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RESUMEN

La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) permite que el nitrégeno atmosférico (N2) se
transforme en compuestos asimilables esenciales para los organismos. Este proceso ocurre en
la asociacidon simbiotica entre bacterias y plantas, lo que favorece el crecimiento vegetal.
Aunque ampliamente estudiado en sistemas agricolas, la ecologia de la FBN en leguminosas
silvestres y su papel en entornos megadiversos sigue siendo poco conocida. Este estudio evalud
la nodulacion radicular en plantulas del género /nga en la Amazonia ecuatoriana, comparando
la abundancia de nodulos y la composicion de la microbiota endodfita entre ecosistemas
periodicamente inundados (varzea) y no inundados (terra firme). Se realizaron conteos de
nddulos durante cinco salidas de campo, y las comunidades bacterianas fueron analizadas
mediante extraccion de ADN, secuenciacion de tercera generacion (marcador 16S rRNA) y
caracterizacion taxondmica. Los resultados mostraron que las plantulas de véarzea presentaron
un mayor niimero de noédulos (promedio: 18.3 £ 22.1 nddulos por planta) en comparacién con
terra firme (promedio: 4.8 + 9.1; Kruskal-Wallis, p < 0.0001). Proteobacteria (50-100% de
abundancia relativa) y Bradyrhizobium (60-90%) fueron los taxones dominantes en ambos
ecosistemas. Aunque los indices de diversidad alfa (Shannon, Simpson) no mostraron
diferencias significativas entre ecosistemas (p > 0.05), la diversidad beta (Bray-Curtis) indic6
estructuras comunitarias ligeramente distintas, con mayor heterogeneidad en las muestras de
Vérzea debido a la presencia de géneros como Paenibacillus y Caballeronia. Estos hallazgos
resaltan la influencia de las condiciones ambientales en la nodulacion y la diversidad
microbiana, proporcionando una base para entender las interacciones planta-microbio y su

papel en el ciclo de nutrientes y la productividad primaria en los ecosistemas amazonicos.



Palabras claves: Fijacion biologica del nitrogeno (FBN), bacterias fijadoras de nitrégeno,
nddulos radiculares, género Inga, selva amazoénica, Estacion de Biodiversidad Tiputini,

Ecuador.



ABSTRACT

Biological nitrogen fixation (BNF) enables atmospheric nitrogen (N2) to be converted into
assimilable compounds essential for organisms. This process is exemplified by the symbiotic
association between bacteria and plants, which supports plant growth. While extensively
studied in agricultural systems, the ecology of BNF in wild legumes and its role in megadiverse
environments remain poorly understood. This study evaluated root nodulation in seedlings of
the genus Inga in the Ecuadorian Amazon, comparing nodule abundance and endophytic
microbiota composition between periodically flooded (varzea) and non-flooded (terra firme)
ecosystems. Nodule counts were conducted during five field trips, and bacterial communities
were analyzed using DNA extraction, third-generation sequencing (16S rRNA marker), and
taxonomic characterization. Results showed that /nga seedlings in varzea had significantly
higher nodule counts (mean: 18.3 + 22.1 nodules per plant) compared to terra firme (mean: 4.8
+ 9.1; Kruskal-Wallis, p < 0.0001). Proteobacteria (50-100% relative abundance) and
Bradyrhizobium (60-90%) dominated the microbiota in both ecosystems. While alpha
diversity indices (Shannon, Simpson) revealed no significant differences between ecosystems
(p > 0.05), beta diversity (Bray-Curtis) indicated slightly distinct community structures, with
greater heterogeneity in varzea samples due to the presence of genera such as Paenibacillus
and Caballeronia. These findings highlight the influence of environmental conditions on
nodulation and microbial diversity, providing a baseline for understanding plant-microbe
interactions and their role in nutrient cycling and primary productivity in Amazonian

ecosystems.

Key words: Biological nitrogen fixation (BNF), Nitrogen-fixing bacteria, root nodules, genus

Inga, Amazon rainforest, Tiputini Biodiversity Station, Ecuador.
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INTRODUCCION

1.1 Marco tedrico

La evolucién de la vida no solo ha dependido de la competencia entre organismos, sino también
de la cooperacion. Este fenomeno se estudia bajo el concepto de simbiosis, una interaccion
bioldgica en la que organismos colaboran para su subsistencia. En particular, la simbiosis
mutualista genera beneficios para ambos socios, como ocurren entre ciertas plantas y bacterias
en estructuras especializadas llamadas nodulos radiculares. Estos nodulos, presentes en su
mayoria en raices de plantas leguminosas, alojan bacterias capaces de fijar nitrogeno
atmosférico (N2), transformandolo en compuestos asimilables para las plantas, un recurso

esencial en suelos con baja disponibilidad de nitrégeno (Angus & Hirsch, 2010).

El nitrogeno es un elemento clave en moléculas como acidos nucleicos y proteinas, pero el N
atmosférico, que constituye el 70% del aire, no es directamente utilizable por la mayoria de los
organismos de forma directa. Las bacterias fijadoras de nitrogeno, mediante la accion de la
enzima nitrogenasa, reducen N> a formas como amonio y nitritos. Ciertas plantas como las
leguminosas, se benefician de estas bacterias especializadas de vida libre que realizan estas
funciones. A cambio, las plantas proporcionan carbono y un ambiente protector contra la
oxidacion de la nitrogenasa (Angus & Hirsch, 2010; Arévalo-Granda et al., 2023). De esta
manera, este mutualismo se puede extrapolar para comprender de manera amplia la
productividad primaria, encargada de introducir en los ecosistemas energia, agua y en este caso,
nutrientes importantes como el nitrogeno. De este modo, las plantas no sostienen solas la red
tréfica del ecosistema, sino que también se ven asistidas por asociaciones microbianas que les

permiten obtener recursos para sus propias funciones.

Un bioma altamente productivo y de relevancia global es el bosque amazonico, que alberga

hasta cerca del 10% de todas las especies de plantas vasculares y vertebrados del mundo
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(conocidos), concentradas en apenas el 0,5% de la superficie terrestre. Su conservacion no solo
es vital para preservar la biodiversidad, sino también para regular el clima planetario en el
futuro (Jetz et al., 2012; Tedesco et al., 2017; ter Steege et al., 2020; Val et al., 2022). Dentro
de este bioma, la Reserva de Bidsfera del Yasuni en Ecuador es considerada una de las areas
mas biodiversa del planeta, lo que subraya la importancia de estudiar sus ciclos de nutrientes,
como la fijacion bioldgica de nitrégeno, y su relacion con la productividad primaria (Bass et al.,
2010). Un centro de monitoreo de este bastion biologico es la Estacion de Biodiversidad
Tiputini (EBT) de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ) localizada en esta region,
cuyo estudio y monitoreo de sus ecosistemas son esenciales para comprender la dindmica del

bosque amazonico, su biodiversidad y ecologia.

En los ultimos afios, se han desarrollado numerosos estudios sobre el microbioma de las plantas
y su influencia en la salud, nutriciéon y crecimiento vegetal. La evidencia muestra que las
interacciones planta-microbio son cruciales no solo para comprender el desarrollo de las
plantas, sino también para aplicaciones en la produccion sostenible de cultivos, particularmente
frente a crisis como el cambio climético y la degradacion de los suelos (Berg et al., 2014;

Bianco, 2020).

La nodulacién es un fenémeno simbidtico mutualista, principalmente entre rizobios (bacterias
de la familia Rhizobiaceae) y plantas leguminosas. Este proceso permite la fijacion de
nitrégeno en condiciones de limitacion de este elemento esencial para las plantas (Angus &
Hirsch, 2010; Moulin et al., 2001). Aunque existen estudios sobre nodulacién en plantas de
cultivo como soja y frijol, se conoce muy poco sobre su ocurrencia en plantas silvestres y como
estas comunidades microbianas contribuyen a la supervivencia de las plantulas en diferentes

tipos de suelos y ecosistemas.
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En la Estacion de Biodiversidad Tiputini (EBT), situada en el bosque tropical amazonico
ecuatoriano dentro de la Reserva de Bidsfera Yasuni, se encuentran dos tipos de ecosistemas:
varzea y terra firme, que presentan diferencias en la disponibilidad de nutrientes, topografia y
cercania al rio (Ensley-Field, 2016). El estudio de la nodulacion en plantulas de /nga en estos
ecosistemas busca sentar las bases para entender las asociaciones simbioticas en plantas
silvestres. Ademas, se ha descubierto que no solo los rizobios son compatibles en la simbiosis,
lo cual abre la puerta para estudiar la diversidad de microorganismos involucrados y su
potencial uso en bioensayos para cultivos (Schaedel etal., 2021). Comprender estas
interacciones en el contexto de la ecologia del suelo contribuye a una vision holistica de la
productividad y dindmica del bosque amazodnico, integrando el mundo visible macro ecologico

con el invisible micro ecolégico.

1.2 Plantas del género Inga

El género Inga es un taxén de arboles leguminosos perteneciente a la familia Fabaceae y
Subfamilia Mimosoideae, cuenta con aproximadamente 300 especies descritas distribuidas en
bosques himedos y lluviosos del Neotropico. Estas especies, conocidas cominmente como
“guaba o guabillas” son un componente importante de la biodiversidad amazoénica (Pennington,
1997). Por ejemplo, en 25 ha en la Amazonia ecuatoriana, coexisten cerca de 40 especies de

Inga, representando el 6% de los tallos de >1 cm de didmetro (Endara et al., s. f.).

Inga es un modelo excelente para explorar interacciones ecologicas y evolutivas, debido a su
rapida diversificacion en los ultimos 4 millones de afios (Coley et al., 2018; Richardson et al.,
2001). Ademas, estas plantas mejoran la calidad del suelo mediante la acumulacion de carbono
y nitrogeno organico del suelo, lo que las hace valiosas para practicas de reforestacion y

agroecologia en suelos tropicales acidos (Leblanc et al., 2005). Estas caracteristicas han
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facilitado su uso en practicas agricolas sostenibles en América Central y del Sur (Jaquetti et al.,

2014).

1.3 Identificacion de bacterias fijadoras de nitréogeno en suelos tropicales.

En los ultimos afios, se han hecho trabajos previos para identificar bacterias que se asocian
simbidticamente en las raices de plantas leguminosas. Aunque se han identificado bacterias
fijadoras de nitrogeno en cultivos como soja y frijol, ain se desconoce mucho sobre la
composicion y dindmica en plantas silvestres como las leguminosas del género Inga (Aguiar

et al., 2020; da Silva et al., 2014).

Tradicionalmente, estas bacterias se identifican mediante métodos de cultivo, pero esta técnica
subestima la diversidad real, ya que la mayoria de las bacterias no son cultivables en medios
microbiologicos (Bodor etal.,, 2020). Métodos recientes, como la metagendémica han
revolucionado el estudio de microbiomas al permitir la identificacién de taxones rizobianos y
no rizobianos directamente a partir de ADN extraido de los nddulos (Hakim et al., 2018;
Hartman et al., 2017). Este enfoque no solo mejora la caracterizacion de estas comunidades,
sino que también ofrece informacion clave sobre su distribucion y abundancia relativa,

aspectos criticos para entender los ecosistemas tropicales.

1.4 Objetivos del estudio

Objetivo general: Evaluar la ocurrencia de la nodulacion en plantulas del género /nga en dos
diferentes ecosistemas (terra firme y varzea) durante cinco salidas de campo (mayo 2023, junio
2023, noviembre 2023, febrero 2024 y septiembre 2024), considerando las estacionalidades

propias del bosque tropical.

Objetivos especificos:
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¢ Identificar molecularmente los microorganismos asociados a los nodulos mediante
secuenciacion de tercera generacion con el marcador genético 16S rRNA.

e Caracterizar la abundancia y la diversidad microbiana en funcion del ecosistema (terra
firme y varzea).

e Evaluar posibles relaciones espacio-temporales entre la comunidad bacteriana de los

nddulos y los hébitats naturales.

1.5 Preguntas de investigacion

(Varia la cantidad de nddulos asociados en raices de plantulas del género Inga segun el

ecosistema (terra firme y varzea)?

(Existen diferencias en la abundancia y diversidad de la comunidad bacteriana dentro los

nddulos segln el tipo de ecosistema?

METODOLOGIA

2.1 Area de estudio

Dentro de la Reserva de Biosfera Yasuni predomina el Bosque Himedo Tropical Lluvioso,
parte de la cuenca alta occidental del Rio Amazonas. La Reserva es considerada una de las
zonas con mayor biodiversidad por metro cuadrado del planeta, con un 99.73% de su area
representada por vegetacion natural original (UNESCO). En este contexto, se encuentra la
Estacion de Biodiversidad Tiputini (EBT) administrada por la Universidad San Francisco de
Quito, en la provincia de Orellana, Ecuador (ca 0°37" S, 76°10’ O, 190-270 msnm). La EBT,
con aproximadamente 744 ha, estd ubicada en un bosque lluvioso de tierras bajas
mayoritariamente inalterado por impacto antrépico (Bass et al., 2010). La Estacion y sus areas
cercanas incluye principalmente bosque de terra firme, seguido de bosque de varzea, pantanos

de palma y varios habitats sucesionales en menor proporcion (Blake et al., 2011).
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La varzea es un ecosistema peridodicamente inundable ubicado a lo largo de los margenes de
los rios, influenciado por inundaciones estacionales. En contraste, terra firme es un area elevada
que no sufre inundaciones periddicas, caracterizada por una vegetacion mas densa y diversa,
con arboles de mayor altura y especies adaptadas a condiciones terrestres estables. El bosque
en promedio recibe mas de 4000 mm de lluvia anual, con temperaturas promedio 24°C y 26°C

(Bass et al., 2010; Ensley-Field, 2016).

2.2 Salidas de campo

Se realizaron cinco salidas de campo en mayo, junio y noviembre de 2023, y febrero y
septiembre de 2024. Cada salida present6 diferentes metodologias de muestreo: recorridos por
senderos (mayo 2023), establecimiento de parcelas (junio 2023 y noviembre 2023, febrero
2024) y un experimento de trasplantes (febrero-septiembre 2024). Las ubicaciones se detallan
en la Figura 1 junto con el cronograma en la Anexo 1. El conteo de nddulos se realizd en

plantulas seleccionadas aleatoriamente tanto en varzea (VZ) como en terra firme (TF).
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Figura 1. Puntos de muestreo en la Estacion de Biodiversidad Tiputini.

Se seleccionaron plantulas de 20 a 100 cm de altura, con una distancia de 1-2 m entre ellas. Se
limpi6 la hojarasca alrededor de las plantulas de Inga para evidenciar posibles nddulos
superficiales dentro de un radio de 20 cm. Luego, se excavaron las raices hasta 10 cm de
profundidad para extraerlas cuidadosamente y contabilizar los nddulos presentes la

arquitectura radicular de cada plantula.

En noviembre de 2023, ademés del conteo, se recolectaron muestras de nodulos para su
procesamiento en el laboratorio del Instituto de Microbiologia de la USFQ. Estas muestras
fueron conservadas siguiendo la metodologia de (Pang et al., 2021), utilizando todo el material
estéril para extraer nddulos, y tubos estériles con perlas de silica autoclavadas para reducir y
prevenir crecimiento microbiano en el almacenamiento. Durante el transporte se utilizé un

cooler con ice packs, y las muestras fueron transportadas con permiso Ministerial de Ecuador
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(MAATE-CMARG-2022-0663), finalmente fueron almacenadas a -20°C hasta su
procesamiento. Adicionalmente, se registraron parametros como altura, nimero de hojas, alas
foliares, nectarios, presencia de hormigas, ubicacion GPS utilizando la plataforma de ArcGIS
Survey123. En cuanto a datos meteoroldgicos propios de cada salida, estos fueron provistos

por la Estacion Tiputini.

Por ultimo, en febrero de 2024 se inici6 un experimento de trasplantes, donde 20 plantulas (10
por ecosistema) fueron sometidas a tratamientos: controles, donde se removieron los nédulos
radiculares y se reubicaron en su sitio original, y trasplantes, donde también se removieron los
nddulos, pero se reubicaron al ecosistema opuesto. En septiembre de 2024 (casi siete meses

después), se evaluo la supervivencia y nodulacion de estas plantulas.

2.3 Extraccion de ADN

De las muestras tomadas en noviembre de 2023, se extrajo ADN del interior de los nédulos
radiculares seleccionados de 5 plantulas del género /nga por ecosistema. Los nddulos fueron
limpiados siguiendo el protocolo del Australian Centre for International Agricultural Research
(ACIAR, s. f.), utilizando etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 4% y una serie de lavados en
agua destilada. La extraccion de ADN se realizé con el kit DNeasy PowerSoil Pro (QIAGEN,
EE.UU.), combinando lisis mecanica con perlas de vidrio y quimica con buffer de extraccion.
El ADN fue purificado con fenol-cloroformo, precipitado en etanol absoluto y resuspendido
en agua estéril. Finalmente, se cuantificod la calidad y cantidad de ADN con el fluorometro

Qubit (Invitrogen).

2.4 Secuenciacion TGS

Se emple6 la tecnologia MinlON de Oxford Nanopore Technology (ONT, Reino Unido) para
la secuenciacion de amplicones con el marcador ribosomal 16S. Este método permite

identificar exclusivamente taxones bacterianos, con esta region del marcador altamente
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conservada con la suficiente variabilidad nucleotidica (Johnson et al., 2019). La tecnologia de
Oxford Nanopore se utilizé por la ventaja de rapidez, costos y capacidad de secuenciacion de
fragmentos largos de ADN en tiempo real. Ya que el gen ribosomal 16s tiene una longitud de
aproximadamente de 1500 pares de bases, la lectura de un fragmento largo puede cubrir la
suficiente informacion que se necesita para identificar bacterias por su ADN, aumentando la

resolucion taxonomica (Johnson et al., 2019).

Los datos crudos obtenidos de la secuenciacion fueron procesados con el software Epi2me de
ONT con el workflow 16S. Este pasa analizd, depur6 y di6 la asignacion taxondmica de las
lecturas con Kraken 2, generando archivos compatibles con el programa R Studio para el de

analisis ecologia microbiana.

2.5 Caracterizacion microbiana

Las comunidades bacterianas fueron caracterizadas mediante los archivos dados por Epi2me y
Kraken 2, y con el pipeline bioinformatico adaptado de (Wen et al., 2023). Para analizar la
ecologia microbiana de las muestras se utilizaron los indices de diversidad alfa (Chaol,
Shannon y Simpson) y diversidad beta (Bray-Curtis) calculados con el paquete Phyloseq en R
Studio. El Indice de Chaol estimé el nimero de taxones presentes en las muestras a nivel de
riqueza total bacteriana para ambos ecosistemas. Por otro lado, El indice de Shannon y Simpson
caracterizaron la diversidad de la comunidad tomando en cuenta tanto la riqueza como la
uniformidad u homogeneidad de los taxones. Para el andlisis de Diversidad Beta, Bray-Curtis
implementd la métrica de disimilitud para comparar las comunidades bacterianas de las
muestras. Estos andlisis permitieron evaluar la riqueza, uniformidad y composicion de las

comunidades bacterianas en los nodulos de ambos ecosistemas.



19

RESULTADOS

3.1 Ocurrencia de nodulacion en plantulas Inga

La Figura 2 muestra la cantidad de nodulos en plantulas de /nga en varzea (n=86) y terra firme
(n=106) a lo largo de cinco salidas de campo en la EBT. Las plantulas en varzea presentaron
mayor nodulacion (18.3 £22.1) que en terra firme (4.8 £ 9.7). Las pruebas de Kruskal-Wallis
y Dunn indicaron diferencias significativas entre ecosistemas (H(1) = 42.7, p < 0.0001). Sin
embargo, se observo una considerable variabilidad en el nimero de nddulos dentro de cada
ecosistema, especialmente en Varzea, como lo evidencia su mayor desviacién estandar.
También se observo una mayor nodulacion en los meses lluviosos (mayo, junio y noviembre
de 2023) comparados con los secos (febrero y septiembre 2024) presentados en la Figura 3,
con diferencias significativas entre salidas (H(4) = 62.0, p < 0.0001). En general, se pudo
observar una tendencia de mayor nodulacion para las plantulas /nga que habitaban en el
ecosistema periddicamente inundado de varzea y en los periodos de mayor precipitacion en la

EBT.
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3.2 Experimento de trasplantes

En el experimento de trasplantes, se agruparon los datos de la cantidad de nddulos por tiempos,
To tiempo inicial (febrero de 2024) y el Tc tiempo de cosecha (septiembre de 2024). La Figura
4, indica que las plantulas de terra firme a varzea tuvieron mayor supervivencia (50 %) y
nodulacion que las de vérzea a terra firme (10 %). Los controles mostraron una supervivencia
del 100 % en ambos ecosistemas, con nodulacion similar en To y Tc. Aunque las pruebas de
Mann-Whitney no mostraron diferencias significativas (p > 0.05), se observd una tendencia

hacia mayor nodulacion y supervivencia en varzea.
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Figura 4. Experimento de trasplantes. Supervivencia y conteo de nddulos.

3.3 Caracterizacion molecular de comunidades bacterianas endofitas

Los resultados de secuenciacion mostraron que la composicion de taxones presentes en el
interior de los nddulos de plantulas algunos fueron mas dominantes y uniformes que otros. Las
secuencias presentaron en promedio una calidad Q = 18, longitud de lecturas = 1439.3 (minimo

de 800 y maximo de 2001), rendimiento total = 0.0588 Gb y N50 = 800 kb. La Figura 5 indica
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que Proteobacteria y Cyanobacteria fueron filos dominantes en la mayoria de las muestras,
aunque con variaciones entre ecosistemas y codigos de muestra (barcodes).

En terra firme (desde barcodel3 al barcode24), Proteobacteria presentd abundancias relativas
que oscilaron entre el 50% y el 100%. Ademas, las cianobacterias mostraron también una alta
representacion, especialmente en barcodel3 y barcodel5 entre alrededor del 50%. Por otro
lado, Firmicutes y Planctomycetota se detectaron en proporciones menores (<10-20%) en
muestras puntuales como barcodel6 y barcode21. En vérzea (desde barcodel7 al barcode2?2),
se observo una mayor variabilidad en la composicion de los filos. Mientras que Proteobacteria
y Cyanobacteria continuaron siendo dominantes en muestras como barcodel7 y barcode20
respectivamente, Firmicutes alcanzd una abundancia significativa (~60%) en barcodel8.
Actinobacteria se detectd Unicamente en barcodel8 con una contribucion baja (<5%). En
general, Proteobacteria y Cyanobacteria dominaron en ambos ecosistemas, con una mayor

variabilidad en la distribucion de Firmicutes y Actinobacteria en varzea.
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Figura 5. Abundancia relativa de principales Phyla encontrados.
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En cuanto a la composicion a nivel de género, la Figura 6 mostr6 una mayor diversidad y
diferencias especificas entre ecosistemas. En terra firme, Bradyrhizobium fue el género
dominante en todas las muestras (desde barcodel3 a barcode24), con abundancias superiores
al 50% en la mayoria de ellas. Ademads, se observaron contribuciones de Caballeronia y
Caldovatus (~10-25%) en muestras puntuales como barcodel5 y barcode24. Herbaspirillum
y Bacillus se encontraron en proporciones bajas (<5%) en algunas muestras. En varzea, la
distribucion fue mas heterogénea. Bradyrhizobium continud siendo dominante en muestras
como barcodel7 y barcode19, no obstante, en barcode18 y barcode22, se observaron aumentos
significativos de Paenibacillus (~50%) y Paraburkholderia (~25-30%) respectivamente.
Ademas, Anagnostidinema, un género perteneciente a las cianobacterias alcanz6 altas
proporciones (>50%) en barcode20.

En conjunto, Bradyrhizobium fue el género dominante en ambos ecosistemas, particularmente
en terra firme, donde presentd una distribuciéon mas homogénea. En varzea, la comunidad
mostré mayor heterogeneidad, con una representacion notable de géneros como Paenibacillus,
Paraburkholderia, Anagnostidinema y Caballeronia en distintas muestras.

Como resumen, la composicion de las comunidades bacterianas en los nddulos de /nga mostrd
patrones claros de dominancia a nivel de filo y género: Proteobacteria (a nivel de filo) y
Bradyrhizobium (a nivel de género) dominaron en ambos ecosistemas, especialmente en terra
firme. El ecosistema varzea present6 una mayor variabilidad en la estructura de la comunidad
bacteriana, con una representacion diferencial de Firmicutes, Actinobacteria, y géneros como
Paenibacillus, Anagnostidinema y Caballeronia. La diversidad observada en varzea sugiere

una posible influencia de las condiciones ambientales y edaficas propias de este ecosistema.
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Figura 6. Abundancia relativa de principales géneros encontrados.

3.4 Comunidad bacteriana de nédulos: Riqueza y Diversidad

La Figura 7 de izquierda a derecha muestra una riqueza bacteriana total mayor en varzea segun
lo Observado y el Indice de Chaol. Seguidamente, se muestran la diversidad comunitaria dada
por los anélisis de Indices de Shannon y Simpson, en el cual ligeramente parece que véarzea
tiene una mayor diversidad. Aunque, el analisis estadistico no fue significativo (p = 0.899)

mostrando que la diversidad y la dominancia entre los taxones son similares entre ambos

ecosistemas.
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Figura 7. Alfa diversidad microbiana de taxones nodulares entre ecosistemas.

Por su parte, la diversidad beta presentado en la Figura 8, de acuerdo con la composicion y
recambio de taxones (presencia/ausencia y abundancias), el grafico de PCA muestra que las
comunidades bacterianas tanto de varzea como de terra firme presentan similaridad, puesto que
los analisis estadisticos tampoco muestran una diferencia significativa de la composicion de

las comunidades bacterianas (PERMANOVA [adonis2], 12=0.09597, p=0.427).
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DISCUSION

4.1 Ocurrencia de nodulacion por ecosistemas y salidas de campo

Los resultados del conteo de nddulos radiculares en plantulas de /nga sugieren que el bosque
periddicamente inundado de varzea dentro de la Estacion Tiputini favorece la nodulacion en
comparacion con el ecosistema no inundable de terra firme. Esto se observo en la tendencia
mostrada en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. y se confirmd
significativamente en la prueba estadistica de Kruskall-Wallis y Dunn (p<0.0001). La mayor
cantidad promedio de n6dulos observada en varzea en comparacion con terra firme podria estar
relacionada con las caracteristicas unicas de estos ecosistemas. En particular, las condiciones
de inundacién periddica en varzea podrian influir en la formaciéon de nddulos al modificar
factores como la disponibilidad de nutrientes o la actividad microbiana en el suelo. Sin

embargo, la alta variabilidad observada dentro de cada ecosistema, especialmente en varzea



27

(desviacion estandar de 22.1), sugiere que otros factores, como las diferencias entre

microhabitats, podrian desempefiar un papel importante.

Estos resultados destacan la complejidad de los procesos ecoldgicos involucrados en la
nodulacion y la necesidad de estudios mas detallados para identificar los factores abidticos y
bidticos que regulan estas interacciones. Por ejemplo, seria relevante explorar como la
composicion del suelo, la presencia de especies bacterianas especificas y la heterogeneidad
ambiental dentro de varzea influyen en la formaciéon de nddulos. Este andlisis proporciona
informacion clave sobre como las diferencias entre ecosistemas podrian influir en la nodulacion

de plantulas, abriendo nuevas preguntas para futuras investigaciones.

Este hallazgo de abundancia de nddulos concuerda con estudios realizados en ecosistemas
inundados como varzea e igapo6 en la Amazonia brasilefia, donde se reportdé mayor cantidad de
nodulacién en varias especies de leguminosas a nivel de estatus (de Faria et al., 2010; De Souza
Moreira et al., 1992). En este caso, se cuantificd la nodulacion para una sola leguminosa, que
fue del género Inga. Ademas, estudios previos de andlisis fisicoquimicos del suelo en la EBT
mostraron mayor contenido de nitrogeno (N) en terra firme, mientras que en varzea el N es
mas limitado posiblemente por la lixiviacion debido a las inundaciones periddicas, lo que
podria estimular la simbiosis con bacterias (Arévalo-Granda et al., 2023; Darquea & Teresa,
2020). Si bien, los suelos de varzea por las inundaciones periddicas reciben sedimentos que se
acunulan, como micro y macronutrientes provenientes de los Andes, el N aparentemente podria
tender a no fijarse en estos ecosistemas por accion del agua (Val et al., 2022). En este sentido,
las plantulas que crecen en estos suelos, al tener el N como elemento limitante podrian

estimular la relacion simbiotica con bacterias fijadoras de No.

En cuanto a la cantidad de nodulos radiculares y las salidas de campo (jError! No se

encuentra el origen de la referencia.), los meses con menor precipitacion presentaron menor
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nodulacion, mientras que los meses mas lluviosos mostraron mayor nodulacion (Kruskall-
Wallis y Dunn, p < 0.0001). En la Anexo 2 se resume la temporalidad climatica mensual de
cada salida de campo de muestreo. Esto es consistente con estudios que documentan una
disminucion de asociaciones simboticas con bacterias en condiciones de sequia y un aumento
con la humedad y precipitacion (Cusack et al., 2021; McCulloch et al., 2021). En el contexto
de la EBT, durante los meses secos (febrero y septiembre de 2024) al no haber pulsos de
inundacion y lixiviacion, podria explicar la menor nodulacion observada. Adicionalmente, el
afio 2024 se caracterizd por un evento de El Nifio, lo que impactd la precipitacion la

precipitacion y humedad en la cuenca amazdnica (Rodrigues et al., 2023).

4.2 Supervivencia y nodulacion en experimento de trasplantes

El experimento de trasplantes realizado en febrero y septiembre de 2024 en los tiempos To y
Tc respectivamente como se muestra en la jError! No se encuentra el origen de la
referencia., mostré una mayor supervivencia y nodulacion en plantulas trasladadas a varzea
en comparacion con terra firme. Sin embargo, el reducido tamafio de muestra (10 controles y
10 trasplantes por ecosistema) limita la robustez de estos resultados (Mann-Whitney, p > 0.05).
Ademas, la identificacion de las especies de /nga pudo haber influido, ya que este género es
criptico y algunas plantulas podrian ser generalistas o especialistas de un ecosistema particular
(Pennington, 1997). De esta manera, esto podria explicar la mayor o menor supervivencia de
plantulas al momento del cambio. Por ejemplo, la menor supervivencia de plantulas trasladadas
de varzea a terra firme, posiblemente podria deberse a que la mayoria eran especialistas, y el
intercambio a otro ecosistema pudo ser muy estresante y nada adaptativo a las nuevas

condiciones.
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4.3 Taxonomia bacteriana de nddulos radiculares del género Inga

Por primera vez, este estudio reporta la composicion endodfita de los nodulos de plantulas del
género Inga para la Amazonia Ecuatoriana en la Reserva de Bidsfera Yasuni. El filo
predominante fue Proteobacteria y el género dominante fue Bradyrhizobium. Este género
bacteriano, es conocido por ser fijador de nitrogeno, y ya ha sido reportado para Inga laurina
en el Cerrado brasilefo (da Silva et al., 2014). En la Anexo 3 se resume la composicion de los
principales géneros encontrados (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).
Segtlin la literatura, 7 de las 10 bacterias encontradas en este estudio tenian una relacion con
el proceso de fijacion biologica del nitrogeno, sea esta de vida libre o en asociacion endofita
dentro de los noédulos radiculares (Eaton et al., 2024).

Un ejemplo es el género Caballeronia descubierto en plantas de bosques boreales que no solo
realizan fijacion de bioldgica de nitrogeno, sino que también puede promover crecimiento de
la planta hospedadora (Puri et al., 2020). Ademads, en un estudio reciente en el que evaluaron
la composicion bacteriana de nddulos para Inga punctata en los bosques montanos de Costa
Rica, encontraron los géneros bacterianos de Bacillus, Bradyrhizobium, Herbaspirillum y
Paenibacillus, los cuales también se encontraron en los noédulos de Inga de la EBT aqui
presentados (Eaton et al., 2024). Estos resultados validan la metodologia molecular utilizada,

demostrando su capacidad para caracterizar la diversidad bacteriana de los nodulos.

4.4 Diversidad de comunidad bacteriana en nodulos radiculares

Por el lado de la ecologia microbiana, el andlisis de riqueza directa basado en los indices
Observado y Chaol (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), mostr6 mayor
riqueza en las muestras de varzea en comparacion con terra firme. En cambio, el andlisis de
diversidad alfa de los Indices de Shannon y Simpson indicaron una comunidad similar

(p>0.05), mientras que el analisis de diversidad beta (PCA, ;Error! No se encuentra el origen
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de la referencia.) revel6 una composicion similar (p>0.05). Aunque, las elipses de las muestras
de varzea era mas amplia y variada en contraste de la elipse mas compacta de terra firme. Esto
podria deberse a las condiciones periddicamente inundables de véarzea, que generan nichos

ecoldgicos diversos.

En general, los resultados evidencian que las comunidades bacterianas en los nédulos de /nga
parecen influenciadas por el ecosistema, mostrando mayor homogeneidad en terra firme y
heterogeneidad en varzea. Sin embargo, la composicidon general fue similar, lo que sugiere que
las plantulas de /nga reclutan comunidades bacterianas comparables independientemente del

ecosistema.

4.5 Perspectivas a futuro

En sintesis, este estudio representa una linea base para explorar la diversidad microbiana dentro
de los suelos del bioma amazonico, cuya diversidad microbioldgica es poco explorada, y que
en los ultimos afios se han venido desvelando por sus criticas funciones ecoldgicas (Ghai et al.,
2011). Dado que los microorganismos estan practicamente en todas partes y desempeilan
funciones importantes, el conocimiento de como operan estos organismos invisibles podria a
ayudar a predecir mejor las respuestas de los ecosistemas al cambio global, mejorar los
servicios productivos y preservar la biodiversidad, especialmente en un entorno tan
megadiverso como el bioma amazdénico. Comprender estas interacciones es esencial para
transicionar hacia practicas agricolas sostenibles que integren la dindmica ecologica de

microorganismos y plantas en el contexto megadiverso de la Amazonia ecuatoriana.

CONCLUSIONES

La conservacion de los bosques tropicales amazonicos es crucial en la actualidad, no solo

porque es el refugio de la mayor cantidad de especies del mundo y biodiversidad unica, sino
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también por su papel en la regulacion del clima global. Entender como funciona el proceso de
la fijacion bioldgica de nitrogeno ecoldgicamente en campo, y encontrar nuevos enfoques que
permitan evaluar estas dindmicas en relacion con la productividad primaria. Como base de la
red trofica, el estudio de la productividad primaria contribuye a comprender como se mantiene
el bosque neotropical, y codmo se estdn adaptando a perturbaciones actuales como el cambio
climatico. La relacion entre la productividad primaria de las plantas y sus relaciones
simbioticas permiten comprender de forma mds profunda la introduccién de nutrientes
importantes como el nitrogeno al ecosistema. Desde el enfoque de la fijacion bioldgica del
nitrogeno, el estudio de la nodulacion en leguminosas neotropicales abre al camino hacia esa
comprension holistica. En este estudio, se exploraron las asociaciones simbioticas de bacterias
en nddulos de /nga bajo diferentes condiciones ambientales. Ademads, se reportd por primera
vez la composicion bacteriana endofita de nddulos radiculares de una leguminosa comun del
bosque amazonico en Ecuador, destacando la importancia de Bradyrhizobium y otros géneros

en estos procesos.

Se espera que en un futuro se reconozca el potencial del estudio del microbioma en los suelos
amazonicos, del cual no solo permitird entender los ciclos biogeoquimicos de nutrientes de
estos suelos, sino que también se logre hacer una bioprospeccion con bacterias de
caracteristicas benéficas, que contribuyan a un mejor manejo de los suelos agricolas en la
Amazonia de Ecuador. De tal manera, que se pueda transicionar a una produccion agricola
mas sostenible, que toma en cuenta la dindmica ecoldgica entre los microorganismos y las

plantas, dentro del contexto megadiverso ecuatoriano y amazonico.
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ANEXOS

Anexo 1. Resumen general del muestreo en la EBT en las cinco salidas de campo.

Tipo de objetivo # Muestras | #Muestras Salida de campo
muestra varzea terra firme
Plantulas Ocurrencia de 86 106 May 2023 - Sept
Inga nodulacion 2024
Plantulas Identificacion molecular | 5 5 Nov 2023
Inga y caracterizacion de

comunidad bacteriana

en nodulos radiculares

Anexo 2. Resumen de temporalidad climatica en salidas de campo.

Mes/afio de Promedio Promedio Humedad | Temperatura
muestreo Precipitacion precipitacion diario relativa ©O)
(mm/h) (mm) (%)
Mayo 2023 66.04 7.36 96 24.77
Junio 2023 70.104 4.064 95 24.33
Noviembre 2023 92.964 25 99 24.22
Febrero 2024 0.508 5.08 92.8 25.77
Septiembre 2024 0.00 2.28 89.2 26.11

Anexo 3. Descripcion de géneros bacterianos encontrados en los ndédulos de Inga.

Filo Género Tipo de bacteria | Fijacion de nitrogeno | Reportada
endogena/vida libre en Inga
(Eaton et al.,
2024)
Cyanobacteria | Anagnostidinema alga no no
Firmicutes Bacillus gram+ N-fix vida libre si
Proteobacteria | Bradyrhizobium gram- N-fix enddgena st
Proteobacteria Caballeronia gram- N-fix no
Proteobacteria Caldovatus gram- no no
Proteobacteria | Herbaspirillum gram- N-fix vida libre si
Cyanobacteria Olisthonema alga no no
Firmicutes Paenibacillus gram+ N-fix vida libre si
Proteobacteria | Paraburkholderia gram- N-fix no
Firmicutes Priestia gram+ N-fix no




