas especies en las coberturas quiza por una alta tasa de sucesion

de la comunidad fungica como en el estudio de Wang y colegas (2019). Mientras que la gran
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riqueza de bacterias podria explicarse por su versatilidad metabdlica (heterotrofas, fotoautotrofas
y quimioautétrofas) y una renovacion mas rapida (~10 veces mayor que la de los hongos) que las

hace mas adaptables a la vida en suelos aridos (Wang et al., 2019).

El hecho de que “Roca” sea la cobertura con diversidad mas alta tanto en hongos como en
bacterias fue inesperado, porque estos suelos suelen ser abandonados por ser tierras duras y pobres
en nutrientes y materia organica (Jiménez et al., 2018). Este hallazgo refuerza la idea de que es
posible la rehabilitacion de cangahua aflorante para convertirlo en suelo fértil a través de roturacion
y aumento carbono organico (Podwojewski et al., 2008). Otra opcion es la inoculacién de costras
bioldgicas la cual es més eficaz en tierras secas que la adicion de carbono organico (Coban et al.,
2022). Estas soluciones son importantes debido a que, en Ecuador, este tipo de cangahua cubre
13162 hectéareas a nivel nacional y aproximadamente 15% de la superficie cultivable de la Sierra
(Podwojewski et al., 2008; Jiménez et al., 2018).

4.2.2 Diversidad Beta

El ordenamiento jerarquico obtenido de phyla bacterianos arrojo la similitud entre las
coberturas (Figura 6a) excluyendo a “Sedimento”. Segln los datos agrupados por categoria, esta
primero entre “Bosque” y “Arbustos y herbaceas”, y al ultimo “Roca”. Se esperaba este resultado
debido a que “Bosque” y “Arbustos y herbaceas™ son las categorias con cobertura vegetal sobre el
suelo, mientras “Roca” es suelo desnudo. Cuando se usaron los datos de cada muestra (Figura 6b)
la tendencia se mantuvo agrupando primero las muestras de “Bosque” con las de “Arbustos y
herbaceas” por un lado y en otro grupo a “Roca” que posteriormente se juntd a las demas muestras.
En general se ve que la similitud entre las categorias y las muestras es alta. En el primer caso, el
primer nodo entre “Bosque” y “Arbustos y herbaceas” se encuentra con una similitud de
aproximadamente 0,87 y el siguiente nodo con cerca de 0,67. De igual modo, segun las muestras
se ve una gran similitud entre “Bosque” y “Arbustos y herbaceas” debido a que se entremezclan
sus muestras en la agrupacion, y por su nodo ubicado en un indice de similitud de 0,8. Ademas se
ve claramente la diferencia con las muestras de “Roca” ya que estas forman un solo grupo a parte
y se une a las demas en un nodo con similitud de 0,65. En general se ve una tendencia de los phyla
bacterianos a ser semejantes segun la existencia o ausencia de cobertura vegetal en el suelo, tanto

en los datos por categoria como por muestra como una posible respuesta de la comunidad
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bacteriana a las coberturas. Sin embargo, si estas diferencias son significativas o no se obtuvo con

el andlisis Permanova presentado més adelante.

Figura 6

Agrupacion jerarquica por categoria (a) y por muestra (b) segun el indice de similitud Bray-Curtis

usando los phyla bacterianos
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En cuanto a los hongos, la agrupacion jerarquica de los phyla es similar a bacterias con los datos
por categoria (Figura 6a) ya que el orden de la similitud entre coberturas es la misma. Aunque se
ve mayor similitud entre “Bosque” y “Arbustos y herbaceas” en hongos (aprox. 0,92) que, en
bacterias, y también en el siguiente nodo con “Roca” cuyo indice de similitud en hongos fue de
aproximadamente 0,73. Se observaron mas diferencias en la agrupacion por muestras (Figura 7b),
ya que se no se ven grupos definidos de cada categoria como en bacterias (Figura 6b). Ademas,
los indices de similitud de los nodos son mas bajos lo que indica que no hay una distincion clara
de las categorias. Aqui se evidencia la falta de tres muestras de “Roca” que no pudieron ser

secuenciadas por falta de material genético fungico lo que quiza explica que esta categoria tenga
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la menor riqueza de hongos. Ademas, la comunidad flngica se considera mas sensible a cambios
en cobertura vegetal debido a la compleja naturaleza de simbiosis entre plantas y hongos (Jin et

al., 2019), por lo que se esperaba una menor cantidad de materia flngica en “Roca”.
Figura7

Agrupacion jerarquica por categoria (a) y por muestra (b) segun el indice de similitud Bray-Curtis

usando los phyla fangicos
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4.3 ESTADISTICA PERMANOVA

Los resultados de la estadistica Permanova usando los datos de phyla por categoria, para
bacterias y hongos mostraron un p de 0,99; mientras que por muestra para bacterias se obtuvo un
p de 0,15y para hongos un p de 0,51. Estadisticamente no hay una diferencia significativa en las
abundancias relativas usando los datos por grupos ni por muestras, demostrando que las
comunidades de hongos y bacterias no difieren en relacion a las coberturas del suelo de la
quebrada. Esto fue inesperado considerando que dos categorias son suelo desnudo (“Sedimento”

y “Roca”). Incluso se esperaban diferencias significativas entre “Sedimento” y alguna de las demas
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categorias principalmente por el disefio de muestreo en el que para “Sedimento” se decidid juntar
todas las muestras para obtener una cantidad suficiente de ADN. Por otro lado, y como se discutio
con anterioridad, es posible observar tendencias que dan luz sobre la diversidad y abundancia de
grupos flngicos y bacterianos importantes que podrian ser bioindicadores utiles en planes de

restauracion de suelos degradados de origen volcanico.

Cabe destacar algunas limitaciones que pudieron intervenir en que no existan diferencias
significativas entre las coberturas en relacion con la diversidad microbiol6gica de hongos y
bacterias. En primer lugar, esta el presupuesto que limita el nimero de muestras que se pueden
enviar a secuenciar. En segundo, se tiene el hecho de que en Ecuador todavia no esta disponible la
tecnologia para generar secuenciaciones genéticas confiables, por lo que es mas demoroso tener
que enviar las muestras a otros paises e incluso fuera del continente. Por ultimo, es importante
considerar gque esta investigacion abarca solamente una dimensién de la calidad del suelo, ya que
este concepto involucra aspectos fisicos, quimicos y bioldgicos. Por lo tanto, para afirmar con
certeza que no existen diferencias entre las coberturas se necesitan datos mas completos y

complementarios ademas de un analisis estadistico mas fuerte.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

En este trabajo se analizé la relacion entre la diversidad edafica de hongos y bacterias en una
quebrada de los Andes septentrionales bajo distintas coberturas de suelo demostrando que el area
de estudio es un paisaje heterogéneo en cuanto a la cobertura del suelo, pero estadisticamente
homogéneo en su diversidad microbioldgica de hongos y bacterias. Esto representa una luz para
la restauracion de suelo degradado de origen volcanico gracias a la presencia de indicadores

bioldgicos en suelos sedimentarios y cangahua.

Los estudios metagendmicos y de campo son apropiados para caracterizar la diversidad de
hongos y bacterias en suelos de quebradas con distintas coberturas. Se hallo un total de 83 phyla
bacterianos (10 con la mayor abundancia relativa), siendo Proteobacteria, Acidobacteriota y
Actinobacteriota los mas destacados por su papel en la resiliencia y restauracion de ecosistemas
terrestres. En hongos, se encontrd un total de 18 phyla (cinco con mayor abundancia relativa). Los
méas abundantes en todas las coberturas fueron Ascomycota y Basidiomicota que siguen una
tendencia opuesta segun la existencia de cobertura vegetal, ya que el primero se beneficia mas de
materia en descomposicion y el segundo de raices de plantas hospederas. Tanto para bacterias
como hongos se compartieron la gran mayoria de phyla entre las coberturas con pocos exclusivos
(raros y poco investigados), especialmente hongos donde “Bosque” fue la Unica cobertura con un

grupo unico.

En general no se encontraron diferencias significativas entre las coberturas, pero si ciertas
tendencias que amplian la comprension sobre la estructura y distribucion de comunidades
microbianas fungicas y bacterianas en distintas coberturas de suelos de origen volcanico. Se
demostrd las diferencias entre las abundancias, riqueza y diversidad de comunidades bacterianas
y flngicas bajo distintas coberturas mostrando que hay mas bacterias que hongos en la quebrada,
aunque la diversidad de hongos es notablemente mayor. Esto mostré una posible mayor capacidad
de resiliencia de hongos sobre bacterias en el &rea de estudio. A pesar de la diferencia en el disefio
metodoldgico de “Sedimento” dificultando su comparacion con las demas coberturas, se pudo

obtener una aproximacion de la diversidad bacteriana y fangica en esa categoria.
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La composicién y abundancia de hongos y bacterias edaficas se ha convertido en un indicador
cada vez mas importante de la calidad del suelo, especificamente en el contexto de la degradacion
y restauracion de la tierra. Esta investigacion reveld que ciertos patrones de abundancia y
distribucion de microorganismos fangicos y bacterianos podrian ser indicadores de procesos de
restauracion de suelos. Sin embargo, hay un vacio de informacién en cuanto a estos
microorganismos en quebradas con suelos de origen volcanico, por lo que este estudio servira
como referencia para investigaciones futuras e incluso para la toma de decisiones que involucren
la restauracion de ecosistemas andinos. Ademas, la comprension de las tendencias de comunidades
de bacterias y hongos indicadoras de la calidad del suelo permitira su gestion para solucionar la

problematica de desertificacion en el pais.

6. RECOMENDACIONES

Dado que los cambios en el uso del suelo alteran la comunidad bacteriana, es importante
comenzar estudios que analicen las dinamicas de la diversidad edafica en periodos largos de tiempo
considerando tomar mas muestras en la quebrada y los posibles efectos del cambio climatico. Esto
ayudaria a entender de mejor manera la biogeografia y diversidad microbiana de la quebrada.
También se debe complementar con estudios de diversidad gamma en el que se comparen los
resultados con distintas quebradas de la zona y determinar el comportamiento de las comunidades

de hongos y bacterias en suelos de origen volcanico.

En vista de la sensibilidad de las comunidades microbianas a cambios ambientales es importante
complementar estos resultados con andlisis fisicoquimicos del suelo que permitan ver la
distribucion y diversidad de hongos y bacterias en respuesta dichos factores. También es
importante realizar estudios y analisis adicionales para determinar la respuesta de los grupos
fangicos y bacterianos con una resolucion taxondmica mas fina, asi como la diversidad funcional
de los grupos mas abundantes. Asi pues, adquirir un conocimiento mas profundo sobre la conexion
entre las coberturas de suelo, las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, y comunidades
bacterianas y fangicas a distintos niveles taxonémicos brindaria una comprension integral acerca

de la degradacion del suelo y las posibles soluciones.
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Ampliar la investigacion de la diversidad bacteriana y flngica en conjunto con las
caracteristicas hidricas de la quebrada para comprender las interacciones entre la dinamica
hidrol6gica y microbiana del suelo. Esto ayudara a tener una perspectiva holistica del territorio y
bases para idear y ejecutar planes de restauracion adaptados a ecosistemas de quebradas.
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8. ANEXOS

Anexo 1

Diagrama de Venn de phyla (a), clases(b), 6rdenes (c), familias (d) y géneros (e) bacterianos

(2) Phylum (b) Clase
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Anexo 2

Diagrama de Venn de phyla (a), clases(b), érdenes (c), familias (d) y géneros (e) flngicos

(2) Phylum (b) Clase
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