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RESUMEN

Plantago rigida es una de las plantas dominantes en los paramos ecuatorianos, presenta
altas tasas de acumulacién de carbono y su crecimiento en forma de almohadilla es una de las
adaptaciones que le permite colonizar ambientes extremos. Al ser una planta nodriza, facilita
el crecimiento de otras especies sobre ella, que normalmente no podrian sobrevivir a las
condiciones inhospitas donde habita. Se ha hipotetizado que las nuevas plantas que crecen
sobre la almohadilla podrian provocar una micro-sucesion vegetal, caracterizada por tres
etapas: etapa 1 sin colonizacion, etapa 2 colonizacion intermedia y etapa 3 colonizacion casi
completa. Esta micro-sucesion podria generar cambios en los microambientes de la matriz
interna de las almohadillas, de la cual dependen los microorganismos asociados. En esta
investigacion se caracterizaron las comunidades microbianas asociadas a las tres etapas de
micro-sucesion vegetal de P. rigida en Pichincha, Ecuador, utilizando la tecnologia de
secuenciacion ONT. Los resultados mostraron que las bacterias son el grupo mas numeroso
presente en las almohadillas, seguido de arqueas y hongos. Mientras la composicién de
bacterias y hongos se mantuvo constante entre etapas, la de las arqueas cambio, con un aumento
de géneros metanogénicos en la etapa 3. Esto se podria relacionar al aumento en las emisiones
de metano detectadas en almohadillas en esta etapa. Se encontraron cuatro correlaciones
significativas entre la abundancia de genes del metabolismo del metano de arqueas y la
produccidn de este gas por las almohadillas. Los microorganismos asociados a la etapa 1y 2
fueron mas similares entre si que con los de la etapa 3 y la diversidad de las comunidades
microbianas tiende a aumentar conforme avanza la micro-sucesion. Este es el primer estudio
que describe los microorganismos asociados a P. rigida en el Ecuador y se espera sirva de
referencia para futuras investigaciones de los paramos andinos.

Palabras clave: Plantago rigida, almohadillas, micro-sucesion, arqueas, metano, diversidad.



ABSTRACT

Plantago rigida is one of the dominant plant species in the Ecuadorian paramos, it
shows high rates of carbon accumulation, and its cushion-like growth is one of the adaptations
that allows it to colonize extreme environments. Being a nurse plant, it facilitates the growth
of other species on it, which normally cannot survive the inhospitable conditions where it lives.
It has been theorized that the new plants growing on the cushion plant could cause plant micro-
succession, in which three stages can be identified: stage 1 without colonization, stage 2
intermediate colonization and stage 3 almost complete colonization. This micro-succession
could generate changes in the microenvironments of the internal matrix of the cushion plants,
on which the associated microorganisms depend. In this research, the microbial communities
associated with the three stages of plant micro-succession of P. rigida in Pichincha, Ecuador,
were characterized using ONT sequencing technology. The results showed that bacteria are the
most abundant group present in the cushion plants, followed by archaea and fungi. While the
composition of bacteria and fungi remained constant across stages, that of archaea changed,
with an increase in methanogenic genera in stage 3. This could be related to the increase in
methane emissions detected in cushion plants at this stage. Four significant correlations were
found between the abundance of archaeal methane metabolism genes and the production of this
gas by cushion plants. Microorganisms associated with stages 1 and 2 were more similar to
each other than those in stage 3 and the diversity of microbial communities tends to increase
as micro-succession progresses. This is the first study that describes the microorganisms
associated with P. rigida in Ecuador and is expected to serve as a reference for future research
in the Andean paramos.

Key words: Plantago rigida, cushion plants, micro-succession, archaea, methane, diversity.
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INTRODUCCION

El paramo es un bioma diverso que se encuentra a grandes altitudes (entre 2800-4800
m.s.n.m.) dentro de las zonas ecuatoriales, principalmente en la cordillera de los Andes
(Hofstede, Mena-Véasconez, y Robalino, 2023; Arroyo y Cavieres, 2013). Actualmente, los
paramos son objeto de proteccion debido a los multiples servicios ecosistémicos que ofrecen,
como su capacidad de almacenar agua dulce de la que se abastecen las ciudades aledarias y
actuar como un reservorio de carbono (Calispa, Eguiguren, Freire, y Paredes, 2023). En
Ecuador, el paramo corresponde a un 5.94% del territorio nacional y esta compuesto por varios
ecosistemas que se caracterizan por su clima frio y humedo, fuertes vientos, alta irradiacion y
un alto porcentaje de endemismo, aproximadamente de 60% para ciertos grupos taxonémicos
(Hofstede et al., 2023). El Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica (2012)
clasifica los paramos dependiendo de la altitud y zona geografica en la que se encuentran:
paramos del norte y centro, que se ubican desde los 3300 m.s.n.m.; y los paramos del sur, que
se sitGan a partir de los 2800 m.s.n.m.

En cuanto a su fauna, se han reportado mamiferos como el zorro andino, el venado de
cola blanca y el 0so andino, entre otras especies. Asi como alberga una alta diversidad de aves,
reptiles, anfibios, peces e insectos, adaptados a las condiciones extremas de este bioma
(Anaguano-Yancha, Paucar-Cabrera, Sagredo, Garcia, y Rios, 2023). Por otro lado, la flora de
los paramos ecuatorianos se ha clasificado dentro de cinco formas de vida principales: arbustos
esclerdfilos, pajonales, rosetas gigantes, hierbas acaulescentes y plantas formadoras de
almohadillas (Ortiz et al., 2023).

De manera mas especifica, las almohadillas o cojines son uno de los grupos vegetales
mas interesantes, ya que su forma de crecimiento particular les ayuda a adaptarse a diferentes
ambientes, incluidos el paramo andino, los Alpes europeos y zonas deserticas (Martinez-Amigo

y Jaramillo, 2024). En cuanto a su estructura, las almohadillas se asemejan a una cupula



13

cubierta de hojas compactas, que cuentan con un sistema de raices profundas. Estas
caracteristicas generales les permiten protegerse de vientos extremos, aislarse de la temperatura
externa y almacenar humedad para crear microambientes mas calidos en su interior y asi
asegurar su supervivencia (Martinez-Amigo y Jaramillo, 2024).

A nivel mundial existen alrededor de 338 especies de plantas formadoras de
almohadillas, pero en los paramos ecuatorianos, las predominantes son Plantago rigida,
Distichia muscoides y algunas especies del género Azorella (Martinez-Amigo y Jaramillo,
2024). La dominancia de P. rigida es evidente en las turberas de bajas elevaciones (a partir de
los 3000 m.s.n.m.). En este ecosistema el suelo permanece inundado por periodos prolongados
y, por tanto, las especies vegetales que viven alli deben adaptarse a altos niveles freaticos
constantes (Suarez, Chimbolema, y Jaramillo, 2022). Respecto a esto, se ha reportado que otras
especies del género Plantago podrian presentar aerénquima, un tejido vegetal que permite el
transporte de oxigeno desde las raices hasta la planta bajo condiciones andxicas. (Suarez,
Chimbolema, Chimner, y Lilleskov, 2021). Por otro lado, P. rigida presenta una altura maxima
de 20cm vy su distribucion se extiende a lo largo de la cordillera andina ecuatoriana (Suérez et
al., 2022).

P. rigida presenta roles ecol6gicos importantes para los paramos de la region,
empezando por sus altas tasas de acumulacion de carbono, siendo incluso mayores que otras
especies de almohadillas (Sanchez, Chimner, Hribljan, Lilleskov, y Suarez, 2017). Ademas,
las condiciones de estas turberas, como los suelos humedos anoxicos, limitan la
descomposicion de materia organica provocando que se libere menos carbono al ambiente
(Martinez-Amigo y Jaramillo, 2024). Las almohadillas son sensibles a cambios en su
ecosistema, como los provocados por el cambio climatico y otras actividades antropogénicas,
por lo que son indicadores de la salud de los lugares donde habitan (Wang, Sun, Liu, Wang, y

Zeng, 2021). Igualmente, las almohadillas son consideradas como especies fundadoras, pues
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son las primeras en colonizar ecosistemas recién formados o restaurados. Por ultimo, se las
Ilama especies nodrizas, ya que facilitan el crecimiento de otras plantas sobre ellas que
normalmente no podrian sobrevivir a las condiciones extremas de estos habitats de forma
independiente (Wang, Sun, Liu, Wang, y Zeng, 2021; Martinez-Amigo y Jaramillo, 2024).

Respecto a esta Gltima capacidad, se ha observado que P. rigida presenta diferentes
patrones de sucesion o de micro-sucesion vegetal en los paramos ecuatorianos (Martinez-
Amigo y Jaramillo, 2024). Estos patrones se definen de acuerdo con el nivel de colonizacién
de otras especies de plantas sobre la almohadilla y asi se pueden describir tres etapas
diferenciadas. En la etapa 1 se observa a P. rigida sin colonizacion vegetal, en la etapa 2 se
identifica una colonizacion intermedia de plantas y finalmente en la etapa 3 la almohadilla se
encuentra casi completamente cubierta por otras especies (Figura 1) (E. Suarez, comunicacion
personal, 11 de julio de 2023). La micro-sucesion podria no resultar beneficiosa para el
desarrollo de P. rigida e incluso podria generar una competencia entre las especies de plantas,
contribuyendo con el colapso o destruccién de las almohadillas que ha sido reportado en
turberas andinas. Aun se desconoce las causas de este fenémeno, pero se ha especulado que la
proliferacion de plantas especificas sobre las almohadillas, la reduccién del nivel freatico y
cambios en la temperatura ambiental podrian explicar este proceso de sucesion (Martinez-
Amigo y Jaramillo, 2024).

Por otro lado, no solo las plantas cumplen un papel fundamental dentro de las turberas,
sino que los microorganismos también participan en ciclos biogeoquimicos esenciales, siendo
las bacterias, hongos y arqueas las comunidades mas relevantes (Andersen, Chapman, y Artz,
2013). Por ejemplo, las bacterias contribuyen a la transformacion de la materia organica en los
suelos de estos humedales y la abundancia de ciertos grupos podria determinar si este ambiente
se comporta como una fuente o un sumidero de carbono (Kitson y Bell, 2020). De igual forma,

los hongos pueden crear relaciones con las raices de las plantas (micorrizas) para facilitar la
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absorcion de ciertos nutrientes y mejorar su desarrollo (Andersen et al., 2013). Por ultimo,
algunos géneros de arqueas son capaces de fijar carbono y nitrogeno, pero también otros grupos
son metandgenos, por lo que su aumento podria contribuir a la emision de gas metano (CH,) a
la atmosfera (Kitson y Bell, 2020).

A pesar de la importancia ecolédgica de las bacterias, arqueas y hongos en estos
ambientes, existen pocas investigaciones que describan la presencia y abundancia de estos
grupos y su relacion con las almohadillas (Roy et al., 2013; Dumas et al., 2024; Rehakova
etal., 2015; Rodriguez-Echeverria et al., 2021). Por ello, el objetivo de este estudio fue
caracterizar las comunidades microbianas asociadas a P. rigida en tres etapas de micro-

sucesion vegetal mediante la tecnologia de Oxford Nanopore.
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METODOS

Toma de muestras

El estudio se llevo a cabo en el Parque Nacional Cayambe-Coca, ubicado en la provincia
de Pichincha, Ecuador. En este lugar, se escogieron dos almohadillas de la especie P. rigida en
cada una de las tres etapas de micro-sucesion, obteniendo un total de seis individuos. Después,
se utiliz6 un barreno de 60cm desinfectado con etanol al 70% y lavado con agua destilada para
tomar una muestra del punto mas alto de cada almohadilla. Se removié la capa vegetal y se
colectaron los primeros 10cm de la muestra en una funda de pléstico estéril, ya que de acuerdo
con He et al. (2023) a dicha profundidad se encuentra la mayor diversidad de microorganismos
en el suelo. Las fundas se almacenaron a -80°C en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
la Universidad San Francisco de Quito.
Extraccion de ADN y secuenciacion

Para la extraccién de ADN de las seis muestras se utilizé el kit DNeasy® PowerSoil®
Pro (QIAGEN, Alemania). Se midié la concentracion del ADN con el equipo Qubit3
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y se midi6 su calidad con NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Se prepararon dos librerias de ADN
utilizando el kit Native Barcoding 24 V14 (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido) y
usando barcodes distintos para cada una de ellas. Se realizaron tres corridas de secuenciacion
usando una flowcell y el equipo MinlON Mk1C (Oxford Nanopore Technologies, Reino
Unido), en las dos primeras corridas se utilizé la primera libreria preparada, mientras que en la
tercera corrida se uso la segunda libreria.
Procesamiento de lecturas crudas

Se utilizo la herramienta Porechop 0.2.3_segan2.1.1 (Wick, Judd, Gorrie, y Holt, 2017)
para eliminar las secuencias de adaptadores y barcodes de las lecturas crudas obtenidas de la

secuenciacion. Después, se realizd un analisis de calidad y tamafio de las lecturas con la
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herramienta Nanoplot 1.42.0 (De Coster y Rademakers, 2023).
Ensamblado de metagenomas, asignacion taxondémica y anotado de genes

Se uso el flujo de trabajo de SqueezeMeta 1.6.3 (Tamames y Puente-Sanchez, 2019)
para realizar un co-ensamblado de novo de las lecturas en forma de contigs. Luego, se uso la
base de datos GenBank nr y el software DIAMOND v0.9.25 (Buchfink, Xie, y Huson, 2014)
para realizar la asignacion taxondmica de los genes y posteriormente la de los contigs. Ademas,
se calcul6 la abundancia de los contigs al contabilizar el mapeo de las lecturas crudas a los
contigs ya ensamblados. Finalmente, se utilizé el software Prodigal 2.6.3 (Hyatt et al., 2010)
para la prediccion de genes y la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) para el anotado funcional de estos.
Rarificacion y eliminacion de secuencias contaminantes

En R 4.1.2 (R Core Team, 2023) se continu6 con la limpieza de secuencias
contaminantes, que incluyen aquellas que no pudieron ser clasificadas al menos a nivel de filo,
las que no tuvieron conteos en ninguna muestra y que no resultaron de interés para este trabajo.
Después, se hizo una rarificacion de las secuencias utilizando el paquete AMOR 0.1-2 (Herrera
Paredes, 2018) para crear un dataset que contenia los contigs de todos los niveles taxonémicos
identificados y que fue rarificado a 20400 lecturas.
Gréficos de abundancia relativa

Se utilizd el paquete ohchibi 0.0.0.9000 (Salas Gonzalez, 2019) para calcular la
abundancia relativa del dataset y realizar graficos de barras apiladas de la composicion de
organismos a diferentes niveles taxondmicos.
Analisis de beta y alfa diversidad

Usando el pagquete vegan 2.6-6.1 (Oksanen, et al., 2024) se calculd la disimilitud de
Bray-Curtis entre las composiciones de cada etapa de micro-sucesion vegetal presentes en el

dataset y con el paquete ohchibi 0.0.0.9000 se realiz6 un andlisis de coordenadas principales
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(PCoA) para visualizar sus diferencias y similitudes. Ademas, se utilizo el paquete vegan 2.6-
6.1 para realizar un analisis de similitudes (ANOSIM) y probar si las diferencias entre las
composiciones de las etapas eran estadisticamente significativas. También se uso este paquete
para calcular dos indices de alfa diversidad (Shannon e Inverso de Simpson), asi como para
determinar la equitatividad de las comunidades. Se realizd la prueba Kruskal-Wallis para
determinar si existian diferencias significativas entre las etapas de micro-sucesion vegetal.
Correlaciones entre abundancia de genes de arqueas y emision de metano

Se utilizé el paquete SQMtools 1.6.3 (Puente-Sanchez, Garcia-Garcia, y Tamames,
2020) para realizar un subset del grupo de arqueas y luego un subset de los genes relacionados
con el metabolismo del metano, donde se identificaron 44 KOs (KEGG Orthology) o familias
de genes. Luego, usando el paquete stats 4.1.2 (R Core Team, 2023) se calcul6 la correlacion
de Spearman entre la abundancia de dichos genes y las emisiones de metano de las almohadillas
en cada etapa de micro-sucesion vegetal. Se utilizo el paquete ggplot2 3.5.1 (Wickham, 2016)
para graficar el coeficiente de cada correlacion y destacar las que presentaron correlaciones

estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

Composicion de las comunidades microbianas asociadas a P. rigida

A partir del dataset se obtuvo las abundancias de todos los organismos identificados,
con lo cual se pudo calcular la proporcion de bacterias, arqueas y hongos en las tres etapas de
micro-sucesion vegetal. La Tabla 1 muestra que el mayor porcentaje corresponde a las
bacterias, siendo de aproximadamente 98% en las tres etapas. En cuanto a las arqueas, se
observa que su abundancia cambia entre las etapas, primero disminuye de 0.64% en la etapa 1
a 0.59% en la etapa 2 y luego aumenta a 0.90% en la etapa 3. Los hongos se encuentran en
porcentajes mas bajos que las arqueas y su proporcion disminuye de un 0.71% en la etapa 1 a
0.48% en la etapa 3.

De igual forma, se obtuvieron graficos de abundancia relativa para cada uno de los
grupos de microorganismos mencionados a distintos niveles taxonémicos: filos de bacterias,
géneros de arqueas y 6rdenes de hongos (Figura 2). En la Figura 2A no se observan mayores
diferencias en la composicién de las bacterias entre las etapas, pero se ve que los filos
Proteobacteria (~40%) y Acidobacteria (~30%) son los mas abundantes. En cambio, en la
Figura 2B se muestra que los grupos de arqueas son distintos entre las etapas, siendo los
géneros Methanocella (~37%) y Candidatus Nitrosotalea (~30%) los mas numerosos en la
etapa 1. Luego, la proporcion de Methanocella aumenta en la etapa 2, mientras que Candidatus
Nitrosotalea se reduce. Finalmente, en la etapa 3 estos dos géneros disminuyen vy
Methanobacterium incrementa notablemente (~47%). Aun asi, Methanocella y
Methanobacterium en conjunto representan mas del 50% de la composicidn de arqueas en cada
etapa, pero en la tercera es donde existe un mayor porcentaje de estas (~70%). En la Figura
2C se observan cambios menos drasticos en la composicion de hongos entre las etapas, donde
la abundancia de los grupos no sigue un patrén particular a lo largo de la micro-sucesion. En

este caso, los oOrdenes predominantes en todas las etapas corresponden a los Glomerales
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(~20%), Mucorales (~15%), Helotiales (~10%) y Diversisporales (~9%).
Analisis de beta diversidad de las comunidades durante la micro-sucesion vegetal

El PCoA (Figura 3) sefiala que las muestras de las etapas 1 y 2 se agrupan entre si,
mientras que las de la etapa 3 se separan de las otras dos. Esto sugiere que las comunidades de
las etapas 1 y 2 tienden a ser mas similares entre si, mientras que la de la etapa 3 tiende a ser
diferente, a pesar de que las diferencias no resultan ser significativas (p > 0.05) y el estadistico
R tenga un valor bajo (0.06).
Diversidad microbiana en las tres etapas de micro-sucesion vegetal

En la Tabla 2 se muestra que el indice de diversidad de Shannon tiende a aumentar
mientras avanzan las etapas de micro-susesion, siendo mayor a 4 en todas. La misma tendencia
se observa en el indice inverso de Simpson, el cual indica la riqueza de las especies, donde sus
valores incrementan desde 15.21 a 16.50 a medida que avanzan las etapas. En cambio, la
equitatividad se refiere a que tan equitativamente estan distribuidos los individuos de las
especies en una comunidad, y su valor se mantiene igual en las etapas 1 y 2 y aumenta un poco
en la etapa 3. Esto globalmente podria sugerir una tendencia al aumento de diversidad a medida
que avanza la micro-sucesion vegetal, a pesar de que las diferencias entre etapas no son
significativas (p > 0.05).
Relacion entre la funcionalidad microbiana y las emisiones de metano

En el Anexo 1A se observa que las almohadillas en las tres etapas de micro-sucesion
vegetal presentan valores negativos de Net Ecosystem Exchange (NEE), indicando que en
todas existe una acumulacion de diéxido de carbono (C0O,). No obstante, esta capacidad de
almacenamiento de carbono de la almohadilla se va reduciendo conforme avanzan las etapas.
Por otro lado, el Anexo 1B muestra que las emisiones de metano disminuyen entre la etapa 1
y 2, pero en la etapa 3 la liberacidn de este gas aumenta considerablemente. Este Ultimo patrén

podria coincidir con el resultado del aumento de arqueas productoras de metano
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(principalmente Methanocella y Methanobacterium) en la etapa 3 que se observa en la Figura
2B. Debido a esta posible relacion, se realizé un anotado funcional de genes, donde se
encontraron 44 familias de genes (KOs) de la ruta metabdlica del metano, presentes en las
arqueas identificadas. Y se intento establecer posibles correlaciones entre la abundancia de los
44 KOs con las emisiones de metano de las almohadillas.

En la Figura 4 se muestra el coeficiente de correlacion de Spearman para los 44 KOs,
de los cuales, solo 4 tuvieron correlaciones significativas. Estos incluyen a: K11645 (fructosa-
bifosfato aldolasa, clase 1), KO0441 (subunidad beta de la coenzima F420 hidrogenasa),
K00169 (subunidad alfa del piruvato ferredoxina oxidorreductasa) y K10946 (subunidad C de
la monooxigenasa de metano/amoniaco). Los tres primeros KOs presentaron correlaciones
positivas de 0.89, 0.85 y 0.85 respectivamente. En cambio, el tultimo KO tuvo una correlacion
negativa de -0.85. Los 40 KOs restantes (Figura 4) no mostraron correlaciones significativas.
Dentro de estos, 23 KOs tienen correlaciones positivas y en su mayoria son familias de genes
asociados a la ruta de la metanogénesis a partir de dioxido de carbono y acetato. 11 KOs tienen
una correlacién negativa y gran parte de estos estdn encargados de la asimilacion de
formaldehido, uno de los productos de la metanotrofia u oxidacion de metano. Los 6 KOs

restantes no tienen una correlacion con las emisiones de metano (rho de 0).
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DISCUSION

La micro-sucesion vegetal genera cambios en la composicidn de ciertas comunidades
microbianas

Los resultados de la Tabla 1 muestran que las bacterias son los organismos mas
abundantes asociados a P. rigida en sus diferentes etapas de micro-sucesion. Esto concuerda
con lo reportado en otros estudios, ya que las bacterias son uno de los microorganismos mas
numerosos Yy diversos que se encuentran en el suelo (Trivedi, Leach, Tringe, Sa, y Singh, 2020).
La abundancia de este grupo no presentdé mayores diferencias entre las etapas, probablemente
porque no existié un cambio en la disponibilidad de nutrientes que afectara a la supervivencia
de estas y también se conoce que son resilientes a multiples cambios en su ambiente (Trivedi
et al, 2020). Por otro lado, se encontr6 que las arqueas tienen porcentajes menores al 1% en las
tres etapas. Esto puede deberse a que son menos abundantes y diversas cuando se encuentran
asociadas a otros organismos eucariotas como las plantas, aunque son méas predominantes en
las turberas inundadas (Andersen et al., 2013; Jung, Kim, Taffner, Berg, y Ryu, 2020). Ademas,
se observa que la abundancia de arqueas aumenta ligeramente en la etapa 3. Esto podria
explicarse en parte por el avance en la micro-sucesion, donde se van acumulando capas de
materia organica de las plantas de etapas anteriores y se podrian crear microhabitats donde
existan las condiciones andxicas y el sustrato necesario para que las arqueas proliferen
(Andersen et al., 2013). En cuanto a los hongos, estos microorganismos Se encuentran en
porcentajes mas bajos que las arqueas y su proporcion disminuye conforme avanzan las etapas.
Este pequefio cambio puede ser explicado nuevamente por el aumento de las capas de materia
organica en la tercera etapa, que podrian generar un ambiente mas anaerobio donde la mayoria

de los hongos no estan adaptados para sobrevivir (Andersen et al., 2013).
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Ciertos microorganismos asociados a la almohadilla podrian desempefiar roles ecoldgicos
importantes

En la Figura 2A se observa que Proteobacteria y Acidobacteria son los filos
predominantes de bacterias en todas las muestras. Esto coincide con lo reportado en estudios
similares en otras especies de almohadillas, donde destacan a Acidobacteria, Actinobacteria y
Proteobacteria como los grupos méas abundantes (Dumas et al., 2024; Rodriguez-Echeverria
etal., 2021). En el suelo estas bacterias cumplen con varias funciones. Por ejemplo, las
Proteobacterias realizan fotosintesis y fijacion de carbono y nitrogeno, lo que beneficia a las
plantas con las que estan asociadas (Marian, Licciardello, Vicelli, Pertot, y Perazzolli, 2021).
Las Acidobacterias son capaces de regular los ciclos de carbono, azufre y principalmente el de
nitrégeno, por lo que también permiten que estos compuestos estén mas disponibles en el suelo
y puedan ser aprovechados por otros organismos (Kalam et al., 2020).

La Figura 2B sefala que los géneros méas abundantes de arqueas en las almohadillas
son Methanobacterium y Metanocella, los cuales se caracterizan por producir metano a partir
de la via de la metanogénesis hidrogenotrofica, es decir, utilizando dioxido de carbono e
hidrégeno como sustrato (Buan, 2018). Dentro de la literatura revisada, no se mencionan a las
argueas como parte de las comunidades microbianas asociadas a almohadillas. Aunque, existen
otras investigaciones que sefialan la presencia de arqueas en turberas, como la de Andersen
et al. (2013), donde reporta a Methanobacterium, Metanocella y otros grupos metanogénicos
como los géneros dominantes en este ecosistema.

En cuanto a los hongos, la Figura 2C muestra que los Glomerales, Mucorales,
Heliotiales y Diversisporales son los 6rdenes mas numerosos asociados a P. rigida. En otros
estudios también se ha reportado a estos drdenes asociados con las almohadillas (Dumas et al.,
2024; Rodriguez-Echeverria et al., 2021). El rol que cumplen estos organismos es muy diverso.

Los Glomerales y Mucorales son micorrizas arbusculares (Goss, Carvalho, y Brito, 2017),
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mientras que los Helotiales incluyen grupos de ectomicorrizas (Bruyant, Moénne-Loccoz, y
Almario, 2024). Se ha reportado que estos podrian formar relaciones simbioticas con las raices
de plantas que crecen sobre las almohadillas. En cambio, algunos hongos del orden Mucorales
causan el deterioro de la materia organica humeda (Uppuluri, Algarihi, e lbrahim, 2020).
La diversidad microbiana tiende a cambiar entre etapas de micro-sucesion

En la Figura 3 se muestra que los organismos de las etapas 1 y 2 tienden a ser mas
similares entre si que con los de la etapa 3. Esto podria coincidir con la acumulacion de capas
de materia organica en la etapa 3, que crea condiciones diferentes a las presentes en las etapas
1y 2 como la disponibilidad de nutrientes y la cantidad de gases almacenados, haciendo que
otros grupos prosperen mas en la Gltima etapa, como las arqueas. Esta misma razon podria
explicar la tendencia del aumento en la diversidad y equitatividad de estas comunidades al
avanzar la micro-sucesion (Tabla 2). Considerando esto, la falta de significancia estadistica de
las pruebas ANOSIM y Kruskal-Wallis podria ser atribuida a la poca cantidad de muestras
analizadas (Andrade, 2020). Por lo que, se recomienda ampliar el nUmero de muestras para
llegar a conclusiones mas certeras.
Las emisiones de metano estdn relacionadas con genes funcionales de las arqueas
encontradas

Se encontr6 que P. rigida va perdiendo la capacidad de acumulacion de carbono
conforme avanzan las etapas (Anexo 1A) y se observa un aumento notable en sus emisiones
de metano en la etapa 3 (Anexo 1B). La reduccion del carbono acumulado podria deberse al
cambio de vegetacion en la micro-sucesion, pues la almohadilla va muriendo mientras que las
plantas que la reemplazan en las etapas siguientes probablemente no tengan la misma capacidad
de fijacion de carbono. Ademas, el carbono en forma de dioxido de carbono que no se esta
fijando podria servir como sustrato para que las arqueas metandgenas proliferen y produzcan

méas metano (Buan, 2018).
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La Figura 4 muestra que la abundancia de 4 KOs estd significativamente
correlacionada con las emisiones de metano de las almohadillas. K11645 participa en la via de
la pentosa fosfato, generando productos intermediarios que pueden participar en la glucélisis y
producir piruvato (Morrison, 2020). Por su parte, K00169 estd involucrado en la
transformacion de piruvato en acetil-CoA y CO, (lkeda et al., 2005). Ambos KOs presentan
una correlacién positiva fuerte (rho > 0.7) (Schober, Boer, y Schwarte, 2018). Este resultado
es esperado, ya que estas familias de genes estan presentes en procesos de obtencion de energia
que pueden producir didéxido de carbono, materia prima clave de la metanogénesis
hidrogenotréfica. Por otro lado, K00441 codifica para una enzima que genera F420H,, un
transportador de electrones que participa directamente en la metanogénesis hidrogenotréfica
(Hendrickson y Leigh, 2008) y también presentd una correlacion positiva fuerte. Estas
correlaciones positivas concuerdan con los géneros de arqueas mas abundantes,
Methanobacterium y Methanocella, que producen metano a través de esta via metabolica.
Finalmente, K10946 oxida el metano en metanol, siendo parte de la via de la metanotrofia
(Messerschmidt, 2010) y presenta una correlacion negativa fuerte (rho < -0.7) (Schober, Boer,
y Schwarte, 2018). Este resultado es consistente con su funcién, pues este KO participa en la
oxidacion o degradacion de metano. En el estudio de Costa et al. (2019) mencionan que existen
arqueas capaces de oxidar metano de forma anaerobica, siendo el orden Methanosarcinales uno
de ellos. En este orden se encuentra el género Methanosarcina, el cual también fue identificado

en asociacion con P. rigida, pero con una abundancia reducida en las tres etapas (Figura 2B).
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CONCLUSIONES

Este estudio es uno de los pocos que intentan caracterizar los microorganismos
asociados a las almohadillas, especificamente a P. rigida, y es incluso el primero que se realiza
en los paramos andinos tomando en cuenta las distintas etapas de micro-sucesion que pueden
presentar estas plantas. Ademas, es el Unico que describe la presencia y abundancia de arqueas
relacionadas a las almohadillas. Las bacterias fueron los microorganismos dominantes en todas
las etapas de sucesion, seguidas por arqueas y hongos en menor proporcion. El avance de la
micro-sucesion no provocO un cambio notable en la abundancia de los filos bacterianos y
6rdenes fangicos identificados, pero si en los géneros de arqueas, donde se observo un aumento
de productores de metano en la etapa 3. Este hecho podria vincularse con el incremento de las
emisiones de metano de las almohadillas en la misma etapa de micro-sucesion. Ademas, las
correlaciones entre la abundancia de genes de arqueas y la produccion de metano refuerzan
esta idea. Las correlaciones positivas corresponden a familias de genes que promueven o estan
implicadas en la via de la metanogénesis, mientras que la correlacidén negativa involucra una
familia de genes encargada de la metanotrofia. Por ultimo, las almohadillas en la etapa 3
tienden a tener una composicion de microorganismos distinta y un aumento de diversidad que
podria indicar un impacto de la micro-sucesién a nivel microbiano.

Identificar y describir las comunidades microbianas que se encuentran asociadas a este
tipo de plantas es importante, ya que estas cumplen con roles cruciales para la supervivencia
de las almohadillas en las condiciones ambientales extremas donde se desarrollan.
Principalmente, estos microorganismos facilitan la obtencion de nutrientes y contribuyen con

la tolerancia de estas plantas al estrés abidtico.



TABLAS

Tabla 1. Composicidn taxondmica de organismos asociados a Plantago rigida

Micro-sucesion vegetal
Composicion taxonémica
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Bacterias 98.23 98.50 98.32
Arqueas 0.64 0.59 0.90
Hongos 0.71 0.54 0.48

27

Todos los valores se encuentran en porcentaje y corresponden a la proporcién de cada grupo

en relacion con el total de microorganismos encontrados.

Tabla 2. indices de alfa diversidad para las comunidades microbianas en cada etapa de micro-

sucesion vegetal

Micro-sucesion vegetal
Indices de alfa diversidad Valor p
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Shannon 409+0.08 | 4.11+0.08 4.18+0.12 0.56
Inverso de Simpson 1521 +£1.80 | 1569+1.72 | 16.50*2.44 0.56
Equitatividad 059+0.01 | 059+0.01 0.60 £ 0.01 0.56

Se presentan los valores promedios de cada indice con su desviacion estandar y se utilizo la

prueba Kruskal-Wallis para obtener el valor p, que indica la significancia estadistica (<0.05).
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FIGURAS

| ®Naia Andrade

Figura 1. Etapas de micro-sucesion vegetal de Plantago rigida
A) Etapa 1: sin colonizacion vegetal. B) Etapa 2: colonizacion vegetal intermedia. C) Etapa 3:

colonizacidn vegetal casi completa.
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Figura 2. Abundancia relativa de bacterias, arqueas y hongos asociados a Plantago rigida en

Il otros

las tres etapas de micro-sucesion vegetal
Los paneles de la figura muestran la abundancia relativa de: A) Los 10 filos bacterianos mas

abundantes, B) Los géneros de arqueas mas abundantes, C) Los 30 érdenes de hongos mas

abundantes.
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Figura 4. Correlacion entre las emisiones de metano y las abundancias de KOs

Coeficientes de correlacién de Spearman entre la abundancia de 44 KOs (familias de genes)
relacionados con el metabolismo del metano de arqueas y las emisiones de este gas producidas
por las almohadillas. En gris se encuentran las correlaciones no significativas (valor p > 0.05)

y en azul las correlaciones significativas (valor p < 0.05).
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Anexo 1. Valores de NEE y emisiones de metano de Plantago rigida en las etapas de micro-

sucesion vegetal
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A) Valores de NEE (Net Ecosystem Exchange) de P. rigida en las tres etapas de micro-

sucesion. B) Emisiones de metano de P. rigida en las tres etapas de micro-sucesion.
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