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Resumen.

Las firmas de los is6topos estables de carbono y nitrégeno 33C y d'°N en
vegetacion y suelos son la consecuencia de una variedad de procesos involucrados
en la transformacion del carbono y nitrégeno sobre y dentro del suelo, que nos
permite entender las dinamicas de estos elementos en los hébitats a lo largo del
tiempo. Por lo anterior, determinamos la distribucion de las firmas isotépicas d'°C
y 8N en perfiles de suelo de mas de 50 cm de profundidad y la composicion
isotépica de hojas y de mantillo de hébitats templados naturales (Pinus hartwegii,
Abies religiosa y pastizal alpino) y transformados (habitat reforestado de P.
montezumae, una parcela agricola y pastizal alpino quemado) del ejido de Santiago
Tlacotepec del Area de Proteccién de Flora y Fauna Nevado de Toluca, México.
Los resultados mostraron que las firmas isotdpicas de 5'3C y '°N en los primeros
15 cm de suelo son significativamente mayores a las firmas isotdpicas de las
fuentes de carbono y nitrégeno (hojas frescas de la vegetacion dominante y
sotobosque, y mantillo) en el suelo y por lo tanto que existe discriminacion en contra
de los iso6topos mas pesados, i.e. *C y N durante la descomposicion y
mineralizacién de la materia organica del suelo. Las firmas de §*3C y 8*°N a lo largo
del perfil del suelo s6lo aumentaron significativamente (p < 0.05) en el habitat
dominado por A. religiosa, el sitio agricola y el pastizal alpino natural y no para los
habitats dominados por P. hartwegii, P. montezumae y el pastizal alpino quemado.
Esto sugiere la formacion de compuestos recalcitrantes en los habitats dominados
por P. hartwegii y en el pastizal alpino quemado. De esta manera, la distribucion de
O3C y 6'°N en el suelo es dependiente de las entradas de carbono y nitrégeno y/o
el tipo de perturbacién-como la presencia de fuego- en cada habitat. El fuego
controlado sobre pastizal alpino mostré tener un efecto positivo en la acumulacion
de C en los primeros 15 cm de suelo y la elevada relacion C: N del mantillo (C: N=
76.94) en P. hartwegii ocasiono la ausencia de cambio isotépico significativo de C
por debajo de los primeros 15 cm de suelo. Por otro lado, la coexistencia de fuentes
de carbono de vegetacion tipo Cz y Cs y la reciente reforestacion del habitat de P.
montezumae posiblemente contribuyeron para que se mantuviera una ligera y no
significante disminucién de dC en el perfil de suelo, tendencia opuesta a la

observada en los deméas habitats.



1. Introduccién.

El suelo es un sistema complejo, heterogéneo y dinAmico en donde interacttan la
biosfera, litosfera, hidrosfera y atmosfera (Bevivino y Dalmastri, 2017). Este puede
ser considerado el conjunto del material organico y mineral no consolidado en la
superficie de la Tierra (Voroney y Heck, 2014) que junto con la microbiota que vive
en él proporciona el medio fisico para el desarrollo de funciones vitales para los
ecosistemas como son: el soporte fisico para la vegetacion, fuente de agua y de
nutrientes para las plantas, la descomposicion de la materia organica y el reciclaje
de nutrientes, asi como la provision de habitat para diversas formas de vida (Chapin
[l et al., 2002). De estas funciones depende la capacidad de proveer los servicios
ecosistémicos que brinda el suelo (Eldor, 2016).

Los suelos comprenden el mayor almacén de carbono (C) organico de los
biomas terrestres (Ussiri y Lal, 2017; Lal, 2018). La materia organica del suelo
(MOS) almacena en promedio 1500 petagramos de C (Pg C) (1 Pg =10 g) a un
metro de profundidad. Este contenido es mayor que los promedios de C en la
atmosfera (800 Pg C) y en la vegetacion terrestre (500 Pg C) combinados (FAO e
ITPS, 2015). El cambio de uso del suelo y/o deforestacion, pueden incrementar
significativamente las emisiones de dioxido de carbono (CO2) a la atmosfera y
modificar asi la reserva de C organico del suelo (Lal, 2004; Quesada et al., 2018).
Por tal razdn, el estudio y comprension de los mecanismos subyacentes al
almacenamiento y la estabilidad del C organico del suelo en sistemas naturales y
transformados han recibido un interés cada vez mayor (Bernoux et al., 1998;

Briiggemann et al., 2011; Han et al., 2015).

Una de las herramientas utiles que ha proporcionado conocimientos sobre la
dinamica del C organico en el suelo es la abundancia de isétopos estables de C y
la relacién entre ellos (*3C /*2C) (Charles et al., 2007). Los is6topos estables son
atomos no radiactivos de un elemento quimico con el mismo nimero de protones y
electrones, pero diferente nUmero de neutrones, por lo que difieren en sus masas
atémicas. El *2C y el 3C son los is6topos estables de C, su abundancia en la
naturaleza es del 98.89 % y 1.11 %, respectivamente (Sulzman, 2007). Su utilidad
deriva del hecho de que el is6topo estable mas pesado de C (*3C) es discriminado

durante procesos enzimaticos y de difusién que responden a mecanismos cinéticos



y de equilibrio termodinamico durante procesos bioquimicos, desde la fijacion del
C por las plantas (fotosintesis), hasta la discriminacion durante la descomposicion
de los residuos organicos en los suelos. Por lo tanto, los valores de &'°C
(expresados en %) del suelo son la consecuencia de una variedad de procesos
involucrados en la transformacién del C sobre y dentro del suelo (Ehleringer y
Rundel, 1989).

La proporcion de *3C en la vegetacion Cs (83*3C = — 27 %o0) es menor que la que
presenta el C del CO, atmosférico (3*3C = - 7.8 %o), lo cual indica que se produce
una discriminacion de '3C durante la fotosintesis (Makarov, 2009). Asimismo, una
vez que el C del material muerto de la vegetacion (mantillo) se sitGa sobre el suelo,
este es metabolizado por microoorganismos a través de los procesos de
inmovilizacion y mineralizacion de compuestos de C (Weil y Brady, 2017). Durante
estos procesos de trasformacion del C ocurre la discriminacion del *3C por lo que
los valores de 3*3C en el suelo dependen entonces de las firmas isotopicas de los
residuos vegetales (fuente de C al suelo) y del fraccionamiento isotépico de éstas,
es decir, de los cambios en 5*3C durante la descomposicion de la MOS (Tiunov,
2007).

En trabajos previos se ha observado que la concentracion de C (%) disminuye
y el 813C de la MOS incrementa con la profundidad en suelos que han permanecido
bajo la misma comunidad vegetal e incluso durante y posterior a un cambio de uso
de suelo (Garten et al., 2000; Accoe et al., 2002; Bostrém et al., 2007; Acton et al.,
2013). Para explicar este enriquecimiento de 3'3C en perfiles de suelo se han

descrito las siguientes hipotesis (Ehleringer et al., 2000; Wynn et al., 2005):

a) Discriminacion cinética contra 3C durante la respiracion. Ocurre durante las
reacciones enzimaticas asociadas con el metabolismo por los
microorganismos del suelo, en donde los compuestos que contienen 2C se
metabolizan mas facilmente que los que contienen 3C. Como resultado, la
MOS residual se enriquece mas en 3C.

b) Microorganismos como precursores de la materia organica estable. Los
microorganismos catalizan moléculas ricas de ?C, mientras que para la
produccion de biomasa utilizan compuestos abundantes en 3C.

c) Translocacion de fracciones de C solubles relativamente sin descomponer,

enriquecidas de 3C.



d) Efecto Suess. Se refiere al empobrecimiento de 3C en el C atmosférico
moderno desde la industrializacién, el cual podria haber contribuido a
disminuir las proporciones de '3C en los suelos superficiales al reducir los
valores de '3C en los insumos de plantas. Bostrém et al. (2007) observaron
gue este efecto representa aproximadamente el 1 %o desde el mantillo de la

superficie del suelo hasta los 6 cm de profundidad del suelo.

Ademas de los estudios de d%°C, el andlisis de los isétopos estables de
nitrogeno (N), ¥*N y *N con abundancias de 99.63 % y 0.36 % en la naturaleza,
respectivamente, (Sulzman, 2007) son importantes porque la dinamica del C esta
vinculada a la disponibilidad de N en el suelo (Janzen, 2004; Gardenas et al., 2011).
Se ha observado que la tasa de cambio en el 5'3C a lo largo del perfil de suelo esta
influenciada no solo por la temperatura sino también por la calidad de la hojarasca
o mantillo (C: N) del habitat. Por ejemplo, en habitats templados sobre un gradiente
altitudinal, se mostro que los habitats con mayores temperaturas (baja altitud) y con
entradas de C (hojarasca o mantillo) labiles, es decir, con relaciones bajas de C: N
(< 25:1) son relacionados con un alto cambio de 3'C en el perfil de suelo (Garten
et al., 2000).

Del mismo modo en que se distribuye la composicion isotopica de C en perfiles
de suelo, el 3N tiende a incrementar a lo largo del perfil de suelo mientras que la
concentracion de N (%N) disminuye (Vervaet et al., 2002; Marty et al., 2011). Los
cambios en &'°N en perfiles de suelo son mucho mas pronunciados en comparacion
con 33C. El 6N de la MOS aumenta hasta 10 %o con relacion a la firma isotépica
del mantillo (Hogberg, 1997; Bostrom et al., 2007). El enriquecimiento de d°N en
el suelo es causado principalmente por la discriminaciéon de '°N durante la via de
mineralizacién-captacion de la planta acompafiado de la lixiviacion o volatilizacion
de compuestos de N ricos en N y a la acumulacién de productos derivados de

microbios ricos en >N (HOogberg, 1997).

El 3°N de las plantas es menor con relacion al del suelo donde crecen debido
principalmente a factores como la discriminacién del °N durante la mineralizacién
del N y durante la captacion y asimilacién de nitratos y amonios por la raiz de la
planta (Makarov, 2009). La diferencia entre el 3°N de la planta y el 5'°N del suelo
se conoce como el factor de enriquecimiento de N (FE) (FE = 8'5Nhgja - 8'°Nsuelo). El
factor de enriquecimiento es Util para comparar los valores de 3'°N de diferentes
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habitats normalizando la heterogeneidad espacial de los valores de 8°N del suelo
y de esta manera nos indica el estado de N entre habitats (Charles et al., 2007;
Evans, 2007; Pardo et al., 2007).

En habitats forestales naturales una fuente principal de suministro de C y N al
suelo es el mantillo que proviene de la cobertura vegetal in situ. Los compuestos
organicos derivados de la descomposicién incompleta del mantillo se incorporan al
suelo a través de lixiviacién y bioturbaciéon, asi también las formas solubles
inorganicas de N derivados de la mineralizacién (Fahey et al., 2011). Por otro lado,
en sistemas agricolas, la fuente de C y N proviene de la cobertura vegetal nativa
anterior, de los restos del cultivo y los fertilizantes organicos (Bernoux et al., 1998).
De manera tipica, la actividad agricola disminuye el contenido de C organico del
suelo y la relacién de C: N puede ser baja (< 25:1) a razon de la reduccion de
entradas de C al suelo y al suministro de N mediante fertilizantes que provoca altas

tasas de mineralizacion neta del N (Compton y Boone, 2000).

Se considera que los suelos de bosques templados tienen una alta capacidad
de secuestro de C debido al clima frio que prevalece gran parte del afio y que
restringe la descomposicion del mantillo y a los suelos relativamente féertiles en los
gue se desarrollan (Lal y Lorenz, 2012). Los pastizales alpinos son ecosistemas
vulnerables a los efectos del cambio climéatico debido a su distribucién restringida >
3700 m.s.n.m. (Rzedowski, 1975; Maza-Villalobos et al., 2019). En México, los
bosques templados cubren un area de 32.5 millones de hectareas (ha) y los
pastizales alpinos un area de 16,471 ha, por lo tanto, los bosques templados y los
pastizales alpinos, ocupan el ~16.5 % del territorio nacional (Figura 1) (INEGI,
2005).
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Figura 1. Distribucion espacial de los bosques templados (bosques de coniferas y
latifoliadas) y pastizales alpinos en México. Los bosques templados se distribuyen
en el norte y sur de Baja California, a lo largo de las Sierras Madre Occidental y
Oriental, en el Eje Neovolcanico, la Sierra Norte de Oaxacay en el sur de Chiapas.
Los pastizales alpinos se distribuyen en el Nevado de Colima y de Toluca, en el
Ajusco, en el Popocatépetl, en el Iztaccihuatl, en la Malinche y en el pico de Orizaba
(Challenger y Soberén, 2008). Elaborado con base en datos vectoriales de uso de
suelo y vegetacion, escala 1:250000, serie VI (INEGI, 2016).

En el eje Neovolcanico los bosques templados y pastizales alpinos se
desarrollan en suelos derivados de materiales de origen igneo como son los
Andosoles (Galicia et al., 2016). A nivel global, los Andosoles presentan una
importante acumulacién de C orgéanico del suelo (~310 Mg C ha), debido a la
estabilizacién de la MOS por la formacion de complejos 6rgano-metélicos (Al/Fe-
humus) y érgano-minerales (al6fanos) (Johnson-Maynard, 2002). A la fecha, hasta
el 50 % de la vegetacion primaria de los bosques templados en México ha sido
transformada (Sarukhan et al., 2017). En particular, los ecosistemas del Area
Natural Protegida del Nevado de Toluca han sido alterados producto de la tala legal
e ilegal y cambio de uso del suelo con fines agropecuarios antes de la década de

1970, que provocaron la pérdida del ~15% de area forestal.



2. Justificacion.

El estudio de los is6topos estables de C y N en perfiles de suelo nos permite
entender las dindmicas y las transformaciones que ocurren en estos elementos a
lo largo del tiempo. La interpretacion de estos cambios elementales en hébitats
naturales y transformados es una herramienta para mejorar y complementar las

estrategias de conservacion y rehabilitacion de los habitats templados de México.

3. Pregunta de investigacion:

¢ Cudl es la distribucion espacial vertical de 8'3C, %C, 8°N y %N en perfiles de
suelo de distintos habitats naturales y transformados del ejido de Santiago
Tlacotepec en el Nevado de Toluca, México?

4. Objetivos.

El objetivo general de este proyecto es:

Determinar la distribuciéon espacial vertical de d3C, %C, 8'°N y %N en perfiles de
suelo de habitats naturales: Pinus hartwegii, Abies religiosa y Festuca tolucensis
(pastizal alpino) y transformados: P. montezumae reforestado, una parcela agricola
y F. tolucensis perturbado por fuego, distribuidos en el ejido de Santiago Tlacotepec

Nevado de Toluca, México.

Los objetivos particulares de este proyecto son:

1. Describir la relacion entre la concentracion total de C (% C) orgénico y los
valores de 3*3C, asi como la relacion entre N (%N) y los valores de 5'°N en
las distintas profundidades del suelo en cada hébitat.

2. Comparar las firmas isotdpicas 3*3C y 8'°N del mantillo con las de las foliares
frescas y con la composicion isotopica 8°C y 3*°N de la superficie del suelo

(0-15 cm de profundidad) en cada habitat.



3. Examinar la variabilidad espacial que existe en la distribucion de 3'°C y 5'°N
del suelo entre nuestros habitats forestales, y entre el habitat natural y
transformado de pastizal alpino.

5. Las predicciones de este proyecto son:

1. En los perfiles de suelo la concentracién de C organico (%C) y de N (%N)
disminuirdn mientras que los valores de &'3C y &'®N incrementaran a mayor
profundidad del suelo debido al enriquecimiento de los is6topos pesados
fundamentado en las hipétesis expuestas en la literatura.

2. Las firmas isotopicas 3*C y 3N en el mantillo y en las hojas frescas seran
distintas, y por otro lado seran menores con respecto a la firma isotopica del suelo
superficial (0O - 15 cm de suelo) como resultado del fraccionamiento isotopico
durante las transformaciones de estas fuentes de C y N sobre y dentro del suelo.

3. La distribucién de d'3C y 3N entre los perfiles de suelo de los habitats forestales
sera distinta, asi como entre los habitats de pastizal alpino, ya que estara
influenciada por la cobertura vegetal dominante (fuente principal de C y N) y/o por

la transformacion antropogénica.

6. Materiales y métodos.
6.1 Area de estudio.

Este estudio se realizé en el Area de Proteccion de Flora y Fauna Nevado de Toluca
(APFFNT), en el municipio de Toluca, Estado de México (19°07’ y 19° 10’ N; 99°
43y 99° 45 O). EI APFFNT se distribuye entre los 3000 y los 4680 msnm y
presenta un clima templado (CONANP y SEMARNAT, 2016). La temperatura media
minima es de -2.9°C y la temperatura media maxima es de 10.5°C. La precipitacion
media anual de la regién es de 1216 mm (Sistema Meteoroldgico Nacional, estacion
No. 00015062). La temporada de lluvias se presenta en verano (julio a septiembre)
(Figura 2).
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Figura 2. Climograma de la estaciéon No. 00015062 del Nevado de Toluca en el
municipio de Zinacantepec, Estado de México (19° 7.11' N; 99° 46.88' O) a una
altitud de 4283 msnm durante el periodo de 1981-2010.

El tipo de suelo predominante en el APFFNT son los Andosoles. Este tipo de
suelo, se deriva de cenizas volcanicas, las cuales al intemperizarse en un clima
templado dan lugar a la formacion de abundantes minerales secundarios no
cristalinos principalmente aléfanos. Los aléfanos junto con la precipitacion permiten
gue el suelo presente una alta capacidad de intercambio cati6nico y una baja
saturacion de bases, lo que facilita la retencion de agua y nutrientes para el
desarrollo de la vegetacion (INEGI, 2000).

Los principales tipos de vegetacion en el Nevado de Toluca son los bosques
de coniferas y el pastizal alpino. Ademas de pequefias porciones de bosques de
latifoliadas: Alnus spp. (aile) y de Quercus spp. (encino). Los bosques del Nevado
de Toluca han sufrido una transformacion notable. Durante la década de 1960 se
deforestaron grandes areas de bosques (8.3 mil hectareas) para ser convertidos en

zonas agricolas o de pastoreo. La deforestacion junto con la mas reciente tala ilegal



ha causado la fragmentacién y pérdida de la cobertura arb6rea (Mastretta, et al.,
2014).

Nuestro estudio abarca tres habitats naturales y tres transformados en el
ejido de Santiago Tlacotepec en el Nevado de Toluca, México. Los hébitats
naturales son un bosque de P. hartwegii (ocote, pino amarillo, pino chino, pino de
las alturas), un bosque de A. religiosa (oyamel) y el pastizal o zacatonal alpino
también conocido como paramo de altura (F. tolucensis). Los héabitats perturbados
son un bosque de P. montezumae (pino real, ocote o pino de Moctezuma)
reforestado hace ~30 afios, una parcela agricola y una zona sometida a quemas
controladas cada tres afios dominada por F. tolucensis y (Figura 3).
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Figura 3. Ubicacion geogréfica de los habitats estudiados en la APFFNT. Los
ecosistemas A y B incluyen sitios con uso agricola y pecuario.

Las caracteristicas de los habitats de estudio son las siguientes:

a) Habitat de P. hartwegii. Se desarrolla a una altitud de 3958 msnm en suelos con
pH de 6.09 + 0.12. FisonGmicamente es una comunidad abierta, el estrato arbéreo
alcanza entre 20 y 25 metros de altura. El estrato herbaceo tiene una altura
promedio de 1 m y se encuentra conformado por gramineas amacolladas con

metabolismo Cs.

b) Habitat de A. religiosa. Se encuentra a los 3260 msnm. Fisonédmicamente es un
bosque alto (25 metros de altura) y denso. Se distribuye sobre suelos con pH de
5.92 £ 0.07.
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c) Habitat de pastizal alpino natural. Se desarrolla como vegetacién dominante a
los 4193 msnm. La especie dominante es F. tolucensis sobre suelos con pH de 5.71
+ 0.08 y es el Gnico habitat de estudio con suelo de tipo Regosol.

d) Habitat de P. montezumae. Se distribuye en una altitud de 3278 msnm. Fue
reforestado hace ~30 afios por lo que el estrato arbéreo alcanza una altura
promedio de 4 metros sobre suelos con pH de 5.85 + 0.07. Encontramos un estrato

herbaceo conformado por gramineas con metabolismo Ca.

e) Parcela agricola. Se sitla a los 3266 msnm. En ella se practica la rotacién de
Solanum tuberosum (papa) y Pisum sativum (chicharo) en periodos de ~5 afios

para cada planta sobre suelos con pH de 5.18 + 0.08.

f) Habitat de pastizal alpino quemado. Cerca del habitat de pastizal alpino natural,
se encontré una zona quemada de esta vegetacion a los 4053 msnm, la cual
presenta un pH de 5.37 + 0.06 del suelo. El inducir fuego cada 3 - 5 afios en esta

zona es con el fin de instruir a los ejidatarios en el manejo del fuego.
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A continuacion, presentamos fotografias representativas de cada habitat:

Figura 4. Fotografia de cada habitat de estudio. A. Pinus hartwegii, B. Abies
religiosa, C. Pastizal alpino natural, D. Pinus montezumae, E. Parcela agricolay F.
Pastizal alpino quemado. Fotografias tomadas por Estefania Barriga Fernandez.

13



6.2 Disefio de muestreo.

6.2.1 Delimitacion de parcelas.

En marzo del 2018 se establecieron seis parcelas temporales en cada uno de los
habitats de estudio. El tamafio de las parcelas se definio bajo el criterio del diametro
a la altura del pecho (d.a.p) de los arboles. Para los habitats de A. religiosa y P.
hartwegii, que presentaron un d.a.p > 50 cm, se establecieron parcelas de 35 x 35
m con una distancia de 50 m entre ellas. En el habitat de P. montezumae donde
presentaban un d.a.p de 14 - 50 cm se establecieron parcelas de 25 x 25 m. Para
los habitats de pastizal alpino natural y pastizal alpino quemado situamos parcelas
de 50 x 20 m cada 15 m, finalmente para el sitio agricola se puso una parcela de
300 x 300 m en la cual se ubicaron nueve puntos cada 100 m. Para establecer la

posicion de las parcelas, georreferenciamos la equina suroeste de cada una.

6.2.2 Colecta de suelos.

En los habitats dominados por P. hartwegii, A. religiosa y P. montezumae, se
colectaron nucleos de suelo de 100 cm de profundidad en la esquina suroeste de
cada parcela, con una barrena de 3.2 cm de diametro (Dormer Soil Samplers;
Australia). Para los habitats de pastizal alpino natural, agricola y pastizal quemado
no se obtuvieron segmentos de suelo de 50 - 100 cm debido a la presencia de roca
firme. Antes de colectar los nucleos, se removié la capa de mantillo. Para estudiar
los cambios en los is6topos estables de carbono (8*3C) y nitrégeno (5*°N) en el
suelo, se dividié cada nucleo de suelo en intervalos de profundidad de O -15, 15 -
30, 30 - 50 cmy para habitats de P. hartwegii, A. religiosa y P. montezumae también
se obtuvo un segmento de 50 — 100 cm. Las muestras de suelo se colectaron en
bolsas de plastico selladas y se transportaron al laboratorio de Genética y Ecologia
del Instituto de Ecologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)
en donde se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta que

fueron procesadas.

14



6.2.3 Colecta de mantillo y de biomasa aérea viva.

En cada parcela dominada por vegetacién arbdrea se establecié una sub-parcela
de 0.25 x 0.25 m para colectar el mantillo (biomasa muerta sobre el suelo). De
manera aleatoria se colectaron hojas (biomasa aérea viva) de tres distintos arboles
maduros por parcela, asi como de matas de pastizal coexistiendo con P.
montezumae y P. hartwegii. Dentro de las parcelas de pastizal natural y pastizal
guemado establecimos tres sub-parcelas en las que se muestreo biomasa viva
aérea (hojas). Las muestras se depositaron en bolsas de papel estraza para
llevarlas al laboratorio de Genética y Ecologia del Instituto de Ecologia de la UNAM

para su posterior procesamiento.

6.3 Procesamiento de las muestras en el laboratorio.

Para la medicion de la densidad aparente del suelo en los distintos intervalos de
profundidad, se utilizé una probeta de 25 ml depositando en ella un volumen de 10
ml de suelo para cada muestra, posteriormente las muestras se secaron en un
horno (BG, H-71 México) a 60°C por 4 dias. Una vez secas las muestras se pesaron
en una balanza (AND EJ Newton Series, New York, USA) para obtener la densidad

aparente dividiendo el peso entre el volumen (g/cm?).

Previo al analisis isotopico, las muestras de suelo, mantillo y biomasa aérea
(hojas frescas) se secaron en un horno (BG, H-71 México) a 60°C por tres dias. Se
corrobord que las muestras de suelo no presentaron C inorganico a través de la
aplicacion de HCl al 1N (Pilskaln y Paduan, 1992), debido a lo cual la concentracién
de C orgéanico (%C) es equivalente a la concentracion del C total. Posteriormente,
las muestras se molieron hasta obtener un grano fino por medio de un TissueLyser

Il de Qiagen (Venlo, Netherlands) con balines de porcelana estériles.

6.3.1 Andlisis del %C, % N y de is6topos estables 5**C, 6*°N.

Las muestras procesadas se enviaron al Environmental Isotope Laboratory,

University of Arizona, Estados Unidos de América para la medicion de 8*°C, 5'°N,
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asi como la concentracion total de carbono (%C) orgénico y de nitrégeno (%N). Las
muestras fueron analizadas en un espectrometro de masas de flujo continuo
(Finnigan Delta PlusXL) acoplado a un analizador elemental (Costech). Los valores
de 5'3C y de 8N fueron expresadas en partes por mil (%o) de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
613C 6 815N %o = [(Rinuestra/ Restanaar) — 1]1x 1000

Donde &'3C 6 8'°N es la proporcion isotépica (*3C/*?C 6 °N/“N) de la muestra en
escala delta (d) en relacién a la proporcion isotdépica de un estandar. R= (*3C/*?C)
6 (*>*N/**N). Para las muestras de mantillo y hojas, el estandar de C utilizado fue la
composicion isotdpica del fosil Pee Dee Belemnite Limestone y para N fueron sales
de sulfato de amonio (IAEA-N-1 y IAEA-N-2). Para las muestras de suelo se uso

acetanilida como estandar para C y N.

6.4. Estimacion del contenido total de C y N en los perfiles de suelo.

Para caracterizar a los suelos estudiados en su contenido de C se realizaron los

siguientes calculos de acuerdo a Fourqurean et al. (2014):

Contenido de C organico del suelo (g C / cm?) = densidad aparente del suelo (g /

cm?) * concentracion de C (1 / 100 %) * espesor del intervalo de profundidad (cm)

Posteriormente, convertimos el contenido de C (g / cm?) a unidades de Kg C / m?

de la siguiente manera:

Contenido de C (Kg C / m?) = contenido de C (g C/ cm?) * (1kg /1,000 g) *
(10,000 cm? / 1m?)

Finalmente, se sumé la cantidad de C de los intervalos de profundidad del perfil de
suelo para obtener el contenido total de C por perfil. Para la estimacién del

contenido de N en los perfiles de suelo, se siguié el mismo procedimiento descrito.
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7. Andlisis estadisticos.

Con el objetivo de caracterizar los suelos estudiados, se comparé la media de la
densidad aparente total en el perfil de suelo entre habitats a través de un Andlisis
de Varianza (ANOVA) de un factor y en el caso de encontrar diferencias
significativas se realiz6 la prueba post-hoc de Tukey. Del mismo modo, fueron
analizadas las medias de % C y %N totales en el perfil de suelo entre habitats previo

a su trasformacion a mg C/ g para la aplicacion de la prueba ANOVA.

A valores de 3*3C y 6'®N en el perfil de suelo de cada habitat se les aplico
un ANOVA de un factor, el cual permitié conocer si la distribucidén espacial vertical
de dichas variables era diferente estadisticamente. En el caso de haber diferencias
se realizo la prueba de Tukey. Las concentraciones de C (%C) organico y N (%N)
se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis para conocer si existian cambios
significativos a lo largo del perfil de suelo en cada sitio. En caso de encontrar

diferencias significativas sometimos los datos a la prueba post-hoc de Dunn.

Para evaluar si las firmas isotopicas de las fuentes de C y N (hojas de la
vegetacion arbérea dominante, pastizal como sotobosque y mantillo) son diferentes
estadisticamente entre ellas, y de la composicion isotopica 8°C y 8'°N del suelo
superficial (0 - 15 cm de suelo) de cada habitat, los respectivos datos se analizaron
con un ANOVA de un factor.

Con el objetivo de estimar la tasa de cambio en el 8'3C a lo largo de un perfil de
suelo, la cual sirve para reflejar la tasa de descomposicion de la MOS (Garten et
al., 2000; Powers y Schlesinger, 2002; Garten, 2006; Campbell et al., 2009) se hizo
un andlisis de regresion lineal (Y = b(X) + a) asociando los valores de 33C (Y) con
los contenidos de log C (mg C/g) (X) del perfil de suelo para cada habitat de estudio.
En este analisis el coeficiente de regresion (b), representa la tasa de cambio en la
abundancia de *3C en el perfil de suelo. Pendientes o coeficientes de regresion mas
negativos indican mayor tasa de descomposicion de la MOS (Charles et al., 2007).
Previo al anterior analisis, cada valor de %C se multiplicé por 10 para obtener el

contenido de C organico como mg C/ g y poder calcular su respectivo logaritmo.

El factor de enriquecimiento (FE) de N para cada habitat se estimo a partir

de la diferencia entre el promedio de d'°N foliar y el promedio de 3N en los
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primeros 15 cm de suelo. Para los habitats dominados por P. hartwegii y P.
montezumae en los que encontramos pastizal formando el sotobosque,
promediamos la media de &'°N de las hojas de la vegetacion arbérea con la
obtenida en las hojas del pastizal. Posteriormente, se calcul6 el FE de N de estos
habitats.

Para examinar la distribucion espacial de 5*C y 3N entre habitats, se
aplicé un ANOVA de un factor para comparar cada variable entre los tres habitats
forestales (P. hartwegii, A. religiosa y P. montezumae) en cada intervalo de
profundidad (O - 15, 15 - 30, 30 - 50 y 50 - 100 cm). En caso de haber diferencias
significativas corrimos la prueba de Tukey a los datos.

En los habitats de pastizal alpino (natural y quemado), se compararon los
valores de 3*3C y 3N en las tres profundidades del perfil de suelo (0 - 15, 15 - 30
y 30 — 50 cm) a través de la prueba pareada de t, y las variables de %C y %N con

la prueba de Wilcoxon.

Para todos los datos mencionados, se utiliz6 un nivel de confianza del 95% en
el software GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

8. Resultados.

Los contenidos de C y de N en los suelos estudiados variaron de 9.27 a 34.49 kg
C /m? y de 0.68 a 2.17 kg N /m?, respectivamente. Los mayores contenidos se
encontraron en los habitats de A. religiosa con 34.49 kg C /m?y 2.17 kg N /m?y en
P. montezumae con 29.19 kg C /m? y 2.05 kg N /m?, seguido del habitat agricola
con 23.05 kg C /m?y 1.67 kg N /m? y el habitat de P. hartwegii con 15.12 kg C /m?
y 0.78 kg N /m?. Los suelos de pastizal alpino presentaron los menores contenidos
de C y N, siendo inferiores en el pastizal alpino natural (9.27 kg C /m?y 0.68 kg N
/m?) en comparacion con el suelo del pastizal alpino quemado (13.78 kg C /m? y
1.06 kg N /m?).

La densidad aparente del suelo varié entre habitats e increment6 con la
profundidad del suelo. El pastizal alpino natural presenté la mayor densidad con
0.74 +0.02 g/cm? seguido del habitat de P. hartwegii. Por otra parte, los habitats de
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A. religiosa y P. montezumae mostraron la menor densidad aparente 0.62 £ 0.03 y
0.62 + 0.02 g/cm?, respectivamente (Tabla 1; Tabla S1).

La concentracion de C (%C) organico y de N (N%) total en el perfil de suelo
variaron entre los habitats. Fueron mayores en A. religiosa con 5.58 + 0.85 %C y
0.33 £ 0.04 %N, y en el habitat agricola con un promedio de 4.61 + 0.29 %C y 0.33
+ 0.02 %N, mientras que los habitats de P. hartwegii y pastizal alpino natural
presentaron los %C y %N menores: 1.99 + 0.29 %C, 0.10 £0.02 %N y 1.53 + 0.19
%C, 0.11 £ 0.01 %N, respectivamente (Tabla 1; Tabla S1).
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Tabla 1. Medias con error estandar (+ EE) de la densidad aparente del suelo
(g/cm3), % C y %N en cada intervalo de profundidad del suelo por habitat. Las
medias totales de cada variable que no comparte las mismas letras son
significativamente diferentes (P <0.05; prueba de ANOVA de un factor previo a la
prueba de Tukey; n=6 para todos los habitats a excepcién del agricola en el que
n=9) entre habitats.

Densidad
Habitat Profundidad aparente del %C %N
(cm) suelo (g/cm?)
0-15 0.61 +0.03 3.44 +£0.39 0.18 £ 0.03
Pinus hartwegii 15-30 0.68 + 0.02 2.39+0.42 0.13 +0.02
30-50 0.70 £ 0.03 1.50 + 0.42 0.08 +£0.02
50 - 100 0.79 £ 0.02 0.37 £ 0.15 0.02 +£0.01
Media + EE 0.69 + 0.022b 1.99 + 0.292%¢ 0.10 + 0.022
0-15 0.52 +0.03 10.98 +1.83 0.62 +0.08
Abies religiosa 15-30 0.60 £ 0.04 6.79+1.13 0.42 +0.06
30-50 0.65 + 0.06 3.14 £ 0.60 0.20 +£0.03
50 - 100 0.72 + 0.06 1.41 £0.20 0.08 +0.01
Media + EE 0.62 +0.03? 5.58 + 0.85° 0.33 £ 0.04°
0-15 0.74 + 0.05 2.08 £ 0.28 0.15+0.02
Pastizal alpino 15-30 0.74 + 0.05 1.67 £ 0.16 0.13+0.01
natural 30-50 0.75 + 0.04 0.83+0.21 0.06 + 0.01
Media + EE 0.74 + 0.02° 1.53 +0.192 0.11 £ 0.012
0-15 0.54 +0.02 6.49 + 0.43 0.50 + 0.03
Pinus montezumae 15-30 0.62 +£0.04 494 +0.19 0.37 £0.02
30-50 0.59 + 0.04 3.12+0.42 0.23 +0.03
50 - 100 0.74 + 0.04 1.37+£0.24 0.09 + 0.02
Media + EE 0.62 + 0.022 3.98 + 0.43b¢ 0.30 + 0.03°¢
0-15 0.75 + 0.05 5.52 + 0.37 0.41 +0.03
Agricola 15-30 0.61 + 0.02 4,79 + 0.37 0.34 +0.03
30-50 0.63 +0.03 3.51 +0.55 0.24 +0.03
Media + EE 0.66 + 0.022b 4.61 + 0.29v¢ 0.33 + 0.02b¢
0-15 0.66 + 0.06 3.29 +0.40 0.22 +0.02
Pastizal alpino 15-30 0.67 £ 0.04 2.59 +0.33 0.19£0.02
guemado 30-50 0.67 + 0.03 2.28 + 0.46 0.18 + 0.04
Media + EE 0.67 + 0.022b 2.72 + 0.242cd 0.20 + 0.02%¢
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8.1 Distribucién espacial vertical de 8°C y &'°N.

El analisis Kruskal-Wallis mostr6 que, en los habitats naturales, i.e. P. hartwegii, A.
religiosa y pastizal alpino natural, el %C disminuyd significativamente con el
incremento en la profundidad del suelo (Figura 5A-C; Tabla S2). Por otro lado, el
%C de los suelos de los habitats transformados disminuyo significativamente para
P. montezumae y para el sitio agricola (Figura 5D-E). La variacion del %C en el
suelo del habitat de pastizal alpino quemado no fue estadisticamente significativo
(p=0.2901) (Figura 5F).

En los habitats dominados por A. religiosa, pastizal alpino natural y el habitat
agricola, los valores de ®C se incrementaron significativamente con la
profundidad del suelo (p<0.05) (Figura 5B, C, E; Tabla S3). Las variaciones de 5*3C
en el suelo de los habitats dominados por P. hartwegii, P. montezumae y pastizal
alpino quemado no fueron estadisticamente diferentes (Figura 5A, D, F; Tabla S3).
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Figura 5. Distribucion de %C y 3*3C a lo largo del perfil de suelo para A) Pinus

hartwegii, B) Abies religiosa, C) pastizal natural, D) Pinus montezumae, E) parcela

agricola y F) pastizal quemado. Para los habitats de pastizal natural, agricola y

pastizal quemado no se obtuvieron segmentos de suelo de 50 - 100 cm debido a la

presencia de roca firme. Los puntos representan la media y el error estandar (+ EE)
de un nimero de muestras de 6 a 8 por habitat. Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas en el % C y letras minusculas distintas indican diferencias
en 33C (P <0.05; Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn para %C; y ANOVA
de un factor seguido de la prueba Tukey para 3*3C) en el perfil de suelo. Para mayor
claridad de los simbolos, algunas barras de los + EE no se muestran.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de Kruskal-Wallis, en todos los
hébitats naturales, y transformados de P. montezumae y agricola el % N disminuyo
significativamente con la profundidad del suelo (p<0.05) (Figura 6A, B, C, Dy E;
Tabla S2). Mientras que para el habitat de pastizal alpino quemado las variaciones
del %N en el suelo no fueron estadisticamente significativas (Figura 6F).

Con respecto a las firmas isotopicas de N del suelo, estas aumentaron
significativamente a mayor profundidad (Figura 6A, B, C, D y E; Tabla S3) en los
habitats de P. hartwegii, Abies religiosa, Pinus montezumae, agricola y pastizal
alpino natural. La variacién de 8'°N en el perfil de suelo del pastizal alpino quemado

no fue estadisticamente significativa (Figura 6F; Tabla S3).
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Figura 6. Distribucion de %N y 8*°N a lo largo del perfil de suelo para A) Pinus
hartwegii, B) Abies religiosa, C) pastizal natural, D) Pinus montezumae, E) parcela
agricola y F) pastizal quemado. Para los habitats de pastizal natural, agricola y
pastizal quemado no se obtuvieron segmentos de suelo de 50 - 100 cm debido a la
presencia de roca firme. Los puntos representan la media y el error estandar (+ EE)
de un nimero de muestras de 6 a 8 por habitat. Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas en el % N y letras minusculas distintas indican diferencias
en 3N (P <0.05; Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn para %N; y ANOVA
de un factor seguido de la prueba Tukey para 3°N) en el perfil de suelo. Para mayor
claridad de los simbolos, algunas barras de los + EE no se muestran.
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De acuerdo con la prueba de Tukey, en todos los hébitats naturales y
transformados, los valores de d'°C de las fuentes de C del suelo i. e. hojas frescas
y/o pastizal asociado y/o mantillo fueron significantemente menores (p<0.05) con
relacion a la firma isotopica de C del suelo superficial (0 - 15 cm) (Figura 7A, B, C
y E; Tabla S4). Ademas, los valores de d'3C de las hojas para los habitats de P.
hartwegii, A. religiosa y P. montezumae fueron significantemente menores (p<0.05)
con respecto al 8'3C del mantillo (Figura 7A, B, D; Tabla S4). Por otro lado, para el
habitat de P. montezumae el valor de &¥C en el pastizal asociado fue
significativamente mayor con relacion a los d'3C de las fuentes de C y a la firma
isotdpica del suelo superficial (Figura 7D, Tabla S4), mientras que el 32C del
pastizal asociado en P. hartwegii fue comparable con el del mantillo presente en el
habitat (Figura 7A; Tabla S4).

25



A Pinus hartwegii D Pinus montezumae
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Figura 7. Medias con error estandar (+ EE) de d'°C de las fuentes de C al suelo
consideradas para A) Pinus hartwegii, B) Abies religiosa, C) pastizal alpino natural,
D) Pinus montezumae y E) pastizal alpino quemado. En cada habitat, los valores
de 53C del suelo superficial (0-15 cm de profundidad) y de las distintas fuentes de
C que no comparte las mismas letras son significativamente diferentes (P <0.05;
prueba de ANOVA de un factor previo a la prueba de Tukey). Para mayor claridad
de los simbolos, algunas barras de los = EE no se muestran.

La prueba de Tukey indica que en todos los habitats estudiados el 3*°N de las
fuentes de N, i.e. hojas y/o pastizal asociado y/o mantillo fueron significativamente
menores (p<0.05) que el d°N de los primeros 15 cm de suelo (Figura 8A, B, C, D
y E; Tabla S4). Por otra parte, los valores de 5'°N entre las distintas fuentes de N
en Pinus hartwegii, Abies religiosa y P. montezumae no fueron diferentes
estadisticamente (Figura 8A, B y D; Tabla S4).
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a
Hojas A Hojas- I—B-I
a a
Pastizal4 A Pastizal- BA
a a
Mantillo < Mantillo- &
0 - 15 cm de suelo }—(5—1 0 - 15 cm de suelo (5
T T T T T T T T T T T T T T T T
7 6 -5 - 3 2 -1 0 1 2 3 7 6 5 4 -3 -2 1 0 1 2 3
B Abies religiosa E Pastizal alpino quemado
a
4 Hojas A a
[F} Hojas A
T
g Mantillo< G .................................
et
= b
Q b 0 - 15 cm de suelo- (@]
3 0-15cm de suelo- HOH
(18
-7 6 5 4 3 -2 -1 0 1 2 3 7 6 5 4 -3 -2 1 0 1 2 3
C Pastizal alpino natural
a
Hojas I/
b
0- 15 cm de suelo K

7 6 5 432401 2 3
5'5N (%o)

Figura 8. Medias con error estandar (+ EE) de 8'°N de las fuentes de N al suelo
consideradas para A) Pinus hartwegii, B) Abies religiosa, C) pastizal alpino natural,
D) Pinus montezumae y E) pastizal alpino quemado. En cada habitat, los valores
de 5'°N del suelo superficial (0-15 cm de profundidad) y de las distintas fuentes de
C que no comparte las mismas letras son significativamente diferentes (P <0.05;
prueba de ANOVA de un factor seguido de la prueba de Tukey). Para mayor
claridad de los simbolos, algunas barras de los + EE no se muestran.

El analisis de regresion lineal mostré que, en los habitats de A. religiosa, pastizal
alpino natural, pastizal alpino quemado Yy agricola existe una relacion
estadisticamente significativa entre el %C y los valores de d'3C en todas las
profundidades de suelo estudiadas, ésta fue una relacién negativa, lo que significa
que los valores de 3*3C disminuyen conforme aumenta el %C organico (Figura 9B,
C,EyF).
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El habitat de A. religiosa presentd la mayor tasa de cambio en el 5'3C (y =

—2.13x + b), mientras que el habitat de pastizal alpino natural present6 la menor

(y = —0.92x + b). Por otro lado, en los habitats de P. hartwegii y P. montezumae la

tasa de cambio del 3**C no fue estadisticamente significativa a lo largo del perfil

(Figura 9Ay D).
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Figura 9. Regresion lineal de los valores de 5'3C y del log de C organico (mg C/g)
a lo largo de los perfiles de suelo para A) Pinus hartwegii, B) Abies religiosa, C)
pastizal natural, D) Pinus montezumae, E) parcela agricola y F) pastizal quemado.
La banda de confianza se representa con lineas punteadas (95%) y la recta de

regresion con linea continua.
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Acorde al analisis de Kruskal-Wallis la relacion C: N presente en las hojas frescas
de P. hartwegii fue menor a las encontradas en el pastizal y el mantillo de este
hébitat (Tabla 2; Tabla S5). Por otra parte, en el habitat de P. montezumae las
proporciones C: N en hojas fresas, pastizal y mantillo no fueron diferentes
estadisticamente (p= 0.0557).

Para el habitat de A. religiosa, la relacion C: N de las hojas frescas fue
significativamente mayor a la del mantillo (Tabla 2; Tabla S5).

Tabla 2. Media con error estandar (+ EE) de la relacion C: N de las fuentes de C y
N en cada héabitat. Los valores de C: N que no comparten las mismas letras entre
fuentes son significativamente diferentes (P <0.05; Kruskal-Wallis seguido de la
prueba de Dunn para las fuentes de P. hartwegiiy P. montezumae; prueba de Mann
Whitney para las fuentes de A. religiosa; n=3 para hojas y n=6 para pastizal y
mantillo).

C: N
Habitat Hojas Pastizal Mantillo
Pinus hartwegii 31.46 +1.232 51.95 + 2.58% 76.94 + 10.75°
Abies religiosa 43.16 + 1.48? - 35.95 + 2.20°
Pastizal alpino natural 113.72 + 8.46 - -
Pinus montezumae 44.42 +1.052 43.66 = 1.292 68.24 £ 9.14*
Pastizal alpino quemado 76.36 + 4.93 - -
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8.2 Distribucion espacial de 83C y &N entre habitats.

De acuerdo al ANOVA de un factor, se encontré que los valores de 3*3C son
diferentes estadisticamente (p<0.05) entre los habitats forestales i. e. P. hartwegii,
A. religiosa y P. montezumae en las profundidades de 0 -15, 15 -30 y 30 - 50 cm
de suelo (Tabla 3; Tabla S6). El habitat de P. montezumae presento los valores
significativamente mayores de d'3C en los primeros tres intervalos de profundidad
con respecto a los valores de 3*3C en los habitats de P. hartwegii y A. religiosa

En la profundidad de 50 -100 cm de suelo los valores de d'3C de los habitats
forestales no difirieron estadisticamente (Tabla 3; Tabla S6).

Tabla 3. Medias con error estandar (+ EE) de los valores de 5'3C en el perfil de
suelo de cada habitat forestal. Medias en la misma columna con diferente letra
indican diferencias significativas (P <0.05; ANOVA de un factor previo a la prueba
de Tukey).

Profundidad del suelo

Habitat 0-15cm 15-30cm 30-50cm 50 -100cm
Pinus hartwegii -25.86 + 0.242 -25.04 + 0.342 24.58 £ 0.222 -24.95 + 0.882
Abies religiosa -26.14 + 0.142 -25.28 + 0.312 -24.21 + 0.28? -23.93 + 0.15%

Pinus montezumae  -22.22 + 0.36° -22.44 + 0.16"° -22.53 +0.21° -23.33 + 0.462

El resultado del ANOVA de un factor indica que los valores de 3*°N en las
profundidades de 0 -15, 15 -30 y 30 - 50 cm entre los habitats forestales son
diferentes estadisticamente, con los menores valores en A. religiosa en las tres
profundidades de suelo (Tabla 4; p<0.05; Tabla S6).

En la profundidad de 50 - 100 cm de suelo los valores de 3'°N entre los

habitats forestales, no fueron estadisticamente significativos (Tabla 4; Tabla S6).
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Tabla 4. Medias con error estandar (+ EE) de los valores de 5'°N en el perfil de
suelo de cada habitat forestal. Medias en la misma columna con diferente letra
indican diferencias significativas (P <0.05; ANOVA de un factor previo a la prueba
de Tukey).

Profundidad del suelo

Habitat 0-15cm 15-30cm 30-50cm 50-100cm
Pinus hartwegii 1.97 + 0.59% 3.30+0.312 4.30 £ 0.192 3.67 £ 0.322
Abies religiosa 0.64 + 0.412 1.84 + 0.40Q° 3.79 £ 0.432 5.32 + 0.302

Pinus montezumae 2.70 £ 0.23° 4.16 + 0.352 5.39 + 0.28° 494 +0.782

La prueba de Tukey muestra que el factor de enriquecimiento (FE) de N es
significativamente mayor en el habitat de A. religiosa con respecto al presentado en
P. hartwegii y en P. montezumae (Tabla 5; p<0.05; Tabla S7), por lo que en este
habitat hay mayor disponibilidad de N en comparacion con los otros habitats

forestales.

Tabla 5. Media con error estandar (x EE) del Factor de enriquecimiento (FE) de N
(FE= 0"°Nhoja- 0*°N1s cm de suelo) para cada habitat forestal. Los valores de FE N que no
comparten las mismas letras son significativamente diferentes (P <0.05; prueba de
ANOVA de un factor seguido de la prueba de Tukey; n=6).

Habitat Factor de enriquecimiento (FE) de N
Pinus hartwegii -6.35 + 0.592
Abies religiosa -4.13 + 0.45°
Pinus montezumae -6.00 £ 0.33?

Las pruebas de t pareadas sugieren que el 8'3C de los primeros 15 cm de suelo en
el pastizal alpino natural es significativamente mayor con relacion al del habitat de
pastizal alpino quemado (Tabla 6; p<0.05; Tabla S8). En cuanto a la variacion de
los valores de 5'°N entre los perfiles de suelo de ambos habitas de pastizal alpino,

esta no fue estadisticamente significativa (Tabla 6; Tabla S8).
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Por otra parte, las pruebas de Wilcoxon mostraron que el %C en el suelo es
mayor en el pastizal alpino quemado en los primeros 15 cm de suelo en
comparacion con el presentado en el pastizal alpino natural (Tabla 6; Tabla S8),
mientras que a mayor profundidad de suelo el % C es igual estadisticamente en los
dos hébitats. En el caso del %N en el suelo entre estos habitats, no es diferente
estadisticamente (p<0.05) (Tabla S8).

El Factor de enriquecimiento del N fue estadisticamente (p<0.05) igual en

ambos habitats del pastizal alpino (Tabla 6; Tabla S7).

Tabla 6. Medias con error estandar (+ EE) de % C, 8'3C, %N, d'°N y Factor de
enriquecimiento (FE) de N en el perfil de suelo de los habitats de pastizal alpino
natural y quemado. Medias con diferente letra de acuerdo a la profundidad del suelo
entre habitats indican diferencias significativas (P <0.05; Prueba de t pareada para
013C, 8N y FE N; y prueba Wilcoxon para % C y %N; n=6).

Pastizal %C dC %N 5N FEN
alpinoy
profundidad
Natural
0-15cm 216+0.31* -24.81+0.092 0.15+0.022 1.41 +0.46% -6.42+0.302
15-30cm 1.66+£0.172 -24.06+0.11® 0.13+£0.01@ 3.01+0.422
30-50cm 0.77 £0.232 -23.74+0.19% 0.06£0.022 3.03 +0.362
Quemado
0-15cm 3.29+0.40° -25.18+0.10° 0.22+0.02* 250+ 0.34* -5.10+0.362
15-30cm 259+0.332 -2455+0.162 0.19%£0.022 3.99 +0.282
30-50cm 2.28+0.46% -24.75+0.372 0.18£0.04% 3.29%0.712
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9. Discusioén.

Los Andosoles se caracterizan entre otras cosas por presentar altas
concentraciones de C (%C) y de N (%N) y densidades aparentes bajas < 0.9 g/cm?
(Nanzyo, 2002). El promedio del contenido de C y de N en los perfiles de suelo de
los hébitats de A. religiosa y P. montezumae fueron mayores a los promedios
reportados por Batjes (2014) en Andosoles. Del mismo modo, el contenido de C y
N en el suelo del habitat agricola fue superado con respecto al reportado por este
mismo autor para profundidades de 0 — 50 cm, y fue todo lo contrario para los
presentados por los suelos de los habitats de pastizal alpino.

El promedio de %C y %N en suelos del habitat dominado por A. religiosa,
fueron superiores a los reportados por Drijber y Lowe (1990) para el mismo tipo de
vegetacion en el volcan lIztaccihuatl, y a los registrados en el ejido EI conejo, en el
volcan Cofre de Perote (Gamboa y Galicia, 2012), en donde la vegetacion
dominante son las coniferas. Por otro lado, en ambos trabajos mencionados, se
registraron porcentajes mayores de C y N para habitats de P. hartwegii y pastizal
alpino (dominado por F. tolucensis y F. amplissima) que en los encontrados para

los mismos habitats en este estudio.

Los suelos estudiados presentaron densidades aparentes bajas, debido a la
alta porosidad como resultado de la acumulacion de agregados que presentan los
Andosoles (Nanzyo, 2002). Estas densidades aparentes son similares a las
registradas por Gamboa y Galicia (2012) en suelos agricolas, reforestados y de
pastizales subalpinos en el volcan Cofre de Perote, y como las registradas en
habitats de A. religiosa y P. montezumae degradados de la Sierra de Chichinauhtzin
(Pefa-Ramirez et al., 2009).

Las firmas isotépicas de 8'3C y 5'°N del mantillo y del follaje de la vegetacién
dominante y del sotobosque (que son las fuentes de Cy N al suelo), fueron menores
comparadas a la firma isotépica de 83C y 5'°N de los primeros 15 cm de suelo en
todos los habitats, esto confirma que existe fraccionamiento isotopico en las fuentes
de C y N al incorporarse al suelo y concuerda con la idea de que existe una

preferencia para metabolizar el is6topo mas ligero, i.e. **C y N por parte de la
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microbiota involucrada en la mineralizacion del C y el N (Garten et al., 2000; Garten,
2006; Bostrom et al., 2007).

Los valores de d*3C de las hojas frescas de la vegetacion dominante de los
habitats forestales (P. hartwegii, A. religiosa y P. montezumae) fueron
significativamente menores al del mantillo, este cambio isotopico sucede como
consecuencia de mecanismos que varian en tiempo como: reabsorcion de
nutrientes enriquecidos en *?C de la hoja a otros érganos vivos de la planta durante
la senescencia foliar (Ehleringer et al., 2000), y a la discriminacion isotdpico contra
13C durante los procesos de descomposicion y mineralizacion de los residuos
organicos sobre el suelo y/o a la incorporacién de biomasa fungica enriquecida en
13C en la capa de mantillo como lo registraron Bostrom et al. (2007).

Por otra parte, las firmas isotépicas de 3*°N de las fuentes de N al suelo de
los habitats forestales resultaron ser similares entre ellas. Este hecho, permite
inferir en parte que no existe una reabsorcion importante de N durante la
senescencia foliar, ya que McGroddy et al. 2004 observaron en coniferas la
inmovilidad del N a causa de la preferible reabsorcion de compuestos secundarios
de C (resinas, taninos y ceras), aunque también es posible que no haya una
discriminacion significativa en contra del *°*N durante la senescencia foliar en los
habitats de P. hartwegii y P. montezumae porque los % de N en sus hojas frescas

fueron mayores en comparacion con el de la capa de mantillo.

Las firmas de &N en las hojas y/o de la capa de mantillo fueron
significativamente menores al valor de d°N de los 15 cm de suelo en todos los
habitats. Conforme a Baeza-Guzman et al. (2017) y Oros-Ortega et al. 2017, un
posible factor que contribuyé a menores valores de 8'°N en las hojas frescas de los
habitats dominados por coniferas fue la presencia de ectomicorrizas sobre el
sistema radicular de los arboles, las cuales proveen N agotado en °N a las plantas
hospederas mientras que esta biomasa flingica retiene al °N para la produccién de

biomasa (Taylor et al., 2003).

En los perfiles de suelo de todos los habitats estudiados (naturales y
transformados), a excepcion del habitat de P. montezumae, el 3*C aumenté al

disminuir el %C con la profundidad (si bien no fue significativo para todos los
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habitats, si hubo una variacién), lo cual es consistente con la tendencia observada
en estudios previos (Garten et al., 2000; Accoe et al., 2002; Bostrom et al., 2007;
Marty 2011; Acton et al., 2013; Brunn et al., 2014: Marty et al., 2015). Ehleringer et
al., (2000) propusieron distintos mecanismos responsables del enriquecimiento de
013C alo largo del perfil de suelo, sin embargo, la mayoria de los estudios sefialan
a la discriminacién de '3C durante la descomposicion de la MOS, como principal
contribuyente a la acumulacién de '3C (Accoe et al., 2002; Garten, 2006; Acton et
al., 2013).

De igual forma, los valores de 3N en el suelo aumentaron con la
disminucion del % N, pero en este caso para todos los habitats estudiados. De
acuerdo a Hobbie y Ouimette (2009) y Makarov (2009), esta tendencia se ha
atribuido a la preferencial degradacion biologica de los compuestos de N ricos en
14Ny su posterior pérdida por volatilizacién a la atmésfera como NHz (amoniaco),
N2 (N molecular) y N2O (6xido nitroso) durante la mineralizacion del N organico o
por lixiviacion de NOs (nitratos). De esta manera, se presenta la progresiva
acumulacién de >N a lo largo de una continua entrada de residuos organicos
frescos hasta componentes con mayor grado de humificacion y edad en el suelo
(Trumbore, 2000).

Las tasas de cambio del §*3C a lo largo del perfil de suelo estan relacionadas
al fraccionamiento isotopico durante las transformaciones del C organico (Acton et
al., 2013). En este estudio, la tasa de cambio del §3C fue distinta en los habitats
estudiados, debido a que ésta depende de la relacion C: N del mantillo como
sugieren Garten et al. (2000). La relacion C: N de los residuos organicos se ha
utilizado como un indice que define la susceptibilidad de estos a la descomposicion
en funcién de su composicion quimica. Una baja relacion C: N (<25:1) promueve la
rapida descomposicion y mineralizacion del C y N, mientras que relaciones C: N
mayores (>30:1) pueden provocar la inmovilizacion de estos elementos por la
microbiota en el suelo (Liu y Sun, 2013). Por lo tanto, la relacién no significativa
entre el contenido de C orgéanico y los valores de 8'3C a lo largo del perfil del suelo
en el habitat de P. hartwegii pudo deberse a la alta relaciéon C: N del mantillo (C: N=
76.94) que representd una limitante en la descomposicion de entradas de C en el
al suelo en profundidades superiores a los 15 cm de suelo debido a la baja
disponibilidad de N (Joffre et al., 2001; Janssens et al., 2010; Marty et al., 2015) y
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de esta manera el fraccionamiento cinético de C es probablemente lento (Gautam
et al., 2017).

Por otra parte, la relacion del mantillo C: N igual a 35.95 permitié la mas alta
y significativa tasa de cambio del 8'3C en el perfil de suelo del habitat de A. religiosa,
en donde se atribuye que existe mas rapida degradacion de los residuos organicos
frescos que contienen los nutrientes en las cantidades relativamente suficientes
para la microbiota edéfica y que reduce la posibilidad de que los microorganismos
recurran a el Cy N existentes en el suelo y esto lo demuestra las altas cantidades
de C y N (FE N menos negativo) en el habitat con referencia a los demés. De
acuerdo a Jackson et al. (1996) y a Blume et al. (2002), esta discriminacién
isotdpica en contra de '3C y °N durante la descomposicion se lleva a cabo en los
primeros 30 cm de suelo, por presentarse la mayor biomasa microbiana y radicular.
Ademas, biomasa microbiana rica en **C puede tener un efecto complementario en
el enriquecimiento de 5*3C en los primeros 30 cm de suelo (Ehleringer et al., 2000;
Bostrom et al., 2007) y en el resto del perfil de suelo la acumulacién de **C puede
ser la causa de la incorporacion de necromasa microbiana como precursora del C

organico estable (Hogberg et al., 2005).

Si bien es cierto que las coniferas presentan altas concentraciones de
compuestos recalcitrantes como ligninas y taninos, los cuales retarden la tasa de
descomposicion (Rahman et al., 2013; Gaspar-Santos et al., 2015), en este trabajo
ademas de que se atribuye que el cambio isotépica de d*C es modificado por las
relaciones distintas de C: N en el mantillo presentes en P. hartwegii y A. religiosa,
también podrian existir diferencias en las tasas de descomposicion de los
compuestos recalcitrantes en cada habitat, Rasmussen et al. (2006) observaron
gue la degradacién de compuestos recalcitrantes en coniferas estaba vinculada a
la temperatura, ya que esta puede controlar la estructura de la microbiota y propiciar

la degradacion mejorada de compuestos recalcitrantes.

En el pastizal alpino natural también existié una relacion significativa entre
el C organico y 3*3C en el suelo, que fue la menor tasa de cambio en el 3*3C entre
los habitats. Sin embargo, el bajo ajuste de la regresion (coeficiente de
determinacion (R?) = 0.26), se atribuye a la relacién C: N alta (C: N= 113) del follaje,
por lo que no puede estar asociada la tasa de cambio de d*C solamente al
fraccionamiento que ocurre durante la descomposicién del follaje del pastizal como
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el factor dominante. Posiblemente, la contribucién de biomasa microbiana y de
necromasa enriquecida en '3C (Ehleringer et al., 2000; Hogberg et al., 2005;
Bostrom et al., 2007) explique en mayor medida el enriqguecimiento de 5'3C en este
habitat.

Con respecto al enriquecimiento de &N en el suelo de los habitats
forestales fue evidentemente mayor en comparacioén al 53C como se ha registrado
en previos trabajos (Bostroom et al., 2007; Marty et al., 2011). El enriquecimiento
de 3N se piensa que se debe en gran parte a la presencia de ectomicorrizas
enriquecidas en N, como ocurre en otros habitats de coniferas (Hobbie y Colpaert,
2003; Hogberg et al., 2010), y a la discriminacion de la biomasa microbiana contra
el >N durante la mineralizacién del N, ya que la %N disminuye con la profundidad.
Y por debajo de los 50 cm de suelo, a la presencia de N estable derivado de la
biomasa fungica y microbiana rica en N de profundidades superiores como

sugirieron Dijkstra et al. (2006).

El perfil de suelo del habitat de P. montezumae no presenté cambio
significativo de 8'3C, el cual puede deberse a la mezcla de las firmas isotdpicas de
C del pastizal (sotobosque) y de P. hartwegii en el habitat, las cuales son mayores
en el pastizal (63C = -13.80 %o) en comparacion a la especie forestal (P.
montezumae: 53C = -29.76 %o) debido al metabolismo C4 que presenta el pastizal,
durante el cual discrimina en menor grado al 3*C en comparacién a las plantas Cs
como P. montezumae (Tiunov, 2007). Por lo tanto, la mezcla de estas fuentes de C
sobre el suelo provoca valores de 6*3C intermedios (53C = -22 %) en por lo menos
los primeros 15 cm de suelo ya que la reforestacion del habitat es reciente (~30
afos). Mientras que el %C es mayor en los primeros 15 cm de suelo comparado a
profundidades mayores ya que se ha registrado que después de la reforestacion
incrementa el C a razéon del aumento en las entradas de C y bajas tasas de
descomposicién del C nuevo en comparacion al del C antiguo de la vegetacion
anterior (Zhang et al., 2015).

Generalmente cuando existe un cambio de vegetaciébn con distinto
metabolismo existe un cambio isotdpico (Diochon y Kellman, 2008), sin embargo,
la ausencia de cambio isotépico de &'3C en el habitat de P. montezumae sugiere
gue antes de la reforestacion existian formas vegetales semejantes, es decir
coexistian ambos metabolismos (Dou et al., 2013) y posiblemente la relacion de
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C: N en el mantillo eran elevadas lo que permitiria una relacion no significativa entre
el Cy el d'3C, misma que presentd el habitat. Por otra parte, el 3°N en el suelo de
P. montezumae no se vio afectada por la presencia de diferentes metabolismos, ya
que si presentd enriquecimiento significativo de *°*N con la profundidad del suelo.
Para este caso, no se ha reportado una diferencial discriminacion isotopica entre
residuos vegetales con distinto metabolismo durante la fijacién biolégica de N por
la microbiota especializada y también durante la asimilacion vegetal del N, lo
anterior lo comprueba la no significante diferencia entre las firmas isotépicas de
O™N del follaje de P. montezumae y del pastizal con metabolismo Ca.

El habitat agricola, present6 la segunda mayor tasa de cambio de d3'°C a lo
largo del perfil, esto podria deberse al mejoramiento que se le da al suelo mediante
la adicion de N a través de los residuos del cultivo de chicharo, planta leguminosa
gue acorde a la literatura (Hoyle, 2013) este grupo de plantas contiene bajas
relaciones C: N (< 25:1) lo que intensifica las tasas de descompaosicion con el fin de
asegurar la disponibilidad de nutrientes para el recurso en cuestion (papa o
chicharo). De esta manera, ocurre la transformacién de compuestos de C y N ricos
en los isétopos ligeros (*2C y **N). También se observé que las firmas de 8'3C y el
0N no varian en los primeros 30 cm de suelo a razén de la mezcla que se hace
de suelo durante la labranza, mientras que por debajo de los 30 — 50 cm fueron
distintas estadisticamente. Ademas, la disminucién del %C y % N por debajo de los
30 cm que se presentd, puede deberse a la inhibicion de entradas de material

radicular durante la labranza (De Clercq et al., 2015).

El habitat de pastizal alpino quemado mostré una variacién de 6'°C y 5'°N
no significativa en el suelo, en un principio se le atribuiria al material recalcitrante
gue representa el follaje por presentar una relacion elevada C: N (76.36), sin
embargo, la relacién significativa entre las concentraciones de C y 8'3C muestra
gue existe un fraccionamiento isotdpico lento durante la descomposicion de la
MOS, asi como de la incorporacién de biomasa rica en 3C y °N en profundidades

inferiores (Bostrom et al., 2007).

El habitat de pastizal alpino quemado presenté mayor %C y menor 5'3C
comparado al sitio de pastizal natural en los primeros 15 cm de suelo. Estudios
previos han demostrado que en los primeros 30 cm de suelo, el fuego tiene un
efecto positivo en el %C del suelo debido a la incorporacion de necromasa
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(Gonzélez-Pérez et al., 2004). Asimismo, de manera tipica, el fuego genera
compuestos de C recalcitrantes (Gonzalez-Pérez et al., 2004), y que pueden
también establecerse por la asociacion con Al, Fe y al6fanos presentes en este tipo
de suelo (Golchin et al., 1997). De esta manera, la actividad microbiana pudo verse
afectada negativamente por la persistencia de compuestos estables, que causé
valores menores de 5'3C en pastizal quemado con respecto a los encontrados en
el pastizal alpino natural en el suelo superficial (0 -15 cm) (Zagal et al., 2012). Por
otro lado, el fuego no ha causado variacién en 8'°N del perfil del suelo del pastizal
alpino quemado ya que estadisticamente no encontramos diferencias con el habitat

de pastizal alpino sin perturbacion.

Las variaciones en 3*3C entre los habitats forestales mostraron que el
cambio de uso de suelo previo a la reforestacion en el habitat de P. montezumae y
la coexistencia de metabolismos Cz y Cs influyeron para ser menores
estadisticamente a los habitats de P. hartwegii y A. religiosa. Mientras que la
variaciéon en el 8'°N en los perfiles de suelo de estos habitats fue influenciada
propiamente por las caracteristicas intrinsecas a nivel género. Esta variacion
isotopica soélo sucedid hasta la para profundidad de 0 — 50 cm del suelo, ya que en
el intervalo de 50- 100 cm las firmas isotOpicas son iguales entre los habitats a

razon de que comparten el material parental a partir del cual se formé el suelo.

10. Conclusiones.

Las distribuciones isotépicas de C y N consistieron en la acumulacion de los
isétopos pesados (*3C y **N) con la profundidad del suelo en la mayoria de los
habitats, y la magnitud de ésta acumulacion fue dependiente del estado de los
residuos organicos que se incorporan al suelo y/o el tipo de transformacion en el
habitat.
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11. Anexos.

Tabla S1. ANOVA de un factor para la comparacién de las medias de la densidad aparente,

% Cy % N entre los hébitats de estudio.

Fuente de variacién F (9lentre, glaentro) P
Densidad aparente del suelo F (5,130) = 3.697 0.0037
% C F (5, 136) = 8.784 <0.0001
% N F (5, 130) =12.92 <0.0001

Tabla S2. Prueba de Kruskal-Wallis para la comparacion de %C y %N en el perfil de suelo

para cada habitat.

Fuente de variacion Estadistico P

%C en perfil de suelo entre profundidad

Pinus hartwegii 14.24 0.0026
Abies religiosa 23.03 <0.0001
Pastizal alpino natural 7.933 0.0133
Pinus montezumae 20.9 0.0001
Agricola 8.641 0.0133
Pastizal alpino quemado 2.561 0.2901
%N en perfil de suelo entre profundidad

Pinus hartwegii 13.16 0.0043
Abies religiosa 23.6 <0.0001
Pastizal alpino natural 9.091 0.0060
Pinus montezumae 20.22 0.0002
Agricola 10.2 0.0061
Pastizal alpino quemado 1.731 0.4402
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Tabla S3. ANOVA de un factor para la comparaciéon de 8C y 8*°N en el perfil de suelo de

cada habitat.

Fuente de variacién F (9lentre, Qldentro) P
3 13C en perfil de suelo entre profundidad
Pinus hartwegii F (3,19)=1.483 P=0.2510
Abies religiosa F(3,28)=19.1 P<0.0001
Pastizal alpino natural F(2,18)=12.46 P=0.0004
Pinus montezumae F (3, 20) = 2.237 P=0.1154
Agricola F(2,24)=3.796 P=0.0369
Pastizal alpino quemado F (2,15) =1.387 P=0.2800
3 ®N en perfil de suelo entre profundidad
Pinus hartwegii F (3,19) = 6.596 P=0.0031
Abies religiosa F (3, 28) = 28.37
P<0.0001
Pastizal alpino natural F(2,18)=5.072 P=0.0179
Pinus montezumae F (3,20)=6.115 P=0.0040
Agricola F (2, 24)=12.05 P=0.0002
Pastizal alpino quemado F (2, 15)=1.922 P=0.1807
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Tabla S4. Prueba de ANOVA de un factor y de t-Student para la comparacion de las
distintas fuentes de C y N y la firma isotépica de los primeros 15 cm de suelo para cada

hébitat.
Fuente de variacion Fotydf P
Fuentes de C por habitat
Pinus hartwegii
Hojas vs pastizal 0.0018
Hojas vs. hojarasca 0.0427
Hoja vs. 15 cm de suelo F=18.88, P= <0.0001
Pastizal vs. hojarasca <0.0001 0.6033
Pastizal vs. 15 cm suelo 0.0290
Hojarasca vs. 15 cm de suelo 0.0026
Abies religiosa
Hojas vs hojarasca F=72.95, P= <0.0001
Hojas vs 15 cm de suelo <0.0001 <0.0001
Hojarasca vs. 15 cm de suelo <0.0001
Pastizal alpino natural
Hojas vs. 15 cm de suelo t=4.784 df=23 <0.0001
Pinus montezumae
Hojas vs pastizal <0.0001
Hojas vs. hojarasca 0.0002
Hoja vs. 15 cm de suelo <0.0001
Pastizal vs. hojarasca F=187, P=<0.0001 <0.0001
Pastizal vs. 15 cm suelo <0.0001
Hojarasca vs. 15 cm de suelo 0.0001
Pastizal alpino quemado
Hojas vs. 15 cm de suelo t=7.061 df=22 <0.0001
Fuentes de N por habitat
Pinus hartwegii
Hojas vs pastizal 0.8306
Hojas vs. hojarasca 0.6846
Hoja vs. 15 cm de suelo F=54.91, P= <0.0001
Pastizal vs. hojarasca <0.0001 0.2512
Pastizal vs. 15 cm suelo <0.0001
Hojarasca vs. 15 cm de suelo <0.0001
Abies religiosa
Hojas vs hojarasca F=52.69, P= 0.9837
Hojas vs 15 cm de suelo <0.0001 <0.0001
Hojarasca vs. 15 cm de suelo <0.0001
Pastizal alpino natural
Hojas vs. 15 cm de suelo t=15.09 df=21 <0.0001
Pinus montezumae
Hojas vs pastizal 0.9930
Hojas vs. hojarasca 0.5080
Hoja vs. 15 cm de suelo <0.0001
Pastizal vs. hojarasca F=63.11, P=<0.0001 0.3602
Pastizal vs. 15 cm suelo <0.0001
Hojarasca vs. 15 cm de suelo <0.0001
Pastizal alpino quemado
Hojas vs. 15 cm de suelo t=13.84 df=22 <0.0001
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Tabla S5. Prueba de Kruskal-Wallis para comparar las relaciones de C: N de las distintas
fuentes de C y N en cada habitat. Valor critico de p=0.05.

Fuente de variacion Estadistico P
Pinus hartwegii 13.43 <0.0001
Abies religiosa 4 0.026

Pinus montezumae 5.556 0.0557

Tabla S6. ANOVA de un factor para la comparacion de la distribucién de 3*C y 3°N entre
los habitats forestales.

Fuente de variacion F (glentre, 9ldentro) P
oC

15 cm de suelo F(2, 17) 76.63 <0.0001

30 cm de suelo F(2, 17) 26.95 <0.0001

50 cm de suelo F2,17) 17.72 <0.0001

100 cm de suelo F(2, 16) 2.516 0.1122
ON

15 cm de suelo F(2, 17) 5.923 0.0112

30 cm de suelo F(2, 17) 9.884 0.0014

50 cm de suelo F(2, 17) 5.526 0.0142

100 cm de suelo F(2, 16) 2.682 0.0990

Tabla S7. Prueba de ANOVA de un factor para comparar los factores de enriquecimiento
(FE) de N entre habitats forestales. Y prueba de t-student para la comparacion del FE N
entre los habitats de pastizal alpino.

Fuente de variacion F P
FE de N entre sitios forestales 4527 0.0206
FE de N entre pastizales t=2.173 df=5 0.0819
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Tabla S8. Prueba de Wilcoxon para comparar el % C y %N y prueba de t pareadas para
comparar el 5C y &N entre los habitats de pastizal alpino.

Fuentes de variacion t, df P
% C entre zonas
15 cm de suelo - 0.0313
30 cm de suelo - 0.0938
50 cm de suelo - 0.0938
% N entre zonas
15 cm de suelo - 0.0625
30 cm de suelo - 0.0938
50 cm de suelo - 0.0938
OC entre zonas
15 cm de suelo t=3.014 df=5 0.0296
30 cm de suelo t=2.348 df=5 0.0658
50 cm de suelo t=2.132 df=5 0.0862
5N entre zonas
15 cm de suelo t=1.855 df=5 0.1227
30 cm de suelo t=1.601 df=5 0.1702
50 cm de suelo t=0.3005 df=5 0.7759
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