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Resumen

El suelo como un ambiente altamente heterogéneo da lugar a diversos
microambientes y a la diversidad, siendo los procariotas y hongos los organismos
mas abundantes. Diversos factores modulan su estructura y diversidad, no
obstante, pocos son los trabajos que revelan los cambios en las comunidades
microbianas expuestas a incendios subterraneos y los gradientes de temperatura
que estos generan, es de esta forma que, un analisis metagenémico detallado de
las comunidades procariotas y fungicas de estos suelos puede ayudar a entender
los mecanismos mediante los cuales estos taxa microbianos son capaces de
adecuarse a tales condiciones. En este trabajo se presentan datos de diversidad
obtenidos a través de distintas temperaturas en suelos de Pueblo Viejo. Con
temperaturas desde 27 hasta 54 °C. El analisis metagendmico mostré que los
suelos de Pueblo viejo son dominados por 23 phyla de bacterias y arqueas, asi
como 5 phyla fungicos. Los indices de diversidad demostraron que las bacterias
presentan una mayor termotolerancia que los hongos, pues inclusive a 42 °C la
diversidad es muy parecida a 27 °C (suelo control). Ademas, algunos taxa
bacterianos son relacionados de manera positiva con el incremento de temperatura.
Adicionalmente, el aislamiento de bacterias de los suelos demostré que en el suelo
afectado por incendios se ha promovido la adecuacion de taxa con mayor
termotolerancia que el suelo control, la identificacién de algunos aislados exhibié la
presencia de dos grupos que incrementan su abundancia en los suelos afectados.
Estos resultados demuestran que los taxa Actinobacteria y Firmicutes incrementan
su abundancia en suelos afectados por incendios debido a una mayor

termotolerancia.
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Abstract

The heterogeneity of the soil gives rise to diverse microenvironments and diversity,
it has been documented that prokaryotes and fungi are the organisms that dominate
this complex environment. Multiple factors modulate its structure and diversity,
however, only a few works show the changes in microbial communities exposed to
underground fires, and the temperature gradients that these generate. It is in this
way that a detailed metagenomic analysis of the prokaryotic and fungal communities
can help to understand the mechanisms by which these microbial taxa are able to
overcome such conditions. In this work, diversity data obtained through different
temperatures in Pueblo Viejo soils are presented. The temperatures recorded cover
a range from 27 to 54 °C. A metagenomic approach showed that, the Pueblo Viejo
soils are dominated by 23 phyla of bacteria and archaea, as well as 5 fungal phyla,
the diversity indices showed that the bacteria harbor higher thermotolerance than
fungi, even at 42 °C the diversity is very similar at 27 °C (control soil), in addition
some bacterial taxa are positively related to the increase in temperature.
Additionally, the soil bacterial isolation showed that in affected areas the taxa
adequacy with greatest thermotolerance has been promoted. Likewise, the
identification of some isolates showed the presence of two taxa that increase their
abundance in the affected soils. These results show that Actinobacteria and
Firmicutes increase their abundance in soils affected by fire through greater

thermotolerance.

Keywords: Taxa, Prokaryotes, Fungi, Thermotolerance.
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1 Introduccion

Nuestro planeta cuenta con una amplia variedad de ambientes de origen natural,
asi como antropogénicos, los cuales proporcionan entornos con distintas
condiciones que pudiesen limitar la vida, pues algunos de ellos pueden ser
considerados ambientes extremos (Figura 1). Cada uno de estos entornos se
distingue a través de distintos parametros tales como la temperatura, presion, pH,
salinidad, asi como la contaminacion generada por actividades humanas, entre
otros (Merino et al., 2019).

Aunque no existe una definicion consensuada para establecer un ambiente
extremo, Torsvik & @vreas (2008) lo definen como un entorno en el cual existen
limitaciones tanto fisicas como quimicas que pueden llegar a restringir funciones

celulares y con ello impedir la vida.

No obstante, a pesar de diversas condiciones hostiles, la vida persiste, fuera de los
limites permisibles desde un punto de vista antropocéntrico, es decir temperaturas
alrededor de 37 ° C, pH cercano a 7.4, salinidad de 0,9% a 3%, y 1 atm de presién,
que se han establecido como condiciones estandar para la vida de diversos seres
vivos. Dicho de otra forma, la vida prospera en entornos hostiles o extremos (Figura
1, Tabla 1) (Canganella & Wiegel, 2011).

Se han establecido diversas categorias para clasificar a los organismos de acuerdo
al ambiente extremo en el habitan. De esta forma que son considerados termdéfilos
aquellos organismos que prosperan en elevadas temperaturas, psicrofilos bajas
temperaturas, haldfitos condiciones salinas, acidofilos ambientes acidos, alcaléfilos
entornos alcalinos), xerdéfilos ambientes secos, barofilos elevas presiones, entre
otras condiciones (Tabla 1), asi como sus respectivas combinaciones (Tabla 2)
(Rothschild & Mancinelli, 2001; McKay 2014; Merino et al., 2019).



Si bien la vida en ambientes extremos es representada por diversos grupos
taxondmicos, los microorganismos son los organismos dominantes, es de esta
forma que a través de diversos ambientes podemos encontrar arqueas, bacterias y

hongos que pueden ser considerados poli-extremdfilos (Tabla 2).

De manera inicial el estudio de los microorganismos a través de distintos ambientes
estaba restringido a enfoques tales como las técnicas dependientes de cultivo, las
cuales a pesar de tener un alto nivel de resolucidon de identidad suelen subestimar
la diversidad, pues se ha establecido que unicamente es cultivable alrededor del 1%

de los microorganimos (Torsvik & @vreas, 2002).

El trabajo pionero de Torsvik at al. (1990) demostré6 que la diversidad de
microorganismos en suelo es subestimada al emplear técnicas dependientes de
cultivo, dando paso al empleo del DNA para establecer la diversidad de muestras
ambientales (Cowan et al., 2015; Mirete et al., 2016). Es de esta forma que el estudio
de microorganismos es auxiliado por técnicas moleculares con diversos grados de
resolucién de identidad (Nannipieri et al., 2020), con distintas ventajas y desventajas

entre cada técnica (Dash & Das, 2018).

Recientemente, la secuenciacion de DNA a gran escala (meta-secuenciacion) es
empleada como una de las metodologias para conocer la diversidad microbiana en

diversos ambientes (Cowan et al., 2015; Mirete et al., 2016; Smets et al., 2016).

Un analisis metagendmico de diversidad tipico implica el aislamiento del DNA total
de una muestra ambiental seguido de la amplificacion total o parcial de genes
marcadores, tales como genes ribosomales o espaciadores transcritos internos,
dicha secuenciacion es seguida por un andlisis de lecturas y determinacién de
unidades taxonémica a través de distintas bases de datos (Dash & Das, 2018). Asi
pues, los enfoques metagendmicos han ayudado al estudio de las comunidades
microbianas en ambientes extremos (Cowan et al., 2015; Mirete et al., 2016).
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Figura 1 Representacion esquematica de entornos extremos encontrados en
la tierra. En la figura modificada de Merino et al. (2019) se ilustran diversos
ambientes con condiciones extremas de origen natural, asi como de origen
antropogeénico.



Tabla 1 Clasificacidon de organismos extremofilos.

Parametro Bajo Alto
Hiper- Hiper-
acidofilo Aciddfilo Neutrofilo Alcaldfilo alcaldfilo
pH (<pH 3) (<pH 5) (pH 5-9) (>pH 9) (>pH 11)
Hiper-
Psicrofilo Mesofilo Termofilo (45-80 termofilo
Temperatura (<20 °C) (20—45 °C) °C) (>80 °C)
Halofito
extremo
Salinidad Halotolerante Halofito (>14.6%, sin
NaCl No — haldfito (1.2-2.9%; (>8.8%) crecimiento <
(wiv) (<1.2%) tolera 14.6%) 8.8%)
Barotolerante Piezofilo Hiperbardfilo
Presion (0.1-10 MPa) (10-50 MPa) (>50 MPa)
Actividad del Xerdfilo
agua (aw<0.7)
Radiaciéon Radiotolerante
(50 Gy/h)
Oxigeno Anaerobio Microaerdfilo Aerobio
Metales Metalotolerante

Tabla modificada de Merino et al. (2019) con informacion de McKay et al. (2014),
asi como de Rothschild& Mancinelli, (2001).
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Tabla 2 Ejemplos de poli-extreméfilos y sus condiciones de crecimiento.

Cepa Dominio Tipo de Fuente de Temperatura pH Presion Salinidad Referencia
extreméfilo  aislamiento (°C) (MPa) (%)
Acidianus infernus So4a Archaea Acido- Crater 65- 96 1.5-55 - 0.2 Segerer et al.,
termafilo volcanico 1986
Colwellia piezophila ATCC Bacteria Piezo- Mar 4-15 7 40-80 3 Nogi et al.,
BAA-637 psicrofilo profundo 2004
Halomonas campisalis Bacteria Hiper- Lago 4-50 6-12 - 1.1- Aston &
MCM B-365 alcaldfilo alcalino 26.3 Peyton, 2007
Oceanobacillus iheyensis Bacteria Alcaldfilo, Mar 15-42 6.5-10 0.1-30 0-21 Lu et al., 2001
HTES831 piezo-tolerante profundo

y halotolerante
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Cepa Dominio Tipo de Fuente de Temperatura pH Presion Salinidad Referencia
extreméfilo  aislamiento (°C) (MPa) (%)
Anoxybacillus Bacteria Alcalino- Estiércol 37-66 8-10.5 - <3 Pituka et al.,
pushchinensis K1 termafilo 2000
Actinopolysporarighensis Bacteria Halofito Suelo salino 20-40 5.8 - 10-30 Meklat et al.,
H23 2013
Geothermobacterium Bacteria Hipertermdfilo Manantial 65-100 - - - Kashefi et al.,
ferrireducens FW-1a térmico 2002
Shewanella piezotolerans Bacteria Piezdfilo Mar 0-28 6-8 0.1-50 1-7.2 Xiao et al.,
profundo 2007
WP3
Colwellia sp. MT-41 Bacteria Piezo- Mar 2 6.8 51.8- - Yayanos et al.,
psicrofilo profundo 103.5 1981

12



Cepa Dominio Tipo de Fuente de Temperatura pH Presion Salinidad Referencia
extreméfilo  aislamiento (°C) (MPa) (%)
Pedobacter arcticus A12 Bacteria Psicrofilo Suelo de 4-25 6-9 - 0-2 Zhou et al.,
tundra 2012
Thermococcus Archaea Termofilo y Vento 55-95 5.5-6.5 - 20 Jolivet et al.,
gammatolerans EJ3 radiotolerante  hidrotermal 2003
Deinococcus radiodurans R1  Bacteria Vacioy Comida Condiciones de marte De Vera et al.,
radiotolerante enlatada 2012
Cryomyces antarcticus Fungi Vacioy Antarctica Condiciones de marte De Vera et al.,
MA5682 radiotolerante 2012
Deinococcus geothermalis Bacteria Xerotolerante Manantial 30- 55 5-8 - - Frosler et al.,
DSMA11300 térmico 2017

Tabla adaptada de Merino et al. (2019).
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2 Antecedentes

2.1 El suelo como un complejo microambiente de diversidad

Las heterogeneidades espacio - temporales del suelo dan lugar a diversos
microambientes cuya autoorganizacién es intermediada por los microrganismos que
los colonizan (Young & Crawford, 2004). Es de esta forma que el suelo puede verse
como un complejo ambiente, que puede tornarse hostil, pues puede llegar a ser
severamente influenciado por disturbios y fluctuaciones ambientales (Nannimpieri,
2020), sin contar las complejas interacciones ecoldgicas de los microorganismos

que lo habitan y soportan la vida en la tierra (Tecon & Or, 2017; Maron et al., 2018).

Por otro lado, aunque algunos autores retratan el suelo como un ambiente hostil
para la vida microbiana (Nannimpieri, 2020), la vida aun prospera, pues tan sélo un
gramo de suelo puede contener hasta 10°~10'° células procariotas (Srinivasiah et
al., 2008), 10*-107 protistas (Bates et al., 2013), hasta 100 metros de hifas (Bardgett
and van der Putten 2014) y de 108-10° virus (Brady & Weil, 2014).

De todos los microrganismos encontrados en el suelo, las bacterias, hongos y
arqueas son los organismos mas abundantes y dominantes (Fierer et al., 2009;
Fierer, 2017). Asi mismo diversos trabajos demuestran que algunos taxa raros,
grupos con abundancias menores al 1% de la diversidad, pueden llegar a
desempenar funciones clave en los ecosistemas (Shade et al., 2014; Jousset et al.,
2017; Lin et al., 2020).

2.2 Efecto de diversas variables ambientales en taxa microbianos del suelo

Existen diversos factores que dominan la estructura y diversidad de las
comunidades microbianas, es de esta forma que el pH, materia organica, humedad,
disponibilidad de fosfatos, nitratos, textura del suelo, temperatura y vegetacion,
entre otros, han adquirido importante atencién en el estudio de estos organismos
(Fierer et al., 2017).
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Por otro lado, debido a la amplia variedad de microorganismos del suelo y los
factores que pueden llegar a modular su diversidad, en la literatura es posible
encontrar diversos trabajos con enfoques metagendmicos en los cuales se realizan
estimaciones de diversidad a diferentes escalas (Cowan et al., 2015; Mirete et al.,
2016).

Un claro ejemplo de secuenciacion a gran escala de suelo es demostrado por
Laubert et al. (2009), quienes a través de la metasecuenciacion de genes
ribosomales bacterianos, exhiben la diversidad de estos procariotas a escala
continental, pues al estudiar 88 diferentes tipos de suelo obtenidos a lo largo de
América, lograron determinar que el pH es uno de los mayores predictores de la
diversidad bacteriana, y que los suelos son estructurados principalmente por
miembros de los phyla Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacterias,
Bacteroidetes, Gemmatimonadetes y Firmicutes, cambiando sus abundancias a

través del pH.

De igual manera, Tedersoo et al. (2014) lograron determinar a escala global las
comunidades fungicas del suelo de 365 sitios a través de la metasecuenciacion de

espaciadores transcritos internos de hongos.

Tedersoo et al. documentaron que los phyla fungicos de mayor abundancia en
suelos fueron los grupos Basidiomycota con el 55.7%, Ascomycota con 31.3% y
Mucoromycota con el 10.7%, entre otros, representados con el 2.3%. Asi mismo,
los autores establecieron los estilos de vida de estos microorganismos, siendo los

saprofitos y ectomicorrizicos los principales con el 43.8 y 23.2%, respectivamente.

De manera similar a los datos obtenidos a gran escala de la diversidad de hongos
y procariotas, existen otros trabajos los cuales documentan los cambios en la
diversidad de estos microorganismos en el suelo ante otros factores a escalas
menores, tal como Leff et al. (2015), autores que al estudiar el incremento de
compuestos nitrogenados y fosfatados en pastizales encontraron aumentos en las

abundancias de algunos microorganimos.
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Leff et al. (2015) documentaron que phylum Crenarchaeota incrementaba su
abundancia relativa en suelos con alto contenido de compuestos nitrogenados, y
que dicho incremento se debia a la capacidad de estas arqueas de oxidar estos
compuestos. De igual forma, los autores evidenciaron el decremento de hongos
micorrizicos del subphylum Glomeromycotina atribuyendo su declive a la presencia
de nutrientes, lo cual disminuye su beneficio a los hospederos, asi mismo,
mostraron el descenso de abundancias en Acidobacteria, adjudicando su

decremento al estilo de vida oligotréfico de éstas.

Por otro lado, Kaiser et al. (2016) al analizar el papel de distintas propiedades
edaficas en suelos de bosques y pastizales, mostraron que el pH resultd ser el mejor
predictor de la estructura, diversidad y funcion de las comunidades microbianas,
adjudicando el 26% de las variaciones estructurales de las poblaciones bacterianas.
Asi, los investigadores establecieron a los grupos Proteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexy, Gemmatimonadetes, Firmicutes y

Nitrospirae, como los dominantes en estos suelos.

De manera similar, Hartmann et al. (2017) examinaron el efecto de la irrigacién en
el microbioma de suelo de bosques. Los autores concluyen que el incremento de
humedad produjo un aumento de abundancias de bacterias copiotrofas del phylum
Proteobacteria, asi como de hongos del phylum Mucoromycota, hongos con la
capacidad de metabolizar una amplia variedad de compuestos organicos complejos,
tales como quitina y celulosa. Gracias a estos estudios se demuestra que la
diversidad de las comunidades microbianas es influenciada por cambios en las

propiedades fisico - quimicas del suelo.
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2.3 Cambios en comunidades microbianas de suelo expuestas a incendios

Ademas de las variaciones ambientales, la diversidad microbiana del suelo es
influenciada por eventos estresantes y letales tales como los incendios, pues las
combustiones pueden afectar a las comunidades microbianas de manera directa e
indirecta (Dooley &Treseder, 2012; Piazza et al., 2020; Certini et al. 2021).

De manera directa, a través de fluctuaciones en las temperaturas, ya que el
crecimiento y proliferacién de los microorganimos se afecta al grado de ser letal.
Mientras que de manera indirecta la diversidad de las comunidades microbianas es
alterada, mediante las modificaciones de las propiedades fisico - quimicas del suelo,
dependientes de las temperaturas alcanzadas (Dooley & Treseder, 2012; Santin &
Doerr, 2016; Piazza et al., 2020; Certini et al. 2021).

Entre los trabajos que demuestran los cambios de las comunidades microbianas
expuestos a incendios se encuentra el de Pérez -Valera et al. (2018), los autores al
estudiar las comunidades microbianas de suelos afectados por incendios a través
de una cronosecuencia de 20 afios y compararlas con suelos control, documentaron
que la diversidad de las bacterias y hongos es afectada de manera inmediata
después de un incendio, siendo los hongos los organismos mas sensibles en las
combustiones, mientras que las arqueas muestran una mayor resistencia a los

cambios generados seguido de las bacterias.

Asi mismo, Li et al. (2019) mostraron que la diversidad de las comunidades
bacterianas afectas por incendios es diferencial atendiendo a la severidad del
incendio. Es de este modo que los incendios determinados con baja y media
intensidad (donde las temperaturas alcanzadas en el suelo no rebasan los 50 °C)
no afectan de manera diferencial la diversidad bacteriana, mientras que los
incendios con intensidades altas (aquellos donde el suelo alcanza temperaturas de

100 °C) tienen un efecto negativo en la diversidad bacteriana.
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Ademas de los incendios superficiales, también existen los incendios subterraneos,
que son “humeantes”, lentos, y de duracion variable, los cuales pueden prolongarse
desde semanas hasta afios, dependiendo de la cantidad de materia organica.
Adicionalmente, estos incendios también pueden propagarse a la cobertura vegetal
superficial, y extenderse a través de llamas en presencia de corrientes de aire (Rein,
2013; Turetsky et al., 2015).

De acuerdo con Rein (2013) las “combustiones humeantes” son generadas en
grandes depdsitos de materia organica, tales como turberas o suelos ricos en
carbono, los cuales se calientan hasta alcanzar un umbral de temperatura en la cual
comienza un proceso de descomposicion quimico y dan lugar a diversos

compuestos organicos volatiles e hidrocarburos con derivados poli - aromaticos.

Si bien, este tipo de combustiones pueden ser generadas de manera natural a
través del proceso de autocalentamiento en bajas concentraciones de oxigeno por
actividad microbiana, truenos, o actividad geotérmica, estos también pueden
generarse como consecuencia de actividades antropogénicas (Kuenzer & Stracher,
2012; Rein, 2013), es de este modo que este tipo de combustiones han sido

documentadas en diversas partes del mundo (Kuenzer & Stracher, 2012).

Un claro ejemplo de las “combustiones humeantes” o incendios subterraneos, es
representado por Centralia en Pensilvania, ciudad que se encuentra en constante
ignicién desde 1962 (Nolter & Vice, 2004).

Lee et al. (2017) estudiaron las comunidades bacterianas y arqueas en suelos
afectados por los incendios, suelos afectados y recuperados, asi como suelos que
no han sido afectados por los incendios y que cuentan con cobertura vegetal (suelo
control). Los suelos control, aquellos sin ser afectados y con temperaturas de 13 a
15 °C, demostraron ser dominados por phyla pertenecientes al grupo
Proteobacteria, Acidobateria y Verrucomicrobia; mientras que los suelos afectados
por los incendios, con temperaturas registradas de 21 a 58 °C, las bacterias del

grupo Chloroflexy, arqueas del phylum Crenarchaeota, asi como OTUs sin
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determinacion de identidad incrementaron su abundancia. Mientras que en los
suelos recuperados se registraron incrementos de abundancias de los grupos
Bacteroidetes y Acidobacteria, los autores atribuyeron los cambios al decremento
del pH.

Con base en los datos anteriores, se estable que los incendios pueden afectar a las

comunidades microbianas de manera directa e indirecta.

2.4 Efecto de la temperatura en las comunidades microbianas

Todos los seres vivos poseen un rango de temperatura de crecimiento 6ptimo, por
lo que la temperatura actua como uno de los impulsores principales de cualquier

proceso biolégico (Brown et al., 2004).

El incremento o decremento de la temperatura puede llegar a desafiar la integridad
y funcionamiento celular, y con ello la vida misma. Se sabe que, a elevadas
temperaturas, ocurre la desnaturalizacion de biomoléculas, mientras que a bajas
temperaturas, se presentan dafos estructurales a través de la formacion de cristales
(Rothschild & Mancinelli, 2001).

El estudio de microorganismos en ambientes termafilos inicié en los 70s con los
trabajos de Brock en el parque Nacional de Yellowstone. Desde entonces diversos
trabajos demuestran la diversidad de microorganismos asociados a estos

ambientes.

De manera reciente, se pueden encontrar clasificaciones de microorganimos de
acuerdo al rango de temperatura en el cual pueden crecer (Tabla 1). De acuerdo
con Merino et al. (2019) los organismos termdofilos son aquellos capaces de crecer
entre 45 y 80 °C de manera 6ptima, mientras los hipertermdfilos a temperaturas
arriba de 80 °C, no obstante, estos rangos de temperaturas han sido establecidos

en procariotas capaces de crecer hasta en 100 °C (Tabla 2).
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Maheshwari et al. (2000) propusieron el término termotolerantes para definir
aquellas especies de hongos capaces de crecer con una temperatura maxima de
50 °C y una minima de 20 °C. Ademas, establecieron como termdfilos, a aquellas
especies capaces de crecer optimamente en temperaturas mayores de 50 °C, y

conservan un crecimiento minimo en temperaturas cercanas a 20 °C.

Por otra parte, entre los organismos ampliamente reconocidos por su capacidad de
tolerar elevadas temperaturas se encuentran las arqueas (Tabla 2), procariotas
capaces de tolerar altas temperaturas debido a su caracteristica membrana celular
con enlaces tipo éter, en lugar de éster tan comunes en bacterias y eucariotas
(Rothschild & Mancinelli, 2001).

Asi mismo, al igual que las arqueas, las bacterias son capaces de tolerar
condiciones extremas, tales como elevadas temperaturas (Tabla 2). Entre las
estrategias conocidas de las bacterias para tolerar altas temperaturas se encuentra
la generacion de estructuras de resistencia tales como esporas y acinetos (Dworkin,
2006).

De igual manera, los hongos poseen la capacidad de generar masas compactas de
micelio con paredes celulares gruesas (esclerocios) y esporas como estructuras de
resistencia ante diversas condiciones adversas, tales como elevadas temperaturas
(Snyder et al., 2019).

Adicionalmente, ademas de Ilas estructuras de resistencia, algunos
microorganismos termofilos se han adaptado a vivir a elevadas temperaturas en
ambientes extremos (Tabla 2), pues a lo largo de la historia evolutiva han adquirido
adaptaciones de termoestabilidad en sus biomoléculas, tales como un mayor
contenido de residuos hidrofébicos en proteinas, acidos grasos de cadenas mas
largas y saturadas, asociacion del DNA con proteinas termoestables, asi como
super-torsiones positivas en su material genético catalizadas por girasas inversas,

entre otras (Torsvik & @vreas, 2008).
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Por otro lado, ademas de las adaptaciones en diversas biomoléculas a manera de
colonizar nichos con elevadas temperaturas en organismos termofilos o
hipertermofilos (Tabla 1), también se ha documentado la termotolerancia, es decir,

la capacidad de crecer en rangos de temperaturas fuera del crecimiento 6ptimo.

De acuerdo con los trabajos de los afos 60’s de Bausum & Matney (1965), asi como
de Dowben & Weidenmuler (1968), se sabe que la termotolerancia puede ser pre -
condicionada a través de exposiciones a shocks térmicos e incrementos graduales
de temperaturas, es de esta forma que organismos mesofilos pueden llegar a crecer

mas alla de su rango de temperatura optimo.

La termotolerancia es intermediada por diversos mecanismos moleculares a nivel
celular tales como activacion de proteinas de shock térmico, produccion de agentes
termo - protectores, cambios en las membranas celulares, etc. (Macario & Conway,
2007).

2.5 Efecto de los incendios en las propiedades fisico-quimicas del suelo

Ademas de que las comunidades microbianas son afectadas en el suelo, las
propiedades fisico — quimicas de estos también son modificadas (Certini et al., 2005;
Certini et al., 2021).

Los cambios en las propiedades fisico - quimicas del suelo han sido relacionadas
como marcadores de severidad de los incendios, es de esta forma que
modificaciones en el color, textura, pH, nutrientes, asi como materia organica, son
monitoreados con la finalidad de establecer la severidad de los incendios (Zavala et
al., 2014).

Entre los marcadores de severidad de incendios se encuentran los cambios en el
color del suelo, dichas alteraciones son mayormente determinadas por las
cantidades de Oxidos generados, la materia organica incinerada, el nivel de

combustion y las temperaturas alcanzadas (Wohlgemuth et al., 2018).
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Es de esta forma que, en suelos con alto contenido de hierro las tonalidades
alcanzadas son rojas (Verma & Jayakumar, 2012), aunque también pueden
alcanzar tonalidades negras cuando las temperaturas se encuentran entre los 100
- 250 °C, grises con 300 - 400 °C, y blancas con temperaturas mayores a 500 °C,
(Wohigemuth et al., 2018).

Asi mismo, los suelos afectados por incendios modifican sus propiedades en gran
medida debido a la incorporacion de cenizas, Bodi en al. (2014) definen la ceniza
generada en incendios forestales como un material residual complejo producido a
través de la combustién total o parcial de materia organica modificada
quimicamente, acompanada de fracciones inorganicas de origen vegetal y
atmosférico. En este sentido, la ceniza generada en incendios forestales puede
establecerse como un residuo compuesto de materiales minerales y componentes
organicos carbonizados con distinta composicion, atendiendo al material vegetal

incinerado.

Por otro lado, el contenido de materia organica es reducido en los incendios a traves
del proceso de combustion atendiendo al nivel de severidad (Certini, 2005). La
reduccion en este material, entre otros, tales como los fosfatos, son apreciables
debido a la volatilizacion de componentes menores (Certini, 2005), asi como
carbonizacion, y oxidacion total o parcial de estos (Gonzales- Pérez, et al., 2004;
Certini, 2005).

En contraste al decremento de algunos componentes, el pH puede incrementar de
manera inmediata en el momento que ocurren los incendios, pues se genera la
incorporacion cationes, tales como Ca, K, Na, y Mg, asi como 6xidos, hidroxidos y
carbonatos, del mismo modo que se desnaturalizan acidos organicos y disminuye
la disponibilidad de fosfatos, pues estos tienden a ser disponibles en pH cercanos
a 6.5 (Certini, 2005; Thomaz et al., 2014; Wohlgemuth et al., 2018).
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Adicionalmente, de acuerdo con Wohlgemuth et al. (2018) a una mayor
concentracion de materia organica incinerada se liberan cantidades superiores de
cationes de cenizas conduciendo a incrementos significativos de pH, asi mismo,
estos cambios en el pH pueden ser atenuados debido al alto contenido de arcillas

en el suelo que actuan como amortiguadores.

2.6 Pueblo Viejo

La comunidad de Pueblo viejo se ubica en el municipio de Venustiano Carranza en
el estado de Michoacan de Ocampo, en la region Centro - Occidente de la Republica
Mexicana entre las coordenadas 20° 23’ 27” y 17° 53’ 50” de la Latitud Norte, y entre
100° 03’ 32” y 103° 44” 49” de la Longitud Oeste, limitando al norte con el estado

de Jalisco y el lago de Chapala.

La comunidad de Pueblo Viejo se ubica en una zona plana cercana a una falla
geoldgica en la prolongacion de la Sierra de Pajacuaran asociada con cierta
actividad volcanica. El suelo es originado a través de procesos de sedimentacion
con alto contenido de arcillas y materia organica. Debido a este alto contenido de
materia organica y a su ubicacidon dentro de una zona geotérmica, que la comunidad
de Pueblo Viejo ha presentado incendios subterraneos intermitentes de duracién

variable desde el afio 2017 creando paisajes mezclados (Figura 2).
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Suelo no afectado

Suelo afectado

Figura 2 Imagen compuesta de Pueblo Viejo. En las fotografias es posibles
apreciar zonas afectadas por incendios (c), zonas no afectadas por incendios (b) y
vista compuesta del paisaje de Pueblo Viejo en agosto del 2019 (a).
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3 Justificacion

Las comunidades microbianas del suelo estan expuestas a diversos factores
ambientales, los cuales modulan su estructura y diversidad, incluyendo las altas
temperaturas provocadas por incendios subterraneos. Pocos son los estudios que
se han realizado para conocer a las comunidades microbianas en suelos a través
de un gradiente de temperatura, generado en combustiones subterraneas. Por lo
que un analisis detallado de la composicién, diversidad, y funcionalidad de las
comunidades microbianas de los suelos expuestos a incendios en Pueblo Viejo, a
través de herramientas metagendmicas, puede ayudar a entender los mecanismos
mediante los cuales estos taxa microbianos son capaces de adecuarse a tales

condiciones.
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4 Hipoétesis

Los incendios subterraneos en suelos de Pueblo Viejo favorecen la adecuacion de

taxa microbianos termotolerantes.
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5 Objetivos

5.1 General

Analizar la estructura y diversidad de las comunidades microbianas en suelo a

través de un gradiente de temperatura en la comunidad de Pueblo Viejo.

5.2 Especificos
1.- Determinar la composicién taxondmica de las comunidades procariotas y

fungicas en suelos de Pueblo Viejo.

2.- Realizar un analisis de diversidad de las comunidades microbianas en un

gradiente de temperatura en los suelos de Pueblo Viejo.

3.- Establecer una correlacién entre los taxa microbianos y variables ambientales

de Pueblo Viejo.

4.- Obtener e identificar aislados termotolerantes de Pueblo Viejo.
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6 Estrategia general

6.1 Recolecta de suelo en Pueblo Viejo

La recolecta de muestras de suelo en Pueblo Viejo se efectué a través de la
seleccién de dos zonas: en una se colectd suelo de la parte afectada por los
incendios subterraneos, y en la otra zona suelo control sin rastros visibles de
incendios. Las muestras fueron colocadas en bolsas para el analisis fisico - quimico
y en tubos cénicos estériles para extraccion de DNA y obtencion de aislados (Figura
3). La recolecta de suelo control fue obtenida a través de zonas con cobertura
vegetal, en secciones de 10 cm hasta una profundidad de 30 cm y registrando la
temperatura. Mientras que el suelo afectado fue seleccionado como aquel sin
cobertura vegetal, y de igual manera se tomaron muestras por secciones de 10 cm

hasta una profundidad de 30 cm con los registros de temperaturas.
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Figura 3 Estrategia general.
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6. 2 Analisis fisico-quimico del suelo

Los analisis fisico- quimicos del suelo fueron realizados en el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de Celaya, Guanajuato.
Los parametros a analizar en los suelos registrados con distintas temperaturas

fueron textura, pH, materia organica, fosfatos y nitratos.

6.3 Extraccion de DNA metagenémico

La extracciéon de DNA metagendmico se llevo a cabo empleando el Kit de MoBio
usando cada una de las muestras compuestas a distintas temperaturas. De acuerdo

a las instrucciones del fabricante se siguieron los siguientes pasos:

1.- Se agregaron 0.25 g suelo a los tubos PowerBead.

2.- Una vez colocados las respectivas muestras en los tubos estos fueron sometidos

a un vortex por algunos segundos.

3. Se agregaron 60 pL de soluciéonC1, esta solucion contiene agentes que

ayudaran a la disrupcion de membranas.

4.- Una vez agregada la solucién C1 los tubos fueron sometidos a un voértex por al

menos durante 5 minutos.

5.- Posterior al proceso de disrupcion de membranas los tubos fueron centrifugados

por 30 segundos a 10, 000 x g a temperatura ambiente.

6. Después de centrifugar el sobrenadante fue recuperado y transferido a un tubo

limpio de 2 mL.

7.- Posteriormente se agregaron a cada tubo 250 uL de soluciéon C2 y nuevamente
los tubos fueron sometidos a vértex por algunos segundos, seguidos de un periodo

de incubacién en hielo por 5 minutos.
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8.- Posterior al periodo de incubacién en hielo los tubos fueron llevados a centrifugar

por 1 minuto a 10, 000 x g.

9. Una vez que los tubos fueron centrifugados se recuperdé el sobrenadante y fue

transferido a tubos nuevos de 2 mL.

10. Ya transferido el sobrenadante en un tubo limpio fueron afadidos 200 uL de
soluciéon C3 y mezclados por inversion de tubos. La solucién C3 contiene agentes
que actuan precipitando materiales organicos e inorganicos que pudieran estar aun

presentes en las muestras.

11.- Los tubos fueron centrifugados a temperatura ambiente por un minuto a 10,000
X g y el sobrenadante nuevamente recuperado y transferido a un tubo limpio de 2

mL.

13.- Después de transferir el sobrenadante a un nuevo tubo se agregaron 1.2 mL
de solucidon C4 y los tubos fueron sometidos a vortex durante unos segundos. La
solucion C4 es una solucién salina la cual permitira unién del DNA en los filtros del

siguiente paso.

14.- Las muestras con la solucion C4 fueron cargadas en los Filtros de
centrifugado y posteriormente centrifugadas a 10, 000 x g durante un minuto, este
proceso se repitié hasta cargar toda la mezcla. Los filtros contenian silica gel para

permitir la adhesion del DNA.

15.- Posterior al proceso de filtracion y centrifugacién con la solucion C4 los filtros
fueron colocados en los tubos de recoleccién agregando 500 mL de solucion C5.
La solucién C5 es una solucion de lavado con etanol con la funcion de remover

residuos de soluciones anteriores.

16.- Después del proceso de lavado, los filtros fueron colocados en el los tubos de
recolecta con 100 uL de solucién C6 en el centro de las membranas. La solucion

C6 contiene un amortiguador que permitié la eluciéon del DNA de las membranas.
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17.- Los filtros con la solucion C6 fueron dejados reposar por un minuto a
temperatura ambiente y posteriormente fueron sometidos a un proceso de

centrifugacion durante un minuto a 10, 000 x g.

18.- Finalmente, los filtros se descartan y el DNA obtenido fue almacenado en

refrigeracion para su posterior uso.

6.4 Cuantificacion del DNA metagenémico

La pureza, integridad y cuantificacion del DNA metagendmico obtenido a través del
Kit de extraccion fueron establecidos empleando un micro espectrofotdmetro
Nanodrop, asi como una electroforesis en gel de agarosa con la finalidad de cumplir

con las caracteristicas de calidad requeridas para el proceso de secuenciacion.

6.5 Secuenciacion de DNA metagenémico

Una vez obtenido el DNA metagenomico de las muestras de suelo, este se
secuencié comercialmente empleando los servicios de Mr. DNA en Texas. La region
hipervariable V4 de arqueas y bacterias se amplifico con los oligonucleotidos 515-
806 para conocer la diversidad de estos microorganismos, mientras que el
espaciador transcrito interno de hongos se amplific6 empleando los oligos ITS1-
ITS2. La amplificacion se realizd6 empleando el kit de mezcla Hot Star Taq Plus
(Qiagen, EE. UU.) por 30 ciclos con las siguientes condiciones: 94 ° C durante 3
minutos, seguido de 30-35 ciclos de 94 ° C durante 30 segundos, 53 ° C durante 40
segundos y 72 ° C durante 1 minuto, después de lo cual se generara una

polimerizacién final a 72°C durante 5 minutos.

Los productos amplificados fueron evaluados mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 2% y fueron usados en la preparacion de bibliotecas para secuenciacion
con tecnologia de llumina a través del sistema de cdédigo de barras de Mr. DNA
bTEFAP®.
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6.6 Procesamiento de secuencias

Las lecturas obtenidas fueron sometidas a un proceso de depuracion y control de
calidad removiendo adaptadores y secuencias menores a 150 bp asi como
eliminacion de quimeras. Las unidades taxondmicas operativas (OTUs) fueron
definidas como aquellas secuencias con un 3% de divergencia (97% de similitud)
usando BLASTn. Los OTUs finales se clasificaron taxondmicamente contra una

base de datos curada derivada de RDPIl y NCBI (http://rdp.cme.msu.edul/,

https://www.ncbi.nim.nih.gov/ ).

6.7 Analisis de diversidad

Los analisis de diversidad seran efectuados a través de diversos paquetes en el
estadistico R (https://www.r-project.org/), asi mismo a través del programa PAST
(Hammer et al., 2001). Los indices de diversidad Alfa (riqueza, dominancia y
homogeneidad) seran obtenidos empleando el paquete Vegan (https://CRAN.R-
project.org/package=vegan) asi como los analisis de correspondencias candnicas

entre las variables ambientales y abundancias de microorganismos.

Los OTUs compartidos y unicos seran obtenidos a través del paquete Vennerable
("Vennerable", repos="http://R-Forge.R-project.org"), mientras que la diversidad

beta bajo el indice de Bray- Curtis sera obtenido a través del programa PAST.

6.8 Aislamiento de microorganismos

El aislamiento de microorganismos se llevd a cabo a través de distintas diluciones
seriales del suelo control y del suelo afectado por incendios en amortiguador de
fosfatos. 100 uL de distintas diluciones fueron empleadas para cultivo en placa con
asa triangular. Las diluciones seriadas de suelo fueron cultivas en un medio extracto

de suelo (DSMZ, 2007), e incubadas a 30° C por una semana.

Después de una semana de incubacion, las colonias con distinta morfologia fueron

seleccionadas, aisladas y resembradas hasta la obtencion de cultivos puros.
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6.9 Identificacion de aislados

La identificacion de aislados se llevd a cabo mediante analisis filogénicos
empleando el gen ribosomal 16S. Brevemente, de los cultivos puros se realizo
aislamiento de DNA gendmico siguiendo la metodologia propuesta por Mahuku
(2004), una vez extraido el DNA se prosiguio a realizar amplificacion del gen 16S
empleando los oligos universales FD1-RD1 (Weisburg et al., 1991). La reccion de
polimerizacién del gen ribosomal se efectud con el kit de GoTag® Green Master Mix
de Promega con las siguientes condiciones: Un ciclo de desnaturalizacién inicial de
95 °C durante 5 minutos seguido de 30 ciclos compuestos de un minuto a 95°C, un
minuto a 55 °C, dos minutos a 72 °C y un ciclo de polimerizacion final de 10 minutos
a 72°C. Los amplicones seran evaluados a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, asi como cuantificados para cumplir con las caracteristicas
requeridas para secuenciacion de productos de PCR requeridos por Macrogen,

Korea.

Las secuencias obtenidas se evaluaron a través de la base de datos de NCBI
usando BLASTn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) de cepas referenciadas
con un porcentaje de identidad del 97%, mientras que los analisis filogenéticos se
efectuaron en el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016) empleando un analisis de

1000 boostrap o replicas con el método de Maximum Likehood.

6.10 Determinacion de termotolerancia de aislados

Para determinar la termotolerancia de los aislados puros, estos se cultivaron a 30

°C y fueron transferidos, sin ningun tratamiento precondicional a 50, 55 y 60 °C.
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7 Resultados

7.1 Cambios en las propiedades fisico- quimicas en los suelos de Pueblo Viejo

El proceso de combustién en Pueblo Viejo genero gradientes de temperatura en
zonas afectadas, las cuales mostraron perfiles de suelo influenciados con distintos
grados de severidad, estas diferencias lograron captarse a simple vista pues se
encontraron conglomerados con distinta coloracion a medida que incrementa la

temperatura (Figura 4).

Es de esta forma que, para las muestras de suelo afectado, unicamente se
colectaron porciones edaficas con temperaturas de 42, 50 y 54 °C pues a mayores
temperaturas se encontraron conglomerados blanquecinos generados a través de
combustiones completas (Figura 4). Mientras que para el suelo control se tomaron

muestras con temperatura de 27 °C.

Los parametros fisico - quimicos analizados demostraron que el suelo de Pueblo
Viejo posee un alto contenido de materia organica (Tabla 3), mientras que los
porcentajes de arena, limo y arcillas se mantuvieron similares en todas las muestras

identificando el suelo como franco- arcillo-arenoso o franco-arcilloso (FAO, 2020).

Asi mismo, se detectaron cambios en el contenido de materia organica, fosfatos,
nitratos y pH. Los valores mas altos de materia organica y fosfatos fueron
identificados en la muestra de control, con 27 °C, mientras que las muestras de
suelo afectadas por los incendios se distinguieron por sus elevados valores en
nitratos y pH (Tabla 3).
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Figura 4 Perfiles del suelo de Pueblo Viejo. Las secciones a y b muestran el perfil
del suelo control, la seccién ¢ muestra un perfil del suelo afectado por los incendios,
mientras que las secciones d, e, f y g muestran conglomerados encontrados a

través de diversas profundidades del suelo afectado.
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Tabla 3 Parametros fisico - quimicos de los suelos de Pueblo Viejo con

distintas temperaturas.

Temperatura MO Fosfatos Nitratos Arena Limo Arcillas
(°C) pH (%) (p-p.m.)  (p.p.m) (%) (%) (%)
27 7.55 98.65 6.069 278.166 35.64 21.28 33.08
42 7.77 16.19 1.413 386.268 39.64 31.08 29.08
50 8.04 14.32 1.359 628.37 27.64 41.28 31.08
54 7.79 1220 1.462 570.831 29.64 37.28 33.08

7.2 Composicion de las comunidades microbianas de Pueblo Viejo

El analisis de las lecturas de los espaciadores transcritos internos y secuencias
hipervariables revelo que las comunidades microbianas de Pueblo Viejo se

componen principalmente de poblaciones procariotas (Tabla 4).

De manera general se determinaron 23 Phyla procariotas, de los cuales 21
corresponden a bacterias, y unicamente dos, Euryarchaeota y Thaumarchaeota a

arqueas, taxa presentes en todas las muestras.

Los phyla bacterianos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Acidobacteria y Gemmatimonadetes son los grupos predominantes en el suelo
control con abundancias del 38.12, 11.87, 9.87, 7.84, 6.44 y 6.15%,

respectivamente.

Si bien, a 42 °C los 6 phyla bacterianos mencionados anteriormente contindan
siendo los mas abundantes, algunos de estos grupos disminuyeron sus

abundancias.
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Es asi que a 42 °C los taxa Firmicutes (13.03 %), Actinobacteria (15.21 %) y

Gemmatimonadetes (8.15%) incrementan sus porcentajes (Figura 5a).

De manera interesante, el phylum Firmicutes fue el grupo de mayor abundancia en
temperaturas de 50 y 54 °C, pues fue representado con hasta el 51.36 % y 56.04

%, respectivamente (Figura 5a).

Asi mismo, el phylum Actinobacteria increment6é su abundancia en 54 °C pues a
esta temperatura su porcentaje fue del 17.13 %, de manera contraria al grupo
Proteobacteria que disminuyo sus abundancias con el incremento de las

temperaturas (Figura 5a).

Por otro lado, las comunidades fungicas encontradas en los suelos analizados
fueron representadas por los phyla Ascomycota, Mucoromycota, Basidiomycota,

Chythridiomycota y Olpidiomycota (Figura 5b).

De los 5 phyla fungicos, el phylum Ascomycota domina hasta los 50°C con el 98.25
% de las abundancias, asi como en 27 °C y 42 °C con el 74.14% y 99.45 %,
respectivamente, mientras que a 54 °C notablemente el phylum Mucoromycota es

el dominante con el 71.39 % de las abundancias relativas (Figura5b).

Tabla 4 Categorias taxondmicas de las comunidades microbianas de Pueblo

Viejo.

Comunidad Phyla Clases Ordenes Familias Géneros OTUs

Procariota 23 50 104 204 453 638

Fuangica 5 17 30 53 86 115
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Figura 5 Cambios en las Abundancias relativas de los phyla microbianos de
Pueblo Viejo a través de distintas temperaturas. El panel a muestra abundancias
relativas de bacterias y arqueas, mientras que el b muestras las abundancias de
hongos.
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7.3 Diversidad de las comunidades microbianas de Pueblo Viejo

Los indices de diversidad alfa a través de la riqueza de filotipos, indice de Simpson
e indice de Pielou, demostraron que las bacterias y arqueas son los organismos
dominantes en los suelos de Pueblo Viejo, pues sus indices de diversidad alfa

fueron superiores a los de los hongos (Tabla 5).

Asi mismos estos indices demuestran que existe una disminucion de riqueza de
OTUs mientras incrementa la temperatura, no obstante, este decremento no es tan
marcado en bacterias como lo es en hongos (Tabla 5, Figuras 6a- 6f), pues inclusive

a 42 °C se pueden apreciar abundancias similares con el suelo control (Figura. 5a).

Adicionalmente, un analisis de similitud entre las comunidades (diversidad beta) con
distintas temperaturas demostré que las comunidades microbianas asociadas a 27
y 42 °C son muy similares pues comparten un indice de similitud de Bray- Curtis de
0.1573 con 103 OTUs compartidos (Figuras7a y 7b), ademas, los indices de
diversidad alfa son muy similares entre las comunidades procariotas en estas

temperaturas (Tabla 3).

Por otro lado, las comunidades fungicas demostraron ser menos termotolerantes a
través del incremento de temperatura, pues los cambios en los indices de diversidad
son reducidos de manera mas evidente a partir de los 42 °C (Tabla 5, Figuras 5b
y6c-6f). Asi mismo, el numero de OTUs fungicos compartidos entre las 4
temperaturas es menor que los procariotas, ya que de los 256 OTUs compartidos
unicamente 26 son hongos (Figura 7b). Lo anterior demuestra la dominancia de las

poblaciones procariotas en los suelos de Pueblo Viejo.
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Tabla 5 indices de diversidad alpha de las comunidades microbianas de

Pueblo Viejo.
Comunidad indice 27 °C 42 °C 50 °C 54 °C
Riqueza 495 468 403 357
Procariota Simpson 0.982 0.980 0.954 0.943
Pielou 0.773 0.764 0.663 0.632
Riqueza 114 83 51 42
Fuangica
Simpson 0.915 0.706 0.555 0.474
Pielou 0.703 0.358 0.333 0.305
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a 50 54 42 27

0.6232

Indice de Bray-Curtis

é 0.1573

Figura 7 indices de diversidad beta de las comunidades microbianas de
Pueblo Viejo. La seccion a muestra los indices de Bray- Curtis mientras la parte b
muestra un diagrama de Venn con los OTUs compartidos y unicos entre los suelos
con distintas temperaturas.
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7.4 Correlacion entre los taxa microbianos y variables ambientales

El analisis de correspondencia canénico (CCA) se llevé a cabo con la finalidad de
establecer una correlacion entre las variables ambientales y las abundancias de

algunos taxa procariotas y fungicos.

Para dicho andlisis la textura del suelo no fue considerada, pues a pesar de
variaciones en el contenido de arena, limo y arcillas de las muestras analizadas, los
porcentajes de estos componentes establecen a estos suelos como franco-

arcillosos.

Asi mismo, a través del analisis de las variables fisico- quimicas los fosfatos
mostraron ser redundantes con la materia organica por lo cual estos nutrientes no

fueron mostrados en el CCA.

Es de este modo que el CCA demostré que en el caso de las bacterias y arqueas el
83.4 % de las variaciones de las abundancias se explican en el CCA1, mientras que

el CCA2 el 9.9 % de las variaciones (Figura 8a)

Para el caso de los hongos, el 37.74% de las variaciones de las abundancias son
explicadas en el CCA1, mientras que el 32.99 % en el CCA2 (Figura 8b).
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Figura 8 Analisis de CCA entre los géneros mas abundantes y variables fisico-
quimicas. El panel a muestra el CCA de procariotas mientras que el b muestra el

CCA de hongos.

44



7.5 Abundancia de las comunidades procariotas a través de las temperaturas

Al analizar los cambios en las abundancias de algunos de los géneros procariotas
en las distintas temperaturas, se registraron distintos grupos a través de un mapa

de calor (Figura 9).

Entre todos los grupos destaco el género Bacillus por las siguientes caracteristicas:
fue el taxon predominante en las 4 temperaturas e incrementd sus abundancias en
todos los rangos térmicos. Este género fue representado con el 11.12 % en 27°C,
13.38 % en 42°C, 53.60% en 50 °C, y el 61.18% en 54 °C.

Asi mismo el género Hyphomicrobium, fue una de las Proteobacterias con mayor

abundancia en 54°C representada con el 11.98 % (Figura 9).

De las Actinobacterias, el género Arthrobacter, representa el 1.42% de las
abundancias en 27 °C y se identificaron OTUs como Arthrobacter sp., A. ramosus,
A. humicola. En el grupo de las Proteobacterias los géneros Sphingomonas y
Steroidobacter, representan el 5. 32% y el 2. 65% respectivamente de las
abundancias relativas en 27 °C; los OTUs identificados para este grupo son
Sphingomonas sp., S. echinoides, y Steroidobacter sp. los cuales mantuvieron

abundancias similares entre 27 y 42 °C, y disminuyeron en 50 y 54 °C (Figura 9).

Otro grupo de bacterias con mayores abundancias en 27 °C, fueron los géneros
pertenecientes al taxon Flavisolibacter, OTU del phylum Bacteroidetes compartido
hasta los 50 °C, Defluviicoccus, Proteobacteria compartida hasta 42 °C, asi como
Rubrobacter, género del grupo Actinobacteria compartido hasta los 54 °C, con

decremento de abundancias (Figura 9)
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Asi mismo, otros géneros reportados como mesdéfilos fueron encontrados con mayor
abundancia en temperaturas fuera de este rango, entre ellos la Proteobacteria
Methylobacillus, que registré mayor abundancia en 50 °C, de la misma forma que el
género Nitrospira del phylum Nitrospirae, y Nitrososphaera, siendo este ultimo
perteneciente al phylum Thaumarchaeota con N. gargensis identificado dentro de

los OTUs de este género (Figura 9).

Por otra parte, otros géneros tal como Anaeromyxobacter, Preoteobacetria con
OTUs identificados como Anaeromyxobacter dehalogenans y Anaeromyxobacter
sp. mantuvieron sus abundancias similares a lo largo de las distintas temperaturas
(Figura 9).

7.6 Abundancia de las comunidades flingicas a través de las temperaturas

Al igual que los grupos procariotas, algunos géneros fungicos y sus cambios a

través de las temperaturas fueron establecidos en un mapa de calor (Figura 9).

Distintos grupos de hongos dominaron de manera diferencial a través de las
temperaturas, entre ellos se destacd la abundancia del género Fusarium en el suelo
control con el 34. 93% de las abundancias relativas (Figura 10), mientras que a 42

°C el género Aspergillus con el 91.76 % de las abundancias (Figura 10).

Claroideoglomus taxon del grupo Mucoromycota fue otro de los géneros de mayor
abundancia en 27 °C representado con 10.03 % de las abundancias y con
Claroideoglomus claroideum como el filotipo identificado (Figura 10). Seguido de
Claroideoglomus, Chlorophyllum género del Phylum Basydiomycota, fue el grupo
representado con el 6.33 % de las abundancias relativas en 27 °C, entre los filotipos

encontrados se registro la especie Chlorophyllum molybdites (Figura 10).

Por otra parte, entre otros grupos de menor abundancia que los previamente
mencionados en 27 °C, pero de igual forma claramente presentes en esta
temperatura, se encuentran Rhyzophydium, y Lobulomycetes. taxa del grupo

Chytridiomycota.
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Los organismos del grupo Chytridiomycota, tales como Rhyzophydium vy
Lobulomycetes presentes en el suelo con 27 °C, con el 1.53 y el 2.30 % de las
abundancias, respectivamente, disminuyeron sus abundancias en los suelos con

temperaturas superiores.

De igual manera el género Chaetomium, Ascomycota representado con el 1.12%
de las abundancias relativas en 27 °C se registré con menor abundancia en 42 °C

con el filotipo Chaetomium sp.

Por otro lado, algunos de los OTUs identificados dentro del género Aspergillus y con
incremento de abundancia a 42°C se encuentran los organismos: Aspergillus
terreus, Aspergillus tamarii y Aspergillus fumigatus, mismos que disminuyen su
abundancia en 50 y 54°C (Figura 10).

En el caso de las muestras identificadas en 50 °C, el género Penicillium tiene un
incremento de abundancia con el 26.33 % de las abundancias relativas (Figura 10),
con filotipos identificados como Penicillium crustosum, de igual manera que el
género Engyodontium con el 61.30 % de las abundancias relativas en esta

temperatura (Figura 10).

En temperatura de 54 °C domina el género Mortierella, identificandose filotipos
como Mortierella alpina y Mortierella sp. miembros pertenecientes al Phylum
Mucoromycota, asi como el género Cladosporium con el 14.36 % de las

abundancias relativas y el filotipo Cladosporium colombiae (Figura 10).
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Figura 9 Mapa de calor de géneros procariotas de mayor abundancia en Pueblo Viejo. El mapa muestra algunos
géneros procariotas encontrados en las muestras de suelo de Pueblo Viejo y sus abundancias en las distintas temperaturas
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Figura 10 Mapa de calor de géneros fungicos de mayor abundancia en Pueblo Viejo. El mapa muestra algunos
géneros fungicos encontrados en las muestras de suelo de Pueblo Viejo y sus abundancias en las distintas temperaturas
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7.7 Determinacion de termotolerancia de aislados bacterianos

En este trabajo fueron obtenidos 308 aislados bacterianos, de los cuales 157 fueron
obtenidos del suelo control y 151 del suelo afectado por los incendios. Todos los

aislados mostraron crecimiento a 30 °C (Figura 11).

Al realizar los ensayos de termotolerancia todos los aislados fueron resembrados
de 30 °C a 50, 55 y 60°C con la finalidad de evitar un tratamiento pre - condicional

con incremento de termotolerancia.

De acuerdo a la temperatura registrada en el suelo control (27°C) era esperado el
aislamiento de organismos mesdfilos, no obstante, también fue posible obtener
aislados capaces de crecer fuera de este rango de temperatura a través del suelo

control (Figura 11).

Los aislados del suelo control mostraron porcentajes de crecimiento del 12.10 % (19
aislados), 4.45 % (7 aislados) y el 3.82 % (6 aislados) en 50, 55 y 60 °C,
respectivamente (Figura10), mientras que los aislados del suelo afectado por los
incendios mostraron porcentajes de crecimiento del 37. 55 % (57 aislados), 16.55
% (25 aislados) y el 11.92 % (18 aislados) en 50, 55 y 60 °C, respectivamente
(Figura10).

Ademas, al realizar un analisis de proporciones, seguido de una prueba de x? con
una alpha de 0.005, se establecié que existen diferencias significativas entre los
porcentajes de aislados termotolerantes del suelo control y del suelo afectado
(Figura 11).

Por otra parte, a través del proceso de aislamiento también fue posible obtener
aislados fungicos, no obstante, no fueron considerados para los ensayos de

termotolerancia.
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Figura 11 Aislados bacterianos de Pueblo Viejo y su termotolerancia. La figura
muestra anillos con los porcentajes de aislados capaces de crecer en las distintas
temperaturas representados por diferentes colores, las porciones en gris oscuro
representan los porcentajes de aislados capaces de crecer en 50 °C, en gris claro,
en 55 °C y guinda los porcentajes en 60°C.

51



7.8 Identificacion de aislados bacterianos termotolerantes

La identificacion de los aislados a través del gen ribosomal 16S y la amplificaciéon
parcial de este resultd en la identificacion de miembros pertenecientes a dos clados
bacterianos que incrementaron sus abundancias en los suelos afectados por los

incendios: Actinobacterias y Firmicutes (Figuras 5a y 10)

Dentro del grupo Firmicutes fueron identificados miembros pertenecientes al género
Bacillus, en especifico grupos dentro de los linajes de B. pumilus, B.subtilis y B.

cereus, entre otros capaces de crecer hasta 60 °C (Figura 12).

Si bien la amplificacion y secuenciacion de los genes ribosomales es una
metodologia usada de manera rutinaria en la determinacion taxonomica y
filogenética bacteriana (Kim & Chun, 2014) su uso carece de resolucion en linajes
estrechamente relacionados, tal como los mencionados con anterioridad. Es de este
modo que al tratarse de miembros pertenecientes a estos grupos se han utilizado
diferentes genes marcadores para distinguir entre especies de estos linajes (Wang
et al., 2007; Guo et al., 2012; Liu et al., 2013; Yu et al., 2017), asi mismo se ha
acudido al uso de indices generales relacionados al genoma (OGRIs) para concretar

una identidad taxonomica (Flores et al., 2020).

Es en este sentido que, al encontrarse aislados identificados como miembros de los
linajes de B. pumilus, B. subtilis y B. cereus, entre otros, y a que las amplificaciones
parciales pueden sesgar su filogenia, se decidié asignarlos unicamente como

integrantes del género Bacillus (Figura 12).

Por otro lado, entre los miembros pertenecientes al Phylum Actinobacteria fueron
identificadas cepas de los géneros Streptomyces, Amycolatopsis, Micromonospora,
Rhodococcus y Pseudarthrobacter, géneros que han sido reportados como
mesofilos de acuerdo con la base de datos BacDive (Reimer et al.,, 2019). No
obstante, en este trabajo se registra su crecimiento hasta 60 °C (Figura 12) con

cambios fenotipos a través de las temperaturas (Figuras 13-15).
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Figura 12 Arbol filogenético de algunos aislados termotolerantes de Pueblo
Viejo. La figura muestra el arbol filogenético obtenido a través del gen ribosomal
16S de algunos aislados de Pueblo Viejo, el flograma esta dividido en dos grupos
principales: Actinobacterias (gris) y Firmicutes (Azul). Los aislados identificados son
destacados con marcas guindas atendiendo a su termotolerancia, guinda oscuro
(crecimiento a 60 °C), guinda intermedio (crecimiento a 55 °C), y guinda claro
(crecimiento a 50 °C). El arbol fue obtenido en el programa MEGA 7 a través de un
analisis de 1000 bootstrap y el método de maximum likelihood. La figura muestra
unicamente en circulos grises porcentajes iguales o mayores al 90% de los
Bootstrap.
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Figura 13 Algunos aislados termotolerantes de Pueblo Viejo y su crecimiento
a 30 °C. Las primeras 5 fotografias (a, b ¢, d y ) muestran algunos aislados del
suelo control, mientras las cajas restantes (f, g, h, i, j, k, I, m, n, A, 0, p, q, y r)
muestran algunos aislados del suelo afectado.
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Figura 14 Algunos aislados termotolerantes de Pueblo Viejo y su crecimiento
a 50 °C. En las fotografias es posible apreciar el crecimiento de los mismos aislados
mostrados en la figura 13 con el mismo orden (a-e aislados suelo control, f-r aislados
del suelo afectado) pero con cambios en su morfologia a 50 °C.
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Figura 15 Imagen compuesta de Bacillus termolerantes de Pueblo Viejo. En las
fotografias a y b es posible apreciar la morfologia de un aislado del suelo control
identificado como Bacillus sp. 27323.2 cultivado a 30 y 50 °C, respectivamente,
mientras que en las figuras ¢ y d se aprecia la morfologia de un aislado del suelo
afectado identificado como Bacillus sp. 42334.2. N6tese que en los paneles c y d,
las células bacterianas cultivadas a 50 °C estan inmersas en un posible
revestimiento de exopolisacaridos, cobertura no apreciable en las bacterias
cultivadas a 30 °C.
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8 Discusioén

8.1 La temperatura afecta de manera positiva y negativa algunas propiedades
fisico- quimicas del suelo

En este trabajo el porcentaje de arcillas, asi como el alto contenido de materia
organica son similares a suelos de humedales (Wei et al., 2020) y suelos generados
a través de procesos de sedimentacion (Munroe, 2012), datos que pueden ser

relacionados con origen del suelo de Pueblo Viejo.

Por otro lado, de acuerdo con Alcafiz et al. (2018) los suelos afectados por
incendios suelen cambiar sus propiedades fisicoquimicas, el pH de los suelos
expuestos a incendios tienden a cambiar su pH, disminuir el contenido de materia
organica y fosfatos, asi como cambiar su textura, si alcanza temperaturas arriba de
500 °C.

Al analizar la textura del suelo afectado por los incendios y compararla con el suelo
control se encontrd que los porcentajes de arena, limo y arcillas clasifican a ambos
tipos de muestras edaficas como franco-arcillosas (Tabla 3), por lo cual se infiere
que las temperaturas alcanzadas en los incendios no fueron suficientemente altas
para cambiar la textura del suelo, pues el tipo de ignicidon en Pueblo Viejo fue del
tipo “humeante”, es decir una combustidon lenta dependiente de la cantidad de

materia organica que pudo no haber excedido los 500 °C (Rein, 2013).

De manera contraria a la textura, otras propiedades del suelo mostraron ser
afectadas de manera positiva y negativa ante el incremento de temperatura, es de
esta forma que en las muestras afectadas por los incendios se detectd un
incremento en el pH y nitratos, asi como reduccién en el contenido de materia

organica y fosfatos respecto al suelo control (Tabla 3).
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Como resultado del proceso de combustion lenta se infiere que el contenido de
materia organica y fosfatos en Pueblo Viejo es reducido debido al proceso de
volatilizacion a través de grietas y porosidades, asi como la transformacién en

material pirogénico (Gonzales- Pérez, et al., 2004; Certini, 2005; Rein, 2013).

Por otro lado, a través del proceso de ignicion son generados diversos compuestos
de combustion y oxidacion total y parcial, lo que permite un incremento en el pH al
incorporarse diversos cationes (Certini, 2005; Thomaz et al., 2014; Wohlgemuth et
al., 2018), es asi que se aprecian valores de pH mas alcalinos en las muestras

afectadas por los incendios en Pueblo Viejo.

Asi mismo, el alto contenido de nitratos encontrado en los suelos analizados (Tabla
3) también se ha encontrado en pastizales con actividad de procariotas oxidantes
de amonio (Clark et al., 2020). Interesantemente, las concentraciones de nitratos
en el suelo afectado por los incendios en Pueblo Viejo mostraron un incremento,
comparados con la muestra control (Tabla 3), este aumento de nutrientes se ha
documentado en otros suelos afectados por incendios (Kucuk & Kahveci, 2020;
Prendergast-Miller et al., 2020). Betts & Jones (2009) asi como Prendergast-Miller
et al. (2020). sugieren que el incremento de nitratos en suelos que han sido
expuestos a un proceso de combustion es debido a la baja competencia de amonio
entre microorganismos y vegetacion lograndose de esta forma aumento en la tasa

de nitrificacion.

Recientemente Yu et al. (2020), a través de la evaluacion de expresion del gen
amoA en ensayos de mesocosmos adicionados con material pirogénico de origen
vegetal, lograron documentar incremento de nitratos y actividad del gen amoA de
procariotas. Debido a lo anterior, se sugiere que el incremento de nitratos en el suelo
afectado por incendios es debido al incremento en la tasa de nitrificacion, asi como
a la disminucién de cobertura vegetal, ya que a una menor cobertura vegetal existe

mayor disponibilidad de estos nutrientes.
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Si bien el incremento de las temperaturas actu6 de dos formas en los valores fisico-
quimicos del suelo (Tabla 1) es necesario establecer mas ensayos para evaluar de
manera detallada los cambios en el ciclo de nutrientes de los suelos afectados por

la combustion en Pueblo Viejo.

8.2 Los organismos procariotas dominan las comunidades microbianas de
Pueblo Viejo

De manera general se encontrd que los taxa procariotas dominan las comunidades
microbianas de Pueblo Viejo pues estos grupos fueron los mas diversos en las

muestras analizadas (Tabla 5).

Los taxa bacterianos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Acidobacteria y Gemmatimonadetes de mayor abundancia en 27 y 42 °C han sido
reportados como los mas abundantes en suelos por Laubert et al. (2009) asi como
por Maron et al. (2018).

Ademas, los mismos phyla dominantes en 27 °C son encontrados en 42 °C, con
abundancias relativas muy similares (Figura 5a) y disminucién de algunas
abundancias. Tal como el grupo Proteobacteria, taxon que disminuyé su
abundancia relativa en 42 °C (Figura 5a). De acuerdo con Guo et al. (2020) el
phylum Proteobacteria puede llegar a ser el grupo dominante en ambientes con
temperaturas de hasta 45 °C, y en suelos afectados por incendios con severidad
baja (De Miera et al., 2020), es de esta manera que en este trabajo se establece la

dominancia de este phylum bacteriano hasta 42°C.

Asi mismo, entre las diferencias en abundancias mas destacables de 27 y 42 °C se
pueden sefialar a los phyla Actinobacteria y Gemmatimonadetes, taxa que
incrementaron sus abundancias en 42 °C (Figura 5a). Este incremento de
abundancias ya ha sido registrado en suelos expuestos a incendios (Prendergast-
Miller et al.,2017), y ha sido atribuido a un rol potencial de miembros de estos grupos
en la degradacién de compuestos pirogénicos, pues incrementan su abundancia en

presencia de estos componentes (Khodadad et al., 2011).
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En contraste, el suelo con 50 y 54 °C es dominado por organismos del phylum
Firmicutes pues a estas temperaturas representa el 51.36 y 56.04 % de las

abundancias relativas (Figura 5a).

De acuerdo con De Miera et al. (2020) el phylum Firmicutes es reportado como el
taxon de mayor abundancia en suelos afectados por incendios de mayor severidad
y su dominancia es atribuida a su capacidad de termorresistencia a través de la

formacion de endosporas.

Por otro lado, las comunidades fungicas encontradas en los suelos analizados
fueron representadas por cinco phyla, Ascomycota, Mucoromycota, Basidiomycota,
Chythridiomycota y Olpidiomycota (Figura 5b). Estos phyla ya han sido reportados

como parte del microbioma del suelo (Tedersoo et al., 2014).

El phylum Ascomycota ha sido definido como uno de los grupos de mayor
abundancia y riqueza en suelos (Egidi et al., 2019), asi mismo, ha sido reportado
como el phylum de mayor abundancia en suelos con alto contenido de materia
organica, tales como turberas (Liu et al., 2020), y como el de mayor abundancia en
suelos afectados por incendios (Huffman & Madritch, 2018). Los resultados del
presente trabajo demuestran que este phylum es dominante en el suelo control, asi

como en temperaturas de 42 y 50 °C (Figura 5b).

Adicionalmente, el phylum Ascomycota ha sido reportado como dominante en
sistemas de composta a través de sus distintas etapas de maduracion, entre
miembros de este grupo se han detectado Aspergillus fumigatus, asi como diversas
especies del género Penicillium y su capacidad de degradar complejos compuestos
tales como la lignocelulosa (Lopez-Gonzalez et al., 2015; Tian et al., 2017), géneros

con OTUs encontradas el presente trabajo (Figura 10).

Por otro lado, en este trabajo se encontré una reduccion del phylum Basidiomycota
en los suelos afectados por los incendios (Figura 5b). Este grupo se ha establecido

como uno de los grupos mas sensibles en incendios (Holden et al., 2016), ademas,
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estos organismos son reconocidos por la degradacion de compuestos organicos
complejos recalcitrantes tales como la madera (Couturier et al.,, 2018).
Adicionalmente, se ha correlacionado de manera negativa la abundancia de este
grupo en estados de maduracion y etapas terméfilas en sistemas de composta (Tian
etal., 2017), por lo cual se propone que la disminucion de este grupo en las distintas

temperaturas en el suelo afectado es debido a su sensibilidad.

Por otro parte, e interesantemente, el phylum Mucoromycota fue el dominante en el
suelo con temperatura de 54°C (Figura 5b). De acuerdo con Bonfante & Venice
(2020) este phylum cuenta con miembros asociados a plantas como patdgeno,
simbionte o endéfito, ademas, es hospedero de bacterias y posee miembros
patdogenos oportunistas, asi como un amplio repertorio metabdlico en la

degradacion de diversos compuestos.

Por su parte, Melida et al., (2015), al realizar una comparacion de paredes celulares
entre miembros del grupo Ascomycota y Mucoromycota, encontraron que este
ultimo poseia un mayor contenido de quitina y complejos hetero-poliméricos

compuestos de fucosa y N-acetilglucosamina.

De acuerdo con Di Piazza et al. (2020), los cambios en la estructura de las
comunidades microbianas en sistemas de compostas pueden ser directamente
atribuidas a las temperaturas alcanzadas, ya que a través de las distintas etapas de
maduracidn se pueden encontrar organismos predominantes, asi como transitorios,
cuyo crecimiento y proliferacion es promovido por su termotolerancia. Es de este
modo que en este trabajo se postula que la dominancia en 54 °C por el phylum
Mucoromycota es transitorio debido a una mayor termoestabilidad en su pared
celular favorecida por una mayor termoestabilidad en su pared celular y su amplio
repertorio metabdlico, el cual podria permitirle ser dominante en suelos con bajo
contenido de materia organica tal como es el caso de los suelos de Pueblo Viejo
(Tabla 3).
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8.3 Los organismos procariotas poseen una mayor termotolerancia que los
hongos

El efecto directo e inmediato de los incendios sobre las comunidades microbianas
es determinado por las temperaturas alcanzadas las cuales puede llegar a alterar la
estructura de la comunidad a través de la supervivencia diferencial de
microorganismos sensibles y microorganismos resistentes (Adkins et al., 2020;
Certini et al.,, 2021) cuyo crecimiento y proliferacion es promovido por su

termotolerancia (Di Piazza et al., 2020).

En este trabajo, a través de los indices de diversidad alpha (riqueza, Simpson y
Pielou) y beta (Bray-Curtis) se exhibe que las bacterias y arqueas son los
organismos dominantes en los suelos de Pueblo Viejo en las distintas temperaturas

(Figuras 6 y 7; Tablas 4 y5), pero especialmente a 54°C.

Lo anterior demuestra que las comunidades procariotas poseen mayor
termotolerancia que los hongos, o, dicho de otra manera, las poblaciones fungicas
son mas sensibles a cambios de temperaturas tal como es demostrado en el trabajo
de Pérez -Valera et al. (2018).

8.4 Los incendios afectan de manera indirecta a las comunidades microbianas
de Pueblo Viejo

Ademas de los efectos directos sobre los microorganismos, debido a la temperatura,
los incendios también llegan modificar la estructura de las comunidades de manera
indirecta, pues se generan cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo
(Figura 16) (Certini et al., 2005; Certini et al., 2021).

Si bien el pH ha sido aceptado como uno de los mayores predictores de diversidad
microbiana tanto a escala continental (Lauber et at, 2009) como a escala global
(Delgado-Baquerizo et al.,2019) este no lo hace a escala local pues los valores

tienden a ser muy similares (Fierer et al., 2017).
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Es de este modo que diversos autores demuestran el efecto de diversas variables
sobre las comunidades microbianas a escala local, tales como como Tian et al.
(2017) quienes demostraron que variables como contenido de carbono y nitrogeno,

asi como la temperatura son los mejores predictores de la diversidad a escala local.

Asi mismo, Guo et al. (2020) evidenciaron que la temperatura puede ser uno de los
mejores parametros al estudiar las comunidades bacterianas asociadas a
manantiales termales a lo largo del sudeste de China, en lugar de otros parametros
tales como localizaciones geograficas pues lograron determinar grupos bacterianos
asociados a bajas temperaturas (45 °C), temperaturas moderadas (55-70 °C) y

altas temperaturas (70 °C).

De igual manera, Zhou et al. (2016) demuestran que la temperatura es una de las
mayores variables que explican la estructura y diversidad microbiana, pues tiene
una mayor correlacion con la diversidad microbiana, inclusive mayor que el pH, los
autores determinaron una correlacion del 67.4% para bacterias y 28.4% para
hongos, no obstante, en el trabajo realizado por los autores no se registraron

temperaturas mayores a 26.85°C.

En este trabajo los analisis de CCA demostraron que la mayoria de las procariotas,
asi como hongos de mayor abundancia en las diferentes temperaturas se
correlacionan de manera positiva con la materia organica y de manera negativa con
la temperatura, pues solamente algunos miembros de los phyla Firmicutes y
Mucoromycota se relacionan de manera positiva con el incremento de la

temperatura (Figuras 8a y 8b).

Ademas, al realizar otro analisis de correlacion a través de un andlisis de
componentes principales entre variables fisicoquimicas en conjunto con la
diversidad de procariotas y hongos (Anexo), se encontré6 que la diversidad es
agrupada con el contenido de materia organica y fosfatos, mientras que la
temperatura, los nitratos y el pH se agrupaban en otro cluster, es de esta forma que

se puede sostener que los incendios actuaron de manera directa e indirecta sobre
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la diversidad microbiana, de primer instancia afectaron negativamente a la
diversidad microbiana a través de las temperaturas alcanzadas, pero también a

través de los cambios fisico - quimicos (indirectamente) (Figura 16).

8.5 El incremento de temperatura favorecié la abundancia de algunos géneros
procariotas

De acuerdo con Auld & Bradstock (1996) las temperaturas registradas en el suelo
referido como afectado en Pueblo Viejo corresponden a temperaturas
documentadas en suelos post - incendios con antigiedad de hasta 19 dias en
verano, ademas, se sabe que los incendios subterraneos estan mejor aislados de
las pérdidas de calor que los incendios superficiales (Rein, 2013), es de esta forma
que se logran registrar temperaturas elevadas en los suelos afectados después del
proceso de combustién, tal como se infiere con las temperaturas reportadas en el

presente trabajo (Tabla 3, Figura 4)

En este trabajo se estudiaron los cambios en las comunidades procariotas y
fungicas del suelo afectado por incendios en Pueblo Viejo con temperaturas de 42,
50 y 54 °C y suelo sin afectar (27 °C).

A través de las distintas temperaturas diferentes grupos de abundancias fueron
encontrados, pero unicamente el género Bacillus incremento su abundancia en

conjunto con las temperaturas registradas (Figura 9).

La dominancia del género Bacillus ya ha sido reportada en suelos afectados por
incendios (Smith et al., 2008; de Miera et al. 2020), ademas el género Bacillus ha
sido documentado como uno de los géneros bacterianos de mayor diversidad y
versatilidad (Saxena et al., 2020). Asi mismo el incremento de su abundancia en
suelos afectado por incendios puede ser atribuido a su capacidad de degradar
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) generados de la combustion, pues se
ha documentado la degradacion e incremento de la abundancia de cepas del género
Bacillus en presencia de PAHs (Gupta et al., 2017; Galachyants et al., 2020), es de

esta forma que se presume de su dominancia en el presente trabajo.
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De manera similar al género Bacillus, el taxon Hyphomicrobium, con proteobacterias
compartidas entre las cuatro temperaturas registradas mostro incremento de
abundancia en 54 °C (Figura 9), este género ha sido reconocido por poseer
especies activas en el proceso de desnitrificacion (Martineau et al., 2015), por lo
cual el incremento de su abundancia en temperaturas podria estar favorecido por
los cambios en las propiedades del suelo tales como el incremento de nitratos en

temperaturas mayores de 27 °C (Figura 8a, Tabla 3).

Por otro lado, entre los géneros que mantuvieron sus abundancias relativas por
poco mutables entre las 27 y 42°C se destacan los géneros Arthrobacter
Sphingomonas y Steroidobacter, mismos géneros que reducen sus abundancias en
50 y 54°C (Figura 9), ademas el incremento de abundancias de algunos de estos
géneros también se ha reportado en suelos afectados por incendios (Whitman et
al., 2019; De Miera et al., 2020).

Asi mismo, pesar de que existen aislados identificados dentro del género
Arthrobacter capaces de crecer hasta 50°C (Sezen et al., 2020) y 55 °C la base de
datos de BacDive (Reimer et al., 2019) registra a cepas tipo de esta Actinobacteria
como mesofilas, tal como las Proteobacterias Sphingomonas y Steroidobacter. En
este trabajo se encontraron OTUs de estos géneros en temperaturas con 50 y 54
°C (Figura 9), si bien sus abundancias son menores que las encontradas en
menores temperaturas otros trabajos demuestran que es posible encontrar a estos
taxa bacterianos fuera de los limites mesdéfilos (Zhou et al., 2014; Jardine et al.,
2017; Sezen et al., 2020).

Entre otro grupo de mayor cuyas abundancias fueron mayores en 27°C fue
encontrado el género Flavisolibacter, Defluviicoccus, Rubrobacter, entre otros, con

abundancias menores a mayores temperaturas (Figura 9).

Especies pertenecientes a este género han sido aisladas de suelo cuyos rangos de
crecimiento optimo han sido reportado desde 10 hasta 37 °C (Yoon & Im, 2007; Lee

eta l., 2016). En los registros de OTUs compartidos se encontré que este género es
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representado por Flavisolibacter sp. cuyas OTUs son compartidas en 27, 42 y 50
°C. Si bien, miembros de este grupo taxonémico han sido reportados con estilo de
vida mesofilo su crecimiento fuera de este rango también podria estar favorecido
por los cambios en las propiedades del suelo ocasionadas por el los incendios, tales
como el pH y materia organica, pues su crecimiento ha sido reportado en pH desde
6 hasta 8 (Maeng et al., 2021).

Asi mismo Defluviicoccus, con OTUs identificados como Defluviicoccus sp. fueron
compartidos hasta 42 °C (Figura 9), proteobacteria reportada como mesodfila con
crecimiento optimo entre 25- 30 °C, y aislada de sistemas con alto contenido de
materia organica (Maszenan et al., 2005), con reportes de abundancias similares en
pH mayores de 7 (Ahn et al., 2009).

De manera similar el género Rubrobacter compartido entre las cuatro temperaturas
mostro mayor abundancia en 27 °C (Figura 9). Actinobacterias pertenecientes a este
grupo taxondmico han sido reportadas con crecimiento optimo dentro y fuera del
fuera del rango mesodfilo (Jurado et al., 2012; Norman et al., 2017), tales como como
Rubrobacter spartanus, bacteria capaz de crecer hasta 55 °C con la capacidad de
degradar una gran variedad de fuentes de carbono, asi como de crecer en pH desde
5 hasta 10 (Norman et al., 2017).

Es de esta forma que se sugiere que la disminucion de abundancias de géneros
como Flavisolibacter, Defluviicoccus, Rubrobacter, entre otros, en temperaturas
mayores a 27 °C es promovida por los cambios en las propiedades del suelo, tales

como la materia organica y el pH.

Por otra parte, géneros tales como Methylobacillus, registraron mayor abundancia
en 50 °C (Figura 9), a pesar de que esta Proteobacteria se define como mesdfila
(BacDive), trabajos de mesocosmos revelan su capacidad de crecer a esta
temperatura (Rai et al., 2020).
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Asi mismo, se encontraron géneros participantes en el proceso de nitrificacion tales
como Nitrospira y Nitrososphaera (Ushuki et al., 2017; Zhao et al., 2020), siendo
este ultimo encontrado con mayor abundancia en 50 °C (Figura 9). De acuerdo con
Zhalnina et al. (2014) el crecimiento 6ptimo de Nitrososphaera gargensis es de
46°C, no obstante, se ha cultivado y mostrado crecimiento a 50°C. Es de esta forma
que miembros identificados dentro de estos géneros, con OTUs tales como N.

gargensis son encontrados en este trabajo.

Por otra parte, grupos como Anaeromyxobacter con OTUs sin determinacién
especifica y Anaeromyxobacter dehalogenans mantuvieron su abundancia a lo
largo de las distintas temperaturas reportadas en este trabajo (Figura 8a). De
acuerdo a la base de datos BacDive (Reimer et al., 2019) esta proteobacteria es
mesofila, no obstante, de acuerdo a los datos de abundancias encontradas a través
de las temperaturas de Pueblo Viejo en podria plantear la idea de este género como
una deltaproteobacteria termdfila facultativa favorecida por los cambios en las

propiedades fisico- quimicas de los suelos afectados (Figura 8a)

8.6 El incremento de temperatura favorecié la abundancia de algunos géneros
fungicos en distintas temperaturas

Las abundancias de algunos géneros fungicos fueron marcadas a través de las
temperaturas, es de este modo que en 27 °C algunos de los géneros dominantes
fueron Fusarium, Penicillium y Aspergillus, en orden descendente de abundancias
(Figura 10), Ascomycetes ya reportados como miembros de mayor abundancia en
suelos (Egidi et al., 2019).

Ademas de la dominancia del grupo Ascomycota en 27 °C, el Phylum Mucoromycota
se representd en esta temperatura con el género Claroideoglomus y el filotipo
Claroideoglomus claroideum. Esta especie ha sido establecida como un hongo
micorrizico (Chiomento et al., 2019), debido a la carencia de vegetacién en las
muestras expuestas a los incendios se infiere su reduccion en suelos de Pueblo

Viejo.
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Asi mismo, con una menor abundancia en 27 °C, el Phylum Basydiomycota fue
registrado en esta temperatura con el filotipo Chlorophyllum molybditesespecie de

igual manera reconocida como hongo micorrizico (Liu et al., 2018).

Por otra parte, entre otros grupos de menor abundancia que los previamente
mencionados en 27 °C, pero de igual forma representados en esta temperatura se

encuentran Rhyzophydium, y Lobulomycetes.taxa del grupo Chytridiomycota.

Miembros del Phylum Chytridiomycota son comunes en suelos con un alto
contenido de humedad, asi como estanques temporales donde actuan como
saproétrofos de distintas fuentes de carbono (Davis et al., 2018), es asi que se

sugiere su registro en el suelo con 27 °C y mayor contenido de materia organica.

De manera similar al suelo control, el género de mayor abundancia del suelo con
42°C fue el género Aspergillus (Figura 10), de acuerdo con Mouchacca (2000) el
género Aspergillus cuenta con miembros tales como A. fumigatus, capaces de
crecer en un rango de temperaturas desde 12- 57°C han sido aislados y cultivados
de suelos que pueden alcanzar los 50°C (Grishkan, 2018), no obstante, su
crecimiento éptimo se encuentra entre 37 y 43°C por lo cual se sugiere que es el

género dominante en el suelo con 42°C.

De igual manera el género Chaetomium con el filotipo Chaetomium sp, Ascomycota
representado con el 1.12% de las abundancias relativas en 27 °C, se registrd con
menor abundancia en 42 °C (Figura 10). El filotipo Chaetomium sp. han sido aislado
de rizésferas de distintas especies vegetales, asi como saprofito de diversas fuentes

(Ruppavalli, et al., 2019) es asi que se sugiere su reduccién en 42 °C.

Por otro lado, el género Penicillium tiene un incremento de abundancia en 50°C
(Figura 10), con filotipos identificados como Penicillium crustosum. Figueredo et al.
(2019) aislaron y cultivaron organismos del género Penicillium de suelos con

temperaturas de 50 °C, ademas, el incremento de abundancia de este género de
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igual forma ha sido reportado en suelos afectados por incendios (Whitman et al.,

2019), es asi que se infiere su mayor abundancia a esta temperatura.

Adicionalmente, y de acuerdo con Awasthi et al. (2017) los géneros Fusarium,
Aspergillus y Penicillium pueden ser considerados saprofitos universales pues son
capaces de incrementar sus abundancias en diferentes compuestos organicos,
incluidos aquellos derivados de la pirdlisis, tal como puede ser el caso de los suelos

afectados por los incendios en Pueblo Viejo.

Asi mismo, entre los géneros con incremento de abundancias en 50 °C se destaco
el grupo Engyodontium taxon del Phylum Ascomycota con el 61.30 % de las
abundancias relativas en esta temperatura (Figura 10). Miembros de este género
han sido aislados de suelos con pH alcalinos (Long et al., 2021) por lo cual se
sugiere el incremento de abundancia en esta temperatura en la cual se registraron

los valores de pH mas altos (Tabla 3).

Por otro lado, en temperatura de 54 °C domina el género Mortierella, identificandose
filotipos como Mortierella alpina y Mortierella sp, de acuerdo con Oliveira et al.
(2015) el género Mortierella es capaz de crecer a temperaturas arriba de 50°C. El
género Mortierella es comun en suelos (Lima et al.,, 2020) ademas, posee una
amplia capacidad metabdlica (Al-Shammari et al., 2013), y se han registrado
incrementos de su abundancia en presencia de quitina (De Tender et al., 2019), es
de este modo que este género podria verse favorecido con restos celulares

reminiscentes.

Interesantemente el Ascomiceto Cladosporium fue de igual manera registrado en
54 °C con el 14. 36 % de las abundancias relativas con el filotipo Cladosporium
colombiae. Especies de este género han sido aisladas de muestras de suelo (Ma et
al., 2017), asi mismo se han reportado como degradadoras de compuestos tan
complejos como el pireno (Potin et al., 2004 ), por lo cual no se descarta esta posible

actividad en los suelos afectados por los incendios en Pueblo Viejo.
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8.7 Los aislados del suelo afectado demostraron mayor termotolerancia

Bausum & Matney (1965) trabajando con el termdfilo facultativo B. licheniformis
encontraron que muchas bacterias crecidas a 37° C rapidamente mueren al ser
transferidas a cultivos de 55 °C, no obstante, cuando las bacterias son pre -

incubadas a 49° y después transferidas a 55° la muerte celular no ocurre.

Asi mismo, Dowben y Weidenmuler (1968) mediante el incremento gradual de
temperatura y periodos de incubacion lograron que bacterias mesofilas fueran
capaces de crecer hasta 72° C. Es de esta forma que los autores de los 60s
concluyen que la termotolerancia puede ser generada a través de tratamientos de

pre - incubacion.

En este trabajo a manera de evitar promover la termotolerancia los aislados
bacterianos obtenidos fueron transferidos de 30 °C a 50, 55 y 60 °C sin ningun

tratamiento de pre- incubacion.

De manera general se detecté una mayor termotolerancia en los aislados obtenidos
a través del suelo afectado que del suelo control (Figura 11). De acuerdo a la
temperatura registrada en el suelo control (27°C) era esperado el aislamiento de
organismos mesofilos, es decir, bacterias con temperatura de crecimiento entre 20
y 45°C, de acuerdo con Schiraldi & De Rosa (2014), al menos para los aislados del
suelo control, no obstante, aislados del suelo con 27°C mostraron crecimiento a 50,

55 e inclusive 60 °C con diferencias significativas (Figura 11).

Si bien en el suelo control fueron encontrados aislados capaces de crecer fuera de
su rango mesdfilo (Figuras 11-15), podria establecerse que los suelos cuentan con
poblaciones de organismos termdfilos facultativos, conforme a la definicion de
Bausum & Matney (1965), pues son capaces de crecer en rangos de temperaturas

tanto de mesodfilos como de termofilos.
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Ademas, probablemente la presencia de termofilos facultativos en el suelo forma
parte del “microbioma banco” como taxa que bajo condiciones estresantes
incrementan su abundancia y desempefan roles claves en el restablecimiento de
estabilidad (Shade et al., 2014; Lin et al., 2020), tal como pudo haber sido el caso
de los aislados obtenidos de las muestras de suelo afectado por los incendios, pues
mostraron mayores porcentajes de crecimiento en temperaturas mayores a 30 °C,
con el 37.55 % (57 aislados), el 16.55 % (25 aislados) y el 11.92 % (18 aislados), a
50, 55 y 60 °C, respectivamente (Figura 11)

Ademas, al realizar un analisis de proporciones, seguido de una prueba de X2
demostré que existen diferencias significativas entre los porcentajes de aislados
termotolerantes (Figura 11). Es de este modo que puede establecerse que las
bacterias encontradas en los suelos afectados por los incendios poseen mayor

termotolerancia que las encontradas en el suelo control.

Por otra parte, a través del proceso de aislamiento también fue posible obtener
aislados fungicos, no obstante, no fueron considerados para los ensayos de
termotolerancia por diversas razones estratégicas. La primera, es que las
poblaciones bacterianas mostraron ser mayor parte de las comunidades
microbianas en los suelos de pueblo viejo; la segunda, es debido a que las
poblaciones bacterianas fueron los microorganismos que mostraron menor
afectacion ante los cambios de temperatura que los hongos; la tercera, debido a
que la abundancia de algunos taxa bacterianos fue favorecida por la temperatura; y
la cuarta y ultima, debido a que los hongos mostraron una menor tasa de
crecimiento a comparacion de las bacterias. Es de esta forma que los aislados
fungicos no fueron considerados en estos ensayos, no obstante, sin lugar a dudas
la evaluacion de la termotolerancia de estos microorganismos es actualmente
valorada pues parecen ser una fuente potencial de diversas biomoléculas

termoestables con aplicaciones industriales (Ja’afaru et al.,2020; Qin et al., 2020).
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8.8 La termotolerancia fue encontrada principalmente en dos taxa bacterianos

Al analizar la identidad de algunos de los asilados que mostraron termotolerancia
se encontré que estos pertenecen a dos taxa: Firmicutes y Actinobacteria (Figura
12), phyla que incrementaron sus abundancias en los suelos afectados por los

incendios (Figura 5a).

Si bien el incremento de abundancia de los taxa Firmicutes y Actinobacterias en los
suelos afectados por incendios ha sido atribuida a su capacidad de generar esporas
(Prendergast-Miller et al., 2017; De Miera et al., 2020), miembros de estos phyla de
igual forma han sido caracterizados como microorganismos con la capacidad de
degradar compuestos aromaticos generados en el proceso de combustion
(Whitman et al., 2019), es de esta forma que la identificacion de aislados de estos
grupos en suelos expuestos a incendios pudo haber sido favorecida (Figura 8a).
Ademas, el Phylum Actinobacteria ha sido reconocido como un taxon con una
amplia capacidad metabdlica la cual les ha permitido colonizar ambientes extremos
o mas alla de los limites permisivos para la mayoria de los organismos (Lewin et al.,
2016; Kurtboke, 2017), es de esta forma que miembros de este grupo tales como
Streptomyces y Arthrobacter han sido encontrados en ambientes oligotroficos
(Arocha-Garza et al., 2017), de igual manera que encontrados en los datos de
metagenomicos del presente trabajo (Figura 9) asi como en los aislados

identificados (Figura 12).

Asi mismo, de acuerdo con Battistuzzi & Hedges (2009) los Phyla Actinobacteria y
Firmicutes son dos grupos de bacterias pertenecientes al clado Terrabacteria cuyas
caracteristicas les permitieron lograr la transicion al ambiente terrestre con un alto
repertorio de adaptaciones ambientales tales como la desecacion, salinidad y
radiacién ultravioleta, por lo tanto, no es de extrafar que estos miembros sean
capaces de adecuarse a elevadas temperaturas, o dominar suelos afectados por
incendios, tal como ha sido reportados por Cobo-Diaz (2015) o De Miera et al.

(2020), asi como el presente trabajo (Figuras 5ay 11).
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Los aislados identificados en este trabajo demuestran que los géneros
Streptomyces, Amycolaptosis, Micromonospora, Rhodococcus y Pseudarthrobacter
(Actinobacterias) son capaces de crecer hasta 60 °C, al igual que el género Bacillus

(Firmicutes) con cambios fenotipicos a través de las temperaturas (Figuras 11 -15).

Diversos trabajos documentan el aislamiento de especies de estas Actinobacterias
del suelo y su crecimiento meséfilo (Gupta et al., 2020; Ma et al., 2020; Nicault et
al., 2020; Saygin et al., 2020; Teo et al., 2020), entre ellos destacan los que
describen su potencial como nuevo reservorio de compuestos bioactivos con un
amplio espectro de actividad (Hifnawy et al., 2020; Nicault et al. 2020), los que
revelan su capacidad para degradar complejos hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Song et al., 2011;Peng et al., 2020) y exhiben ensayos donde se prueba
su actividad como eficientes degradadores de complejos compuestos, tales como
la quitina y aromaticos de alto peso molecular (Ma et al., 2020; Xu et al., 2020).
Debido a lo anterior, las actinobacterias identificadas podrian ser favorecidas por
los cambios en las propiedades fisico - quimicas de los suelos afectados por los

incendios de Pueblo Viejo (Figura 16).

Por otro lado, entre los aislados Firmicutes fue posible identificar miembros
pertenecientes a los grupos de B. cereus, B subtilis y B. pumilus, entre otros Bacillus
(Figura 12), bacterias que al igual que los actinobacterias identificadas son de estilo

de vida mesdfilo con crecimiento 6ptimo a 30 °C.

Si bien se han catalogado a miembros de este género como mesofilos, diversos
trabajos demuestran que especies de este género son capaces de crecer a 45 °C,
tal como B. altitudinis (Shivaji et al., 2006), a 50 °C, tal como B. atrophaeus
(Nakamura et al., 1989), a 55 °C, tal como B. sonorensis (Palmisano et al., 2001), a
65°C, tal como como B. pumilus (Baltaci et al., 2017), e inclusive hasta 70 °C, tal
como B. licheniformis (Kumar et al., 2014) entre otros aislados obtenidos inclusive
de suelos templados (Marchant et al., 2002).
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De acuerdo con Hurtado-Bautista (2020), el género Bacillus presenta una
plasticidad fenotipica la cual le ha permitido adecuarse a distintos rangos de
temperatura es de este modo que inclusive en miembros de un mismo linaje pueden
apreciarse diferencias en normas de reaccion en las mismas temperaturas (Figura
12).

Ademas, a pesar de que la termofilia ha sido atribuida a este grupo como una
caracteristica de origen ancestral se ha encontrado que a través de la historia
evolutiva la termofilia se ha perdido y obtenido, es de esta forma que diversas
especies dentro de este género se diversifican a través de distintos rangos de

temperaturas (Hobbs et al., 2020).

Indudablemente el phylum Actinobacteria es un taxon compuesto por especies con
capacidades metabdlicas extraordinarias, ademas, al igual que el phylum Firmicutes
es capaz de generar endosporas como mecanismo de resistencia (Galperin et al.,
2016. Van Bergeijk et al., 2020), estrategia que ha sido atribuida como tactica para
superar incendios y dominar las comunidades de suelos afectados por estos (Smith
et al., 2008; De Miera et al., 2020). En este trabajo se demuestra que el suelo
alberga organismos termofilos facultativos que incrementaron su termotolerancia a

través de los incendios subterraneos (Figura 11).

Finalmente, aunque en este trabajo no se exploraron a fondo los nichos térmicos
que pueden llegar a colonizar estas bacterias o los mecanismos de termotolerancia,
como la produccion de exopolisacaridos (Donot et al., 2012), o la generacion de
pigmentos (Jagannadham et al., 2000), entre otros, fue posible apreciar diferencias

fenotipicas en el crecimiento en distintas temperaturas (Figuras12-15).

Sin lugar a dudas, la exploracion de los mecanismos detras de la termotolerancia
exhibida por los aislados bacterianos obtenidos, proporcionara de manera puntual
detalles sobre sus estrategias de adecuacién a las temperaturas elevadas, asi
mismo, definird su funcién en la estructura de las comunidades microbianas en

suelos.
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9 Resumen de resultados

e Los incendios subterraneos en Pueblo Viejo propiciaron cambios en las
propiedades fisico - quimicas del suelo y afectaron a las poblaciones
microbianas de manera directa e indirecta.

e Los procariotas dominan el suelo de Pueblo Viejo con 638 OTUs, mientras
que los hongos son representados con 115 OTUs.

e Las phyla Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria y
Bacteroidetes son los phyla bacterianos de mayor abundancia.

e Los indices de diversidad disminuyen mientras incrementa la temperatura.

e La abundancia de algunos taxa procariotas, Actinobacteria y Firmicutes, se
correlaciona de manera positiva con la temperatura.

e Las abundancias de la mayoria de las de las poblaciones fungicas se
correlaciona de manera negativa con la temperatura

e De los 753 OTUs determinados en el suelo de Pueblo Viejo se comparte un
nucleo de 256.

e El género Bacillus incrementa su abundancia en conjunto con la temperatura.

e El género Fusarium es el género mas abundante en suelos con 27° C
mientras que el género Aspergillus en 42, Penicillium en 50 y Mortierella en
54°C.

e Los aislados del suelo afectado exhibieron mayor termotolerancia.

e La termotolerancia fue encontrada en dos taxa bacterianos los cuales

incrementaron su abundancia en los suelos afectados por los incendios.
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Cambios en las abundancias de los phyla procariotas
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Figura 16 Modelo de cambios en las comunidades microbianas de Pueblo
Viejo en suelos afectados por incendios. La figura muestra variaciones de
temperaturas a través de un perfil de suelo afectado por los incendios, y los cambios
en los phyla microbianos, destacando aquellos de mayor abundancia. De acuerdo
con el esquema, la diversidad microbiana puede ser influenciada de manera directa
e indirecta por los gradientes de temperatura. De manera directa, la diversidad
microbiana se ve afectada debido a mortalidad. Asi mismo, la diversidad puede ser
influenciada de manera negativa, pues algunos microorganismos pueden escapar
de las condiciones estresantes a través de estructuras de resistencia, mientras que
otros son favorecidos debido a mecanismos de tolerancia, llegando a ser
dominantes, tal puede ser el caso de miembros pertenecientes a los taxones
Firmicutes y Actinobacterias. Por otro lado, la perdida de diversidad también puede
ser influenciada por los cambios en las propiedades fisico - quimicas del suelo, se
sugiere que ademas de la perdida de diversidad en las comunidades fungicas,
debido a una menor termotolerancia que los organismos procariotas, esta pudo
haber sido igualmente influenciada por la disminucion de MO llevando a algunos
grupos de hongos a emplear otras fuentes de carbono tales como restos celulares,
estrategia posiblemente empleada por taxa del phylum Mucoromycota en 54 °C.
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10 Conclusion

Los incendios subterraneos en suelos de Pueblo Viejo favorecen la adecuacion de

taxa microbianos termotolerantes.
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11 Perspectivas

Con la finalidad de estudiar los mecanismos detras de la plasticidad fenotipica y
capacidad metabdlica de los aislados termotolerantes, asi como su papel
modulando comunidades microbianas ante diversos tipos de estrés, se propone el

siguiente proyecto y objetivos:

“Evaluacion de las actividades metabdlicas de aislados termotolerantes como

modulares de comunidades microbianas ante diversos tipos de estrés”

e Explorar mecanismos de termotolerancia y termorresistencia de los aislados
obtenidos de suelo de Pueblo Viejo.

e Analizar las capacidades metabodlicas de los aislados termotolerantes
expuestos a distintas temperaturas y sustratos pirogénicos.

e Examinar los mecanismos de los aislados termotolerantes como
moduladores de comunidades microbianas expuestas a diversos tipos de

estrés.

Asi mismo, debido a las caracteristicas de las Actinobacterias y Firmicutes que les
permitieron colonizar el ambiente terrestre, y a la termotolerancia de los aislados
obtenidos pertenecientes a esto phyla, se propone el siguiente trabajo y objetivos

con la finalidad de explorar las capacidades de promocién del crecimiento vegetal:

“‘Analisis de aislados termotolerantes como bacterias promotoras del crecimiento

vegetal ante diversos tipos de estrés ambiental”

e Determinar los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal de los
aislados termotolerantes.

e Evaluar los mecanismos de accion de los aislados termofilicos ante diversos
tipos de estrés ambiental.

e Inocular plantas sometidas a diversos tipos de estrés con aislados
termotolerantes y analizar sus capacidades como PGPB.
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Anexo 1Analisis de Componentes Principales entre las variables ambientales
y la diversidad microbiana. El diagrama muestra las variables agrupadas por dos
colores en donde la diversidad de organismos procariotas y hongos se relaciona de
manera positiva con las concentraciones de materia organica y fosfatos, y de
manera negativa con el incremento de temperatura, nitratos y pH.
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