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2 Resumen

El desconocimiento de las comunidades bioldgicas que habitan los suelos, especialmente las
de los suelos tropicales, es una limitante para gestionar y aprovechar los servicios ecoldgicos
que éstas brindan a los agroecosistemas. En esta investigacion se logrd contribuir al
conocimiento de las comunidades bioldgicas de los suelos en plantaciones pifieras en la
Region Huetar Norte de Costa Rica. Se obtuvieron muestras de 15 plantaciones de pifiay 11
parches de bosques o plantaciones de arboles cerca de ellos. En primera instancia, se logro
obtener un protocolo de extraccion de ADN ambiental a partir de muestras de suelo cultivado
y no cultivado de las principales regiones pifieras del pais, base para cualquier estudio
metagendmico. El protocolo demostré ser adecuado para posteriores procesos de
secuenciacion de ADN. Los analisis bioinforméaticos de la riqueza de especies en el
microbioma del suelo, logré demostrar que existen pequefios cambios en la estructura de las
comunidades, sin embargo, existen algunas poblaciones que fluctdan segun el uso del suelo.
Paralelamente, se demostro que la diversidad bioldgica de nematodos esta relacionada con la
calidad del suelo, al menos a nivel de género. Helicotylenchus fue el género méas abundante
en pifia, mientras que Discocriconemella domind en bosques y plantaciones de arboles. Toda
la informacidn analizada demuestra que el uso del suelo genera cambios en su estructura y
composicion, lo cual genera variaciones también en la presencia de nematodos, hongos y
bacterias. El impacto y uso de dicha informacidn, permitiria a futuro generar estudios méas
especificos, que permitan esclarecer cuédles comunidades bioldgicas podrian ser mas
susceptibles a cambios, ser beneficiosas o incluso tener algun efecto negativo al cultivo.

Palabras clave: metagenémica, microbioma, nematodos, 16S, ITS, pifia.



3 Introduccidén

Aunque es conocido que la biota edéfica, especialmente la asociada a la rizosfera tiene un
papel fundamental en la regulacion de las poblaciones de patgenos, y en el estimulo de la
inmunidad de la planta, todavia en la agricultura tal diversidad es omitida al establecer las
précticas de manejo agricolas. Por tal razon es que se justifica realizar estudios en nuestros
suelos, para entenderlos y mejorarlos. La informacion sobre la biodiversidad del suelo
permitira establecer parametros para evaluar de mejor forma su calidad, evaluar la efectividad
de practicas de manejo, su efecto en la sanidad del suelo, y estimular la supresividad de los
mismos con la consecuente disminucion del uso de plaguicidas (Rodriguez et al., 2011; Ferris
y Tuomisoto, 2015; Fierer et al. 2015). Se ha descubierto, por ejemplo, que distintos
genotipos de plantas, incluso entre la misma especie, pueden desarrollar comunidades
bioldgicas distintas en la rizosfera (Micallef et al., 2009; Palomares-Rius et al., 2012), lo que
sugiere que es importante estudiar y conocer la composicion de las comunidades bioldgicas
en los suelos y su interaccidon con los cultivos, para establecer las mejores préacticas de
manejo.

A este respecto, Shen et al. (2017) determinaron que las comunidades bacterianas y flngicas
son alteradas significativamente después de largos periodos de monocultivo de banano, y que
el cambio en las interacciones inter- e intraespecificas entre bacterias y hongos en las redes
troficas y la materia organica, estan asociadas con la enfermedad de Fusarium. Ademas,
practicas agricolas cominmente utilizadas en la actualidad podrian tener un efecto negativo
en la composicion de la biota edéafica con la consecuente disminucion de los beneficios
derivados de la misma (Liu et al., 2015). EI conocimiento y la evaluacién de tal diversidad
es por ende fundamental para mejorar la aplicacion de tales practicas agricolas.

Respecto al cultivo de pifia, en Costa Rica, los beneficios econémicos derivados de la
produccion de pifia han sido opacados por los efectos negativos al ambiente que ocasiona
esta actividad (Acufia-Gonzales, 2009). Actualmente en Costa Rica, el cultivo de pifia es una
de las actividades agricolas mas importantes y con mas crecimiento. La Camara Nacional de
Productores y Exportadores de Pifia (CANAPEP) estima un total de 43.000 hectareas
sembradas de pifia y 32.000 empleos directos generados por la actividad. Ademas, la
exportacion de esta fruta produce importantes ingresos que en el afio 2017 ascendieron a
$942 millones de dolares, encontrandose en la Region Huetar Norte la mayor cantidad de
hectareas sembradas de pifia (CANAPEP, https://canapep.com/estadisticas/).

Junto con el crecimiento de esta actividad, también ha crecido la controversia por los posibles
efectos ambientales y sociales derivados de la misma, entre éstos: la contaminacién de aguas
destinadas al consumo humano, la contaminacion en rios, la destruccion de bosques
secundarios de manera indiscriminada, la presion a pobladores para que vendan sus
propiedades, problemas en el aumento de plagas como moscas, malos olores, desvio de aguas

5



de rios, aumento y proliferacion de enfermedades respiratorias y de la piel, entre otras
(Acufia-Gonzalez, 2009).

La informacion que facilite un manejo mas apropiado del cultivo de pifia serd muy valiosa
para el sector, incluyendo el manejo del suelo, ya que en este cultivo la aplicacion de
agroquimicos es muy intensiva.

4  Marco Tedrico

El desconocimiento de las comunidades bioldgicas de los suelos, especialmente las de los
suelos tropicales, es una limitante para gestionar y aprovechar los servicios ecolégicos que
éstas brindan a los agroecosistemas. Un 25% de la diversidad global existente se encuentra
en el suelo, constituyendo un recurso de gran valor cuya importancia fue por mucho tiempo
subestimada, especialmente si se toma en cuenta que 95% de la alimentacion mundial
depende del suelo, y de que éste es el recurso base para la produccion de fibras, combustibles
y medicinas, entre otros (FAO, s.f.; Bertsch y Henriquez, 2015).

Esta realidad ha empezado a cambiar, los descubrimientos de los ultimos afos, referentes a
la diversidad de especies habitantes del suelo, han permitido profundizar en los mecanismos
involucrados en la regulacion de los servicios del ecosistema que ofrecen las mismas, tales
como: el ciclado de nutrientes (Van Der Heijden et al., 2008), la fijacion de carbono (Looby
etal., 2018) y la salud de la planta en general (Zamioudis, y Pieterse, 2012).

Los mecanismos a través de los cuales los microorganismos que habitan la rizosfera pueden
afectar los patogenos del suelo ya han sido identificados e incluyen la produccion de
antibioticos, la regulacion de metabolitos que estimulan los patégenos a través del consumo,
la competencia por nutrientes, y la produccion de enzimas liticas (Doornbos et al., 2012;
Lugtenberg y Kamilova, 2009). Ademas, se ha determinado que la capacidad de supresion
del suelo puede ser aumentada, por ejemplo, incrementando los recursos para los
depredadores, y removiendo las limitaciones fisicas y quimicas para su crecimiento, también
aplicando préacticas para favorecer el que presas y depredadores coincidan en tiempo y
espacio (Steel y Ferris, 2016). EIl éxito de tales practicas dependera del conocimiento previo
que se tenga sobre la biota del suelo.

Fue con la aplicacion de herramientas moleculares al estudio de la biota edafica que se logré
analizar de forma mas integral este ecosistema, en el que se estima pueden convivir 10.000
especies de organismos procariotas por gramo de suelo, muchos de los cuales no se han
podido aislar ni cultivar. Por otro lado, los ultimos hallazgos y la complejidad de los
ecosistemas estudiados han originado nuevas preguntas, muchas de ellas relacionadas con
las mejores estrategias para evaluar las hipdtesis que relacionan la riqueza de especies y la
composicion de la comunidad con los descriptores del funcionamiento ecosistémico (Bowker
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et al., 2010). Ademas, el uso de ecometagendmica para el estudio de los suelos, es todavia
una herramienta en desarrollo, que debe mejorarse para potenciar la identificacion y la
evaluacion de las poblaciones (Bisseling et al., 2009; Porazinska et al., 2014), y para poder
aplicar la informacion obtenida en la optimizacion de los servicios ecosistémicos (Fierer et
al. 2015; Ferris y Tuomisto, 2015).

Aungue la investigacion tendiente a aumentar la comprension de los ecosistemas edaficos
utilizando metagendmica ha ido en aumento, lo cierto es que los estudios todavia son
insuficientes, en especial cuando de suelos tropicales agricolas se trata (Boag y Yeates 1998;
Powers et al., 2009). En Costa Rica, una buena parte de la investigacion sobre la biota edéafica
se ha realizado en areas de bosque y sobre algunas especies. Carney et al. (2016) analizaron
la diversidad de los fosfolipidos en el suelo para estimar la influencia de la composicion
vegetal en la comunidad microbiana en la Estacion Biologica la Selva. Por su lado, Becklund
et al. (2016), estudiaron la capacidad supresiva de tres especies de Streptomyces aisladas del
Parque Nacional Santa Rosa y Palo Verde.

En cuanto a las investigaciones en suelos agricolas existen algunas iniciativas. Cleveland et
al. (2003) estudiaron el efecto del cambio de uso del suelo de bosque a pasturas sobre la masa
microbiana, y determinaron que en los bosques las comunidades microbianas eran mayores
y mas activas que la respuesta de la biota al cambio acorde con el tipo de suelo, asi como
también que los cambios observados influyeron en los ciclos de nutrientes y la disponibilidad
de éstos para la planta. También Eaton et al. (2012), estudiaron comunidades microbianas en
suelos costarricenses con bosques secundarios y pasturas, y las relacionaron con el ciclado
de macronutrientes y la capacidad de los suelos como reserva de carbono.

Algunas iniciativas intentan comparar la biota edafica en suelos agricolas con diferente
manejo. En plantaciones bananeras costarricenses Ferris et al. (2012) estudiaron las
comunidades bidticas del suelo, y apuntan a que las practicas que fomenten el aumento de la
diversidad aumentaran también las funciones de los organismos como reguladores, sin
embargo, menciona la necesidad de estudios sobre sistemas en transicién y las préacticas
destinadas a facilitar esa transicion. Lopes & Fernandes (2020) encontraron cambios en la
estructura de las comunidades microbianas en suelos tropicales en Brasil expuestos a
diferentes tipos de manejo. Sin embargo, estos cambios no correspondian a un incremento en
las propiedades fisicas del suelo o complejidad de los sistemas de cultivo. Mas aun, los
autores indican que sus resultados demuestran que la estructura de las comunidades
microbiana y los perfiles fisioldgicos son respuestas especificas a las condiciones
ambientales y manejo del suelo, por lo que resaltan la necesidad de mas estudios para
comprender mejor estas interacciones complejas.



Finalmente, estudios recientes proponen que la microbiota del suelo sea un factor més en los
programas de mejoramiento de los cultivos, con técnicas que permitan la trasferencia de estos
microorganismos a las siguientes generaciones de plantas (Wei & Jousset, 2017)

5 Materiales y Métodos

Colecta de Muestras. Un total de 15 lotes de pifia y 11 zonas no dedicadas al cultivo
(bosques y plantaciones forestales) cercanos al cultivo, fueron muestreados en la Region
Huetar Norte. La mayoria de las plantaciones de pifia estaban manejadas convencionalmente,
tres estaban bajo labranza minima y cuatro recibian materia organica. En cada uno de los
lotes y bosques se definieron tres transectos de 100 m de longitud, y a lo largo del transecto,
equidistantes entre si, se colectaron tres nucleos de suelo, considerando ademas raices, con
un barreno tipo Edelman de 6 cm de ancho y a una profundidad de 20 cm, esto para obtener
una muestra compuesta.

Todas las herramientas utilizadas fueron lavadas con agua y esterilizadas con alcohol, esto
para evitar contaminacion cruzada entre colectas. Las muestras se colocaron en bolsas
plasticas y fueron trasladadas en cajas de aislamiento térmico al Laboratorio de Nematologia
en el Campus Tecnoldégico Local San Carlos (CTLSC), donde se homogenizaron con
suavidad. Una submuestra de 10 g fue separada y trasladada al Laboratorio de Biologia
Molecular para los andlisis de comunidades microbianas. Ademas, una submuestra de 1 kilo
se utiliz6 para analisis fisico-quimico del suelo en el laboratorio de andlisis quimicos del
ITCR. Las muestras destinadas a analisis molecular fueron almacenadas a -50°C hasta su
uso.

Caracterizacion de las comunidades bacterianas y fungicas. Una vez en el laboratorio de
Biologia Molecular, aproximadamente 0,1 g de muestra fue colocado en un tubo de 2 ml y
homogenizados. Para la extraccién del ADN ambiental, se utilizd el protocolo descrito por
Echeverria-Beirute et al. (2021). Este protocolo fue evaluado y validado en el Laboratorio de
Biologia Molecular, como parte del trabajo final de graduacion de una estudiante de la
Escuela de Agronomia. En resumen, en un tubo de microcentrifuga de 2 ml se coloc6 0.5 g
de suelo con un balin de 1g (0,5 mm didmetro), 750 ul de buffer de extracciéon y 250 ul de
SDS al 10%, se homogeniz6 en un vértex durante 10 min a 2 200 rpm. Posteriormente se
colocé en incubacion a 65 ° C durante 10 min, se homogenizd 1 min en vortex a 2 200 rpm
y colocd nuevamente a incubar otros 10 min a 65 °C y se centrifug6 a 14 500 rpm durante 20
min. Se transfirio el sobrenadante inmediatamente en dos nuevos tubos de microcentrifuga
rotulados y se agregd 1 volumen de cloroformo-alcohol-isoamilico, se homogenizo en vortex
a 2 200 rpm durante 10 segundos y se incubd a 4 °C durante 10 min. Luego, se centrifugo a
14 500 rpm 20 min y se transfirid el sobrenadante inmediatamente en dos nuevos tubos de
microcentrifuga, se agregd 1 volumen de isopropanol y se homogenizé en vortex a 2 200 rpm
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durante 10 segundos y se incub0 a -20 °C durante 1h. Después de la incubacion se centrifugo
a 14 500 rpm durante 20 min se desecho el sobrenadante y se lavo el precipitado con 750 pl
de etanol 75%, se mezcla con vortex por 10 segundos a 2 200 rpm y se centrifugd 1 min a 14
500 rpm (se repitio el procedimiento anterior dos veces mas). Por altimo, se secé el
precipitado en una centrifuga al vacio durante 20 min a 30 °C. Las muestras de ADN
resultantes fueron cuantificadas mediate espectrometria con un Nanodrop 8000 (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). Las muestras de ADN fueron normalizadas a una concentracion
final de 40 ng/pul.

La preparacion de bibliotecas génicas se realizé siguiendo el protocolo “16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation” de la casa comercial [llumina (Illumina, CA, USA). En este
protocolo se amplifican las regiones variables V3 y V4 del gen ribosomal 16S en un solo
amplicon de aproximadamente 460 bp. Se trabajo con bibliotecas con insertos de 550 bp, las
cuales fueron secuenciadas utilizando la plataforma MiSeq 2x300 de Illumina. La
preparacion de las bibliotecas y los servicios de secuenciacion fueron proporcionados por el
Laboratorio de Ciencias Gendmicas (GSL) de la Universidad Estatal de Carolina del Norte
(NCSU) (NC, USA). La calidad de las secuencias obtenidas fue evaluada con FastQC v0.11.9
(Andrews, 2010). Las secuencias adaptadoras fueron removidas y las lecturas pareadas
fueron filtradas y recortadas para garantizar una calidad superior a 20 (Phred score) y
longitud minima de 285 bp utilizando Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014).

A partir de estas secuencias se infirieron las variantes en la secuencia de amplicon (ASVs
por sus siglas en inglés) usando DADAZ2 (Callahan et al. 2016), segun su implementacion en
el software Qiime2 version 2020.8.0 (Bolyen et al., 2019). Las ASVs son similares a las
unidades taxonomicas operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés), sin embargo, a
diferencia de las OTUs, las ASVs no responden a un agrupamiento basado en valor de
disimilitud preestablecido. Esto quiere decir que cada ASVs representa una unidad
taxondmica especifica y no depende de la base de datos utilizada para su clasificacion.
Adicionalmente, el uso de ASVs aumenta la reproducibilidad y reusabilidad de los datos
(Callahan et al., 2017). Se utilizé el clasificador silva-138-99-nb (Bokulich et al., 2018) y la
base de datos Silva (Quast et al., 2012) para la asignacion taxondmica de las ASVs. Para cada
muestra se estimo la abundancia y composicion de especies.

Caracterizacién de las comunidades nematolégicas.

Luego de la homogeneizacion de cada muestra de suelo, se extrajeron los nematodos de 200
g usando un elutriador de Oostenbrink (Oostenbrink, 1960), y luego se realizo la separacion
de los nematodos por el método de flotacion — centrifugacion (Coolen, 1979). Una vez
extraidos, el nimero total de nematodos por muestra se cont6 bajo un microscopio invertido,
seguidamente los nematodos fueron fijados en formaldehido al 4% caliente, y transferidos a
glicerina pura usando el método de Seinhorst (1966). Una vez contados y fijados, al menos
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el 20% de los nematodos en cada muestra, los primeros en la camara fueron montados e
identificados a nivel de familia o género bajo un microscopio compuesto.

A continuacion, se calculd la abundancia y frecuencia para cada familia o género, se
construyeron curvas de rango-abundancia (Wilson, 1991), y se determind la relacion entre
las caracteristicas quimicas del suelo y la composicion de la comunidad de nematodos
mediante un andlisis de redundancia (RDA).

Para determinar diferencias se utilizé analisis de la varianza (ANOVA) y comparaciones de
medias utilizando la prueba de rango estudentizado (HSD) de Tukey. Los datos fueron
previamente transformados con Hellinger para satisfacer la condicion de normalidad y
homogeneidad de varianza. Todos los procedimientos estadisticos se realizaron utilizando
el software R Statistical (4.1.1). Las diferencias con p < 0,05 se consideraron significativas.

Andlisis de la diversidad bioldgica y determinacion de indicadores. Para las comunidades
microbianas se estimo la diversidad alfa utilizando el indice de Shannon (Shannon & Weaver,
1949) y la diversidad filogenética de Faith (Faith, 1992). Para el calculo de diversidad beta
se utilizo la disimilaridad de Bray-Curtis (Sorenson, 1948) y la distancia no ponderada
UniFrac (Lozupone & Knight, 2005). Ambos analisis fueron realizados con la herramienta
Qiime2 version 2020.8.0 (Bolyen et al., 2019), utilizando una profundidad de muestreo de
85000 lecturas por muestra. Para determinar diferencia en la diversidad alfa entre tipos de
uso del suelo se utiliz6 una prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones pareadas. Para
determinar diferencias en diversidad beta se utiliz6 un anélisis multivariado permutacional
de varianza (PERMANOVA, por sus siglas en inglés) con 999 permutaciones. Finalmente,
para determinar diferencias en la abundancia de las diferentes taxa, se realiz6 un analisis de
abundancia diferencial utilizando las ASVs clasificadas al nivel de género y la prueba de
Wald con una distribucion binomial negativa, segin la implementacion del paquete DESeq2
(Love et al., 2014) en lenguaje estadistico R. Todos los analisis estadisticos se realizaron
desde Qiime2. Las diferencias con p < 0,05 se consideraron significativas.

Para calcular los indices de la comunidad de nematodos, cada género fue asignado a un grupo
trofico segun Yeates et al. (1993), y un grupo cp (colonizadores-persistentes) segun Bongers
(1990) y Bongers & Bongers (1998). Los grupos cp representan diferentes estrategias de
sobrevivencia para los nematodos. Con base en los grupos de cp, se calcularon el indice de
madurez y el indice de fitoparasitos (Bongers, 1990), y con base en cp + grupos tréficos, los
indices de la red trofica del suelo (Ferris et al. 2001): el indice basal, el indice de
enriquecimiento, el indice del canal, y el indice de estructura. Las huellas metabolicas:
compuesta, de enriquecimiento y de estructura, se calcularon de acuerdo con Ferris (2010).
Todos los indices se calcularon utilizando la herramienta NINJA: analisis conjunto de
indicadores de nematodos (Sieriebriennikov et al., 2014).
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En ambos casos se analizaron los datos en busca de relaciones entre el uso del suelo, el grado
de intervencion humana, asi como las caracteristicas de las comunidades bioldgicas.

6 Resultados

Protocolo de extraccién del ADN ambiental.

De las fincas muestreadas, 10 presentaron tanto cultivo como bosque asociado. La
comparacion del ADN extraido de suelo con diferentes usos de suelo (bosque versus
plantacién), determind que si existen diferencias significativas (p=0,0368) (Figura 1) para
la variable concentracion (ng/ul). Las variables de calidad no se encontraron diferencias
significativas reportandose para calidad 260/280 (p=0,3831) y 260/230 (p=0,6704).
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Figura 1. Comparacion de promedios de Concentracién del ADN (ng/pl) (media + EE)
extraido de distintas fincas con diferentes usos de suelo en la Zona Norte. Medias con la
misma letra no presentan diferencias significativas entre si LSD Fisher (p<0,05).

Se pudo observar que la mayoria de los suelos de los bosques de las fincas estudiadas
presentaron concentraciones mas altas de ADN en comparacion a los suelos de plantaciones.
Sin embargo, este efecto no fue generalizado, con tres fincas donde el comportamiento fue

contrario.
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Caracterizacién de las comunidades bioldgicas del microbioma en los suelos de
plantaciones de pifia, diversidad biologica y efecto de los diferentes tipos de uso del suelo
en la composicién taxonomica de tales comunidades.

Secuenciaciéon de ADN ambiental e inferencia de ASVs

En este estudio, después del control de calidad de las lecturas de ADN (i.e. correccion de
errores de secuenciacion, eliminacion de secuencias de baja calidad y secuencias quiméricas),
se generaron en promedio 166331 secuencias por muestra. Aunque los valores de abundancia
de secuencias obtenidas son fluctuantes, en términos generales las muestras de bosque
tienden a presentar mayores abundancias de secuencias, mientras las muestras de
plantaciones bajo un manejo alternativo tienden a presentar menores abundancias de
secuencias (Figura 2). Sin embargo, se presentan algunas excepciones notables. Por ejemplo,
el sitio de colecta con menor abundancia absoluta de secuencias corresponde a un fragmento
de bosque secundario, mientras el sito con la mayor abundancia absoluta corresponde a una
plantacion bajo un manejo tradicional del suelo. A partir de todas estas secuencias, fue
posible inferir un total 6046 ASVs o unidades taxonémicas diferentes.

200,000
175000~
150,000
125,000
100,000

75,000

50,000

Abundancia promedio de secuencias

25,000

0
ALT TRA FOR

Tipo de uso de suelo

Figura 2. Abundancia de secuencias no quiméricas segun su distribucion en tres tipos
distintos de uso del suelo. FOR: terrenos aledafos a las plantaciones de pifia con cobertura
forestal y baja intervencion antropogénica, TRA: plantaciones de pifia bajo manejo
convencional del suelo, ALT: plantaciones de pifia bajo un manejo alternativo del suelo, esto
incluye la aplicacién de materia organica y minima labranza.

Composicion taxonomica de las comunidades bioldgicas del microbioma

Las muestras presentan una composicion taxonémica heterogénea, con solo dos notables
excepciones. Esto es una muestra plantacion de pifia bajo manejo convencional (S11) cuya
12



composicion es mayoritariamente por organismos del filo Thermotogota, pero también
presenta Cyanobacteria y organismos no clasificados. La segunda excepcion corresponde a
una muestra de bosque (S15) que esta compuesta casi en su totalidad (99%) por organismos
del filo candidato WPS-2, también conocido como Eremiobacterota. Sin embargo, en
términos generales a nivel de filo, los grupos de bacterias y arqueas con mayor representacion
a través de todas las muestras corresponden a Firmicutes, Proteobacteria, Acidobacteriota,
Thermotogota, Euryarchaeota, Patescibacteria y Verrucomicrobiota. En cuanto a los grupos
fangicos, los fila Basidiomycota y Ascomycota se encuentran presentes pero en mucho
menor abundancia relativa que los grupos bacterianos (Figura 3).
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.d Bacteriap__ Zixibacteria

Figura 3. Frecuencia relativa de los diferentes taxa por muestra provenientes de g . er oo
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A nivel de género, los microbios que se presentan en mayores abundancias corresponden a
la cepa DTUO014 del género Clostridia, Methanothermobacter, Hydrogenispora,
Acinetobacter, Caldatribacterium, Bryocella, Defluviitoga, Streptoccocus, Acidisphaera,
Coprothermobacter, Caldicellulosiruptor y Rickettsia. En cuanto a los grupos fangicos, el
unico genero que sobresale es Cladosporium. Pese a que estos microorganismo presentan
abundancias relativamente mayores, en comparacion con otros grupos, su distribucién es
homogénea a través de las muestras, por lo que no se presentan diferencias estadisticamente
significativas en términos de abundancia diferencia entre los distintos tipos de uso del suelo.
Esto es, no hay un solo grupo taxonémico que domine o se asocie a un tipo de manejo del
suelo en particular (bosques, plantaciones bajo manejo tradicional o plantaciones bajo
manejo alternativo).

Diversidad alfa y beta en las comunidades biologicas del microbioma

Para garantizar que se obtuvo una representacion adecuada de la diversidad presente en cada
sitio, se estimaron las curvas de rarefaccion con base en los valores del indice de Shannon 'y
la diversidad filogenética de Faith (Figura 4). Los resultados demuestran que para ambas
métricas, la diversidad maxima se alcanza con una profundidad de secuenciacién entre 10000
y 20000 secuencias por muestra. Para este estudio, los datos fueron normalizados y se
estableci6 una profundidad de muestreo de 85000 secuencias, por lo que se considera que los
resultados obtenidos son representativos de la biodiversidad presente en las muestras.

En términos de diversidad alfa, se muestra una tendencia a mayor diversidad dentro de las
muestras provenientes de suelos en plantaciones de pifia con manejo alternativo. La
diversidad alfa se refieren a la riqueza de especies que se pueden encontrar dentro de una
muestra, en este caso agrupadas segun tipo de uso del suelo. Nuestro resultados indican que
el uso de materia organica y minima labranza son practicas que podrian favorecer la
diversidad de microorganismos. Sin embargo, es importante sefialar que aunque esta
tendencia es bioldgicamente significativa, no se encontraron diferencia estadisticas entre los
valores de entropia de Shannon (H = 1.04, p = 0.59) (Figura 5). Estos resultados son
consistentes con las curvas de rarefaccién donde las muestras de suelo bajo manejo
alternativas tiene a alcanzar valores superiores de diversidad antes de alcanzar la saturacion.

Un caso similar ocurre cuando estimamos la diversidad beta. La diversidad beta se refiere a
la similitud o disimilitud entre comunidades bioldgicas, esto con base en su composicion
taxondmica. La prueba de PERMANOVA demuestra que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre las comunidades (pseudo-F = 0.61, p = 0.96), esto
cuando se agrupan las muestras segun el tipo de uso de suelo. Con base en los valores de
distancia no ponderada UniFrac, los cuales parten de las relaciones filogenéticas observadas,
el factor preponderante en la similitud de las muestras es la ubicacién geografica de la colecta,
por encima del tipo de uso del suelo (Figura 6).
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Figura 4. Curvas de rarefaccion con base en los valores del indice de Shannon (A) y la
diversidad filogenética de Faith (B). Las muestras S01, S03, S05, S08, S10, S13, S15, S16,
S20, S22 y S25 corresponden suelos de terrenos aledafios a las plantaciones de pifia con
cobertura forestal y baja intervencion antropogénica. Las muestras S02, S04, S07, S09, S11,
S12, S14, S17, S21, S23, S27 corresponden plantaciones de pifia bajo manejo convencional
del suelo, mientras las muestras S06, S18, S19, S24 y S26 corresponden a plantaciones de
pifia bajo un manejo alternativo del suelo, esto incluye la aplicacion de materia organica y
minima labranza.

15

== @ s01
= QO s02
= Q s03
= O 504
== @ 505
= O s06
= @ 507
= QO 503
= @ 509
= QO s10
= @ s11
= QO s12
= Q513
= O s14
= @ 515
= O s16
= QO s17
= O s13
= @ 519
= O s
= @ s21
= O sz
= Q523
= O s
= @ S25
= O s2
= @ 527



Py

shannon_entroj

=5)
1114
1114

AT (n
FOR (n
TRA (n

treatment

Figura 5. Diversidad alfa por tipo de uso de suelo. FOR: terrenos aledafios a las plantaciones
de pifia con cobertura forestal y baja intervencién antropogénica, TRA: plantaciones de pifia
bajo manejo convencional del suelo, ALT: plantaciones de pifia bajo un manejo alternativo
del suelo, esto incluye la aplicacion de materia organica y minima labranza.

nw
=]

Axis 2 (10.97 %)

n w un nn
(=R =R =1 == = =]
(< R S P S R

n w
[=}
o

1]
[
W N B

"
[

"
[
1]

1]
[
[}

1] n w un nn
[
qom W N B O W

COONENRUOCNENRUCCCNERRLOOE

n
NN KN NN N NN
I

nw

T AXIS 1433.04 %)

=

Figura 6. Grafico EMPeror PCA de las distancias no ponderadas Unifrac de muestra
provenientes de tres tipos distintos de uso del suelo.



Caracterizacion de las comunidades de nematodos en los suelos de plantaciones de pifia
y comparacion de la composicion taxonémica de tales comunidades en los diferentes
tipos de uso del suelo.

En este estudio se identificaron 43 familias y ocho 6rdenes de nematodos, 39 familias se
encontraron en bosque, 36 en plantaciones de arboles y 35 en plantaciones de pifia (cuadro
1). La abundancia media por muestra fue de 970 individuos en 200 g de suelo. La alta
variabilidad fue frecuente para todas las variables medidas, lo que dificulté encontrar
diferencias significativas. En el caso de las abundancias medias, estas oscilaron entre 75y
3086 individuos/200 g de suelo. El bosque tendi6 a tener mayor abundancia (rango de 255 a
1821) que la plantacion de pifia (rango de 74 a 2077), pero no se encontro diferencia
significativa entre ellos.

Cuadro 1. Abundancia y frecuencia de familias y géneros, para los diferentes usos del suelo
estudiados. La abundancia estd expresada como numero medio de individuos en 200 g de
suelo, la frecuencia se muestra entre paréntesis e indica el nimero de sitios en los cuales el
grupo taxonomico estuvo presente. Gremios funcionales (FG) b = bacterivoros; f =
fungivoros; o = omnivoros; p = depredadores; y h = fit6fagos. Los nimeros del 1 al 5
representan los valores cp. FO: bosque, TP: plantaciones forestales, CPP pifia con manejo
convencional, MT: pifia bajo labranza minima, OM: pifia con adicion de materia orgénica. *
Indica las familias y géneros que no fueron encontrados en las plantaciones de pifia. Las
diferencias significativas (p<0.05), en caso de encontrarse, se indican con letras a la derecha
de cada columna.

Family/genus FG | FO TP CPP MT oM
(n=8) (n=3) (n=8) (n=3) (n=4)
Achromadoridae* 03 |3(D) 1(0) - - -
Actinolaimidae* 04 |1(2) 1(1) - - -
Aporcelaimidae/Aporcelaimellus 05 | 1(5) 1(1) 1(1) - -
Aporcelaimidae/Aporcelinus 05 | 8(4) ab | 3(2) ab | 1(1) 8(3) 1(3)
Aporcelaimidae/Makatinus* 05 | 2(4) 1(1) - - -
Aporcelaimidae/Metaporcelaimus 05 | 2(4) 2(2) 1(3) 1(1) 1(1)
Aporcelaimidae/Sectonema* 05 | 1(2) - - - -
Belondiridae/Metaxonchium h5 | 8(5) 6 (1) 1(0) - -
Belondiridae h5 | 22(7) | a | 24(3) a |4(2) 1(2) -
Discolaiminae* ps | 1(2) - - - -
Dorylaimidae o4 |8(7) 4(2) 1(4) 10 10
) (©)
Leptonchidae f4 |- - - - 2 (1)
Longidoridae/Longidorus* hS | 8 (4) 1(1) - - -
Longidoridae/Xiphinema* hS | 6(2) 4 (1) - - -
Nordiidae* o4 [1(1) - - - -
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Qudsianematinae 04 |5() 1(2) - 7(1) 2 (1)
Thornenematidae 05 | 2(3) 4 (1) - - 1(1)
Tylencholaimellidae f4 |- - - 2(1) -
Tylencholaimidae f4 | 2(4) 3(1) 1(2) - 1(2)
Alaimidae b4 |19 (5) 7(2) 3(6) 1(2) 2(1)
Anatonchidae/lotonchus p4 | 5(@3) 3(2) 2(3) 1(2) 1(1)
Mononchidae/Clarkus p4 | 4(4) 2(2) 1(0) - -
Mononchidae/Coomansus* p4 | 5(3) 1) - - -
Mylonchulidae/Mylonchulus p4 | 7(3) 3(2) 1(2) - -
Aphanolaimidae/Aphanolaimus* b3 | 4(6) 4(2) - - -
Metateratocephalidae/Euteratocephalus | b3 | 4 (1) - 1() 1) -
Odontolaimidae* b3 |- 3() - - -
Plectidae/Plectus b2 | 3(5) 1(1) 1(2) 1(1) 2(2)
Plectidae/Wilsonema b2 | 2(3) 2(1) 1(2) - -
Bunonematidae bl |1(1) 1(1) 2(2) - -
Cephalobidae/Acrobeles b2 |1(1) 1(2) 2(3) 5(1) 1(2)
Cephalobidae b2 |87(8) | a | 69(3) 114 147 b |100 |ab
(9) (3) (4)
Diploscapteridae bl | 3(2 1(0) 1) 5(1) -
Mesorhabditidae bl | 2(3) 1(0) 1(2) 1(2) 1(0)
Panagrolaimidae bl |- - - 1(1) -
Protorhabditidae bl [ 1(2) 1(2) - 16 1(1)
1
Rhabditidae bl |12 (5) 4(2) 1(2) g 23) 1(1)
Teratocephalidae/Teratocephalus™ b3 | 1(1) - - - -
Diphtherophoridae/Diphtherophora f3 [12(7) |ab | 15(3) 3 (6) - 11 (b
Prismatolaimidae/Prismatolaimus b3 | 12 (6) 1(0) 3(2) - -
Tobrilidae* p3 |- 1(0) - -
Trichodoridae hd | 4 (4) 3(2) 1(2) - -
Tripylidae p3 | 2(5) 1(2) 1(2) - -
Anguinidae/Ditylenchus f2 | 10 (5) 3(2) 21 41 305
(7) (2 (4)
Aphelenchidae/Aphelenchus f2 |16 (5) 1(0) 16 8(2) 5(2)
6
Aphelenchoididae/Aphelenchoides f2 | 23(7) 4 (2) ((3 27) 5@3) 21
4
Criconematidae/Mesocriconema h3 | 105 - 184 3(2) (76)
(6) 9) (©)
Criconematidae/Discocriconemella h3 | 230 a | 1070 (2) 1(2) - 1(1) |b
6
Heteroderidae/Meloidogyne h3 512)(8) a |33 7(5) 43 ab |3(3) |ab
3
Hoplolaimidae/Helicotylenchus h3 | 76 (8) 106 (3) 194 (14)7 222
9) ) (4)
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Pratylenchidae/Pratylenchus h3 | 18 (7) 4 (1) 12 4(2) 7(4)
)
Telotylenchidae h3 | 3(2) - - 1) -
Tylenchidae h2 | 193 104 (3) 53 79 195
(8) 9) (©) (4)
Tylenchulidae h3 | 165 191 (3) 9(7) 1(2) 1(2)
(8)

Las curvas de rango abundancia (Figura 7) muestran los géneros mas abundantes para cada
uso del suelo. La dominancia fue mas alta en las plantaciones de pifia y forestales. En pifia,
Helicotylenchus fue el género mas abundante y represent6 entre 23 y 28% del total de los
individuos. Ademas, mas del 80% de los individuos pertenecen a solo cinco familias:

Hoplolaimidae

(Helicotylenchus),

Criconematidae

(Mesocriconema), Cephalobidae,

Tylenchidae y Anguinidae (Ditylenchus). En plantaciones de arboles y en bosques,
Discocriconemella fue el género mas abundante. La curva para el bosque fue mas suave y el
80% de los individuos pertenecen a siete familias, lo que sugiere una menor dominancia.

Discocriconemella

2000 ¢ , Tylenchidae
elylenchulidae
1000 Mesocriconema
® « Cephalobidae
500- ® Helicotylenchus
L]
2001 ...
S .
c 100 .o
g ¢ .. .o
€ 504 ®e -
20
10
5 .
2,

eDiscocriconemella

Tylenchulidae
Helicotylenchus
o Tylenchidae

Helicotylenchus
* o Mesocriconema

® Cephalobidae

o Ditylenchus
o Helicotylenchus

4 :
Helicotylenchus Tylenchidae

* Tylenchidae ¢ ® Cephalobidae

.
eTylenchidae M
. Melodogyne

. ® o Ditylenchus

[
®00cesettocse, ey . (XN Y]

TP CPP MT OM

Figura 7. Curvas de rango-abundancia para los nematodos asociados a los diferentes usos
del suelo estudiados. FO: bosque, TP: plantaciones forestales, CPP pifia con manejo
convencional, MT: pifia bajo labranza minima, OM: pifia con adicidén de materia organica.

En cuanto a la abundancia y frecuencia de taxones, seis familias y siete géneros solo se
encontraron en plantaciones forestales y bosques (marcados con un asterisco en el Cuadro
1), entre estos taxones, Longidorus, Xiphinema, Coomansus y Aphanolaimus presentaron la

mayor frecuencia y

abundancia.

Asimismo, los

géneros Diphtherophora vy

Discocriconemella, y la familia Belondiridae fueron mas abundantes en plantaciones
forestales y bosques que en plantaciones de pifia (Cuadro 1). De manera similar, Aporcelinus
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(Aporcelaimidae), fue significativamente diferente en los diferentes usos de suelo. Las
poblaciones de este nematodo fueron menos abundantes en plantaciones de pifia manejadas
convencionalmente en comparacion con otros tipos de uso del suelo, lo que indica que la
labranza minima y la adicién de materia organica pueden favorecer su abundancia. Por el
contrario, la dnica familia que fue mas abundante en las plantaciones de pifia fue
Cephalobidae, sin diferencias significativas entre los diferentes manejos del suelo en los
campos de produccion de pifia.

Diversidad biologica de los nematodos a través de indicadoresy comparacion de esa
diversidad en los diferentes tipos de uso del suelo.

Algunos de los indices para la comunidad de nematodos (Figuras 8) difirieron entre
plantaciones y bosques, mientras que otros, como el indice de madurez y el indice de
fitoparasitos (Figura 8B), no difirieron significativamente entre los usos de la tierra. El indice
basal, un indicador de degradacion ambiental (Ferris et al., 2001), fue menor en bosques y
plantaciones de arboles (p=0.004) en comparacién con las plantaciones de pifia, mientras que
el indice de estructura, un indicador de redes alimentarias del suelo méas estructuradas fue
mayor en los bosques, pero particularmente en plantaciones de arboles (p=0.02) (Figura 8C).
No hubo diferencias estadisticas para estos indices entre las plantaciones de pifia, a pesar de
los distintos tratamientos de manejo del suelo, pero hubo una tendencia que merece atencion,
la labranza minima podria favorecer un suelo mas estructurado.

La huella metabolica (Figura 8A), tiene en cuenta los gremios funcionales, ademas de la
biomasa de nematodos. Solo las huellas compuestas para manejo convencional y bosque
difirieron significativamente (p=0.005). Una vez mas, hubo una tendencia que merece
atencion, el uso de labranza minima y materia organica en las plantaciones de pifia puede
favorecer a las comunidades de nematodos del suelo con huellas metabdlicas similares a las
de los bosques.
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Figura 8. Distribucidn de los valores de: (A) huellas metabodlicas de la red tréfica, (B)
indices de madurez y fitoparasitos, y (C) indices de la red tr6fica, calculados para los
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Comparacion de las comunidades de nematodos de plantaciones de pifia con
diferentes tipos de uso del suelo (Objetivo 4)

El RDA (Figura 9) muestra bosques y plantaciones de arboles en el lado izquierdo de la
gréfica, correlacionados con: materia organica, Ca 'y Mg en el suelo, con las poblaciones de
Discocriconemella, y en cierta medida, con Tylenchulidae. Belondiridae y Tylenchidae.
Mientras que, las plantaciones de pifia se disponen en el lado derecho de la parcela,
correlacionado con la acidez intercambiable y K en el suelo, con Mesocriconema y en menor
medida con Cephalobidae, Ditylenchus y Helicotylenchus.
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Figura 9. Gréafico del andlisis de redundancia (RDA) entre las propiedades del suelo y la
abundancia de familias. Los usos del suelo estan representados por formas geométricas, las
familias (o géneros) por cruces, o por su nombre si la correlacion es significativa. Solo las
variables ambientales que fueron se correlacionaron significativamente y que no fueron
redundantes fueron utilizadas en el analisis.
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7 Discusién y conclusiones

Para lograr un adecuado andlisis de microbiomas, es de vital importancia que el protocolo de
extraccion de ADN sea el 6ptimo, para obtener buena calidad y rendimiento, ya que estos
rangos se pueden ver afectados por factores como lisis incompleta de la célula, extraccion de
acidos humicos presentes en el suelo y degradacion del ADN posterior a su extraccion.
Nuestro primer articulo (Echeverria-Beirute et al., 2021) profundiz6 en los factores que
determinan la concentracion y calidad del ADN extraido de suelos tropicales. En forma
general, los resultados del presente estudio demostraron que los kits comerciales de
extraccion de ADN no siempre son efectivos para todo tipo de suelos, como fue el caso.
Ademas, que la conservacion del suelo a muy bajas temperaturas (-40 °C) es efectiva para
obtener altas concentraciones ADN. También, en el presente estudio resulté que en los suelos
de bosque se encontrd mayor concentracion (ng/pl) que, en los suelos de cultivo, sin embargo
la calidad del ADN no varié en los dos usos de suelo. El protocolo obtenido gracias a este
trabajo permitio la obtencion de muestras con calidad suficiente para su secuenciacion y
analisis posteriores.

Respecto a las comunidades de microorganismos del suelo, en este estudio no se encontraron
diferencias significativas en términos de diversidad alfa o beta entre los diferentes tipos de
uso de suelo o practicas de manejo. Esto es contraintuitivo, pues se ha discutido sobre como
el crecimiento de la actividad pifiera conlleva posibles efectos ambientales derivados, como
por ejemplo la contaminacion de aguas y deforestacion, asi como problemas que afectan la
salud animal y de las comunidades circundantes (Acufia-Gonzéalez, 2009). Las plantaciones
de pifia también han sido asociadas con problemas de erosion (Martinez Lopez et al., 2021)
y cambio en la composicién quimica del suelo (Sherman & Brye, 2019). Por tanto, se
esperaba un efecto negativo en la riqueza de especie, en particular cuando se compara con
sitios de referencia, como las zonas boscosas aledafias con bajo nivel de intervencion
antropogénica. Sin embargo, si se observo un tendencia en cuanto al uso de practicas
alternativas, esto es, el uso de minima labranza y la incorporacién de materia organica
aumentan la riqueza de especies, aunque la abundancia relativa no se ve afectada. Wang et
al. (2016) estudiaron el efecto de diferentes técnicas de labranza en la diversidad de bacterias
del suelo y encontraron las técnicas de conservacion del suelo (e.g. minima labranza)
aumentaban la abundancia de grupos funcionales de bacterias beneficiosas.

Entre los principales grupos microbianos reportados en este estudio, los fila Firmicutes,
Proteobacteria y Acidobacteriota, son los que presentan el mayor potencial para ser utilizados
como indicadores relevantes de la calidad y sanidad del suelo.

El filo Firmicutes es uno de los mas comunmente encontrados en la rizosfera de plantas e
incluye a los géneros tales como Bacillus, Lysinibacillus, Aneurinibacillus, Brevibacillus,
Oceanobacillus, Planococcus, Clostridium, Sporosarcina, Virgibacillus, Terribacillus,
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Staphylococcus, Jeotgalibacillus, Thalassobacillus, Halobacillus, Exiguobacterium,
Piscibacillus, Gracibacillus, Fictibacillus y Viridibacillus. Estos géneros de bacterias
cumplen funciones ecolégicas muy diversas, incluida la promocion del crecimiento en
plantas (biofertilizantes), biocontroladores de patdgenos en plantas, asi como participan en
procesos de fitorremediacion y absorcion de metales pesados (Hashmi et al. 2020).

El filo Proteobacteria es un grupo metabolicamente diverso compuesto por cinco subgrupos,
de los cuales las a-, B-, y- y o-proteobacteria son comunes en muestras de suelo. Mas
importante aun, miembros de grupo de B-proteobacteria participan en la mediacion de
procesos de nitrificacion, mientras miembros del grupo y-proteobacteria, el cual incluye a las
Pseudomonas, participan en la metabolizacion de diversos compuestos de carbono.
Finalmente, el grupo de las &-proteobacteria consiste mayoritariamente de bacterias que
participan en la reduccidn de hierro y sulfatos (Zhang & Xu, 2008).

El filo Acidobacteriota, como su nombre lo indica, esta compuesto por microorganismos que
viven en ambientes acidicos. Por tanto, pueden ser utilizados como indicadores de la acidez
del suelo, ya que su rango de sobrevivencia se encuentra entre pH de 3.5 a 5.5, con un
crecimiento optimo en 4.5. Los microorganismo de este filo participan en la descomposicion
tanto de compuestos de carbono simples como polisacéridos microbianos, incluso algunas
especies tiene la capacidad de fermentar celulosa. Un par de especies han sido reportadas con
anaerdbicas facultativas, pero el resto se consideran bacterias aerdbicas y quimioheterotrofas
(Campbell, 2014).

Respecto a las comunidades nematoldgicas, este acercamiento inicial a la fauna de nematodos
en plantaciones de pifia en la RHN, arrojo hallazgos que merecen atencion. La variabilidad
en la abundancia, los cambios en la dominancia de los grupos taxonémicos debido al cultivo
de la pifia, la ocurrencia de algunos géneros que podrian ser utilizados como indicadores de
perturbaciones del suelo, y la informacién dada por los indices de la comunidad de
nematodos, son datos que merecen mayor atencion.

La variabilidad sugiere caracteristicas heterogéneas del suelo, principalmente materia
organica, pero también otras propiedades como el contenido de agua y el pH del suelo, que
pueden influir en las comunidades de nematodos (Simon et al., 2018; Quist et al., 2019; Liu
et al., 2019). EIl anélisis RDA en este estudio respalda esta afirmacion. Los estudios de
comunidades de nematodos deben considerar las propiedades del suelo de los lugares donde
habitan, especialmente en areas tropicales, donde los microhabitats son frecuentes debido a
la heterogeneidad y particularidades del ambiente.

Por otro lado, y referente al manejo del suelo, muchas de las diferencias se encontraron entre
las plantas perennes (bosques y plantaciones de arboles) y las plantaciones de pifia, con una
sola excepcion: la abundancia de Aporcelinus, que difirio entre la pifia convencional y la pifia
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bajo minima labranza o materia organica, esto indica que, en algunos casos o combinados
con otras practicas, la labranza minima y la adicion de materia organica podrian promover
un suelo més estructurado. Se ha demostrado que ambas practicas, y especialmente la no
labranza, influyen en las comunidades de nematodos (Bongiorno et al., 2019; Neher et al.,
2019; Su et al., 2021).

En cuanto a la abundancia, diversidad y distribucién, la mayoria de las diferencias
estadisticas se encontraron a nivel de género, lo que revela la importancia de un mayor
conocimiento sobre los géneros y especies presentes en las regiones tropicales para
determinar cuales podrian usarse como indicadores o pueden estar asociados con ciertos
ambientes, cultivos. o practicas agricolas. Se deben realizar mas estudios sobre los géneros:
Discocriconemella, Aporcelinus, Longidorus, Xiphinema, Coomansus, Aphanolaimus y
Diphtherophora para evaluar su potencial como indicadores ambientales. Ademas, un
andlisis en profundidad de las especies del género Helicotylenchus debe llevarse a cabo para
afirmar la diversidad de especies y las funciones ecoldgicas estudiadas a nivel de especie.

8 Recomendaciones

e Trabajar con reactivos lo mas nuevos posibles, para evitar problemas de calidad en
las preparaciones de las muestras de ADN.

e Desarrollar mas estudios especificos sobre el efecto de practicas agronomicas en la
abundancia y diversidad de nematodos y comunidades microbianas.

e Para mejorar la estimacion de los posibles efectos de las técnicas de manejo del
suelo, es necesario dar seguimiento al estudio con varios muestreos en el tiempo.

e Se deben establecer protocolos estrictos para la colecta, transporte, almacenaje y
manipulacion, para evitar posible contaminacion.

9 Referencias

Acufa-Gonzales, G. (2009). La actividad pifiera en Costa Rica: De la produccién a la
expansion Principales caracteristicas, impactos, retos y desafios. DITSO. Rosa
Luxemburg Stifung ,32pp

Andrews, S. (2010). FastQC: A Quality Control Tool for High Throughput Sequence Data
[Online]. Available online at: http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

25


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

Becklund, K., Powers, J., & Kinkel, L. (2016). Tree species effects on pathogen-
suppressive capacities of soil bacteria across two tropical dry forests in Costa Rica.
Oecologia, 182(3), 789-802.

Bertsch, F. & Henriquez, C. (2015). 2015: El Afio Internacional de los Suelos. Agronomia
Costarricense, 39(3), 149-155.

Bisseling, T., Dangl, J. L., & Schulze-Lefert, P. (2009). Next-generation communication.
Science 324, 691. DOI: 10.1126/science.1174404

Boag, B., & Yeates, G. W. (1998). Soil nematode biodiversity in terrestrial ecosystems.
Biodiversity & Conservation, 7(5), 617-630.

Bolger, A.M., Lohse, M., & Usadel, B. (2014). Trimmomatic: A flexible trimmer for
Illumina Sequence Data. Bioinformatics, 30(15): 2114-2120.
D0i:10.1093/bioinformatics/btul70.

Bolyen E, Rideout JR, Dillon MR, et al. (2019). Reproducible, interactive, scalable and
extensible microbiome data science using QIIME 2. Nature Biotechnology 37: 852—-857.
https://doi.org/10.1038/s41587-019-0209-9.

Bongers, T. (1990). The maturity index: an ecological measure of environmental
disturbance based on nematode species composition. Oecologia, 83(1), 14-109.
https://doi.org/10.1007/BF00324627.

Bongers, T., & Bongers, M. (1998). Functional diversity of nematodes. Applied Soil
Ecology, 10(3), 239-251. https://doi.org/10.1016/S0929-1393(98)00123-1.

Bongiorno, G., Bodenhausen, N., Blinemann, E. K., Brussaard, L., Geisen, S., Méder, P.,
Quist, C. W., Walser, J.-C., & Goede, R. G. M. de. (2019). Reduced tillage, but not
organic matter input, increased nematode diversity and food web stability in European
long-term field experiments. Molecular Ecology, 28(22), 4987-5005.
https://doi.org/10.1111/MEC.15270.

Bowker, M. A., Maestre, F. T. & Escolar, C. (2010). Biological crusts as a model system
for examining the biodiversity—ecosystem function relationship in soils. Soil Biology
and Biochemistry, 42(3), 405-417.

Callahan, B.J., McMurdie, P.J., Rosen, M.J., Han, A.W., Johnson, A.J.A., & Holmes, S.P.
(2016). DADAZ2: High-resolution sample inference from Illumina amplicon data. Nature
Methods, 13: 581-583. https://doi.org/10.1038/nmeth.3869.

26


https://doi.org/10.1038/s41587-019-0209-9
https://doi.org/10.1007/BF00324627
https://doi.org/10.1016/S0929-1393(98)00123-1
https://doi.org/10.1111/MEC.15270
https://doi.org/10.1038/nmeth.3869

Callahan, B.J., McMurdie, P.J., & Holmes, S.P. (2017). Exact sequence variants should
replace operational taxonomic units in marker-gene data analysis. The ISME Journal,
11: 2639-2643. https://doi.org/10.1030/ismej.2017.119.

Campbell BJ. (2014). The Family Acidobacteriaceae. In: The Prokaryotes — Other Major
Lineages of Bacteria and the Archaea (4™ Ed.). Rosenberg E, DeLong EF, Stackebrandt
E & Thompson F. (Eds). Springer, 405-414pp. DOI 10.1007/978-3-642-38954-2.

Carney, K. M., & Matson, P. A. (2006). The influence of tropical plant diversity and
composition on soil microbial communities. Microbial Ecology, 52(2), 226-238.

Caporaso, J. G., Kuczynski, J., Stombaugh, J., Bittinger, K., Bushman, F. D., Costello, E.
K. et al. (2010b). QIIME allows analysis of high-throughput community sequencing
data. Natural Methods 7: 335-336.

Coolen, W. A. (1979). Methods for extraction of Meloidogyne spp. In F. Lamberti & C. E.
Taylor (Eds.), Root-knot nematodes (Meloidogyne species); systematics, biology and
control (pp. 317-329). Academic Press Inc.

Cleveland, C. C., Townsend, A. R., Schmidt, S. K., & Constance, B. C. (2003). Soil
microbial dynamics and biogeochemistry in tropical forests and pastures, southwestern
Costa Rica. Ecological Applications, 13(2), 314-326.

Doornbos, R. F., van Loon, L. C., & Bakker, P. A. (2012). Impact of root exudates and
plant defense signaling on bacterial communities in the rhizosphere. A review.
Agronomy for Sustainable Development, 32(1), 227-243.

Eaton, W. D., & Chassot, O. (2012). Characterization of soil ecosystems in Costa Rica
using microbial community metrics. Tropical Ecology, 53(2), 185-195.

Echeverria-Beirute, F., Varela-Benavides, I., Jiménez-Madrigal, J.P., Carvajal-Chacdn, M.
& Guzman-Hernandez, T. (2021). EDNA extraction protocol for metagenomic studies in
tropical soils. BioTechniques, 71(6): 581-586. 10.21144/btn-2021-0057.

Faith DP. (1992). Conservation evaluation and phylogenetic diversity. Biological
Conservation, 61: 1-10.

Ferris, H. (2010). Form and function: Metabolic footprints of nematodes in the soil food
web. European Journal of Soil Biology, 46(2), 97-104.
https://doi.org/10.1016/j.ejs0bi.2010.01.003

Ferris, H., Bongers, T., & de Goede, R. G. M. (2001). A framework for soil food web
diagnostics: Extension of the nematode faunal analysis concept. Applied Soil Ecology,
18(1), 13-29. https://doi.org/10.1016/S0929-1393(01)00152-4

27


https://doi.org/10.1030/ismej.2017.119
https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2010.01.003
https://doi.org/10.1016/S0929-1393(01)00152-4

Hashmi I, Bindschedler S & Junier P. (2020). Chapter 18 — Firmicutes. In: Beneficial
Microbes in Agro-Ecology. Editor(s): Amaresan N, Kumar MS, Annapurna K, Kumar K,
Sankaranarayanan A. (Ed). Academic Press, Pages 363-396, ISBN 9780128234143,
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-823414-3.00018-6.

Liu, T., Hu, F., & Li, H. (2019). Spatial ecology of soil nematodes: Perspectives from
global to micro scales. Soil Biology and Biochemistry, 137, 107565.
https://doi.org/10.1016/J.SOILBI10.2019.107565.

Lopes, L.D. & fernandes, M.F. (2020). Changes in microbial community structure and
physiological profile in a kaolinitic tropical soil under different conservation agricultural
practices. Applied Soil Ecology, 152: 103545.
https://doi.org/10.1016/j.apspil.2020.103545.

Love MI, Huber W & Anders S. (2014). Moderated estimation of fold change and
dispersion for RNA-seq data with DESeg2. Genome Biol, 15:550.
https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8.

Lozupone C & Knight R. (2005). UniFrac: a new phylogenetic method for comparing
microbial communities. Applied and environmental microbiology, 71(12): 8228-8235.

Martinez-Lopez C, Rivera Paja AO, Menjivar Flroes JC. (2021). Susceptibility to erosion
risks in soils dedicated to pineapple cultivation in the department of Valle del Cauca,
Colombia. Earth Sci. Res. J., 25(2): 201-206. https://doi.org/10.15446/esrj.v25n2.84601

Neher, D. A., Nishanthan, T., Grabau, Z. J., & Chen, S. Y. (2019). Crop rotation and tillage
affect nematode communities more than biocides in monoculture soybean. Applied Soil
Ecology, 140, 89-97. https://doi.org/10.1016/J.APSOIL.2019.03.016.

Oostenbrink, M. (1960). Estimating nematode populations by some selected methods. In J.
N. Sasser & W. R. Jenkins (Eds.), Nematology. Chaper Hill: University of North
Carolina Press.

Quast C, Pruesse E, Yilmaz P, Gerken J, Schweer T, Yarza P, Peplies J, Glockner FO.
(2013). The SILVA ribosomal RNA gene database project: improved data processing
and web-based tools. Nucl. Acids Res., 41(D1): D590-D596.
https://doi.org/10.1093/nar/gks1219.

Quist, C. W., Gort, G., Mooijman, P., Brus, D. J., van den Elsen, S., Kostenko, O.,
Vervoort, M., Bakker, J., van der Putten, W. H., & Helder, J. (2019). Spatial distribution
of soil nematodes relates to soil organic matter and life strategy. Soil Biology and
Biochemistry, 136, 107542. https://doi.org/10.1016/J.SOILBI0.2019.107542.

28


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-823414-3.00018-6
https://doi.org/10.1016/J.SOILBIO.2019.107565
https://doi.org/10.1016/j.apspil.2020.103545
https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8
https://doi.org/10.15446/esrj.v25n2.84601
https://doi.org/10.1016/J.APSOIL.2019.03.016
https://doi.org/10.1093/nar/gks1219
https://doi.org/10.1016/J.SOILBIO.2019.107542

Seinhorst, J. W. (1966). Killing nematodes for taxonomic study with hot f.a. 4 : 1.
Nematologica, 12(1), 178-178a. https://doi.org/10.1163/187529266X00239.

Shannon CE & Weaver W. (1949). The mathematical theory of communication. University
of Illinois Press, Champaign, Illinois.

Sherman LA & Brye KR. (2019). Soil Chemical Property Changes in Response to Long-
Term Pineapple Cultivation in Costa Rica. Agrosyst. Geosci. Environ., 2:190052.
https://doi.org/10.2134/age2019.07.0052

Sieriebriennikov, B., Ferris, H., & de Goede, R. G. M. (2014). NINJA: An automated
calculation system for nematode-based biological monitoring. European Journal of Soil
Biology, 61, 90-93. https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2014.02.004.

Sorenson T. (1948). A method of establishing groups of equal amplitude in plant sociology
based on similarity of species content. Kongelige Danske Videnskabernes Selskab 5.1-
34: 4-7.

Wei, Z. & Jousset, A. (2017). Plan Breeding Goes Microbial. Trends in Plant Science,
22(7): 555-558. http://dx.doi.org/10.1016/j.plants.2017.05.009

FAOQ. (s.f.). 2015 Afio Internacional de los Suelos. Suelos sanos para una vida sana.
http://www.fao.org/soils-2015/es/. Consultado 5 febrero 2018

Ferris, H., Pocasangre, L. E., Serrano, E., Mufioz, J., Garcia, S., Perichi, G., & Martinez, G.
(2012). Diversity and complexity complement apparent competition: nematode
assemblages in banana plantations. Acta oecologica, 40, 11-18

Ferris, H., & Tuomisto, H. (2015). Unearthing the role of biological diversity in soil health.
Soil Biology and Biochemistry, 85, 101-1009.

Fierer, N., Leff, J. W., Adams, B. J., Nielsen, U. N., Bates, S. T., Lauber, C. L., Owens, S.,
Gilbert, J. A., Wall, D. A. & Caporaso, J. G. (2012). Cross-biome metagenomic analyses
of soil microbial communities and their functional attributes. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 109(52), 21390-21395.

Liu, L., Gundersen, P., Zhang, W., Zhang, T., Chen, H., & Mo, J. (2015). Effects of
nitrogen and phosphorus additions on soil microbial biomass and community structure in
two reforested tropical forests. Scientific reports, 5, 14378.

Looby, C. I., & Treseder, K. K. (2018). Shifts in soil fungi and extracellular enzyme
activity with simulated climate change in a tropical montane cloud forest. Soil Biology
and Biochemistry, 117, 87-96.

29


https://doi.org/10.1163/187529266X00239
https://doi.org/10.2134/age2019.07.0052
https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2014.02.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.plants.2017.05.009

Lugtenberg, B., & Kamilova, F. (2009). Plant-growth-promoting rhizobacteria. Annual
review of microbiology, 63, 541-556.

Micallef, S. A., Shiaris, M. P., & Colon-Carmona, A. (2009). Influence of Arabidopsis
thaliana accessions on rhizobacterial communities and natural variation in root exudates.
Journal of experimental botany, 60(6), 1729-1742.

Palomares-Rius, J. E., Castillo, P., Montes-Borrego, M., Muller, H., & Landa, B. B. (2012).
Nematode community populations in the rhizosphere of cultivated olive differs according
to the plant

genotype. Soil Biology and Biochemistry, 45, 168-171.

Porazinska, D. L., Morgan, M. J., Gaspar, J. M., Court, L. N., Hardy, C. M., & Hodda, M. (
Discrimination of plant-parasitic nematodes from complex soil communities using
ecometagenetics. Phytopathology, 104(7), 749-761.

Powers, T. O., Neher, D. A., Mullin, P., Esquivel, A., Giblin-Davis, R. M., Kanzaki, N.,
Stock S. P. Mora, M. M. & Uribe-Lorio, L. (2009). Tropical nematode diversity: vertical
stratification of nematode communities in a Costa Rican humid lowland rainforest.
Molecular ecology, 18(5), 985-996.

Rodriguez, A., Rojas, M., & Pocasangre, L. E. (2011). Evaluacion de nematodos de vida
libre como indicadores de calidad y salud de suelos en tres sistemas de produccién de
banano. Tierra Tropical. 8(1):115-125

Shen, Z., Penton, C. R., Lv, N., Xue, C., Yuan, X., Ruan, Y., Rong, L. & Shen, Q. (2017).
Banana Fusarium wilt disease incidence is influenced by shifts of soil microbial
communities under different monoculture spans. Microbial ecology, 1-12.

Sieriebriennikov, B., Ferris, H., & de Goede, R. G. M. (2014). NINJA: An automated
calculation system for nematode-based biological monitoring. European Journal of Soil
Biology, 61, 90-93.

Steel, H., & Ferris, H. (2016). Soil nematode assemblages indicate the potential for
biological regulation of pest species. Acta oecologica, 73, 87-96.

Trapnell, C., Roberts, A., Goff, L., Pertea, G., Kim, D., Kelley, D. R., Pimentel, H.,
Salzberg, S.L., Rinn, J. L & Pachter, L. (2012). Differential gene and transcript
expression analysis of RNA-seq experiments with TopHat and Cufflinks. Nature
protocols, 7(3), 562.

30



Van Der Heijden, M. G., Bardgett, R. D., & Van Straalen, N. M. (2008). The unseen
majority: soil microbes as drivers of plant diversity and productivity in terrestrial
ecosystems. Ecology letters, 11(3), 296-310.

Wang Z, Liu L, Chen Q, et al. (2016). Conservation tillage increases soil bacterial diversity
in the dryland of northern China. Agron. Sustain. Dev., 36: 28.
https://doi.org/10.1007/s13593-016-0366-x

Zamioudis, C. & Pieterse, C.M.J. (2012) Modulation of host immunity by beneficial
microbes. Mol. Plant Microbe Interact. 25, 139-150

Zhang L & Xu Z. (2008). Assessing bacterial diversity in soil. J. Soils Sediments, 8:379-
388. https://doi.org/10.1007/s11368-008-0043-z

31


https://doi.org/10.1007/s13593-016-0366-x
https://doi.org/10.1007/s11368-008-0043-z

