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4 Resumen

El suelo es uno de los ecosistemas mas diversos, su microbioma representa el mayor reservorio
de biodiversidad en el mundo. Estos cumplen varias funciones esenciales para diversos
ecosistemas. Sin embargo, esta diversidad se ve amenazada por actividades antropogénicas.
En Guatemala no se cuenta con informacién sobre el estado del microbioma de los suelos y los
impactos que la perturbacion puede tener en estos sistemas. El objetivo del proyecto era evaluar
los efectos de la perturbacion en la estructura y diversidad de las comunidades de bacterias en

los suelos de bosques de montanas de Zacapa.

Para ello se caracterizaron las comunidades de bacterias en tres areas del departamento de
Zacapa: Sierra de las Minas, Bosque Municipal de la Unién y San Diego. En cada sitio se
tomaron muestras en area de bosque y de plantaciones con diferentes tipos de vegetacion
asociada. Se utilizaron métodos de metataxononia y bioinformatica para poder catacterizar el
microbioma bacteriano de estos sitios. Submuestras fueron enviadas para analisis de contenido

carbono y nitrogeno.

Se determind que los filos mas abundantes en todos los sitios fueron Proteobacteria,
Acidobacteriota, Actinobacteriota y Firmicutes. En general se encontré diferencias
significativas en cuanto a riqueza y abundancia de especies de los diferentes sitios, usos de
suelo, tipo de vegetacion y cantidad de carbono o nitrogeno secuestrado. Los diferentes
manejos del suelo estan relacionados con la abundancia y presencia o ausencia de algunos taxa.
El bosque nuboso, el sistema menos perturbado, presentdé una mayor diversidad de

comunidades de bacterias y secuestro de carbono.

Palabras clave: Comunidades de bacterias, metataxonomia, bosque nuboso, plantaciones,
carbono.
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5 Abstract

Soil is one of the most diverse ecosystems, its microbiome represents the largest reservoir
of biodiversity in the world. They fulfill several essential functions for diverse ecosystems.
However, this diversity is threatened by anthropogenic activities. In Guatemala, there is no
information about the state of the soil microbiome and the impacts that disturbance can
have on these systems. The main objective of the project was to evaluate the effects of
disturbance on the structure and diversity of bacterial communities in mountain forest soils

of Zacapa.

For this aim, bacterial communities were characterized in three sites of the department of
Zacapa: Sierra de las Minas, Bosque Municipal de la Unién and San Diego. At each site,
samples were taken in forest and plantation areas with different types of associated
vegetation. Metabarcoding and bioinformatics methods were used to determine the
bacterial microbiome of these sites. In addition, samples were sent for carbon and nitrogen

content analysis.

The most abundant phyla at all sites were Proteobacteria, Acidobacteriota,
Actinobacteriota and Firmicutes. In general, significant differences were found in species
richness and abundance among the different sites, soil uses, vegetation type and amount of
carbon or nitrogen sequestered. Different soil management is related to the abundance and
presence or absence of some taxa. The cloud forest, the least disturbed system, presented a

greater diversity of bacterial communities and carbon sequestration.

Keywords: Bacterial communities, metabarcoding, cloud forest, crop plantations, carbon.
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6 Introduccion

El microbioma se define como las comunidades de microorganismos (bacterias, hongos,
procariotas y virus) que habitan un espacio o ecosistema (Lederberg 2001). En los suelos,
el microbioma representa el mayor reservorio de biodiversidad en el mundo (Tripathi et
al., 2016) y cumple varias funciones esenciales para los diversos ecosistemas, como
reciclaje de nutrientes y descomposicion de materia orgénica (Herman et al., 2012; Jansson
& Hofmockel 2019). Ademads, se ha documentado que es esencial en los procesos

fisiologicos y bioquimicos para el crecimiento y salud de las plantas (Wei et al., 2019).

Cambios en parametros naturales como temperatura y precipitacion afectan la diversidad
de los microbiomas en los suelos (Rocca et al., 2019). Al mismo tiempo, presiones
antropogénicas como cambios en el uso de la tierra y deforestacion afectan factores
abidticos como el pH (Rousk et al., 2010; Zhalnina et al., 2015) y el contenido de ciertos
elementos esenciales en el suelo (Murty et al. 2002); lo que a su vez influye en la

composicion y diversidad del microbioma (Tripathi et al., 2016).

La composicion y estructura de las comunidades bacterianas en el suelo puede influir
directamente en el microbioma de organismos que habitan un ecosistema. Por ejemplo, se
sabe que la diversidad de microbiomas en el suelo estd relacionada con las comunidades
de bacterias en la piel de ciertos anfibios (Kueneman et al., 2014) lo cual les provee
proteccion contra patogenos emergentes. Estos cambios también pueden afectar al ser
humano. Blum et al. (2019) estudio la relacion entre el microbioma del suclo, la
urbanizacion y del sistema digestivo de los humanos y concluyé que ha habido un declive
en la diversidad alfa del microbioma del sistema digestivo, lo cual puede tener

consecuencias para nuestra salud.
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Anteriormente, los estudios de suelos se restringieron a la evaluacion de parametros fisicos,
quimicos y a la evaluacion de la presencia/ausencia de algunos microorganismos por medio
de técnicas de histologia, medios de cultivo o algunos marcadores moleculares. Con el
desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva, en especial las técnicas de
secuenciacion de nueva generacion se ha podido estudiar la complejidad del microbiota
presente en los suelos, asi como la expresion génica de los microorganismos y la

produccion de metabolitos (Sergaki et al., 2018).

En Guatemala no existe informacion sobre del microbioma de suelos, ni como este se puede
ver influenciado por los diferentes manejo y usos. El objetivo general del proyecto era
evaluar los efectos de la deforestacion en la estructura y diversidad de las comunidades de
bacterias en los suelos de bosques de montafia de Zacapa. Para ellos se tomaron muestras
en suelos con diferentes grados de perturbacion y uso. Se estandarizaron protocolos de
laboratorio para la extraccion, amplificacion y secuenciacion en masa de la region V3-V4
del gen 16S de las comunidades bacterianas asociadas al suelo. Los resultados fueron
analizados  bioinformaticamente  utilizando diferentes lenguajes y paquetes
computacionales. Este estudio generd informacion valiosa sobre la diversidad de bacterias
en suelos guatemaltecos con diversos usos y es un punto de partida para el uso de

herramientas de ADN ambiental y secuenciacién en masa.

7 Antecedentes

Los suelos son uno de los ecosistemas mas diversos en nuestro planeta, son ambientes
dindmicos, cuya composicion y estructura sirve como reservorio de una gran diversidad de
microbios. El conjunto de bacterias, hongos, virus y procariotas que lo habitan conforma
el microbioma del suelo (Lederberg & McCray, 2001). La ecologia de los suelos de

bosques se ha enfocado en estudiar las interacciones entre hongos y el ecosistema, sin

9
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embargo, también es necesario comprender el rol de las comunidades bacterianas y sus

interacciones con los demds organismos.

Las comunidades de bacterias en suelos de los bosques cumplen funciones importantes
para el ecosistema (Herman et al., 2012; Jansson & Hofmockel, 2020). La estructura de
estas comunidades esta influenciada por la disponibilidad de nutrientes de los diferentes
microhabitats que ocupan (e.g, raices, suelo, hojarasca, madera podrida) y las interacciones

bidticas con otros organismos (Lladé et al., 2017).

Se ha documentado que las comunidades de bacterias en suelos de bosques pueden
responder de diferentes maneras a los efectos del cambio climatico, como lo son niveles
elevados de dioxido de carbono (Norby et al., 2005; Schindlbacher et al., 2011;
Schindlbacher et al., 2015) o acumulacion de nitrogeno debido a manejo antropogénico del
suelo (Gschwendtner et al., 2016; Long et al., 2012). Sin embargo, esto solamente se ha
estudiado en algunos tipos de bosque y la respuesta de las comunidades bacterianas puede

variar dependiendo del ecosistema estudiado y las presiones a las que se enfrenta.

En Guatemala no existe informacion sobre del microbioma de suelos, ni como este se puede

ver influenciado por los diferentes manejo y usos.

8 Planteamiento del problema

La pérdida de biodiversidad de los microorganismos en los suelos puede ser perjudicial
para las demas especies que habitan en el ecosistema. Es importante describir la diversidad
de bacterias en suelos con diferentes usos o perturbaciones para determinar si existen
diferencias en cuanto a la diversidad de grupos taxonémicos (Doran & Zeiss, 2000). En
este estudio se determiné el impacto que perturbaciones de suelos naturales tienen en la

composicion de las comunidades de bacterias. Esto nos permitira entender de mejor manera
10



N e Direccion General “La Usac investiga para el
‘ % de Investigacion bienestar de las personas

Al & aig ”
u TRICENTENARIA Universidad de San Carlos de Guatemala y el desarrollo sustentable

i de San Carlos de

Informe final de proyecto de investigacion. Afio 2023

las consecuencias que estos cambios pueden tener en la salud del ecosistema y por ende en

la salud de los organismos que lo habitan, incluyendo a los seres humanos.

Para poder entender y conservar mejor estas comunidades, uno de los primeros pasos es
caracterizarlas y determinar de qué especies estan compuestos y como se relacionan con
su entorno. Hasta donde se sabe Guatemala no cuenta con informacion o estudios de
metagenomica sobre las comunidades de bacterias en el suelo de los bosques de montafia.
Es importante generar esta informacion para poder crear programas de conservacion acorde
a las necesidades de los ecosistemas y para preservar las interacciones que existen entre

organismos.

9 Marco teorico

9.1 Elsueloy su microbioma
Los suelos son uno de los ecosistemas mas diverso en nuestro planeta, son ambientes
dindmicos, cuya composicion y estructura sirve como reservorio de una gran diversidad de
microbios. Es un recurso natural no renovable el cual es fundamental para el desarrollo de
la vida en los ecosistemas terrestres, y en el cual se cumplen funciones importantes dentro
como la fijacion de nitrogeno, carbono, azufre y fosforo (Berhe et al., 2018), que son
esenciales para el crecimiento de las plantas (Barker & Pilbeam, 2016). La magnitud y
forma en la que interactian los procesos abidticos y bidticos definen la salud de los suelos,
siendo el microbioma el componente bidtico de mayor importancia en los procesos
bioquimicos que se llevan a cabo en este ecosistema (Frac et al., 2018; Jansson &

Hofmockel, 2020; Poveda-Coronel et al., 2018).

11
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El microbioma del suelo se define como el conjunto de microorganismo (bacterias, hongos,
virus y procariotas) que habitan el mismo (Lederberg & McCray, 2001). Estos son los
principales responsables de la degradacion de la materia organica y reciclaje de nutrientes,
seguidos de la mesofauna del suelo que incluye a lombrices y organismos detritivoros
(Moore et al., 1988). La ecologia de los suelos de bosques se ha enfocado en estudiar las
interacciones entre hongos y el ecosistema, sin embargo, también es necesario comprender

el rol de las comunidades bacterianas y sus interacciones con los demas organismos.

Las comunidades de bacterias en suelos de bosques cumplen funciones importantes para el
ecosistema (Herman et al., 2012; Jansson & Hofmockel, 2020). La estructura de estas
comunidades estd influenciada por la disponibilidad de nutrientes de los diferentes
microhabitats que ocupan (e.g, raices, suelo, hojarasca, madera podrida) y las interacciones
bidticas con otros organismos (Lladd et al., 2017). Las bacterias llevan a cabo varios
procesos esenciales, los cuales estan involucrados en el ciclo del carbono, nitrogeno
(fijacion de Nitroégeno) y fosforo. Estas pueden tener una relacion de comensalismo con
las raices de las plantas y las micorrizas de los hongos la cual es crucial para el
funcionamiento de varios procesos de reciclaje de nutrientes (Llad6 et al., 2017). Ademas

ayudan a la descomposicion de biomasa de plantas y animales muertos (Herman et al.,

2012; Jansson & Hofmockel, 2020; Llado et al., 2017).

Se ha documentado que las comunidades de bacterias en suelos de bosques pueden
responder de diferentes maneras a los efectos del cambio climatico, como lo son niveles
elevados de dioxido de carbono (Norby et al., 2005; Schindlbacher et al, 2011;
Schindlbacher et al., 2015) o acumulacion de nitrogeno debido a manejo antropogénico del

suelo (Long et al., 2012; Gschwendtner et al., 2016).

12
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A nivel mundial no se cuenta con suficiente informacion para realizar modelos predictivos
sobre como van a responder las comunidades. Por ello, es crucial caracterizar la diversidad
de bacterias en el suelo para comprender como los cambios en la estructura y composicion
de las comunidades de microorganismos pueden influir en las interacciones y procesos del

suelo que habitan.

9.2 Importancia de las técnicas de secuenciacion masiva en Metataxonémica

Con el desarrollo de las técnicas de secuenciacion de ADN se han dado avances en el
estudio y caracterizacion de los microorganismos (Cermak et al., 2020). Previo a la era de
la secuenciacion, el estudio de microorganismos se realizaba contécnicas de microscopia,
metabolitos y medios de cultivo que restringian el estudio de comunidades a los
microorganismos mas abundantes o bien que podian reproducirse en medios de cultivo,
ademas, limitando la seleccion de ciertos genotipos (Myrold & Nannipieri, 2014). Con el
desarrollo de la secuenciacion Sanger se hizo posible la lectura de la cadena de ADN con
lecturas milesnucledtidos de longitud y permitié secuenciar los primeros genomas de
Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli, hasta llegar a la secuenciacion del genoma
humano el cual demor¢6 13 afios (Kanavakis & Xaidara, 2001). Con el desarrollo de las
técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion (ej. Roche, Solexa, lontorrent e
Illumina) la velocidad de secuenciacién se incrementd y los costos por nucleotido
secuenciado disminuyeron drasticamente (Ambardar et al., 2016; Cox et al., 2010), en la
actualidad el genoma humano puede ser secuenciado en menos de 48 horas (ej. Novaseq).
Sin embargo, las longitudes de secuenciacion de nueva generacionson en promedio, de 150
nucleotidos, esto demanda a su vez alta capacidad computacional y métodos
bioinformaticos para procesar los millones de lecturas que generan los equipos (Ayyildiz

& Piazza, 2019; Gauthier et al., 2019).

13
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Con el desarrollo de los métodos de secuenciacion de nueva generacion surgio la ciencia
de datos dmicos que comprende el estudio del genoma de un organismo (gendémica), el
genoma de varios organismos simultdneamente (metagendmica), la expresion diferencial
del ARN mensajero (exémica), el estudio de las proteinas producidas por un organismo
(protedmica), el estudio sistemdtico del fenotipo (fendémica) o el estudio de los factores
ambientales que pueden afectar la expresion génica (exposdmica), entre otros (Santos et

al., 2020).

10 Estado del arte

10.9 Composicion y estructura del microbioma del suelo
En el estudio de Tripathi ef al.(2016) se caracterizaron los microbiomas bacterianos de
cinco diferentes tipos de bosques tropicales en Borneo. Los grupos de bacterias dominantes
en los bosques evaluados fueron Proteobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes,
Actinobacteria, Verrucomicrobia y Chloroflexi. Los analisis de la diversidad alfa y beta
permitieron establecer que existian diferentes tipos de comunidades bacterianas en cada
uno de los tipos de bosques tropicales evaluados. Asi mismo, se encontré que los phyla

mas abundantes fueron Proteobacteria y Acidobacteria.

En Puerto Rico, Rivera-Rivera & Cuevas (2020) estudiaron las variaciones del microbioma
bacteriano en bosques secos en la temporada lluviosa y seca. Encontraron que los grupos
de bacterias mas abundantes fueron Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes, Acidobacteria, ~Gemmatimonadetes,
Nitrospirae yVerrucomicrobia. En el estudio encontraron que la riqueza, diversidad y
equidad de los ensambles de bacterias se vieron impactados por los patrones de lluvia, de

tal manera que se apreciaron diferencias entre los ensambles de la época lluviosa y seca.

En un estudio que llevaron a cabo Liu et al. (2019), sobre la reduccion de micronutrientes

mediados por bacterias del suelo, encontraron que la degradacion de los ecosistemas
14
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produjo cambios significativos sobre la composicion y abundancia de las bacterias como
una respuesta a los cambios ambientales. Las bacterias mas abundantes en ecosistemas
conservados fueron Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Verrucomicrobia, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Nitrospirae,

Firmicutes y Crenarchaeota.

10.10 Degradacion del microbioma del suelo

La buena salud del suelo permite que el ecosistema sea mas resiliente a cambios y presiones
del ambiente. De acuerdo con el informe del estado de los recursos mundiales del suelo
(FAO, 2015; Oliver & Gregory, 2015) la salud de estos es fundamental en la seguridad
alimentaria. La degradacion del microbioma de este ecosistema es un problema a nivel
mundial que se ve agravado por la deforestacion, mal uso de agroquimicos y las practicas
de la agricultura intensiva y de monocultivos que se desarrollaroncon la revolucion verde

a mediados del siglo XX para cubrir la demanda mundial de alimentos (Figuerola et al.,

2015; Cassman et al., 2016).

De acuerdo con Kerfahi et al. (2014), la estructura de las comunidades de hongos en suelos
de Borneo se ha visto afectadas por cambios en el uso de la tierra. Tripathi et al. (2016)
encontrd6 que el microbioma en suelos de cultivo de palma africana difiere
significativamente del microbioma de los bosques naturales del sureste asiatico
registrandose una disminucién en la riqueza de microorganismos que los habitan.
Resultados similares se encontraron al estudiar las comunidades de bacterias asociadas a
suelos de la Amazonia que han sido transformados para agricultura y ganaderia (Navarrete
et al., 2015). Sin embargo, transformaciones en las précticas agricolas actuales pueden
tener impactos positivos sobre el microbioma, por ejemplo, se ha visto que practicas como
cultivos de sombra pueden ser beneficiosos para la diversidad de bacterias ya que el
porcentaje de la cobertura se ha relacionado con un aumento significativo de la abundancia

del microbioma (Kim ef al., 2020).
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11 Objetivos

11.1 General

Evaluar los efectos de la perturbacion en la estructura y diversidad de las comunidades de

bacterias en los suelos de bosques de montafas de Zacapa.

11.2 Especificos
e (Caracterizar las comunidades de bacterias en suelos de bosques de montafia de Za-

capa.

e Determinar si existen diferencias entre las comunidades de bacterias de suelos con di-
ferentes grados de perturbacion.

e Determinar si factores bidticos y abidticos influyen la composicion de las comunida-

des bacterianas de los diferentes sitios de muestreo

12 Hipotesis
La reduccion en la calidad de la cobertura vegetal y la mesofauna del suelo impacta sobre

los ensambles de bacterias del suelo, al reducir la riqueza y diversidad de OTUs o ASVs.
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13 Materiales y métodos

13.1 Delimitacion en tiempo y espacio

El proyecto tuvo una duracion de 11 meses, a partir del 1 de marzo al 31 de diciembre de
2023. El estudio se llevo a cabo en el departamento de Zacapa, al este de Guatemala (figura
1). El departamento de Zacapa posee una extension territorial de 2690 km? y se encuentra
asentado sobre la Sierra de El Merendon, la falla del Motagua y la Sierra de Las Minas.
Los sitios de muestreo fueron Finca El Olvido, Sierra de las Minas; Bosque Municipal de

la Unién y San Diego (figura 2, cuadro 1).
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Figura 1. Mapa de la republica de Guatemala mostrando el drea en el nororiente en donde se
llevaron a cabo los muestreos.
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Figura 2. Mapa del departamento de Zacapa mostrando los sitios (puntos negros) donde se
realizaron los muestreos.

13.2 Enfoque de la investigacion
El enfoque de esta investigacion era cualitativo y cuantitativo, en el cual se caracterizo la
composicion y estructura de las comunidades de bacterias de suelos con diferentes usos
(perturbacion) del departamento de Zacapa. A su vez se obtuvieron indices de
biodiversidad alfa y beta, y se obtuvieron estadisticos para determinar diferencias

significativas entre sitios de muestreo.
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13.3 Método

13.3.1 Colecta de muestras de suelo
En cada sitio se buscaron puntos con diferentes tipos de perturbacion. Desde bosques
intactos hasta parcelas utilizadas para cultivos de diferentes variedades. Se realizaron
cuadratos de 1 x 1 mts dentro de los cuales se midieron cuadros internos de 0.5 x 0.5 mts
(figura 3). Se tomo una submuestra en cada una de las esquinas del cuadrante grande y en
el centro de este. Estas submuestras se mezclaron como una sola muestra para obtener una
mejor representacion de las comunidades de bacterias. Las muestras fueron rotuladas y
trasladadas en hielo seco al Instituto de Investigaciones del Centro Universitario de Zacapa

donde se almacenaron a -80°C hasta realizar la extraccién de ADN.

& &3

&8 $3

Figura 3. Esquema de los cuadrantes utilizados para la toma de muestra. Las equis azules
representan los puntos en los cuales se tomaron las submuestras de suelo.

13.3.2 Protocolos de medicion de parametros fisicoquimicos del suelo

Las muestras fueron enviadas al laboratorio de analisis de suelos del Centro de Estudios
Ambientales y Biodiversidad de la Universidad del Valle de Guatemala para realizar
pruebas fisicoquimicas. Se obtuvieron datos de carbono y nitrogeno organico (%), la
densidad de suelo aparente (g/cc) y las toneladas carbono (tC/ha) y nitrogeno (tN/ha)

organico en suelo.
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13.3.3 Protocolos de laboratorio de Biologia Molecular

Extraccion de ADN de suelos con tratamiento PBS (Taberlet et al. 2018)

Para realizar la extraccion de ADN se realizo un pre-tratamiento de las muestras de suelo.
Para ello se pesaron 15 gms de las muestras obtenidas en campo, estas se colocaron dentro
de tubos Falcon estériles de S0mL y se les agreg6é 15 mL de buffer PBS (Buffer saturado
de fosfatos). Las muestras se mezclaron por 15 minutos para homogeneizarlas bien,
siguiendo las recomendaciones de Taberlet et al. 2018. Este primer paso es util para separar
las moléculas de ADN extracelular que puedan estar unidas a particulas del suelo cargadas
negativamente. Adicionalmente se agregd buffer PBS en un tubo estéril vacio. Este se tomo

como control negativo en cada set de extraccion.

Luego del pre-tratamiento se realizaron las extracciones utilizando el kit Qiagen DNeasy®
PowerSoil® Kit. Se utiliz6 el protocolo recomendado con las siguientes modificaciones:
las muestras se incubaron por 10 minutos antes de realizar la elucion final de ADN y se
eluy6 solamente en 100ul de buffer para que la muestra de ADN estuviera concentrada.
Las muestras se cuantificaron por métodos fluorimétricos utilizando un Qubit 4 (Thermo
Fisher) para determinar la cantidad exacta de ADN de doble hebra extraido (cuadro 4, en

apéndice).

Las muestras de ADN y controles negativos fueron enviadas a Macrogen Corea para ser
amplificados para las regiones V3-V4 del gen 16s utilizando los cebadores 5’-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3* 'y 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’. Las
muestras fueron secuenciadas en una celda de flujo Illumina® MiSeq y el proceso de
secuenciacion se llevé a cabo en un [llumina® MiSeq. Los datos de muestras crudas fueron

recibidos via correo electrénico y almacenamiento virtual.
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13.3.4 Protocolos de bioinformatica para el analisis de datos crudos y estadisticas

Preprocesado de las lecturas

Las lecturas crudas fueron procesadas con Cutadapt (Martin 2014) para remover los
cebadores V3 y V4 utilizados durante la amplificacion. Se permitid6 un error de
secuenciacion del 20%. Los andlisis bioinformaticos se realizaron en DADA?2 (Callahan et
al. 2016) Para esto se procesaron un total de 50 ficheros en formato FASTQ con la
informacion de secuenciacion. Los ficheros se procesaron en pares de lecturas “forward”
y “reverse”. Con DADA?2 se reviso la calidad de las secuencias, se cortaron las lecturas en
base al valor de Phred minimo de 30 y se filtraron para utilizar solamente los datos que

pasaran el control de calidad.

Posteriormente se eliminaron replicas y las secuencias quiméricas. Finalmente se realizd
la asignacion taxonomica, para ello se descargd la base de datos de Silva (Quast et al.,
2013) version 138 para identificar genes ribosomales 16S con una referencia de 99% de
identidad. Esto dio como resultado la base de datos de ASVs (variante de secuencia del
amplicon) con las secuencias ya asignadas a un grupo taxondémico. Se realizo un arbol
filogenético utilizando el paquete de R DECIPHER R (Wright 2016). Se carg6 un archivo
.csv con toda la metadata de campo y laboratorio para cada muestra. Por lltimo se cre6 un
objeto “phyloseq” que contenia toda la informacién taxondmica, el arbol filogenético y los

metadatos para cada muestra.
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Diversidad Alfa y Beta

Los analisis de diversidad se elaboraron utilizando el objeto phyloseq. Se crearon graficos
de abundancia por filos y familias para cada sitio y uso de suelo y para cada tipo de
vegetacion utilizando el paquete en el lenguaje R Phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013).
Las métricas de diversidad alfa estimadas fueron: Numero de ASVs observados en la
muestra, Indice de Diversidad de Shannon y de equidad de Simpson. En el caso de las
métricas de diversidad beta estimadas se utilizd las siguientes: similitud de Jaccard,
distancia UniFrac sin pesos y con pesos. En Phyloseq, se elaboraron analisis de
escalamiento multudimensional no métrico (NMDS) para visualizar los datos y diferencias

entre los sitios, usos del suelo y tipos de vegetacion muestreados.

Para evaluar si existe diferencias significativas en cuanto a la diversidad alfa de las
muestras de acuerdo con los metadatos se realizaron pruebas de Anova con pruebas post
hoc de Tukey y pruebas de Kruskal-Wallis con pruebas post hoc de Dunn. Para determinar
si existen diferencias entre las comunidades de bacterias de acuerdo con el sitio, el uso del

suelo o tipo de vegetacion se realizaron Analisis de Varianza Permutacional Multivariado

“PERMANOVA” en Vegan (Dixon, 2003).

Se construyeron curvas de rarefaccion para determinar si la profundidad de secuenciacion
habia sido suficiente para capturar a la mayor parte amplicones. Para esto se utilizo la tabla

de abundancias de ASVs, el arbol filogenético y los metadatos.

13.4 Recoleccion de informacion

13.4.1 Universo de estudio y tamafio de la muestra

El estudio se llevd a cabo en tres sitios de Zacapa (figura 2): finca El Olvido, Bosque
Municipal de La Unién y San Diego. En cada uno de los sitios (cuadro 1) se buscaron
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fragmentos del bosque en condiciones pristinas y areas sin cobertura vegetal natural o con

un diferente tipo de uso de la tierra para poder determinar las diferencias en cuanto la

metataxonomia. El uso de suelo (perturbacion) se clasificd como: bosque y plantacion. En

el caso del tipo de vegetacion esta se clasifico como el tipo de bosque o cultivo del sitio.

El tamano de la muestra para el estudio metataxondomico se selecciond con base en que este

tipo de estudios contiene alta fidelidad y no requiere un niumero alto de muestras técnicas

(Liet al. 2021).

Cuadro 1. Informacion de los sitios de colecta muestreados, el uso del suelo y tipo de

vegetacion asociada.

Id

muestra Sitio de Colecta Latitud Longitud Uso suelo Tipo Vegetacion
SM001 El Olvido, Sierra de las Minas 15.0570298 -89.8595544 Bosque Bosque nuboso
SM002 El Olvido, Sierra de las Minas 15.057511 -89.8586873 Bosque Bosque nuboso
SMO003 El Olvido, Sierra de las Minas 15.0582492 -89.8581424 Bosque Bosque nuboso
SMO004 El Olvido, Sierra de las Minas 15.0590484 -89.8577496 Bosque Bosque nuboso
SMO005 El Olvido, Sierra de las Minas 15.0596205 -89.8570821 Bosque Bosque nuboso
SMO006 El Olvido, Sierra de las Minas 15.056659 -89.860045 Plantacién Glisquil
SMO007 El Olvido, Sierra de las Minas 15.0565041 -89.8605786 Plantacién Glisquil
SM008 El Olvido, Sierra de las Minas 15.054554 -89.860434 Plantacién Maiz
LUOO1 Bosque Municipal La Unidn 14.9375482 -89.2756056 Plantacién Cafetal
LU002 Bosque Municipal La Unidn 14.9370521 -89.2768209 Bosque Bosque mixto
LU003 Bosque Municipal La Unidn 14.9345727 -89.2755313 Plantacién Maiz
LUO004 Bosque Municipal La Unidn 14.9443515 -89.2768063 Bosque Bosque nuboso
LUOO05 Bosque Municipal La Unidn 14.9462879 -89.2776833 Bosque Bosque nuboso
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LUOO06 Bosque Municipal La Unidn 14.9462929 -89.2776947 Bosque Bosque nuboso
LU007 Bosque Municipal La Unidn 14.950285 -89.279898 Bosque Bosque nuboso
LU008 Bosque Municipal La Unidn 14.9524779 -89.2772729 Bosque Bosque nuboso
LUO09 Bosque Municipal La Unidn 14.9599195 -89.2845402 Plantacién Maiz

LUO10 Bosque Municipal La Unidn 14.9615726 -89.2886202 Plantacién Cafetal

SD001 San Diego, Zacapa 14.770698 -89.744092 Bosque Pino

SD002 San Diego, Zacapa 14.770508 -89.744996 Bosque Pino

SD003 San Diego, Zacapa 14.770283 -89.745892 Bosque Pino

SD004 San Diego, Zacapa 14.771643 -89.743905 Bosque Pino

SD005 San Diego, Zacapa 14.772373 -89.74445 Bosque Pino

SD006 San Diego, Zacapa 14.789488 -89.745655 Plantacién Maiz

SD007 San Diego, Zacapa 14.787894 -89.758503 Plantacién Maiz

SD008 San Diego, Zacapa 14.787309 -89.763507 Plantacién Maiz

13.4.2 Laboratorios involucrados

El estudio se llevo a cabo en el Instituto de Investigaciones del Centro Universitario de
Zacapa. En el II-CUNZAC se realizaran los estudios metataxondmicos, de vegetacion y
entomoldgicos. El analisis de carbono se realizé en el laboratorio de carbono del Centro de
Estudios Ambientales y Biodiversidad de la Universidad del Valle de Guatemala. La
construccion de las bibliotecas de ADN y la secuenciacion Illumina se llevé a cabo en un

laboratorio comercial de analisis gendmico.
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13.5 Técnicas e instrumentos

Para el andlisis metataxondmico se utilizaron las técnicas moleculares descritas
previamente, como la extraccion y purificacion del ADN gendémico por medio del uso de
kit comerciales para suelo, la amplificacion del gen 16S, construccion de bibliotecas y

secuenciacion por sintesis con equipos Illumina.

13.6 Operacionalizacion de las variables o unidades de analisis

Cuadro 2. Objetivos y operacionalizacion de las variables o unidades de andlisis

Objetivo Variables

Caracterizar las Cuantificacion de ADN genomico (ng/ul).
comunidades de bacterias
en suelos de bosques de
montafia de Zacapa. Amplificacion y visualizacion productos ADN (geles de agarosa)

Integridad de ADN gendmico (geles de agarosa)

Calidad de las secuencias analizando los archivos con el paquete
DADA? y software Quiime

Identificacion de las bacterias utilizando las bases de datos para
16S de Silva.

Obtencion de abundancia relativa de los grupos identificados en
paquete Phyloseq.

Determinar si existen Obtencion de indices de biodiversidad alfa (Shannon, Simpson)
diferencias entre las y beta (Jaccard, UniFrac pesado y sin pesos).
comunidades de bacterias de

. Uso de herramientas estadisticas para determinar si las
suelos con diferentes grados

diferencias observadas son significativas (Kruskal-Wallis,

de perturbacion, Anova, PERMANOVA),

Determinar  si  factores Medicion de factores fisicoquimicos como las cantidades de
abidticos y bidticos influyen carbono y nitrégeno en las muestras. Asi como la cobertura y
en la composicion de las perturbacion de cada sitio.

comunidades bacterianas de
los diferentes sitios de
muestreo.

Uso de herramientas estadisticas para determinar si las
diferencias observadas son significativas (Kruskal-Wallis,
Anova, PERMANOVA, ANOSIM)
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13.7 Procesamiento y analisis de la informacion
Para analizar los datos obtenidos de las librerias de secuenciacion se utilizaron varias
herramientas bioinformaticas. Primero las muestras fueron descomprimidas utilizando
Cutadapt 2.10 (Martin, 2014) para obtener un set de muestras con el cddigo de barras
asignado y poder identificar las diferentes muestras. Para realizar los analisis de calidad y
filtracion de los archivos de secuenciacion se utilizo QIIME (Caporaso et al., 2010) y
DADA? (Callahan et al., 2016). Con el paquete de R Phyloseq (McMurdie y Holmes,
2013), se crearon graficas con datos de abundancia de los diferentes taxa encontrados. Asi
como para calcular diferentes indices de diversidad alfa y beta. Se realizaron andlisis de
varianza multivariado con permutaciones (PERMANOVA) utilizando VEGAN (Dixon,
2003) para determinar si existen diferencias significativas entre la diversidad beta y los

tratamientos.

14 Resultados y discusion

14.1 Resultados

Se realizaron graficos de abundancia de filos y familias por sitio y uso del suelo (bosque o
plantacion) (figura 4) y por sitio y tipo de vegetacion (figura 5). En el caso de filos es
Proteobacteria quien domina en todos los sitios, seguido por Actinobacteriota y
Acidobacteriota. Las muestras de San Diego también se caracterizan por presentar
abundancia del filo Firmicutes. Al analizar los graficos de abundancia por familias las mas

abundantes fueron Xanthobacteraceae, Gemmataceae y Bacillaceae.
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Figura 4. Abundancia de A. filos y B. familias por sitio muestreado y uso del suelo.
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Figura 5. Abundancia de A. filos y B. familias por sitio muestreado y tipo de vegetacion
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Para determinar si los analisis de secuenciacion fueron lo suficientemente profundos para
obtener la mayor parte de amplicones se realiz6 una curva de rarefaccion (Figura 6). Se
puede observar que todas las lecturas llegaron a la asintota, por lo que los datos generados

son confiables y la secuenciacion fue exitosa.
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Figura 6. Curva de rarefaccion de las muestras procesadas.

En cuanto a la diversidad alfa, se encontraron diferencias significativas para el indice de
Shannon (figura 7) entre los diferentes sitios de muestreo (F=7.214, p= 0.0039), asi como
para el tipo de vegetacion (F=3.175, p= 0.03), siendo la diferencia entre el bosque nuboso
y los cultivos de giiisquil. Para los diferentes usos de suelo no se encontraron diferencias
significativas (t =-1.6537, p = 0.1132). En cuanto al indice de equidad de Simpson (figura
8) no se observaron diferencias significativas en los diferentes sitios de muestreo (chi-
squared = 4.6832, p= 0.096), uso de suelo (W=55, p=0.2852) o tipo de vegetacion (chi-
squared = 12.941, p=0.02394).
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Figura 7. indice de Shannon (diversidad alfa) de los diferentes sitios y usos de suelo.
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Figura 8. Indice de equidad de Simpson de los diferentes sitios y usos de suelo.
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Los datos de diversidad beta de distancia de UniFrac indicaron que existen diferencias
significativas entre los tres sitios de muestreo tanto para UniFrac pesado (F=3.154, p>0.001)
como no pesados (F=1.902, p>0.001). Este patron se encontré también para las distancias
UniFrac entre los usos del suelo (F=5.33, p>0.001; F=2.42, p>0.001) y para las distancias
entre los tipos de vegetacion (F=3.027, p>0.001; F=1.717, p>0.001). Por ultimo, el indice
de similitud de Jaccard determind que existen diferencias significativas entre los sitios
(F=1.5969, p>0.001), el uso del suelo (F=1.55, p>0.001) y la vegetacion (F=1.367,
p>0.001).

Se realiz6 un NMDS utilizando la distancia de Bray-Curtis para determinar patrones en
cuanto a la composicion de las comunidades de bacterias y los diferentes sitios, usos del
suelo y tipos de vegetacion (figuras 9 y 10). Se puede ver una clara tendencia de
agrupamiento de las comunidades bacterianas de bosque y plantacion. En cuanto al tipo de
vegetacion también se puede observar que las muestras se agrupan dependiendo del tipo de

vegetacion (figura 10).

Uso suelo

» Bosque
0- ® Plantacion

NMDS2

Sitio

oL
u A sp

m Sm

-5.0 25 0.0 25 5.0
NMDS1

Figura 9. NMDS de los tres sitios muestreados por uso del suelo (bosque o plantacion).
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Figura 10. NMDS de los sitios muestreados y los diferentes tipos de vegetacion.

Se midi6 la cantidad de carbono y nitrégeno (cuadro 3, en anexos) en cada una de las
muestras. Se obtuvo cantidad de toneladas de los dos elementos por hectarea. En el caso del
carbono (figura 11) se encontr6 diferencias significativas en cuanto a los sitios de muestreo
(F=16.91, p>0.001). Siendo las diferencias entre San Diego y la Unién y San Diego y Sierra
de las Minas. Para los distintos usos del suelo no se encontr6 una diferencia significativa (t
= 1.5473, p = 0.1356). Por ultimo, para el tipo de vegetacion, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (F=11.17, p>0.001). Las pruebas post hoc indican que las
diferencias se encuentran entre el bosque nuboso contra cultivos de maiz y bosque de pino.

Siendo el bosque nuboso quien captura mas carbono.
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Figura 11. Toneladas de Carbono por hectarea en cada sitio de muestreo y en los diferentes
usos del suelo.

Se encontraron diferencias significativas (F=14.12, p>0.001) en cuanto a los sitios de
colecta y el nitrégeno (figura 12) del suelo. Siendo las diferencias entre San Diego y La
Unidén y San Diego y Sierra de las Minas. En el caso del uso del suelo no se encontraron
diferencias significativas entre bosque y plantacion (t = 1.1442, p = 0.2648). Por ultimo,
para los distintos tipos de vegetacion se encontraron diferencias significativas (F=3.721,
P=0.015), los analisis post hoc indican que las diferencias estan entre el bosque de pino y

el bosque nuboso, nuevamente el bosque unboso capturd mas toneladas por hectareas.
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Figura 12. Toneladas de Nitrogeno por hectarea en cada sitio de muestreo y en los diferentes
usos del suelo.

Se realizéd un andlisis de permanova para determinar si existen diferencias entre la
estructura de las comunidades de bacterias y el carbono o nitrégeno secuestrado. Para
ambos casos se encontraron diferencias significativas (carbono R2=0.82, p<0.001;

nitrégeno R2=0.73, p<0.001).
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14.2 Discusion de resultados

El objetivo del proyecto era evaluar los efectos de la perturbacion en la estructura y
diversidad de las comunidades de bacterias en los suelos de bosques de montafias de
Zacapa. Para ello se realizaron muestreos en tres sitios dentro del departamento, colectando
muestras de suelo con diferentes usos y tipo de vegetacion. Al realizar la caracterizacion
metataxondmica encontramos que el filo mas abundante en La Union y Sierra de las Minas
y el segundo mas abundante en San Diego fue Proteobacteria, el cual es bastante comtn en
suelos de diferentes ecosistemas (Chakraborty et al. 2022; Maheshwari & Sankar 2023).
Este filo esta compuesto por bacterias 35nal negativas, muchas de las cuales son fijadoras
de nitrégeno (Maheshwari & Sankar 2023), servicio ecosistémico crucial para la salud del
suelo. En San Diego el filo mas abundante fue Firmicutes, el cual se encontrd
especialmente en las parcelas de maiz y otros cultivos. Esto concuerda con estudios en los
que han determinado que Firmicutes es importante dentro de sistemas agroecologicos
cumpliendo funciones cruciales para el crecimiento, control biologico y/o biorremediacion

(Hashmi et al. 2020). Este filo se encontrdé en menor proporcion en el bosque nuboso.

Otros filos abundantes fueron Acidobacteriota y Actinobacteriota, este Gltimo se puede
encontrar en una variedad de habitats, desde el suclo, la rizosfera hasta ambientes marinos
y de agua dulce (Ul-Hassan & Wellington 2009). Bacterias asociadas a este filo son
importantes en el reciclaje de nutrientes del suelo (Siddharthan et al. 2022). En general los
cuatro filos mencionados estan asociados a distintas variedades de suelos alrededor del

mundo (Deng et al. 2018; Mhete, et al 2020; Maheshwari & Sankar 2023).

Al observar los graficos de las familias mas abundantes, se puede ver que
Xanthobacteraceae domina en todos los sitios. Estas bacterias son importantes en la fijacion
de nitrogeno (Oren 2014) y reciclaje de nutrientes en general. Por ejemplo, un estudio
determind que esta familia suele ser abundante en suelos con poco fosforo ya que estan
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relacionados con la ruta C-P liasa la cual funciona escindiendo fosfato de grupos
metilfosforados (Oliverio, et al. 2020) lo cual ayuda con la captura del elemento. Otras
familias abundantes fueron Gemmataceae y Bacillaceae, estd ultima encontrada en cultivos
en San Diego. Estas pertenecen al filo Firmicutes y como se menciond antes son

importantes dentro de los sistemas agroecologicos, especialmente el género Bacillus

(Rainer, 2020).

Se realizaron analisis de diversidad alfa y beta para determinar si existen diferencias entre
las comunidades bacterianas y los diferentes sitios, uso o vegetacion. En el caso de la
diversidad alfa se encontr6 diferencias significativas para el indice de Shannon entre los
diferentes sitios de muestreo y tipo de vegetacion. La mayor diferencia se encontr6 entre
los bosques nubosos y los cultivos de giliisquil. Existen varios factores que pueden
contribuir a estas diferencias entre la riqueza, primero la cobertura boscosa, en los cultivos
no habia ningun tipo de vegetacion creando sombra, se sabe que la luz UV y cambios en
temperatura puede afectar la estructura de las comunidades de bacterias en suelos (Rocca
et al., 2019). Cambios en otros factores abioticos como el pH y la humedad también estan
relacionados con diferencias en la estructura de las comunidades (Rousk et al., 2010;
Zhalnina et al., 2015; Rocca et al., 2019). Para el indice de analisis se encontr6 menor
diversidad en las plantaciones contra los bosques, sin embargo, las diferencias no fueron

significativas.

Se calcularon los indices de la diversidad beta para cada sitio de muestreo. Se encontraron
diferencias significativas entre los sitios, el uso del suelo y el tipo de vegetacion, tanto
para la distancia de UniFrac pesado como el UniFrac no pesado. Esto indica que los
distintos tipos de manejo del suelo crean diferencias en cuanto a la abundancia (UniFrac
pesado), asi como a la presencia o ausencia de ciertos taxa en las comunidades de bacterias
(UniFrac no pesado) de estos suelos. Esto se puede ver relacionado con las diferencias en
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manejo y factores abioticos entre los sitios, mayor radiacion solar, temperatura y cambios
en el pH van a estar relacionados con composicion de bacterias del sitio. Por ejemplo, se
ha encontrado que los cultivos de sombra pueden ser beneficiosos para la diversidad de
bacterias, aumentando la abundancia de estas (Kim et al. 2020). El indice de Jaccard
también demostrd diferencias significativas entre los sitios, el uso y el tipo de vegetacion.
Esto muestra que existen grupos de bacterias asociados a distintos usos de suelo y tipos de

vegetacion. Siendo los suelos de bosques nubosos los que presentan mayor diversidad.

El andlisis de NMDS determind que existen agrupamientos entre las comunidades de
bacterias encontradas en los diferentes tratamientos. Se puede observar que existen
agrupamientos por uso de suelo (figura 9) y tipo de vegetacion (figura 10). Cada
tratamiento se agrup6 cercanamente en las graficas, incluso el bosque nuboso de distintos
sitios tendio a estar mas cerca. Se puede ver un fuerte agrupamiento en los bosques de
pino y los diferentes cultivos. Lo cual confirma que la composicion de comunidades
bacterianas entre estos ecosistemas es diferente y muestra la importancia de su

conservacion.

Por tultimo, se midieron las cantidades de carbono y nitrégeno de cada muestra, se
encontraron diferencias significativas entre los sitios muestreados. En ambos casos fueron
los sitios de La Unién y Sierra de las Minas los que reportan mayor secuestro de carbono
y nitrogeno. Las muestras tomadas en bosques nubosos fueron reportadas con una cantidad
mayor de toneladas por hectarea, sin embargo, no se encontraron diferencias entre el
bosque y plantaciones en estos sitios. Los distintos tipos de vegetacion si presentaron
diferencias significativas para ambos elementos. En el caso del carbono las diferencias se
encuentran entre el bosque nuboso, contra cultivos de maiz y bosque de pino. Siendo los

bosques nubosos de la Union y Sierra de las Minas quienes capturan mas carbono. Para el
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nitrégeno se encontr6 que las diferencias estan entre el bosque nuboso y el bosque de pino,

siendo nuevamente el bosque nuboso el que captura mas toneladas por hectarea.

El andlisis de permanova para determinar si existen diferencias entre la estructura de las
comunidades de bacterias y el carbono o nitrogeno secuestrado fue significativo para todos
los tratamientos y para ambos elementos. Siendo el bosque nuboso el ecosistema que
capturé una mayor cantidad. Este bosque también presentd6 una mayor diversidad de
bacterias en sus suelos. Estos resultados muestran la importancia de la conservacion de
bosques pristinos para la captura de carbono y nitrégeno, lo que a su vez puede estar

relacionado con los microbiomas y los servicios ecosistémicos que estos brindan.

Los resultados encontrados en este proyecto resaltan la importancia de los bosques y
vegetacion asociada para la salud y diversidad del microbioma del suelo. La estructura de
las comunidades de bacterias es afectada por factores abidticos como la cobertura o tipo
de vegetacion, siendo menos diversas las comunidades en sitios perturbados. Esta pérdida
de diversidad puede tener un impacto en la salud del suelo y de los organismos que lo
habitan por tanto es crucial continuar caracterizando los microbiomas presentes en los

suelos del pais con el fin de conservarlos de manera dptima.
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15 Conclusiones

e Al realizar la caracterizacion de las comunidades bacterianas se encontr6 que los filos
mas abundantes fueron: Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriota y Firmicu-
tes.

e Al realizar la caracterizacion de las comunidades bacterianas se determiné que las fa-
milias mas abundantes fueron: Xanthobacteraceae, Gemmataceae y Bacillaceae.

e Se encontr6 diferencias significativas en cuanto a la riqueza de especies de bacterias de
los distintos sitios, los usos de suelo y tipo de vegetacion muestreados, siendo los bos-
ques los sitios menos perturbados y con mayor riqueza de especies.

e Los indices de diversidad beta demostraron que tanto la abundancia como la presencia
o ausencia de ciertos grupos se ve afectada por los distintos usos de los suelos y tipo de
vegetacion.

e En general los bosques nubosos presentaron mayor riqueza y abundancia de bacterias,

ademas de ser los ecosistemas con mayor captura de carbono y nitréogeno.
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16 Recomendaciones

Se recomienda realizar un estudio mas amplio con un mayor nimero de muestras. Evaluar
distintos bosques nubosos a lo largo del pais para tener una idea mas completa de lo que
estd sucediendo en cuanto a pérdida de habitat y diversidad de microbiomas. Asi como
muestrear otros ecosistemas a diferentes alturas, para determinar qué factores pueden llegar
a afectar la composicion del microbioma. Esto también permitiria caracterizar microbiomas
de diversos suelos a lo largo del pais. Por ultimo, se recomienda medir otros pardmetros
fisicoquimicos, como el pH del suelo para poder determinar si existe relacion entre las

comunidades de bacterias y estos factores.
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18 Apéndice

Cuadro 3. Base de datos, informacion de campo y datos de toneladas de carbono y nitrégeno

en el suelo
Sitio de . . Tipo Densidad|Carbono Nitrégeno

Id muestra Latitud Longitud Uso suelo iy (. -
Colecta Vegetacion|de suelo |organico en el jorganico en

smoor  [[ncaElONido ¢ honros | -80.850554  [Bosque P20 |1os 8552 7.73
Sierra de las nuboso
Finca El Olvido, Bosque

SM002 . 15.057511 -89.858687 Bosque 0.42 134.81 9.22
Sierra de las nuboso
Finca El Olvido, Bosque

SM003 . 15.0582492  |-89.858142 Bosque 0.60 115.75 9.96
Sierra de las nuboso
Finca El Olvido, Bosque

SM004 . 15.0590484 |-89.85775 Bosque 0.40 58.37 4.39
Sierra de las nuboso
Finca El Olvido, Bosque

SMO005 . 15.0596205 |-89.857082 Bosque 0.78 79.13 10.46
Sierra de las nuboso
Finca El Olvido, ., e

SMO006 . 15.056659 -89.860045 Plantacién |Glisquil 1.43 28.02 2.97
Sierra de las
Finca El Olvido, ., e

SM007 . 15.0565041 |-89.860579 Plantacién |Glisquil 0.96 59.70 5.13
Sierra de las
Finca El Olvido, » ,

SM008 . 15.054554 -89.860434 Plantacién |Maiz 0.73 79.94 9.65
Sierra de las
Bosque Municiy .,

LUOO1 ., 14.9375482  |-89.275606 Plantacién |Cafetal 1.02 71.72 5.46
La Unidn
Bosque Municiy .

LU002 ., 14.9370521 |-89.276821 Bosque Bosque mix|1.29 72.19 5.96
La Unidn
Bosque Municij ., ,

LUOO3 14.9345727  |-89.275531 Plantacién |Maiz 191 18.14 2.05

La Unidn
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”

Bosque Municiy Bosque

LU0O4 ., 14.9443515 |-89.276806 Bosque 1.13 82.47 5.94
La Unidn nuboso
Bosque Municiy Bosque

LUOOS ., 14.9462879 |-89.277683 Bosque 1.20 97.96 6.43
La Unidn nuboso
Bosque Municiy Bosque

LUOO6 ., 14.9462929 |-89.277695 Bosque 1.18 60.69 4.79
La Unidn nuboso
Bosque Municiy Bosque

LU0O7 ., 14.950285 -89.279898 Bosque 1.30 100.63 7.35
La Unidn nuboso
Bosque Municiy Bosque

LUOO8 ., 14.9524779 |-89.277273 Bosque 1.26 91.24 7.00
La Unidn nuboso
Bosque Municiy ., ,

LUOO9 ., 14.9599195 |-89.28454 Plantacién |Maiz 1.27 52.66 5.53
La Unidn
Bosque Municiy .,

LUO10 ., 14.9615726  |-89.28862 Plantacién |Cafetal 1.25 60.77 5.46
La Unidn
San Diego, .

SD001 14.770698 -89.744092 Bosque Pino 0.50 11.98 0.88
Zacapa
San Diego, .

SD002 14.770508 -89.744996 Bosque Pino 0.43 12.01 0.73
Zacapa
San Diego, .

SD003 14.770283 -89.745892 Bosque Pino 0.56 9.24 0.73
Zacapa
San Diego, .

SD004 14.771643 -89.743905 Bosque Pino 0.97 21.61 5.97
Zacapa
San Diego, .

SD005 14.772373 -89.74445 Bosque Pino 0.54 8.21 2.56
Zacapa
San Diego, ., i

SD006 14.789488 -89.745655 Plantacién |Maiz 0.19 16.61 1.13
Zacapa
San Diego, ., i

SD007 14.787894 -89.758503 Plantacién |Maiz 0.52 20.72 2.29
Zacapa
San Diego, ., i

SD008 7 14.787309 -89.763507 Plantacién |Maiz 0.60 22.96 1.99

acapa
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Cuadro 4. Sets de muestras para realizar extraccion de ADN y resultados de cuantificacion.

Muestra Set [ng/ul]
LU 002 1 Muy alto
LU 006 1 5.50

LU 007 1 2.67

LU 008 1 1.89

LU 009 1 0.967
LU 010 1 51.0

SM 002 1 8.84

SM 005 1 1.90

SM 006 1 2.31

B1 1 0.102
LU 002 rep 1 8

LU 006 rep 1 1.78

LU 007 rep 1 4.53

LU 008 rep 1 0.561
LU 009 rep 1 4.58

LU 010 rep 1 Muy bajo
SM 002 rep 1 159

SM 005 rep 1 0.763
SM 006 rep 1 0.859

B1 rep 1 0.117
LU 001 2 27.1

LU 003 2 Muy bajo
LU 004 2 3.85

LU 005 2 10.9

SM 001 2 6.49

SM 003 2 1.96

SM 004 2 53

SM 007 2 Muy alto
SM 008 2 0.211
B2 2 0.0530
LU 001 rep 2 4.60

49



vV

. ﬁ
U TRICENTENARIA

USAC

i de San Carlos de

e

Direccion General
de Investigacion

Universidad de San Carlosde Guatemala

“La Usac investiga para el
bienestar de las personas
y el desarrollo sustentable”

Informe final de proyecto de investigacion. Afio 2023

LU 003 rep 2 Muy alto
LU 004 rep 2 Muy bajo
LU 005 rep 2 2.32

SM 001 rep 2 12.5

SM 003 rep 2 2.71

SM 004 rep no eluyo 2 Muy bajo
SM 007 rep 2 Muy alto
SM 008 rep 2 0.235

B 2 rep 2 0.0940
SD 001 3 214

SD 002 3 14

SD 003 3 9.7

SD 004 3 10.6

SD 005 3 9.84

SD 006 3 13.5

SD 007 3 8.88

SD 008 3 28.4

SD BLANCO (B3) 3 Muy bajo
SD 001 rep 3 17.6

SD 002 rep 3 8.48

SD 003 rep 3 11.4

SD 004 rep 3 11.1

SD 005 rep 3 6.10

SD 006 rep 3 13

SD 007 rep 3 6.72

SD 008 rep 3 11.7

SD BLANCO (B3) rep 3 Muy bajo

*Muy alto / muy bajo: la cantidad de ADN es muy alta o baja para se detectada o cuantificada por

el aparato.
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Cuadro 5. Datos del proceso de filtracion, procesamiento y remocion de quimeras

percentage percentage

of input percentage of input

passed of input non- non-
sample-id |input filtered filter denoised |merged merged chimeric  |chimeric
#g2:types |numeric numeric numeric numeric numeric numeric numeric numeric
LU001 60961 57061 93.6 49778 33450 54.87 31241 51.25
LU002 51937 48704 93.78 42955 29252 56.32 27623 53.19
LU003 63491 59385 93.53 52404 36266 57.12 33866 53.34
LUo04 62256 58263 93.59 51272 35288 56.68 32805 52.69
LU0O05S 69693 65327 93.74 61125 44949 64.5 38156 54.75
LUOO6 67065 62711 93.51 54995 35890 53.52 32261 48.1
LUo07 67694 63357 93.59 56167 39077 57.73 35622 52.62
LU008 58680 54923 93.6 50070 36005 61.36 31738 54.09
LU009 63182 59290 93.84 52038 35567 56.29 32626 51.64
Luo10 66102 61924 93.68 53992 36923 55.86 33332 50.43
SD001 69060 65039 94.18 55788 35935 52.03 32791 47.48
SD002 74408 70014 94.09 59756 37263 50.08 34333 46.14
SD003 59540 56059 94.15 48397 30007 50.4 27863 46.8
SD004 69307 64697 93.35 53142 30011 43.3 27392 39.52
SD005 58473 54817 93.75 48622 34419 58.86 32152 54.99
SD006 73191 67652 92.43 57698 35139 48.01 30268 41.35
SD007 64861 60814 93.76 49945 29113 44.89 25487 39.29
SD008 61977 57632 92.99 49005 29151 47.04 23947 38.64
SM002 67266 62884 93.49 52514 30901 45.94 28784 42.79
SMO003 70076 65657 93.69 56775 38192 54.5 35816 51.11
SM004 68284 63871 93.54 55272 36871 54 33547 49.13
SMO005 67818 63484 93.61 54379 33933 50.04 30545 45.04
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SM006 72013 67368 93.55 54507 31199 43.32 26612 36.95
SM007 73438 68944 93.88 58205 36667 49.93 33622 45.78
SM008 70761 66576 94.09 58213 39875 56.35 36416 51.46

Cuadro 6. Resultados de los indices de diversidad alfa.

Ident Sitio_colecta Uso_suelo Tipo Shannon Simpson

Luoor | Bosque Municipal 1 by cion Cafetal 641166020 | 099611685
La Union

Luooz | Bosque Municipal | o o Bosque mixto | 640809247 |  0.99595646
La Union

LU003 Bosque Municipal | 5 o ion Maiz 6.35511289 0.99585756
La Union

Luoo4 | Bosque Municipal | o o Bosque nuboso | 6.41780038 | 0.99500862
La Union

Luoos | Bosque Municipal | o o Bosque nuboso | 5.76237308 |  0.99305733
La Union

Luooe | Bosque Municipal | o o Bosque nuboso | 6.41319405 |  0.99558237
La Union

Luoo7 | Bosque Municipal | o o Bosque nuboso | 6.06568132 | 0.99226467
La Union

Luoog | Bosque Municipal | o o Bosque nuboso | 5.98952395 |  0.99465162
La Union

Luoog | Bosque Municipal | o ion Maiz 6.21332112 0.9931096
La Union

LU010 Bosque Municipal | 5 o ion Cafetal 6.56180496 0.99726706
La Union

SD001 San Diego Bosque Pino 6.57651539 0.99566945

SD002 San Diego Bosque Pino 6.7839223 0.99793499

SD003 San Diego Bosque Pino 6.48008835 0.99715197

SD004 San Diego Bosque Pino 6.7112277 0.99753011

SD005 San Diego Bosque Pino 6.71251974 0.99769698

SD006 San Diego Plantacion Maiz 6.58105186 0.9951617

SD007 San Diego Plantacion Maiz 6.70016821 0.9971068

SD008 San Diego Plantacion Maiz 6.33613068 0.9945492

SM002 Finca El Olvido Bosque Bosque nuboso 6.65740676 0.99704032

SMO003 Finca El Olvido Bosque Bosque nuboso 6.49915296 0.99522637

SM004 Finca El Olvido Bosque Bosque nuboso 6.42920567 0.99606
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SMO005 Finca El Olvido Bosque Bosque nuboso 6.16523875 0.98733685
SM006 Finca El Olvido Plantacion Guisquil 6.88454738 0.99780991
SM007 Finca El Olvido Plantacion Guisquil 6.91504562 0.99796948
SM008 Finca El Olvido Plantacion Maiz 6.95461504 0.99791434

19 Vinculacion

Se colaboré con el Consejo Nacional de Areas Protegidas a través de la carta de
entendimiento entre el CONAP y el Centro Universitario de Zacapa para documentar la

biodiversidad de Guatemala.

La informacion generada es vinculante con el MAGA y el INAB para el desarrollo de
herramientas biotecnoldgicas que permitan restaurar el microbiota del suelo, especialmente

la relacionada con la mediacion de nutrientes para las plantas.

Los datos de carbono y nitrégeno fueron procesados en el laboratorio de carbono del

CEAB, Universidad del Valle de Guatemala.

20 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Los resultados y actividades del proyecto de investigacion se divulgaran a través de las
redes sociales del CUNZAC, en medios de comunicacion social, en congresos o sSimposios

y en revistas cientificas.
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21 Aporte de la propuesta de investigacion a los Prioridades Nacionales

de Desarrollo (PND) identificando su meta correspondiente:

Los resultados de esta investigacion corresponden a la prioridad nacional de desarrollo de
“Acceso al agua y gestion de los recursos naturales”. Hasta donde se tienen conocimiento este
es el primer estudio de metataxonomia y suelos de bosques en Guatemala. Se generaron nuevos
datos para la biodiversidad del pais, lo cual puede ser 1til para organizaciones como INAB y
CONAP para la toma de decisiones en planes de conservacion. Ademas, los protocolos seran
de uso libre y colaboran al desarrollo de las ciencias bioldgicas en el pais.

22 Orden de pago final (incluir unicamente al personal con contrato vigente al 31 de

diciembre de 2023)
Categoria Registro Procede
Nombres y (investigador de pago de Firma
apellidos /auxiliar) personal mes
(Si/ No)

Olga Alejandra Coordinadora 20201209 No @
Zamora Jerez

Angela Begonia Investigadora 20220684 No \
Barrios Palacios )

Milton Valerio Investigador 20140117 No J
Urzua Duarte e
Luis Fernando Auxiliar 20230606 No

Chicojay de Le6n %
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23 Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el
desarrollo de los proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de
Investigacion, articulos 13 y 20, deja constancia que el personal contratado para el
proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a satisfaccion con la entrega de
informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago correspondiente.

Olga Alejandra Zamora Jerez

Fecha: 29/02/2024

24

Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o
Coordinador de investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el
aval al presente informe mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el
nombre del proyecto de investigacion) en mi calidad de (indique: Director del instituto,
centro o departamento de investigacion o Coordinador de investigacion del centro
regional universitario), mismo que ha sido revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a
lo planificado.

Vo.Bo. Manuel Alejandro Barrios 1zas

Fecha: 29/02/2024
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25 Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Inga. Liuba Maria Cabrera Ovalle e /,.' R
: S
Coordinadora PUIDI

Fecha: 29/02/2024

Vo.Bo. Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar

Coordinador General de programas Ing. MA
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