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Resumen

Titulo: Estudio metagenémico comparativo de comunidades microbianas presentes en suelos asociados y no asociados al frailejon

(Espeletia spp.) en el pAramo de Santurbén, Santander”

Autor: Daniela Rangel Ibafiez”

Palabras Clave: Paramo, Espeletia spp., rizdsfera, biodiversidad, asociacién planta-microorganismo, metagenémica.

Descripcion: El pAramo de Santurban destaca por su importancia ecolégica y socioeconémica al nororiente colombiano, donde su
estabilidad y conservacion esté ligada a las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de sus suelos. Plantas endémicas, tales como
los frailejones (Espeletia spp.), son fundamentales para mantener la regulacion hidrica del paramo y dependen de asociaciones
planta-microorganismo que no han sido estudiadas en profundidad. Por tanto, este estudio caracterizd por primera vez la diversidad
microbiana presente en los suelos del paramo de Santurban y sus potenciales relaciones con Espeletia mediante el analisis
fisicoquimico y metagenémico con la tecnologia Oxford Nanopore de 12 muestras compuestas de suelo (6 de rizésfera de Espeletia
y 6 de suelo total) en el Parque Natural Regional Paramo de Santurban, Vetas, Santander. Se identificaron microorganismos de los
dominios Bacteria, seguido de Eukaryota y Archaea, resaltando microorganismos con las mayores abundancias relativas, tales
como la bacteria fijadora de nitrégeno Bradyrhizobium, hongos solubilizadores de fosfato como Penicillium y arqueas
metandgenas. Ademas, los géneros Hyphodiscus, Pedosphaera y Mesorhizobium estuvieron asociados significativamente a la
rizosfera de Espeletia, estableciendo redes de coocurrencia mas complejas en este microambiente, promoviendo interacciones
planta — microorganismo al participar en ciclos biogeoquimicos, ejerciendo biocontrol en zonas clave de la planta y/o contando con
mecanismos de adaptacion frente a estas condiciones extremas de los paramos. Finalmente, fue posible establecer un microbioma
central en estos suelos, un paso clave para comprender la dinamica microbiana en este ecosistema. Estos microorganismos pueden
influir en el ciclado de nutrientes, la salud del suelo y la resiliencia del ecosistema frente a factores ambientales extremos, lo cual

es fundamental para el disefio de planes de manejo y conservacion para estos ecosistemas estratégicos.

* Trabajo de Grado

~ Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia. Director: German
Alexis Zafra Sierra. PhD. en Ciencias en Biotecnologia. Codirector: Ménica Fajardo Lépez. PhD.
en Ciencias Naturales Dr.Rer.Nat.
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Abstract

Title: Comparative metagenomic study of microbial communities present in soils associated and not associated with frailejon

(Espeletia spp.) in the Paramo de Santurban, Santander”

Author(s): Daniela Rangel Ibafiez™™

Key Words: Paramo, Espeletia spp., rhizosphere, biodiversity, plant-microorganism association, metagenomics.

Description: The Santurban paramo stands out for its ecological and socioeconomic importance in northeastern Colombia, where
its stability and conservation are linked to the physicochemical and biological properties of its soils. Endemic plants, such as
frailejones (Espeletia spp.), are essential to maintain the water regulation of the paramo and depend on plant-microorganism
associations that have not been studied in depth. Therefore, this study characterized for the first time the microbial diversity present
in the soils of the Santurban paramo and its potential relationships with Espeletia through physicochemical and metagenomic
analysis with Oxford Nanopore technology of 12 composite soil samples (6 Espeletia rhizosphere and 6 total soil) in the Paramo
de Santurban Regional Natural Park, Vetas, Santander. Microorganisms from the Bacteria domains were identified, followed by
Eukaryota and Archaea, highlighting microorganisms with the highest relative abundances, such as the nitrogen-fixing bacteria
Bradyrhizobium, phosphate-solubilizing fungi such as Penicillium and methanogenic archaea. In addition, the genera Hyphodiscus,
Pedosphaera and Mesorhizobium were significantly associated with the rhizosphere of Espeletia, establishing more complex co-
occurrence networks in this microenvironment, promoting plant-microorganism interactions by participating in biogeochemical
cycles, exerting biocontrol in key areas of the plant and/or having adaptation mechanisms against these extreme conditions of the
paramos. Finally, it was possible to establish a core microbiome in these soils, a key step to understand the microbial dynamics in
this ecosystem. These microorganisms can influence nutrient cycling, soil health and ecosystem resilience to extreme

environmental factors, which is essential for the design of management and conservation plans for these strategic ecosystems.

" Degree Work

“Faculty of Health. School of Microbiology. Master in Microbiology. Director: German Alexis
Zafra Sierra. PhD. in Sciences in Biotechnology. Co-director: Monica Fajardo Lopez. PhD. In
Natural Sciencies Dr.Rer.Nat.
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Introduccion

En América Central y los Andes tropicales, se localizan unos ecosistemas estratégicos
denominados paramos, entre 3.200 y 4.500 m.s.n.m., los cuales cumplen un papel crucial en la
regulacion natural del suministro hidrico, debido a su capacidad de almacenar y liberar agua, un
recurso vital para las comunidades cercanas y para suplir fines industriales, agricolas y recreativos
(Mosquera et al., 2023).

Los paramos, caracterizados por su ubicacién en altitudes elevadas y sus condiciones
ambientales extremas, son considerados habitats hostiles para el desarrollo y mantenimiento de la
vida (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2002; Rojas, Varela y Osher, 2018; Ruiz et
al., 2008). Sin embargo, estas areas son reconocidas por su biodiversidad Unica, con una gran
variedad de especies vegetales endémicas adaptadas (Instituto de Investigacion de Recursos
Biologicos Alexander von Humboldt, 2021; Llambi et al., 2012). En general, los paramos cuentan
con vegetacion abierta de tipo arbustivo y herbaceo, siendo las rosetas y arbustos las formas de
crecimiento tipicas de este ecosistema (Rojas, Varela'y Osher, 2018). En el caso de Espeletia spp.,
la especie vegetal emblema de este habitat, conocida popularmente como “frailejon”, posee un
papel importante en la estabilidad de esta area natural al constituir la mayor parte de la biomasa
presente, influir en la regulacion hidrica mediante la captacién de la humedad del ambiente para
posteriormente abastecer los rios que nacen de los paramos, ademas de regular el almacenamiento
del carbono (Mavarez, 2019; Cardenas, et al., 2018; Beltran, 2018; Zomer y Ramsay, 2018).

Colombia cuenta con casi el 50% de los paramos del mundo, siendo un ecosistema

distintivo y estratégico de la geografia del pais por su contribucion a la sostenibilidad ambiental y
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provision de servicios ecosistémicos a las comunidades cercanas (Sarmiento et al., 2017). El
paramo de Santurban corresponde a un sistema biologico indispensable para la region nororiental
del pais. Se encuentra ubicado entre 2.800 y 4.290 m.s.n.m. y se extiende en 15 municipios de los
departamentos de Norte de Santander y Santander, abasteciendo a méas de 2.200.000 habitantes
que se distribuyen tanto en las cabeceras municipales como en el &rea rural, cuyo sustento se genera
a partir de la actividad agricola tradicional, la ganaderia y la explotacion de carbon en la zona
(Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander Von Humboldt, 2010; Lopez et al.,
2012).

Si bien es cierto que los ecosistemas paramunos albergan una gran diversidad biologica,
los reportes disponibles a la fecha se limitan en describir su flora y fauna (Zapata, 2021). En el
paramo de Santurban, las comunidades microbianas ain no han sido exploradas a pesar de que su
diversidad y funcion son esenciales para el equilibrio ecolégico del mismo (Ortiz y Sansinenea,
2022). Los microorganismos del suelo, incluyendo bacterias, hongos, arqueas y otros organismos
unicelulares, son esenciales para el funcionamiento y balance de los ecosistemas terrestres al
participar en procesos que impactan directamente su fertilidad, la disponibilidad de nutrientes y la
promocion del crecimiento vegetal (Ortiz y Sansinenea, 2022; Sansinenea, 2021; Hayat et al.,
2010; Sansinenea, 2019). Adicionalmente, es conocido que las condiciones geograficas y medio
ambientales particulares, tales como los valores de temperatura, vegetacion y propiedades
fisicoquimicas del suelo, determinan la estructura y el funcionamiento ecoldgico de las
comunidades microbianas presentes de manera diferencial, que puedan estar realizando procesos
locales importantes para el ecosistema al desarrollar estrategias de adaptacion a estos entornos

anicos (Vélez et al., 2023). La distribucion exclusiva de Espeletia spp. en los paramos sugiere que
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ha desarrollado mecanismos propios de supervivencia, incluyendo interacciones entre la planta y
microorganismos del entorno que favorecen su crecimiento y adaptabilidad a las adversas
condiciones medioambientales del ecosistema (Ortiz y Sansinenea, 2022), destacando
especialmente la rizosfera como una posible zona de alta diversidad bioldgica debido a la
disponibilidad de nutrientes provenientes de exudados radiculares (Sun et al., 2023).

Aportar al entendimiento parcial de este sistema es posible mediante el uso de herramientas
capaces de suministrar y analizar grandes cantidades de informaciéon bioldgica. Asi, la
metagendmica es una tecnologia de Ultima generacion para la secuenciacion de genomas
completos que permite analizar de manera global todas las comunidades microbianas presentes en
una muestra de suelo en un momento determinado, descubrir nuevos genes y potenciales funciones
relevantes para, por ejemplo, su adaptacién al entorno (Bleidorn, 2015). Adicionalmente,
relacionar esta informacidn con la caracterizacion fisicoquimica del entorno permitiria comprender
la dinamica del microbioma, con la finalidad Gltima de preservar las especies vegetales
emblematicas y el ecosistema mismo.

A nivel mundial, las investigaciones centradas en la biodiversidad microbiana en suelos de
alta montafia se han llevado a cabo principalmente en paises asiaticos por sus grandes complejos
montafiosos. En el caso de los paramos, al estar localizados mayoritariamente en la region de los
Andes, las investigaciones han sido realizadas a nivel local en Ecuador, Colombia y Venezuela
principalmente, evaluando la diversidad microbiana con relacion a gradientes altitudinales
(Arguello, 2022) y caracterizando fisicoquimica y microbioldgicamente los suelos rizosféricos de
algunas especies vegetales (Arcos, Erazo y Quishpe, 2022). Ademas, a pesar de que el frailejon

sea reconocido como eje central de estos ecosistemas, su relacion con las comunidades
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microbianas en el suelo ain no ha sido completamente explorada. A nivel nacional se han
identificado microorganismos asociados a Espeletia spp. en los departamentos de Boyaca, Tolima,
Quindio y Cundinamarca (Rojas, Varela y Osher, 2018). Si bien los procariotas predominan en
todos los estudios realizados, especialmente los filos Pseudomonadota y Acidobacteriota, también
se han aislado e identificado especies fungicas en el frailejon, principalmente de las clases
Sordariomycetes, Dothideomycetes y Eurotiomycetes, entre otros (Rangel y Zafra, 2022).

No obstante, los estudios realizados en esta materia aln son escasos Y, particularmente en
el Paramo de Santurban, no existen reportes disponibles acerca de la estimacion de su diversidad
microbiana. Ademas de la valiosa informacidn que suministraria el conocer qué microorganismos
estan presentes como un indicador de la calidad del suelo o por su interés biotecnoldgico, también
permitiria comprender como estas comunidades se pueden estar asociando y beneficiando a las
especies vegetales del ecosistema, dilucidando nuevas estrategias de adaptacidon a condiciones
ambientales extremas, asi como de conservacion y manejo sostenible del mismo.

Explorar la diversidad de las comunidades microbianas presentes en suelos del paramo de
Santurban mediante enfoques basados en analisis de metagenomas, permitira realizar un aporte
novedoso al conocimiento actual de estos ecosistemas, incluyendo poblaciones poco abundantes
0 que aun no pueden ser aisladas con facilidad, asi como también las posibles interacciones que se
podrian estar llevando a cabo entre estos microorganismos y plantas endémicas de la region. En
este contexto, surge la pregunta de investigacion: ¢Cual es la diversidad taxonémica, abundancia
y potencial relacion de las comunidades microbianas rizosféricas con Espeletia spp. en el paramo
de Santurban? Esta informacién es fundamental para promover la conservacion efectiva del

ecosistema, asi como su gestion sostenible frente a las amenazas actuales.
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1. Marco conceptual y estado del arte

1.1 Ecosistemas de alta montafia y paramos

Los ecosistemas de montafia son fundamentales para el desarrollo y conservacion de la
vida en el planeta, comprenden aproximadamente el 25% de su superficie, albergan una cuarta
parte de la biodiversidad terrestre y proveen el 70% de la demanda de agua para el sector agricola,
industrial y consumo humano (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2002; Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2014). A su vez, estos ecosistemas estan
constituidos por subregiones, dentro de las cuales resaltan los paramos (Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, 2002).

Los ecosistemas paramunos comprenden grandes extensiones de terreno desprovisto de
arboles, localizados entre el limite inferior de las zonas nevadas y el limite superior de los bosques
altoandinos, por encima de los 3.200 m.s.n.m. en el caso del territorio colombiano (Cuatrecasas,
1958; Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2002; Rojas, Varela y Osher, 2018).
Presentan una variedad de condiciones medioambientales particular, tales como precipitaciones
frecuentes, alto nivel de radiacién ultravioleta, fuertes vientos, temperaturas medias inferiores a
10°C, presencia de niebla, baja presion atmosférica y cambios abruptos de temperatura durante el
dia (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2002; Rojas, Varela y Osher, 2018; Ruiz et
al., 2008). Con respecto al suelo, se caracteriza por su color negro, turboso, acido y en su mayor

parte saturado de agua (Cuatrecasas, 1958).
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Los paramos pueden ser considerados un bioma terrestre que se divide en tres subpisos
segun la distribucion espacial de su biodiversidad, caracteristicas edaficas y la realizacion de
actividades antrdpicas (Cuatrecasas, 1958; Rangel, 2000; Rivera y Rodriguez, 2011):

a) El subparamo, localizado entre 3.000 y 3.200 m.s.n.m., es la zona de transicion entre los
bosques montanos y el paramo propiamente dicho, se caracteriza por la presencia de una mezcla
entre matorrales, arbustos y algunos arboles caracteristicos de los bosques andinos.

b) El paramo propiamente dicho, ubicado entre 3.200 y 4.000 m.s.n.m. esta dominado por
arbustos, pajonales y rosetas, alberga un gran nimero de plantas con inflorescencias lanosas como
Espeletia spp. y Lupinus spp., entre otras.

c) El superparamo, localizado sobre 4.000 m.s.n.m. en la parte mas alta de estos
ecosistemas, alcanza hasta el nivel de las zonas nevadas y comprende escasa vegetacion, dispersa
y presente sobre suelos rocosos, desaparece Espeletia spp. y resalta la presencia de especies del
género Senecio, Cerastium y Agrostis, entre otras.

Ademas de su biodiversidad, los paramos prestan importantes servicios ecosistémicos,
tales como la regulacion natural del ciclo hidrico, mitigacién del impacto ambiental mediante el
almacenamiento y captura de CO. atmosférico, contribuyen con la regulacion climatica de su
regién, son habitat de varias especies polinizadoras y dispersoras de semillas, y son considerados
como sitios sagrados para la mayoria de las culturas ancestrales, entre otros (Rivera y Rodriguez,

2011).
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1.1.1 Biodiversidad de floray fauna en los paramos

En estos ecosistemas se ha reportado una gran diversidad de flora y fauna. En los suelos
paramunos, la vida animal incluye insectos artropodos de pequefio tamafio como &caros y
colémbolos, asi como anélidos incluyendo la lombriz de tierra. Ademas, se han registrado
hormigas, especies de dipteros, coledpteros y lepiddpteros, asi como saltamontes y anfibios tales
como salamandras y sapos. Dentro de la fauna paramuna, las aves destacan especialmente, con
especies como el condor (Vultur gryphus) y el gavilan negro (Buteo leucorrhous), entre otros. En
cuanto a los mamiferos, se encuentran marsupiales, musarafias y mustélidos como la mustela
(Mustela frenata). Entre los mamiferos de mayor tamafio es posible encontrar el venado de paramo
(Mazama rufina), el puma (Felis concolor) y el oso de anteojos (Tremarctos ornatus) (Péfaur,
1997).

La vegetacion de los paramos es un componente fundamental de estos ecosistemas de alta
montafia, siendo el frailejon (Espeletia spp.), miembro de la familia Asteraceae, el representante
méas emblematico de la flora del paramo. Las gramineas también son un componente esencial de
esta vegetacion, especialmente en la forma de extensos pajonales dominados por géneros como
Calamagrostis y Festuca. Estas plantas estan adaptadas a condiciones climaticas severas mediante
hojas duras y delgadas que reducen la transpiracion. Su resistencia a los cambios bruscos de
temperatura les permite proteger el suelo contra la erosion y favorecer el almacenamiento de
materia organica, un proceso vital en suelos pobres en nutrientes. Por su parte, los arbustos
paramunos son pequefios, ramosos y con hojas coriaceas, como Vaccinium (Cuatrecasas, 1958;

Rojas, Varela 'y Osher, 2018).
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1.1.1.1 Espeletia spp. cumple un papel clave en el ecosistema de paramo. Dentro de la
vegetacion caracteristica del ecosistema de paramo predominan las rosetas, tales como especies de
Espeletia, caracterizadas por sus hojas de gran tamafo, alargadas, lanudas y blanquecinas,
dispuestas en forma de roseta alrededor de un tallo recto y erguido, pubescencia abundante y
cubierto por una capa de hojas secas, conocidas como necromasa. Dependiendo de la especie,
pueden alcanzar hasta 10 metros de altura y presentar o no inflorescencias (Cuatrecasas, 1958;
Ministerio de Ambiente, 2016).

Es importante mencionar que, como resultado de la influencia de las fuerzas selectivas
ejercidas por las condiciones medioambientales particulares de este entorno, varias de estas
caracteristicas en las plantas fueron desarrolladas como estrategias evolutivas de adaptacién. La
presencia de hojas endurecidas y gruesas, en posicion evasora de la insolacion evitan el
sobrecalentamiento, mientras que el aumento de la concentracion de carbohidratos en sus tejidos
aumenta la tolerancia a la congelacion. Ademas, las plantas que acumulan hojarasca alrededor del
tallo, como el frailejon, obtienen un aislante térmico debido a la lenta descomposicion de las hojas.
Otros ejemplos se basan en la presencia de pigmentos antocianicos y 6rganos subterraneos de
reserva, asi como la secrecion de resinas gelatinosas para proteccion térmica y un interior del tallo
con médula o tejidos con capacidad para almacenar agua (Monasterio y Sarmiento, 1991).

El frailejon posee un papel importante en la estabilidad del suelo de estos ecosistemas
debido a que constituye la mayor parte de la biomasa presente, influye en la regulacion hidrica
mediante la captacion de la humedad del ambiente, para asi almacenar el agua y posteriormente
abastecer los rios que nacen en los paramos (Cardenas et al., 2018; Beltran, 2018; Zomer y

Ramsay, 2018), previene la erosion del suelo y tienen asociaciones clave con ciertas especies de
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animales (Beltran, 2018). A la fecha, Espeletia posee cerca de 135 especies distribuidas
unicamente en el norte de América del Sur, en los paramos de Colombia, Venezuela y Ecuador,
donde son consideradas como las especies con mayor adaptacion a las condiciones
medioambientales presentes en los paramos (Beltran, 2018).

En el paramo de Santurban se encuentran dos especies notables de frailejones, Espeletia
conglomerata y Espeletia santanderensis (Originalmente registrado por el International Plant
Names Index como Espeletiopsis santanderensis). Espeletia conglomerata es una especie de tallo
erguido, lo que significa que su crecimiento es vertical, y desempefia un papel fundamental en la
regulacién hidrica del ecosistema. Por su parte, Espeletia santanderensis, un frailején mas pequefio
sin una prolongacion tipo tallo y con una estructura similar a la de un arbusto, es una especie
endémica que crece Unicamente en Santander, resaltando la singularidad biologica del paramo.
Ambas especies son esenciales para la conservacion del suelo y la captacién de agua, funciones
vitales para el equilibrio ecologico y el suministro hidrico de las comunidades locales (Mavarez,

2021).

1.1.2 Paramo de Santurban

Uno de los 37 complejos de paramos de Colombia corresponde al de Jurisdicciones-
Santurban-Berlin, conocido popularmente como el paramo de Santurban, un ecosistema ubicado
en la cordillera oriental, especificamente entre los departamentos de Santander (28%) y Norte de
Santander (72%), crucial para la regulacién del ciclo hidroldgico en la region nororiental de la
nacion, asi como para la conservacion de la biodiversidad. Cuenta con una extension aproximada

de 150.000 hectareas, distribuidas en los municipios de Vetas, Tona, California, Surata, Charta, El
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Playon, Piedecuesta, Silos, Mutiscua, Cucutilla, Arboledas y Céachira, dentro de las jurisdicciones
de la Corporacion Auténoma Regional para la Defensa de la Meseta de Bucaramanga (CDMB) y
la Corporacion Autonoma Regional de la Frontera Nororiental (CORPONOR). Ademas, se estima
que el paramo abastece a méas de 2.200.000 habitantes, mediante el Acueducto Metropolitano de
Bucaramanga (amb) y los acueductos de Pamplona, Pamplonita, Los Patios, Chinatoca,
Rangovalia, entre otros (Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander Von
Humboldt, 2014).

Estudios realizados en la zona registran una alta diversidad biologica, representada en 457
especies vegetales y 293 especies de fauna vertebrada (Llambi et al., 2012; Instituto de
Investigacion de Recursos Biologicos Alexander Von Humboldt, 2010). A pesar de su relevancia,
el paramo de Santurban estd amenazado por diversas actividades humanas, tales como la mineria,
el turismo, la agricultura intensiva y el cambio climético, entre otros, factores que pueden alterar
su biodiversidad, desencadenando en consecuencias negativas en la salud del ecosistema y su
capacidad para proporcionar servicios ecosistémicos (Zarate, Beltran y Murallas, 2022), razén por
la cual es imprescindible conservar este ecosistema natural y salvaguardar su diversidad biol6gica
frente a las amenazas a las que son expuestos tomando acciones de manera oportuna y basadas en

el conocimiento del estado real del entorno.

1.2 Diversidad y adaptacion de los microorganismos en los paramos a condiciones extremas
Los microorganismos, a pesar de su tamafio microscOpico, desempefian un papel

fundamental en la estructura y funcionamiento de todos los ecosistemas. Su diversidad metabodlica
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y su capacidad para colonizar una amplia variedad de habitats, los convierte en actores clave de
una gran variedad de procesos que alli se presentan.

A pesar de que el conocimiento actual acerca de la diversidad microbiana en este tipo de
ambientes, en especial en la region de los Andes, es limitado, diferentes autores han logrado
identificar en ellos microorganismos pertenecientes a los 3 dominios de la vida, es decir, Bacteria,
Eukaryota y Archaea (De Mandal y Pankaj, 2020), siendo los filos méas frecuentes Proteobacteria
(Actualmente  Pseudomonadota), Acidobacteria  (Acidobacteriota) y  Actinobacteria
(Actinomycetota). Dentro de las familias destacan Bradyrhizobiaceae, Acetobacteraceae y
Burkholderiadeae, asi como los géneros Bradyrhizobium, Pseudomonas e Hyphomicrobium
(Vélez et al., 2023; Arenas, Alzate y Lizarazo, 2015; Hernandez y Lizarazo, 2015). Dentro de los
taxones flngicos informados sobresalen los pertenecientes a los filos Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota y Mortierellomycota, entre otros, junto con los géneros Archaeorhizomyces,
Clavulinopsis, Mortierrella y Geastrum, principalmente (Vélez et al., 2023).

Investigaciones previas han demostrado que las comunidades microbianas asociadas al
frailejon (Espeletia spp.) varian dependiendo de las distintas zonas de la planta, reportando
microorganismos tanto en la fildsfera como en la rizosfera de Espeletia (Rangel y Zafra, 2022;
Mavarez, 2019). Un estudio realizado en el Parque Nacional Natural de los Nevados en Colombia
describi6 indices de diversidad microbiana mas altos en las regiones de necromasa y raiz en
comparacion con las otras zonas de Espeletia hartwegiana, destacando una mayor abundancia del
filo Acidobacteria (Acidobacteriota) en estas zonas (Ruiz et al., 2016). Asi mismo, un estudio
Ilevado a cabo en el Paramo Cruz Verde en Colombia permitio aislar e identificar hongos endofitos

presentes en las hojas de Espeletia spp, encontrando un predominio de hongos pertenecientes a las
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clases Sordariomycetes, Dothideomycetes, Agaricomycetes, Leotiomycetes y Eurotiomycetes.
Ademas, se identificaron aislados a nivel de especie, incluyendo Nigrospora oryzae, Fusarium
proliferatum, Scopulariopsis brevicaulis y Trichoderma asperellum (Miles et al., 2012). Aunque
escasos, los anteriores estudios a nivel de Colombia sugieren que la biodiversidad de
microorganismos asociados a Espeletia podria ser alta.

Se han descrito diversos mecanismos de tolerancia al estrés abidtico en estos organismos,
especialmente frente a las bajas temperaturas, tales como la produccién de proteinas
anticongelantes (CspA, CspC y CspE), exopolisacaridos y crioprotectores (Glicerol, la glicina
betaina y trehalosa) para disminuir el impacto de la cristalizacion; la regulacion de la fluidez de
sus membranas, debido a que los psicréfilos poseen una mayor proporcion de acidos grasos
insaturados, poliinsaturados y ramificados, asi como la modificacion de la cinética enzimatica

mediante un aumento en la flexibilidad estructural de sus enzimas (Rangel y Zafra, 2022).

1.2.1 Interacciones planta - microorganismo en la rizosfera

La rizosfera, entendida como la zona del suelo que esta en contacto intimo con las raices
de las plantas, es un area clave para los estudios sobre las interacciones planta — microorganismo,
ya que es un microambiente dindmico donde se desarrollan diversas actividades bioldgicas y
metabolicas que afectan directamente la salud y el crecimiento de las plantas, la adquisicion de
nutrientes y la prevencion de plagas (Sun et al., 2023). Esta compleja interaccion es fundamental
para el funcionamiento de los ecosistemas terrestres. Partiendo de que los microorganismos
presentes en los suelos promueven su sustentabilidad, las raices de las plantas proporcionan un

habitat Optimo para su desarrollo, permitiendo una serie de interacciones que satisfacen
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necesidades nutricionales tanto para las plantas como para las comunidades microbianas asociadas
(De Maayer et al., 2017; Mhlongo et al., 2018; Atlas & Bartha, 2002; Ho et al., 2017).

Las poblaciones microbianas suelen ser méas abundantes en la rizésfera que en el suelo
circundante sin raices debido a los exudados liberados por las raices. Estos exudados incluyen
compuestos organicos como aminoacidos, azucares, vitaminas y fosfolipidos, entre otros, que
cumplen la funcién de nutrientes y actan como sefiales quimicas que modulan la estructura de las
comunidades microbianas (Vives et al., 2020). Este proceso es esencial para el establecimiento de
relaciones simbidticas o antagonicas que influyen en el equilibrio de las poblaciones microbianas
presentes en la rizosfera. Por su parte, las poblaciones microbianas de la rizosfera aportan maltiples
beneficios a las plantas, favoreciendo el reciclaje y la solubilizacion de nutrientes, ademas de
sintetizar vitaminas y aminoacidos que promueven su crecimiento. Sumado a esto, ciertos
microorganismos producen fitohormonas, es decir, compuestos reguladores naturales, tales como
las citoquininas, giberelinas, auxinas y etileno, las cuales participan en procesos como la
germinacion, el alargamiento celular, la floracion y la respuesta al estrés (Mukherjee et al., 2022).
De la misma forma, algunos grupos microbianos evidencian antagonismo hacia patdgenos
potenciales de las plantas mediante la competencia, asi como el desarrollo de relaciones amensales
basadas en la produccion de antibidticos (Atlas y Bartha, 2002; Madigan et al., 2015).

Una de las asociaciones mutualistas mas importantes entre microorganismos y plantas es
la invasion de las raices de ciertas plantas por microorganismos fijadores de nitrégeno, los cuales
convierten el nitrégeno atmosférico en amoniaco, proporcionando el nitrégeno necesario para el
crecimiento de la planta (Garrido et al., 2018). Adicionalmente, ciertos microorganismos

descomponen formas no disponibles de fosforo organico e inorganico en compuestos que las
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plantas pueden utilizar, asi como otros grupos microbianos producen siderdforos, agentes
quelantes de hierro para las plantas (Garrido et al., 2018). Sin embargo, no todas las interacciones
resultan positivas para las plantas. Microorganismos fitopatdgenos, especialmente los hongos,
representan una amenaza para la salud vegetal al utilizar los tejidos de las plantas como fuente
energética, superando sus mecanismos de defensa para causar enfermedades (Schirawski et al.,
2018).

Finalmente, es importante mencionar que las interacciones entre organismos son procesos
complejos y variables, influenciados por maultiples factores, tales como las caracteristicas de la
comunidad microbiana, las condiciones ambientales y las plantas hospedadoras. Dada la
diversidad de estos factores, el resultado de una interaccion microbiana puede ser tanto beneficiosa
como perjudicial para las plantas. En este contexto, resulta fundamental investigar el papel de la
microbiota nativa en ecosistemas de alta montaria, tales como los paramos, y su influencia en el
crecimiento de especies endémicas como Espeletia. En este campo, los estudios metagenémicos
pueden ser de gran utilidad al permitir identificar diferentes tendencias que se establezcan en los
microambientes del ecosistema, asi como nuevas opciones de manejo para las enfermedades en
plantas bajo las condiciones medioambientales propias del paramo, generando posibles nuevas

vias para el manejo sostenible de estos ecosistemas.

1.3 Metagendmica y su aplicacion en estudios de biodiversidad
La secuenciacién metagendmica, entendida como el analisis genémico de multiples
organismos a partir de una Unica muestra, ha transformado el estudio de la biodiversidad

microbiana en los ecosistemas al permitir el estudio directo y exhaustivo de grandes cantidades de
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material genético de alta calidad presente en muestras ambientales complejas (Thomas, Gilbert y
Meyer, 2012), revelando la existencia de una enorme diversidad microbiana previamente
desconocida por las limitaciones de técnicas microbioldgicas clasicas dependientes de cultivo,
incluyendo las poblaciones menos abundantes, las de crecimiento lento o muy exigente, asi como
su potencial funcional.

Si bien el andlisis del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) es capaz
de proporcionar informacion relevante respecto a la diversidad y evolucion de las comunidades
microbianas, no abarca la complejidad de la diversidad microbiana y no revela el papel que los
microorganismos cumplen dentro de la poblacion natural (Steele y Streit, 2005). Por su parte, con
la implementacion de un analisis metagendmico tipico, el cual implica el aislamiento del ADN
metagendmico de las muestras, seguido de la secuenciacién shotgun del metagenoma, el analisis
de las lecturas y, por altimo, la determinacion de la diversidad de la comunidad microbiana, es
posible abarcar bacterias, arqueas y eucariotas, ademas de revelar la presencia de genes
potencialmente activos, ofreciendo una aproximacion de las posibles capacidades metabdlicas de
la comunidad, lo cual es indispensable en estudios ecoldgicos (Dash y Das, 2018), cuyos objetivos
busquen vincular la identidad de diferentes tipos de microorganismos presentes en un habitat con
las posibles funciones que llevan a cabo en dicho entorno (Steele y Streit, 2005).

Oxford Nanopore Technologies (ONT) y Pacific Biosciences (PacBio) son las principales
tecnologias de secuenciacion de tercera generacion que han surgido para superar las limitaciones
de Hllumina (Liu et al., 2022; Latorre et al., 2020). Estas nuevas tecnologias no cuentan con una
longitud maxima, generando lecturas de ADN cortas hasta ultra largas, mejorando

considerablemente la contigiidad de los ensamblajes genémicos, permitiendo analizar
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microorganismos conocidos, nuevos y/o estrechamente relacionados de una forma mas precisa
(Oxford Nanopore Technologies, 2023). Especificamente, ONT es una plataforma que se ha
destacado por su portabilidad y accesibilidad, comprendiendo secuenciadores como el MinlON,
que permite realizar experimentos de secuenciacion en tiempo real y en cualquier lugar, lo cual ha
ampliado sus aplicaciones, incluyendo estudios de campo y caracterizacion de microbiomas.

A la fecha, ya se han realizado estudios empleando esta tecnologia (Reska et al., 2024;
Hassan et al., 2022; Chavan et al., 2022). En el contexto del monitoreo de ecosistemas, resaltan
los cuerpos de agua de mar, habitat del cual se conoce muy poco acerca de su biodiversidad. En
este caso, el uso de ONT ha permitido identificar miles de organismos hasta el nivel de especie,
incluyendo bacteriofagos; ademas, se han ensamblado genomas con éxito debido a la presencia de
contigs de hasta > 1Mpb en un periodo de tiempo relativamente corto (Liem et al., 2021). Con
respecto a otras matrices ambientales, los estudios metagendmicos del suelo permitieron recuperar
mas de 1400 grupos de genes biosintéticos, relacionados principalmente a terpenos y bacteriocinas,
presentes en los filos Acidobacteriota, Verrucomicrobiota, Gemmatimonadota y Actinomycetota
en la Antartida, posicionando la secuenciacion metagendémica de lectura larga como una
herramienta prometedora para evaluar el reservorio genético de microorganismos no cultivables

aun sin explorar (Waschulin et al., 2021).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Describir la diversidad taxonomica de comunidades microbianas presentes en suelos del
paramo de Santurban, Santander y su relacién con plantas del género Espeletia mediante el uso de

herramientas metagenémicas.

2.2 Objetivos Especificos

Estimar la abundancia y diversidad de las comunidades microbianas presentes en suelo
total y rizosférico del paramo de Santurban mediante un abordaje metagendmico.

Describir potenciales asociaciones de las comunidades microbianas con Espeletia spp.
mediante la comparacién de la diversidad y estructura de las comunidades microbianas presentes

en suelo total y rizosférico.
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3. Metodologia

3.1 Tipo de estudio
La investigacion se realizo6 como un estudio descriptivo experimental. Fue una
investigacion bésica sin fines comerciales, centrada en el estudio de la ecologia molecular de los

microorganismos presentes en los suelos del paramo y aquellos asociados a Espeletia spp.

3.2 Area de estudio y colecta de muestras

Se selecciond como area de estudio el Parque Natural Regional Paramo de Santurban. La
recoleccion de muestras se realizd bajo la autorizacion y supervision de la CDMB en el municipio
de Vetas, Santander. Las zonas de estudio especificas fueron el complejo lagunar Cuntas, ubicado
entre 3.900 a 4.100 m.s.n.m., correspondiente al subpiso superparamo y el complejo lagunar
Ciénaga y Pajarito — Las Calles, situado entre 3.550 a 3.900 m.s.n.m., correspondiente al subpiso
paramo propiamente dicho.

Se realizaron dos salidas de campo para la recoleccion de las muestras de suelo. La primera
visita se llevé a cabo en noviembre de 2022, abarcando el complejo lagunar Cuntas.
Posteriormente, en agosto de 2023, se muestred el complejo lagunar Ciénaga y Pajarito — Las
Calles. Las diferentes muestras fueron colectadas mediante recorridos aleatorios en cada una de
las zonas de estudio. Durante cada una de las salidas de campo se recolectaron muestras
compuestas de suelo (Superficie, 15 cm y 30 cm de profundidad) en tres coordenadas diferentes.
En cada una de estas coordenadas se tomaron dos muestras de suelo, una proveniente del suelo

que rodea a las raices de la planta (rizosfera de Espeletia) y la otra correspondiente al suelo mas
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alla de la proximidad inmediata de estas raices, que no esta en contacto con Espeletia pero que se
encuentra en las mismas coordenadas que la muestra de rizésfera (Suelo total). Es importante
resaltar que las muestras de rizosfera estaban asociadas a las especies nativas Espeletia
conglomerata y Espeletia santanderensis en estado sano, sin muestras aparentes de clorosis o
deformacion foliar, cuyas poblaciones son predominantes en las zonas de estudio seleccionadas.
En total, se analizaron seis muestras de rizosfera y seis muestras de suelo total, para un total de 12,

tal como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1

Ubicacion geografica y tipo de suelo de los puntos de muestreo en el paramo de Santurban,

Santander.
Locacion Altitud (m.s.n.m.) Coordenadas Tipo de suelo
4.048 N 07° 16.660 Rizosfera
W 072° 52.233 Total
Complejo lagunar Cuntas 3.990 N 07° 16.778’ Rizosfera
W 072° 52.312 Total
3.978 N 07° 16.824" Rizosfera
W 072° 52.428 Total
3.652 N 07° 20.062’ Rizésfera
W 072° 50.685° Total
Complejo lagunar Ciénaga — 3.594 N 07°19.824’ Rizosfera
Pajarito Las Calles W 072° 50.891° Total
3.568 N 07° 19.844 Rizosfera

W 072° 51.048° Total
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En cada punto de muestreo se recolectaron los datos correspondientes a la altitud, especie
de frailejon y coordenadas. Las muestras de suelo fueron transportadas bajo condiciones de
refrigeracion al laboratorio del Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia (GIBIM)

de la Universidad Industrial de Santander (UIS) para su posterior procesamiento.

3.3 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo

Cada muestra de suelo recolectada fue remitida al Laboratorio Quimico de Consultas
Industriales UIS para la determinacion de los parametros fisicos y quimicos de textura, pH,
carbono organico total (COT), nitrogeno total (NT) y fosforo total (FT). EI pH se determind
mediante el procedimiento operativo estandar de la FAO (FAO, 2021). La textura del suelo se
determiné mediante el método de pipeta Bouyoucos adaptado (Mwendwa, 2022). EI COT se
determiné mediante el método de oxidacion humeda del acido crémico, utilizando una solucion
de dicromato de potasio (K2Cr207) en acido sulfurico concentrado (Walkley y Black, 1934). El
NT se determiné por el método de Kjeldal, luego de la mineralizacion de muestras a 400 °C con
acido sulfdrico y sulfato cuiprico (Ostrowska et al., 1991). EI FT se determind
espectrofotométricamente por el método del molibdovanadato, segin lo describe la norma técnica
colombiana NTC 234:1996. Los resultados se analizaron mediante correlacion de Pearson

realizada en R 4.4.1 (R Core Team, 2024).

3.4 Extraccion de ADN metagendmico total a partir de muestras de suelo
Se realizaron extracciones de ADN metagendmico a partir de 250 mg de cada muestra

compuesta de suelo utilizando el kit comercial DNeasy PowerSoil Pro Kit (QIAGen), siguiendo
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los procedimientos descritos por el fabricante. Este método tiene como ventaja la capacidad de
extraer una alta cantidad de ADN libre de sustancias inhibidoras partiendo de muestras complejas.
La cantidad, pureza y calidad del ADN obtenido fue verificada utilizando un nanofotometro
IMPLEN NP-80 (IMPLEN) mediante la medicion de la absorbancia a 230, 260 y 280 nm,
considerandose de adecuada calidad aquellas muestras que presentaron relaciones de absorbancia
260/280 >1.8 y absorbancia 260/230 >1.8. La integridad del ADN fue evaluada mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% coloreados con SYBR ®Safe (Life Technologies). Las
muestras de ADN obtenidas fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior uso en la secuenciacion

de metagenomas.

3.5 Secuenciacion de ADN metagenémico

La secuenciacion de los metagenomas se realizé directamente a partir del ADN extraido
de las muestras compuestas de suelo. Las librerias de ADN fueron preparadas mediante el Rapid
Sequencing DNA V14 - Barcoding Kit SQK-RBK114.24 (Oxford Nanopore), que permitid
generar librerias separadas por codigos de barras para cada una de las muestras, sin el uso de PCR.
La secuenciacién monitorizada en tiempo real se llevo a cabo mediante la metodologia shotgun
sequencing, utilizando un minisecuenciador MinlON Mk1B equipado con una celda de flujo FLO-

MIN114 (R.10.4.1), para cada una de las 12 muestras.

3.6 Asignaciones taxondmicas y analisis de datos
El analisis de datos se realizo con el software MinKNOW de la compafiia Oxford Nanopore

Technologies, iniciando con el llamador de bases en tiempo real Dorado que permitié remover
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secuencias adaptadoras y aquellas con longitud y calidad inferior a 200 bp y Q < 8,
respectivamente. Se generaron lecturas en archivos FASTQ, las cuales fueron demultiplexadas
para los analisis posteriores. Las asignaciones taxonomicas se realizaron con SqueezeMeta 1.6.3
y el script sgm_longreads.pl (Tamames y Puente, 2019), el cual permite llevar a cabo las
anotaciones a partir de lecturas de secuencia largas. Se utiliz6 DIAMOND como alineador,
comparando contra la base datos no redundante del GenBank (GenBank nr), considerando un
porcentaje minimo de identidad del 70%. Los resultados de los analisis taxonomicos fueron
visualizados y analizados con R4.4.1 y RStudio 2024.09.0+375 (R Core Team, 2024). Las
estimaciones de biodiversidad alfa para cada metagenoma y la distribucion de los taxones se
calcularon mediante los indices de Shannon y Simpson (Especificamente, Gini — Simpson) en el
programa MicrobiomeAnalyst 2.0 (Lu et al., 2023). Para estimar la diversidad beta se utilizé un
Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en disimilitud de Bray-Curtis, también
calculados con MicrobiomeAnalyst 2.0 (Lu et al., 2023). En cuanto a las posibles asociaciones de
las comunidades microbianas y Espeletia, se establecieron redes de Co Ocurrencia en MEGANG
Community Edition (Huson et al., 2016) basado en el indice de Jaccard. Para conocer el

microbioma central se empled el programa MicrobiomeAnalyst 2.0.

3.7 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos metagendmicos se llevd a cabo mediante Analisis de
Varianza (ANOVA), los test post hoc de Tukey Kramer y Welch y como prueba de comparacion
maultiple, el test de Bonferroni. Estos analisis se llevaron a cabo con los programas STAMP v2.1.3

y MEGANG (Huson et al., 2016; Parks y Beiko, 2010).
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4. Resultados y Discusion

4.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Los analisis fisicoquimicos realizados a las 12 muestras de suelo revelaron que todas
presentaban textura franco-arenosa, es decir, correspondian a suelos de textura gruesa, sugiriendo
buen drenaje y aireacion, propiedades reportadas en suelos de paramo (Vélez et al., 2023) al
favorecer la infiltracion del agua y la actividad bioldgica debido a la capacidad bacteriana de
adherirse en la superficie de las paredes de los poros, sumado a la capacidad fungica para crecer a
través de la red porosa mediante procesos de elongacién y ramificacion de hifas (Jaskulska et al.,
2020; Seaton et al., 2020).

Con respecto al pH, todas las muestras presentaron valores acidos, oscilando entre 4.71y
6.96, caracteristico de los suelos de paramo debido a la alta cantidad de materia organica y la
lixiviacion de bases intercambiables, proceso comin en suelos con alta precipitacion y baja
capacidad de retencion de nutrientes (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2002; Ruiz
et al., 2008). El pH del suelo influye directamente en los procesos bioldgicos que en él se llevan a
cabo, incluyendo las comunidades microbianas y la translocacion de nutrientes hacia las plantas
(Neina, 2019). En general, en suelos acidos los oligoelementos tienden a estar mas solubles y
disponibles debido a que se desprenden facilmente de las superficies de las particulas que
conforman el suelo (desorcion) y hay menor fijacion (adsorcion) (Neina, 2019). Dentro de las
muestras evaluadas se evidencié que en cuatro puntos de muestreo analizados (3.990 m.s.n.m.,
3.978 m.s.n.m., 3.594 m.s.n.m. y 3.568 m.s.n.m.) se presentd un mayor valor de pH para el suelo

rizosférico que en el suelo total, posiblemente asociado a la absorcién de amonio y nitrato,
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conllevando a una liberacion de iones bicarbonato o hidroxilo para mantener la electroneutralidad

de la rizosfera, en concordancia con lo reportado por Neina (2019).

Tabla 2

Propiedades fisicoquimicas de las muestras de suelo evaluadas.

Locacion Altitud Tipo de Especie pH Textura  COT (%) NT (%) FT (%)
(m.s.n.m.) suelo frailejon
L Espeletia Franco-
4.048 Rizésfera 5,64 15,023 0,575 0,817
conglomerata arenoso
Franco-
4.048 Total - 6,00 7,124 0,231 0,430
arenoso
L Espeletia Franco-
. 3,990 Rizosfera 5,65 10,667 0,448 0,517
Complejo
conglomerata arenoso
lagunar Franco-
3,990 Total - 4,71 16,677 0,506 0,647
Cuntas arenoso
L Espeletia Franco-
3,978 Rizosfera 6,96 11,484 0,563 0,178
conglomerata arenoso
Franco-
3,978 Total - 4,90 11,701 0,412 0,516
arenoso
L, Espeletia Franco-
3,652 Rizosfera 5,75 8,640 0,312 0,882
conglomerata arenoso
Franco-
3,652 Total - 5,91 7,784 0,286 0,843
Complejo arenoso
L, Espeletia Franco-
lagunar 3,594 Rizosfera 6,94 6,782 0,338 0,640
y santanderensis arenoso
Ciénaga —
Franco-
. 3,594 Total - 6,79 10,981 0,418 0,895
Pajarito
arenoso
Las Calles o Espeletia Franco-
3,568 Rizosfera 6,85 14,940 0,427 0,404
santanderensis arenoso
Franco-
3,568 Total - 6,20 19,901 0,782 0,364

arenoso




ESTUDIO METAGENOMICO DE SUELOS ASOCIADOS Y NO ASOCIADOS AL

FRAILEJON EN EL PARAMO DE SANTURBAN, SANTANDER 36

El contenido de Carbono Organico Total (COT) vario entre las muestras de la rizosfera y
las muestras de suelo total, lo cual sugiere diferencias en la actividad biologicay en la acumulacién
de materia organica. En contraste a los valores obtenidos de pH, en las muestras de suelo
rizosférico de las ubicaciones 3.990 m.s.n.m., 3.978 m.s.n.m., 3.594 m.s.n.m. y 3.568 m.s.n.m. se
encontré6 un COT ligeramente mas bajo en comparacion con las muestras de suelo total,
posiblemente debido a la mayor descomposicién y uso del carbono por las raices y
microorganismos (Daunoras, Audrius y Renata, 2024). Por su parte, el contenido de Nitrogeno
Total (NT) y Fésforo Total (FT) presento valores que oscilaron entre 0.286% y 0.782% y 0.178%
y 0.895%, respectivamente.

Aunque no se logro establecer una relacion clara entre la concentracion de estos nutrientes
y un tipo especifico de suelo, se observo una correlacion positiva entre el COT y el NT, mientras
que el COT y FT sefialaron una correlacion negativa (Apéndice A), sugiriendo que la materia
organica es la principal fuente de nitrégeno en estos suelos. Los valores mas altos de COT y NT
se encontraron en muestras de suelo total, lo que puede reflejar una mayor acumulacion de materia
organica no descompuesta (Wang, Li y Li, 2023). Finalmente, el fésforo en los suelos de paramo
estd influenciado tanto por la materia organica como por los minerales del suelo; por tanto, los
valores de FT, en algunos casos, podrian estar relacionados con la mineralizacion de la materia
organica o con la presencia de minerales ricos en fosforo (Delgado, Roldan & Ramirez, 2009). Es
conocido que el carbono y el nitr6geno del suelo provienen principalmente de la descomposicion
de la hojarasca y otros residuos vegetales, lo que genera una relacion estrecha y bien definida entre
el carbono organico del suelo y el nitrogeno total. Sin embargo, el fésforo tiene su origen en la

meteorizacion de minerales del lecho rocoso, lo que explica la baja correlacion con los demas
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nutrientes, ya que la disponibilidad de fosforo depende mas de factores geoldgicos que de procesos
bioldgicos (Tong et al., 2023). Finalmente, no se encontro relacion entre la variacion del COT, NT
y FT y la altitud en las muestras de suelo evaluadas, tal como se ha reportado en algunos estudios

(Wuy Yu, 2023).

4.2 Estructuray diversidad de las comunidades microbianas en suelos del Paramo de Santurban

A partir de la secuenciacion de las 12 muestras de suelo se obtuvo un total de 2.726.290
lecturas crudas, de las cuales se conservaron 2.158.450 después del control de calidad inicial
(Q>8). Estas lecturas permitieron generar curvas de rarefaccion para estimar el porcentaje de
cobertura obtenido por muestra (Apéndice B), asi como realizar las anotaciones taxonémicas y

llevar a cabo sus respectivos analisis.

Figura 1

Abundancia relativa de las comunidades microbianas presentes en las muestras de suelo

evaluadas a nivel taxonémico de dominio.

Paramo Superparamo

Dominio
Archaea
Eucariota
Bacteria

Abundancia relativa (%)
3

Nota. R: Suelo rizosférico. T: Suelo total.
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El estudio de la composicién de las comunidades microbianas permitié identificar
microorganismos pertenecientes al dominio Bacteria principalmente, seguido de Eukaryota y en

menor abundancia Archaea, para las muestras de suelo evaluadas (Figura 1).

4.2.1  Estructura y diversidad de las comunidades microbianas procariotas en suelos del
Paramo de Santurbéan

4.2.1.1 Estructuray diversidad de las comunidades microbianas bacterianas en suelos
del Paramo de Santurban. El estudio de la composicion de las comunidades microbianas
permitio identificar microorganismos pertenecientes al dominio Bacteria principalmente, con
abundancias relativas superiores al 98% en todas las muestras analizadas, lo cual corresponde con
lo reportado en otros suelos de paramo en el territorio nacional (Lizarazo y Gémez, 2015). Dentro
de las bacterias fue posible identificar diversos filos, principalmente Pseudomonadota, seguido de
Actinomycetota, Acidobacteriota, Planctomycetota, Chloroflexota y Verrucomicrobiota,
respectivamente (Figura 2A). Estos filos son los mismos gque han sido dominantes en otros estudios
de diversidad taxondmica de bacterias en suelos de paramo y forestales, entre otros (Vélez et al.,
2023; Fierer et al., 2007).

Destaca la dominancia de Pseudomonadota, con abundancias relativas superiores al 40%
en todas las muestras, especialmente en suelos rizosféricos aunque sin diferencias significativas
entre las diferentes muestras (Apéndice B). Este filo de bacterias Gram negativas es reconocido
por abarcar microorganismos metabolicamente diversos, lo cual les permite participar en procesos

ecosistémicos importantes, tales como el ciclado de nutrientes (Ortlzar et al., 2024).
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Abundancia relativa de las comunidades bacterianas presentes en las muestras de suelo evaluadas

a nivel taxonoémico de A) filo, B) familia, C) género.
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Dentro del filo Pseudomonadota se destacé la familia Nitrobacteraceae (Figura 2B), con el
género Bradyrhizobium dominante en casi todas las muestras, con abundancias relativas entre 18%
y 60% (Figura 2C), mayoritariamente en suelos rizosféricos (Figura 3). A pesar de que la
abundancia relativa de la familia Nitrobacteraceae y del género Bradyrhizobium no presentaron
diferencias significativas entre las diferentes muestras, Bradyrhizobium es un género de bacterias
abundante e indispensable en suelos rizosféricos, ya reportado en la rizésfera de Espeletia spp. en
el paramo de Santa Inés (Arenas, Alzate y Lizarazo, 2015) posiblemente relacionado a su
capacidad de fijacion de nitrogeno en simbiosis con plantas. Estas bacterias convierten el nitrégeno
atmosfeérico en formas utilizables por las plantas, contribuyendo a su nutricion y el mantenimiento
de la fertilidad del suelo en ecosistemas frios y oligotréficos, tales como los paramos (Soratur et
al., 2024).

Dentro de este filo, se han identificado otras familias tales como Hyphomicrobiaceae y
Phyllobacteriaceae, con abundancias relativas entre 1% a 8% y del 1%, respectivamente (Figura
2B). A pesar de que Hyphomicrobiaceae cuenta con especies adaptadas a condiciones ambientales
extremas, tales como las de ambientes paramunos (Payeur, 2014), no se encontré asociacion
alguna frente a los dos tipos de suelo evaluados, mientras que Phyllobacteriaceae se encontrd
significativamente méas abundante en suelos rizosféricos (p<0.05) (Apéndice C). El género
Mesorhizobium, perteneciente a Phyllobacteriaceae, se asoci6 significativamente a suelos
rizosféricos (p = 0.026) a pesar de tener abundancias inferiores al 1% (Figura 3). Este género es
un reconocido promotor del crecimiento en las plantas (PGPB, por sus siglas en inglés), el cual
participa en el metabolismo del nitrogeno a bajas temperaturas mediante enzimas, tales como

nitrato reductasas responsables de la conversidn del paso inicial en la via de reduccién de nitrato,
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asi como la presencia de una enzima de fijacion de nitrogeno (Nif) que podria participar en la
nodulacion y en la conversion del nitrégeno atmosférico en amoniaco en condiciones de bajas
temperaturas gracias a la produccidn de exopolisacaridos que actian como crioprotectores (Khanal
et al., 2024; Baba et al., 2021).

Con respecto al filo Actinomycetota, se identificaron abundancias entre el 11% y 28%,
mayoritariamente en suelos rizosfericos, el cual corresponde a un filo de bacterias filamentosas
Gram positivas, con alto contenido de guanina mas citosina (G+C) en su genoma, caracterizado
por un amplio metabolismo secundario que les permite producir mas de la mitad de todos los
antibidticos de origen natural (Barka et al., 2015). Dentro de este filo, se identificaron las familias
Mycobacteriaceae y Treboniaceae como las méas abundantes, con abundancias del 2% al 16% y
del 1% al 5%, respectivamente, siendo los géneros mas abundantes Mycobacterium y Trebonia
(Figura 2B y Figura 2C). Las abundancias mas altas de Mycobacterium fueron halladas en suelo
total, donde este género de bacterias, conocido por su capacidad para sobrevivir en ambientes
extremos, posiblemente contribuyan a la descomposicion de compuestos organicos complejos
caracteristicos en suelos de paramo (Payeur, 2014). Por su parte, Trebonia se asocio
principalmente a suelo rizosférico, siendo un actinomiceto poco estudiado pero que se ha reportado
como aciddfilo y posiblemente desempefia funciones relacionadas con el metabolismo de
compuestos especificos en ambientes de baja temperatura y nutrientes limitados, caracteristicas
tipicas de los suelos de paramo (Rapoport et al., 2020), por lo cual seria interesante estudiar sus
potenciales roles en este ecosistema a profundidad.

El tercer filo mas abundante en los suelos de paramo analizados fue Acidobacteriota, con

abundancias relativas entre el 6% y 12% (Figura 2A), principalmente en suelo total (Apéndice B).
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Este grupo comprende bacterias Gram negativas que participan activamente en la descomposicién
de materia organica y en ciclos biogeoquimicos; adicionalmente, pueden adaptarse a diversas
condiciones ambientales, incluyendo los suelos de paramo caracterizados por condiciones
climéticas extremas y alta acidez (Reyes et al., 2024). Las familias identificadas con mayores
abundancias fueron Acidobacteraceae y Solibacteraceae, cuyos géneros dominantes
correspondieron a Edaphobacter y Candidatus Solibacter, respectivamente (Figura 2C).
Edaphobacter es un género de bacterias acidofilas, el cual se identificd principalmente en suelo
rizosférico (Figura 3), asociado con la mineralizacion de compuestos organicos, siendo esta
actividad crucial para el mantenimiento de la salud del suelo, facilitando la disponibilidad de
nutrientes para las plantas como el frailejon en los ecosistemas de paramo (Kalam et al., 2020).
Candidatus Solibacter es otro género comun en suelos acidos, reportado en estudios de suelos de
paramo del Parque Nacional Natural Los Nevados y en el Distrito de Manejo Integrado Regional
Las Dominguez del Valle del Cauca (Vélez et al., 2023; Ruiz et al., 2016). A pesar de no presentar
diferencias estadisticamente significativas, sus mayores abundancias fueron detectadas en suelo
total, probablemente debido a su versatilidad metabdlica que incluye capacidad de reducir nitrato
a nitrito, asi como genes involucrados en la descomposicion de materia organica compleja, tales
como el almidon, la hemicelulosa y pectina, caracteristico de suelo paramuno, contribuyendo a la
estabilidad y fertilidad del suelo en el paramo (Kalam et al., 2020).

Finalmente, destaca el filo Verrucomicrobiota. A pesar de contar con abundancias
inferiores al 1% (Figura 2A), junto a su familia Verrucomicrobiaceae y el género Pedosphaera, se
lograron asociar significativamente con suelos rizosféricos de Espeletia (p = 0.028) en el paramo

de Santurban (Figura 3). A la fecha no existe reporte de este género bacteriano asociado a la raiz
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del frailejon, sin embargo, si se ha asociado a la rizosfera del trigo, uno de los cultivos alimentarios
mas importantes a nivel mundial (Wolisnka et al., 2020). A pesar de la poca informacion disponible
de este género, el filo Verrucomicrobiota ha sido reconocido por su importante papel en el
metabolismo de compuestos de alto peso molecular, asi como la presencia de genes de fucosidasa
y sulfatasa, sugiriendo que estas enzimas podrian ser fundamentales en la descomposicion de

polisacaridos complejos, caracteristicos de suelo de paramo (Fu et al., 2025).

Figura 3
Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades bacterianas presentes en las muestras
de suelo rizosférico y total a nivel taxondmico de género.
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Con respecto a los indices de diversidad para las comunidades bacterianas, el indice de
Shannon obtuvo valores mayores a 2, mientras que el indice de Simpson fue superior a 0.6 en todas
las muestras de suelo analizadas (Figura 4), lo cual refleja la presencia de comunidades bacterianas
diversas en los suelos del paramo de Santurban, incluso bajo las condiciones medioambientales

adversas de estos ecosistemas (Veélez et al., 2023; Fierer et al., 2012). Los indices més altos se
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encontraron en las ubicaciones de 3.652 y 3.978 m.s.n.m., especialmente en el suelo total. Esto
sugiere que, ademas de géneros muy abundantes como Bradyrhizobium y Mycobacterium, existe
una gran diversidad de otros géneros menos abundantes que también contribuyen al equilibrio del
ecosistema. Una comunidad bacteriana diversa ofrece multiples ventajas ecoldgicas, tales como
una mayor estabilidad frente a cambios ambientales, una mejor eficiencia en el reciclaje de
nutrientes y una mayor resiliencia ante perturbaciones, en comparacion con aquellas comunidades
dominadas por un namero reducido de géneros (Hooper et al., 2005).

En las demas ubicaciones (3.568m.s.n.m., 3.594m.s.n.m., 3.990m.s.n.m. y 4.048m.s.n.m)
los indices fueron ligeramente mas bajos, es decir, las comunidades bacterianas fueron menos
diversas, con Bradyrhizobium dominando en varios de estos suelos, alcanzando incluso
abundancias relativas hasta del 60%. Este comportamiento podria estar relacionado con las
caracteristicas fisioldgicas tan variadas propias de este género, favoreciendo su crecimiento en un
amplio rango de condiciones ambientales y/o edéaficas, mientras que en suelos que presentan
propiedades fisicoquimicas diferentes, tales como pH mas bajo, temperaturas mas bajas, mayor
grado de radiacion UV, contenido de humedad y de otros nutrientes no determinados en este
estudio, podrian favorecer el desarrollo de géneros bacterianos con requerimientos ambientales
especificos, tal como Rhodomicrobium, sensible a la concentracion de potasio en el suelo (Gao et
al., 2021).

En general, el suelo total presenté una mayor dispersién de los datos, lo que sugiere una
mayor variabilidad de las condiciones ambientales, explicada posiblemente por la cobertura
vegetal general del ecosistema, mediando otros procesos gracias a sus exudados radiculares a pesar

de la ausencia de una influencia directa de las raices de Espeletia, facilitando el establecimiento
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de comunidades bacterianas diferentes. (Bardgett y Van der Putten, 2014). En contraste, la
rizosfera del frailejon podria tender a seleccionar comunidades con abundancias determinadas por
los exudados radiculares que los favorezcan (Cérdenas, et al., 2018). indicando que estas
ubicaciones presentan ciertas condiciones favorables, como mayor disponibilidad de algunos

nutrientes, que permiten una mayor diversidad bacteriana (Fierer et al., 2012).

Figura 4
indices de diversidad alfa A) Shannon y B) Simpson para las comunidades bacterianas de los

suelos del paramo de Santurban.
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4.2.1.2 Estructura y diversidad de las comunidades microbianas arqueales en suelos
del Paramo de Santurban. Se detectd el dominio Archaea con abundancias menores al 1% en
ocho de los doce suelos, excluyendo las muestras de suelo rizosférico y total de las ubicaciones
3.990m.s.n.m. y 3.568 m.s.n.m (Figura 1). Aunque los microorganismos de este dominio son
abundantes en ambientes cercanos a los limites de la tolerancia bioldgica, no son el grupo mas
abundante y diverso en entornos de paramo (Ruiz et al., 2016). La evidencia reporta las arqueas
como componentes indispensables para los ecosistemas terrestres, principalmente asociados a la
raiz de las plantas, participando en la reduccion de azufre, oxidacion del amoniaco, produccion de
acido indol aceético, solubilizacion de fosforo y produccion de sideréforos (Jung et al., 2020; Lima
etal., 2019).

En este estudio fue posible detectar cuatro filos, siendo Nitrososphaerota el Gnico presente
en todas las muestras, con abundancias relativas que variaron entre el 6% y 100% (Figura 5),
mayoritariamente en suelos rizosféricos aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (Apéndice D). Dentro de Nitrososphaerota se detectd la familia Nitrososphaeraceae
principalmente en suelo rizosférico, con abundancias relativas entre el 10% y 100%, siendo
Nitrososphaera y Candidatus Nitrosocosmicus los géneros identificados. En la rizésfera de
Espeletia hartwegiana se han reportado arqueas del filo Crenarchaeota, arqueas nitrificantes
reconocidas por su capacidad para oxidar amonio a nitrito en varios ambientes (Lehtovirta-Morley
et al.,, 2016; Zhalnina et al., 2013), promoviendo la elongacién radicular y la adquisicion de
nutrientes, fortaleciendo la planta y haciéndola mas resiliente ante condiciones adversas.
Adicionalmente, las familias Nitrosopumilaceae y Candidatus Nitrosotalea reportaron sus mayores

abundancias en suelo total (Apéndice E), identificando los géneros Nitrosopumilus,



ESTUDIO METAGENOMICO DE SUELOS ASOCIADOS Y NO ASOCIADOS AL

FRAILEJON EN EL PARAMO DE SANTURBAN, SANTANDER 47

Nitrosarchaeum y Candidatus Nitrosotalea. Aunque ninguno ha sido reportado en suelos de
paramo, estas arqueas también estan especializadas en la oxidacion del amonio en ecosistemas
terrestres y acuaticos, resaltando Candidatus Nitrosotalea al ser un procariota acidofilo (Herbold
etal., 2017), tal como los suelos del paramo de Santurban.

Otro filo detectado fue Euryarchaeota (Methanobacteriota), con abundancias relativas entre
2% y 87%, mayoritariamente en suelos rizosféricos (Apéndice D). Este filo abarca organismos
metanogenos, haldfilos y oxidantes de amonio (Pesaro y Widmer, 2002). Se identificaron familias
como Methanotrichaceae, Methanocellaceae y Methanoregulaceae, entre otras (Figura 5B), a partir
de las cuales se detectaron los generos Methanocella con abundancias relativas entre 60% y 80%,
Methanothrix con abundancias relativas entre 2% y 12%, Candidatus Methanoperedens y
Methanoregula, asociados tanto a suelos rizosféricos como suelos totales sin diferencias
estadisticamente significativas (Figura 6), participes en diferentes procesos metanogénicos del
suelo.

En general, en los suelos de paramo la metanogénesis es un proceso clave llevado a cabo
por arqueas metandgenas en condiciones anoxicas, donde la materia organica rica en carbono se
descompone parcialmente debido a la alta humedad y baja disponibilidad de oxigeno. Estos
microorganismos utilizan compuestos como didxido de carbono, hidrégeno y acetato para producir
metano, especialmente en suelos saturados de agua (Prasitwuttisak et al., 2022). Aunque la baja
temperatura limita su actividad, arqueas metanogenas psicréfilas pueden desarrollarse en estos
ecosistemas de alta montafa, contribuyendo al ciclo global del carbono, liberando metano que
puede ser consumido parcialmente por bacterias metanotréficas en capas superiores del suelo,

reduciendo su impacto ambiental (McKeown et al., 2009; L y Lu, 2012; Zhou et al., 2023).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=L%C3%BC+Z&cauthor_id=22530002
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lu+Y&cauthor_id=22530002
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Figura 5
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Abundancia relativa de las comunidades arqueales presentes en las muestras de suelo evaluadas

a nivel taxonémico de A) filo, B) familia, C) género.
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Es importante mencionar que algunas especies de la familia Candidatus
Methanoperedenaceae corresponden a arqueas anaerobias capaces de oxidar metano en presencia
de nitratos o sulfatos, sugiriendo que esta familia podria estar contribuyendo a la autorregulacion

de la emision de metano en ecosistemas de alta montafia (Haroon et al., 2013).

Figura 6

Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades arqueales presentes en las muestras de

suelo rizosférico y total a nivel taxonémico de género.
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Finalmente, Candidatus Micrarchaeota y Candidatus Thermoplasmatota fueron los filos
detectados menos abundantes (Aproximadamente del 2%), presentes exclusivamente en una tnica
muestra (3.652 m.s.n.m. T). Candidatus Micrarchaeota se ha adaptado a una amplia gama de
condiciones ambientales, desde suelos acidos y turberas hasta sistemas de agua dulce y esteras
hipersalinas (Golyshina et al., 2019), tal como pueden ser los suelos del pAramo. Géneros de este
filo, tal como Candidatus Norongarragalina ha sido reportado en muestras con presencia de
compuestos radioactivos (Vazquez et al., 2021). Por otro lado, Candidatus Thermoplasmatota ha

sido identificado principalmente en aguas marinas superficiales, aunque algunos clados se han
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adaptado a vivir en aguas profundas y oscuras como heterétrofos. A pesar de su importancia
ecologica, estos organismos aln son relativamente poco estudiados y ofrecen un gran potencial
para futuras investigaciones (Zheng et al., 2022).

Con respecto a la diversidad alfa de las comunidades arqueales, los indices de Shannon y
Simpson revelaron una menor diversidad en comparacion con las comunidades bacterianas en
todas las muestras de suelo (Figura 7), con valores que variaron entre 0 a 2 y 0 a 0.5,

respectivamente.

Figura7
indices de diversidad alfa A) Shannon y B) Simpson para las comunidades arqueales de los

suelos del paramo de Santurban.
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A pesar de su baja abundancia y poca riqueza de especies, probablemente su presencia se
asocie a la naturaleza misma de los suelos de paramo, es decir, moderadamente acidos, con alto
contenido de sal y algunos nutrientes (Woese, Kandler y Wheelis, 1990). Resalta el hecho que
tanto en la muestra de suelo rizosférico como la de suelo total de la ubicacion 3.594 m.s.n.m., el
valor de ambos indices fue 0, debido a la presencia de un Unico género arqueal, especificamente
Candidatus Nitrosocosmicus y Candidatus Nitrosopolaris, grupos microbianos nitrificantes y
oxidadores de amonio en suelos &cidos (Lehtovirta-Morley et al., 2016; Pessi, Rutanen y Hultman,
2022). Los valores estimados para ambos indices demuestran una dominancia moderada a alta, lo
cual es consistente con la limitada diversidad caracteristica de las arqueas en suelos, donde factores
como la disponibilidad de nutrientes, las condiciones abidticas restrictivas, tales como bajas
temperaturas o pH moderadamente acidos, seleccionan taxones dominantes adaptados a
condiciones especificas (Oliart, Manresa y Sanchez, 2016).

La muestra de suelo 3.652m.s.n.m T obtuvo el valor méas alto para el indice de Shannon
dentro de las comunidades de arqueas (Aproximadamente 1.20). Esta muestra, junto con
3.652m.s.n.m R, corresponden a una ubicacion con bajo COT% y NT% (Tabla 2), lo cual se asocia
a la presencia misma de arqueas metanogénicas que tienden a reducir el contenido de carbono
organico disponible en el suelo al mineralizarlo (Lyu et al., 2018). También es el caso de los
géneros que oxidan amonio, teniendo en cuenta que el método Kjeldahl permite detectar este
compuesto, pero no nitritos y nitratos, explicando asi los valores bajos en esta determinacion
(Ostrowska et al., 1991).

Finalmente, a pesar de no encontrar diferencias segun la asociacion del suelo o no a la

rizosfera de Espeletia, este estudio corresponde a la primera descripcion de las comunidades
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microbianas arqueales en el paramo de Santurban, destacando la importancia de estos
microorganismos en la dindmica del ecosistema. La informacion obtenida no solo amplia el
conocimiento sobre la diversidad microbiana en estos ambientes, sino que también resulta valiosa
para comprender mejor la adaptacion de las arqueas a condiciones extremas, lo cual podria tener

aplicaciones en biotecnologia, asi como en estudios sobre la resiliencia de estos ecosistemas.

4.2.2 Estructuray diversidad de las comunidades microbianas eucariotas en suelos del Paramo
de Santurban

Para el dominio Eukaryota se estimaron abundancias relativas de aproximadamente el 1%
en casi todos los suelos, exceptuando la muestra 3.990 m.s.n.m. rizosférica donde no se detectd
ningun representante de este dominio (Figura 1). La menor abundancia de eucariotas con respecto
a la bacteriana podria deberse al alto contenido de carbono caracteristico de los ecosistemas de
paramo, puesto que ya se ha reportado que, en ecosistemas con alto contenido de nutrientes, no es
indispensable la autorregulacién y renovacion de nutrientes a través de vias bioldgicas del suelo
mediadas por hongos (Lizarazo y Gomez, 2015; Bardgett y McAlister, 1999). Teniendo esto en
cuenta, posiblemente los microorganismos eucariotas detectados en los suelos del paramo de
Santurban, tales como hongos, rotiferos, microalgas y nematodos, desempefian otras funciones
esenciales para este ecosistema, incluyendo diversas asociaciones con plantas y contribuyendo con
la estructura y estabilidad del suelo, favoreciendo procesos fundamentales, tales como la aireacion,
retencion de agua y penetracion de las raices (Koninger et al., 2023; Aslani et al., 2022).

En las muestras evaluadas se identificaron nueve filos eucariotas, de los cuales siete

corresponden a especies fungicas (Figura 8A), siendo Ascomycota, Basidiomycota,
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Mucoromycota y Chytridiomycota reportados previamente en suelos del paramo del Distrito de
Manejo Integrado Regional Las Dominguez en el VValle del Cauca (Vélez et al., 2023). Ascomycota
fue el filo detectado mas abundante, con abundancias relativas entre 13% y 87%, mayoritamente
en muestras de suelo rizosférico aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(Apéndice F). Dentro de las familias de este filo resalta la presencia de Aspergillaceae
especialmente en suelos rizosféricos, un grupo muy amplio de hongos filamentosos los cuales
participan en la descomposicion de materia organica, el reciclaje de nutrientes y la formacion de
la estructura del suelo. En este estudio se logro detectar la presencia de los géneros Aspergillus y
Penicillium en los suelos del paramo de Santurban, géneros previamente reportados en la rizésfera
de cultivos de papa (Solanum tuberosum) en inmediaciones del paramo de Rabanal en Boyaca, los
cuales demostraron alta capacidad de solubilizacion de fosfatos en pruebas microbioldgicas
clasicas (Beltran, 2015).

Otra familia destacada del filo Ascomycota fue Hyphodiscaceae, junto con el género
Hyphodiscus, los cuales se lograron asociar significativamente a los suelos rizosféricos del paramo
de Santurban (p=0.048) (Apéndice G y Figura 9). Es importante mencionar que ni la familia ni el
género han sido previamente reportados en suelos de paramo ni en asociacion con Espeletia, lo
que convierte su deteccién en un hallazgo novedoso y de interés cientifico. Hasta ahora, solo se
han registrado en abundancias muy bajas en suelos de la Antartica y en la rizosfera de guisantes,
lo que sugiere su posible adaptacion a ambientes extremos con bajas temperaturas y/o participes

de la red de interacciones propia de la rizosfera vegetal (Marchetta, 2022; Xu, 2011).
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Figura 8

Abundancia relativa de las comunidades eucariotas presentes en las muestras de suelo evaluadas

a nivel taxonémico de A) filo, B) familia, C) género.
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Asi, los suelos de paramo presentan condiciones similares, como alta humedad, baja
temperatura y abundante materia organica parcialmente descompuesta, lo que podria favorecer el
desarrollo de este microorganismo. Ademas, su presencia también podria estar relacionada con
posibles interacciones simbioticas con el frailejon, cuyos exudados radiculares podrian actuar
como fuente de nutrientes esenciales para Hyphodiscus, facilitando su establecimiento y su
actividad en la descomposicion de compuestos complejos. Asimismo, su coexistencia con otras
comunidades microbianas en la rizosfera podria permitirle establecer sinergias que contribuyan a
la solubilizacion de nutrientes o al reciclaje del carbono. Dada su potencial contribucion a la
dinamica microbiana y la movilizacion de nutrientes, futuras investigaciones podrian enfocarse en
su papel funcional, su metabolismo y sus posibles aplicaciones en la conservacién y restauracion
de los suelos de paramo, esenciales para el equilibrio de este ecosistema.

Otros filos fungicos menos abundantes correspondieron a Mucoromycota, el cual abarca
micorrizas como Podila que contribuyen a la simbiosis con plantas, mejorando la absorcion de
nutrientes en suelos oligotroficos (Bonfante y Venecia, 2020).

Adicionalmente, los filos Zoopagomycota y Chytridiomycota también contaron con bajas
abundancias relativas y no estuvieron presentes en todas las muestras. Zoopagomycota, a menudo
Ilamados hongos depredadores, se caracterizan por su capacidad para parasitar otros organismos,
principalmente nematodos, lo cual les permite obtener nutrientes de manera eficiente en ambientes
con recursos limitados (Rua, 2023). Por su parte, Chytridiomycota incluye hongos que presentan
zoosporas flageladas, estructuras reproductivas moviles que les permiten dispersarse en medios

acuaticos o humedos. En los suelos de paramo, ambos grupos fangicos podrian desempefiar un
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papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos, descomponiendo materia organica y regulando

las poblaciones de otros microorganismos (James et al., 2006).

Figura 9
Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades eucariotas presentes en las muestras de

suelo rizosférico y total a nivel taxondémico de género.
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Por su parte, Chlorophyta y Nematoda fueron filos asociados a suelo total y rizosférico,
respectivamente, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Ademas, ambos
filos estuvieron presentes Unicamente en altitudes desde 3.594 m.s.n.m. hasta 3.978 m.s.n.m.
(Figura 8A). Chlorophyta incluy6 al género Coccomyxa, el cual, a pesar de no haber sido reportado
en paramos, corresponde a un alga verde conocida por su capacidad de adaptarse a ambientes
extremos (Darienko et al., 2015; Lewis, 2007). Por su parte, otras especies de este filo si han sido
descritas como parte de liquenes en paramos de Colombia (Butler et al., 2025), asociaciones
simbioticas clave para que los microorganismos logren subsistir en una amplia variedad de
habitats, incluso aquellos pobres en nutrientes, rocosos y sin cobertura vegetal (Butler et al., 2025).

Por su parte, Nematoda comprende organismos que habitan en diversos ambientes, incluyendo los
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suelos, desempefiando un papel crucial en los ciclos biogeoguimicos al descomponer materia
organica, regular poblaciones microbianas y afectar la estructura del suelo. Sin embargo, algunas
especies pueden ser fitoparasitas, causando dafios a las plantas cultivadas (Yeates, 2003). Aunque
actualmente se contindan estudiando los roles de estos microorganismos en diferentes ambientes,
sugiriendo algunos tener representantes parasitos y/o patdgenos de otros organismos, reflejan
interacciones complejas que mantienen la funcionalidad del paramo, un ecosistema expuesto a
condiciones ambientales adversas y, por tanto, sus roles deben ser analizados individualmente.

Con relacion a los indices de diversidad alfa para las comunidades eucariotas (Figura 10),
se observo un comportamiento similar a las bacterias, con indices de Shannon y Simpson que
oscilaron entre 0.7 a 3.3 y 0.5 a 0.9, respectivamente. Sin embargo, se encontr6é que las muestras
4.048 m.s.n.m. rizosférica, 3.990 m.s.n.m. total y 3.568 m.s.n.m. total obtuvieron indices de
Shannon por debajo de 2, lo que refleja comunidades poco diversas y dominadas por
Aureobasidium y/o Saitozyma (Vélez et al., 2023), géneros de levaduras tolerantes a condiciones
de alta salinidad y comunes en suelos acidos respectivamente, caracteristicas reportadas en
ecosistemas terrestres. Adicionalmente, estos géneros son cruciales al promover el crecimiento de
las plantas y actuar como agentes de biocontrol contra diferentes enfermedades, razon por la cual
entender esta dindmica a mayor profundidad podria contribuir a la conservacion del ecosistema y
facilitar el desarrollo de estrategias biotecnolégicas para la agricultura sostenible (Das, Rabha y
Narzary, 2023).

En general, las muestras de rizésfera presentaron mayores valores para los indices de
Shannon y Simpson en comparacion con las de suelo total, lo que indica que las raices de Espeletia

podrian favorecer una mayor diversidad eucariota debido a la liberacién de exudados radiculares.
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Figura 10
indices de diversidad alfa A) Shannon y B) Simpson para las comunidades eucariotas de los

suelos del paramo de Santurban.
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Estos exudados actian como fuente de nutrientes especificos, atrayendo y seleccionando
grupos especializados, como hongos micorrizicos, especies celuloliticas y/o solubilizadores de
fosfatos, que forman asociaciones simbiéticas con las plantas y facilitan la absorcion de nutrientes
esenciales, ademas de cumplir diversos procesos en este ecosistema, tales como la degradacion de
compuestos complejos y promocion de crecimiento vegetal bajo las condiciones extremas de este
ecosistema (Das, Rabha y Narzary, 2023; Houbraken, De Vries y Samson, 2014; Lizarazo y

Gdmez, 2015).
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4.3 Analisis de la diversidad beta () de las comunidades microbianas presentes en los diferentes
tipos de suelo del Paramo de Santurban.

Con respecto a la diversidad beta estimada, se realizaron Anélisis de Coordenadas
Principales (PCoA) a nivel taxondmico de género segun el subpiso y tipo de suelo evaluados
(Figura 11A y 11B). Inicialmente, al comparar todas las muestras segun el tipo de suelo, no fue
posible apreciar una diferenciacion clara entre rizosfera y suelo total; por el contrario, la mayoria
de las muestras tienen un comportamiento similar, con un importante solapamiento entre ambas
categorias, lo que sugiere que las comunidades microbianas en ambos tipos de suelo comparten
géneros similares en gran parte de las condiciones evaluadas. Lo anterior concuerda con la
naturaleza propia de los suelos analizados, puesto que, si bien los suelos de rizosfera se asocian
con la raiz de especies de Espeletia, el suelo aledafio de la misma forma estaba siendo influenciado
por los exudados y productos de las raices de otras plantas que conforman la cobertura natural
propia de un paramo (Cuatrecasas, 1958; Rangel, 2000; (Ruiz et al., 2016).

Unicamente la muestra de suelo total 3,978m.s.n.m. se alej6 notablemente de las otras,
destacandose por tener el valor de pH mas bajo de 4.7 (Tabla 2), sugiriendo una influencia de las
variables fisicoquimicas en la estructuray diversidad de las comunidades microbianas de los suelos
del paramo de Santurban, razon por la cual se compararon nuevamente todas las muestras, pero en
funcion del subpiso del paramo (Figura 11B). En este caso fue posible evidenciar una mayor
diferenciacion entre las comunidades microbianas, reflejando cambios en la composicion
taxondmica de géneros en funcion de las condiciones ambientales. Las muestras de suelo del
paramo propiamente dicho (Circulos rojos) se ven agrupadas hacia el cuadrante derecho, indicando

comunidades taxondmicamente similares, influenciadas probablemente por la mayor cobertura
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vegetal y propiedades fisicoquimicas de estos suelos (Cuatrecasas, 1958; Ministerio de Ambiente,
2016). Por otro lado, las muestras del superparamo (Circulos azules) se agrupan en el cuadrante
izquierdo, mostrando que los géneros microbianos cambian entre un subpiso y otro, posiblemente
producto de condiciones mas extremas, tales como temperaturas mas bajas y disponibilidad
limitada de algunos nutrientes y la saturacion de agua, entre otros (Rangel, 2000; Rivera y
Rodriguez, 2011), que permitan mayores abundancias de organismos mayormente adaptados, tales
como aquellos del filo Actinomycetota.

Aunque hay un solapamiento parcial entre ambos subpisos, sugiriendo géneros
compartidos y adaptaciones a gradientes ambientales, el superparamo parece favorecer géneros
especializados, tales como aquellos psicrofilos, mientras que el paramo propiamente dicho
presenta géneros asociados con la degradacion de materia organica y promocion del crecimiento
vegetal, tal como se discutié previamente acerca del filo Pseudomonadota.

Adicionalmente, con relacion a la muestra 3.978m.s.n.m.T, la cual permanece
notablemente diferente de las demas, se identificd que cuenta con la mayor abundancia del género
Mycobacterium (Figura 2C), actinobacteria reportada en suelos de paramo del Distrito de Manejo
Integrado Regional Las Dominguez del Valle del Cauca, localizados a 3.800 m.s.n.m. (Vélez et
al., 2023). A pesar de que no fue posible correlacionar este hallazgo frente a ningun factor
fisicoquimico evaluado en este estudio, esta bacteria ha demostrado mayores abundancias relativas
en ambientes de suelo frio, himedo y acido (Walsh et al., 2019), asi como potencial nitrificante
mediante pruebas en placa y participacion en la descomposicion de materia organica, facilitando

asi la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Salazar et al., 2023).
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Figura 11

Analisis de coordenadas principales (PCoA) a nivel taxondmico de género segun A) tipo de suelo,

B) subpiso de paramo evaluados.
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Por ello, continuar estas investigaciones en los suelos del paramo de Santurban sera clave
para comprender mejor su dindmica microbiana, su contribucion a los ciclos de nutrientes y su

papel en la resiliencia de este ecosistema frente a cambios ambientales.

4.4 Potenciales asociaciones de las comunidades microbianas en la rizosfera de Espeletia spp
Como se ha venido discutiendo previamente, los paramos han sido reportados como puntos
calientes de biodiversidad, resaltando en gran parte sus especies endémicas de plantas y de fauna
local. Estos ecosistemas se encuentran expuestos a condiciones adversas que ejercen una presion
selectiva sobre las plantas autdctonas y su microbiota asociada. La especie vegetal emblematica
de estos ecosistemas, Espeletia, estd adaptada para resistir en estos ambientes hostiles, ademas de
influir en la capacidad para regular la disponibilidad de agua y almacenar carbono (Cuatrecasas,
1958; Ministerio de Ambiente, 2016). En cada parte de dicha planta se forman microambientes,
en los cuales las comunidades microbianas interactan constantemente entre ellas y de forma
directa o indirecta con la planta, especialmente en la region de la rizosfera (Ruiz et al., 2016).
Teniendo esto en cuenta, en este estudio fue posible identificar un grupo de géneros
microbianos muy importante al ser los mas abundantes y/o estar presentes en minimo 10 de las 12
muestras de suelo analizadas, conformando asi un conjunto de microorganismos recurrentes y
probablemente esenciales en los suelos del paramo de Santurban estudiados, independientemente
de variaciones ambientales fisicoquimicas y la presencia o no del frailejon. Este microbioma
central, incluy6 aquellas especies que estuvieron consistentemente presentes en las muestras de
suelo analizadas, especificamente Bradyrhizobium, Mycobacterium, Edaphobacter, Trebonia,

Candidatus Solibacter, Candidatus Acidoferrum y Streptomyces (Figura 12).
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Figura 12

Microbioma central presente en los suelos totales y rizosféricos del paramo de Santurban.
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A su vez, se establecieron diferencias de estos microorganismos segun el tipo de suelo. La
red de coocurrencia de la rizésfera de Espeletia spp. evidencié una mayor complejidad en
comparacion a la correspondiente a los suelos totales (Figura 13), resultado de un mayor nimero
de géneros presentes (especificamente nueve) coocurriendo entre si. Destaca el género bacteriano
Bradyrhizobium como un posible actor clave en las redes de interaccion planta — microorganismo
rizosféricas del frailején, siendo el punto central de la red al coexistir simultaneamente con los
demas microorganismos y, a su vez, permitir que otras potenciales asociaciones se lleven a cabo.
Esta red de coocurrencia sugiere que posibles interacciones entre Candidatus Acidoferrum y
Mycobacterium, Trebonia y Streptomyces, Edaphobacter y Mesorhizobium, y Candidatus
Solibacter y Ktedonobacter, solo ocurririan si Bradyrhizobium esta presente (Figura 13A), lo cual

sefiala la importancia de la fijacion de nitrégeno en la raiz del frailejon.
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La fijacion bioldgica del nitrégeno es llevada a cabo por microorganismos denominados
diazotrofos, que pueden ser de vida libre o estar en asociacion simbiética con raices de ciertas
plantas (Hu et al., 2023). En los suelos del paramo, donde las temperaturas bajas, la alta humedad
y la escasa disponibilidad de nutrientes limitan el crecimiento vegetal, este proceso cobra especial
relevancia, debido a que la disponibilidad de nitrégeno es un factor limitante en varios ecosistemas,
por lo que la presenciay actividad de microorganismos fijadores parece influir en la productividad
y composicion de la vegetacion (Sepp et al., 2023). La interaccion entre estos microorganismos y
las plantas podria mejorar la eficiencia en la captura de nitrégeno, promoviendo el crecimiento
vegetal sin necesidad de fuentes externas de fertilizacion (Zahran, 1999; Gano-Cohen et al., 2016).

Otros géneros, tales como Mesorhizobium, Streptomyces, Trebonia, Ktedonobacter,
Candidatus Solibacter y Edaphobacter también parecen ser potenciales integrantes de las redes
microbianas dentro del microambiente rizosférico de Espeletia en este ecosistema (Figura 13A).
Mesorhizobium, un reconocido PGPB, también participa en el metabolismo del nitr6geno mediante
la conversion del nitrégeno atmosférico en amoniaco en condiciones de bajas temperaturas
(Khanal et al., 2024). Con respecto a Streptomyces, es una actinobacteria que se caracteriza por su
produccidn de sustancias bioactivas como antibidticos, influyendo asi en la inhibicion de otros
microorganismos potencialmente patdgenos para la cobertura vegetal nativa del paramo (Barka et
al., 2016), actuando como agente de biocontrol, inhibiendo fitopatégenos y promoviendo la salud
general de Espeletia y del ecosistema. A pesar de que el alcance del presente estudio permite
abordar Unicamente potenciales asociaciones, a la fecha se han reportado algunas interacciones
microbianas de tipo mutualismo, tales como Streptomyces protegiendo a Mesorhizobium de la

inhibicidén microbiana gracias a la produccion de un metabolito secundario (Du et al., 2024). Otro
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estudio abarca el rol de Streptomyces mediando la interaccion con hongos de los géneros

Aspergillus y Penicillium para la produccion de agentes naturales (Krespach et al. 2023).

Figura 13
Red de Co Ocurrencia de los géneros microbianos presentes en las A) muestras de suelo

rizosférico y B) muestras de suelo total.
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Con relacién a Trebonia y Candidatus Solibacter, ambos son géneros bacterianos
acidofilos reconocidos. Trebonia ha sido reportado en suelos acidos anegados, sedimentos de lagos
mineros y suelos de bosque de pino, reflejando su metabolismo adaptado a condiciones acidas vy,
por lo tanto, valioso en varios procesos biotecnologicos (Rapoport et al., 2020). Por su parte,
Candidatus Solibacter se ha reportado previamente en las raices de Espeletia hartwegiana,
participando en procesos como la descomposicion de almidon, hemicelulosa, pectina y otros
compuestos (Vélez et al., 2023; Ruiz et al., 2016). Es conocido que los suelos de bajo pH, tal como
los de paramo, requieren que los microorganismos presenten adaptaciones metabolicas para
sobrevivir en estas condiciones de estrés. En un estudio acerca de las adaptaciones fisioldgicas
bacterianas a diferentes condiciones edaficas, se identificaron genes relacionados con el transporte
de metales y la secrecion de proteinas, asi como la presencia de un gen transportador de potasio
ATPasa, que sugiere un mecanismo de intercambio H*/K* para la homeostasis i6nica en respuesta
a la acidez (Malik et al., 2017).

Adicionalmente, teniendo en cuenta las dos especies de frailejon evaluadas en este estudio,
se logro identificar seis géneros bacterianos asociados de forma estadisticamente significativa a la
rizosfera de Espeletia santanderensis (Apéndice H). A pesar de que ninguno de ellos se ha
reportado en suelos de paramo, se han reconocido en la rizésfera de plantas cultivadas en suelos
saturados en agua, tales como el arroz, con capacidad celulolitica y fijadora de nitrégeno para
algunos de estos géneros (Martin et al., 2021; Xue et al., 2017; Chhetri et al., 2021). Este hallazgo
sugiere que la estructura de las comunidades microbianas presentes en la rizdsfera del frailejon es

diferente seguin la especie analizada, lo que resalta la necesidad de profundizar en los mecanismos
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que regulan estas diferencias y su papel en la adaptacion de cada especie de frailejon a las
condiciones del paramo.

Por otra parte, la red de coocurrencia del suelo total estuvo constituida por un menor
numero de microorganismos, compartiendo cinco de sus seis géneros con la rizosfera del frailejon
(Figura 13B). Singuilisphaera fue el Gnico género detectado Unicamente en la red de coocurrencia
del suelo total (Figura 13B), un planctomiceto poco estudiado y hasta ahora reportado en
humedales acidos de Rusia (Kulichevskaya et al., 2008). Su presencia en estos entornos extremos
sugiere que posee mecanismos de adaptacion a condiciones de acidez y baja disponibilidad de
nutrientes, caracteristicas que también se encuentran en los suelos del paramo. Esto plantea
interrogantes sobre su posible presencia y funcién en estos ecosistemas de alta montafa.

Estas observaciones sugieren que las redes de interaccion microbiana en los ecosistemas
son altamente complejas y dinamicas, influyendo en la resiliencia y funcionalidad de este. Ademas,
es importante tener en cuenta que dichas interacciones de las comunidades microbianas pueden
ser influenciadas tanto por actividades antropicas, como por factores como la altitud que presentan
estos ecosistemas (Alvarez et al., 2017). En esto radica la importancia de conocer cuéles son las
rutas metabolicas que participan en los procesos geobioldgicos de los ecosistemas y los diferentes
metabolitos implicados en cada interaccion y que hacen posible una mejor adaptacion a este tipo
de ambientes.

Adicionalmente, el estudio realizado en el Parque Nacional Natural Los Nevados en
Colombia, evalu6 las comunidades microbianas de los diferentes microambientes de Espeletia
hartwegiana, asi como una prediccién del potencial funcional de dichos microorganismos,

determinando que los perfiles metabdlicos varian segin el microambiente, destacando la presencia
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de genes implicados en las vias de replicacion y reparacion, procesos involucrados en la reparacion
del dafio al ADN causado por el alto grado de radiacion UV propia de los paramos (Ruiz et al.,
2016). Especificamente en la zona de raiz del frailejon fueron muy abundantes las vias
relacionadas con la degradacion del carbono mediada por géneros microbianos tales como
Candidatus Solibacter, también detectado en este estudio. La fraccion de la raiz también contd con
la presencia de genes de la via del nitrogeno para la reduccion asimilatoria y disimilatoria de
nitrato, la nitrificacion y la fijacion de nitrégeno (Ruiz et al., 2016). En particular, estos resultados
podrian ser de gran utilidad para comprender los procesos microbianos que ocurren en el paramo
de Santurban, un ecosistema de gran importancia ecolégica para el pais, explorando hasta qué
punto sus comunidades microbianas comparten estas mismas estrategias adaptativas o si presentan
diferencias debido a factores especificos del ecosistema, como su geologia, clima o impacto de
actividades humanas.

Finalmente, si bien muchas interacciones entre plantas y microorganismos pueden ser
beneficiosas, no todas resultan en ventajas para la planta, siendo un claro ejemplo los
fitopatdgenos, en su mayoria especies fungicas que logran infectar tejidos vegetales tras evadir sus
mecanismos de defensa, tales como el género Rhizopus detectado en la muestra de suelo total
ubicado a 3.652m.s.n.m. (Figura 8C). Sin embargo, asi como los microorganismos desarrollan
estrategias de infeccion, las plantas cuentan con mecanismos para contrarrestarlas segun las
condiciones medioambientales en las que se encuentren (Wang et al., 2012), por lo cual resulta
indispensable estudiar cada posible interaccidén de manera individual y en el contexto mismo donde

se esté llevando a cabo para conocer veridicamente el tipo de interaccion que se esta presentando.
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5. Conclusiones

Este estudio constituye el primer reporte de las comunidades microbianas presentes en
suelos del paramo de Santurban utilizando herramientas metagendmicas, aportando al
reconocimiento de la diversidad microbiana y complementando las descripciones de la flora y
fauna nativa de este ecosistema estratégico del departamento de Santander.

La mayor abundancia y diversidad microbiana en los suelos del paramo de Santurban
correspondié a las poblaciones bacterianas, representadas principalmente por los filos
Pseudomonadota, Actinomycetota y Acidobacteriota, y los géneros Bradyrhizobium,
Mycobacterium y Candidatus Solibacter. Esto coincide con hallazgos reportados en otros suelos
de ambientes paramunos en el territorio nacional, lo que sugiere que estos grupos microbianos
desempefian un papel clave en el funcionamiento de los ecosistemas terrestres de alta montafa.
Aunqgue menos abundantes, las comunidades de arqueas y eucariotas también presentaron valores
de diversidad elevados, incluyendo organismos metanogénicos y hongos solubilizadores de
fésforo, lo que probablemente puede contribuir a mejorar la estructura del suelo y su funcién. Su
presencia podria jugar un rol importante en el ciclo del carbono y la disponibilidad de nutrientes,
ayudando a mantener la estabilidad y el equilibrio de los suelos del paramo de Santurban.

Se identifico6 un microbioma central propio de los suelos del paramo de Santurban,
conformado por siete géneros bacterianos promotores del crecimiento vegetal, y que participan en
diferentes ciclos biogeoquimicos y en el reciclaje de nutrientes. Este microbioma central podria
tener un papel importante el mantenimiento de la salud del suelo y la resiliencia de Espeletia frente
a factores bidticos y abiéticos cambiantes o extremos, lo cual es fundamental para comprender las

dinamicas microbianas y planta-microorganismos en este ecosistema.
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Los generos bacterianos Mesorhizobium, Pedosphaera y el género fungico Hyphodiscus
fueron los Unicos que presentaron abundancias significativamente mas altas en muestras de
rizosfera de Espeletia, lo cual sugiere una relacion positiva entre estos microrganismos y el
frailejon. Estas potenciales asociaciones podrian influir en la promocién del crecimiento de
Espeletia, posiblemente a través de mecanismos tales como la fijacion de nitrogeno
(Mesorhizobium), la mejora de la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Pedosphaera) o en
interacciones simbidticas relacionadas con la descomposicion de la materia organica y la
produccion de auxinas (Hyphodiscus).

Se establecié una red de coocurrencia en la rizésfera de Espeletia mas compleja que la
presente en suelos no influenciados por las raices del frailejon, resaltando a Bradyrhizobium vy al
proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno como la principal interaccién planta - microorganismo
en los suelos del paramo de Santurban, sugiriendo que la presencia del frailejon estimula
interacciones microbianas mas dinamicas en la rizésfera, posiblemente debido a sus exudados
radiculares. Comprender estas interacciones es fundamental para la conservacién del frailején, una
especie clave y protegida en el paramo, ademas de las posibles aplicaciones en biotecnologia,
agricultura y restauracién ecoldgica, permitiendo el uso de microorganismos asociados al frailejon
como biofertilizantes o promotores del crecimiento en ecosistemas de alta montafia. Ademas, este
conocimiento podria utilizarse para optimizar estrategias agricolas o ecoldgicas que promuevan la
salud del suelo y el desarrollo de cultivos bajo condiciones especificas.

Ademas de ser el organismo mas abundante en todos los suelos, el género Bradyrhizobium
se identific6 como un actor clave en las redes de interaccién planta — microorganismo en la

rizosféra del frailejon, ya que las interacciones de coexistencia entre los miembros del microbioma
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central rizosférico solo ocurririan si Bradyrhizobium esta presente. Esto sugiere que ademas de
fijar nitrégeno en un entorno donde los nutrientes pueden ser limitados, Bradyrhizobium facilitaria
la permanencia de los demas miembros de la comunidad rizosférica, desempefiando sus roles en
la descomposicion de materia organica, la mineralizacion de nutrientes y la proteccion contra
patogenos, lo cual es crucial para establecer un nicho ecologico estable y funcional asociado a

Espeletia.

6. Recomendaciones

El andlisis de las comunidades microbianas mediante tecnologias metagendémicas ha
demostrado ser una herramienta valiosa para identificar los microorganismos presentes en el suelo
y comprender sus posibles interacciones con otros organismos, tales como plantas y hongos. Sin
embargo, la calidad de los resultados depende en gran medida de la naturaleza misma de las
muestras a evaluar, puesto que factores como la humedad o un alto contenido de materia organica
pueden influir en el rendimiento de la secuenciacién y posterior analisis de las comunidades
microbianas. Si bien el uso de tecnologias como Oxford Nanopore ha permitido obtener secuencias
de mayor longitud proporcionando una vision mas completa del material genético presente, al ser
una herramienta relativamente nueva, la literatura que oriente hacia flujos de trabajo idéneos en la
metagendmica es un reto para la investigacion actual.

El estudio present6 una limitacion en la cobertura de secuenciacion, lo que impidié capturar
de manera completa la diversidad microbiana en los suelos del paramo de Santurban. Esto pudo
deberse a una baja profundidad de lecturas o a la naturaleza misma de la muestra, rica en materia

organica con posibles sustancias inhibidoras para los nanoporos, lo cual pudo sesgar las
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estimaciones de riqueza y diversidad, afectando la deteccion de taxones raros y asociaciones
microbianas relevantes. A pesar de que se logré capturar la fraccibn mas abundante de las
comunidades microbianas, para superar esta limitacion se recomienda secuenciar cada libreria por
duplicado o triplicado, de esta forma se lograra una mejor representacion de la diversidad y una
interpretacion ecoldgica mas precisa del ecosistema.

Por otra parte, el uso exclusivo del indice de Jaccard para construir redes de coocurrencia
es limitado, ya que solo considera presencia/ausencia de microorganismos sin tener en cuenta su
abundancia relativa ni diferencias en la cobertura de secuenciacion. Esto puede generar
asociaciones poco precisas y omitir relaciones ecoldgicas relevantes. Como alternativa, se sugiere
emplear indices que incluyan abundancia o métodos como SPIEC-EASI o CoNet, los cuales
mejoran la inferencia de interacciones reales al corregir por la composicionalidad de los datos.
Estas herramientas permitirdn identificar relaciones mas robustas y patrones ecoldgicos
significativos en las comunidades microbianas.

Finalmente, la falta de analisis funcional limitd la comprension de los roles ecoldgicos de
los microorganismos presentes en el paramo. Esta omision se debid a restricciones legales
impuestas por la Resolucion 1348 de 2014 sobre el uso de recursos genéticos. Sin embargo, esta
informacién es clave para entender procesos como el ciclo de nutrientes o la resiliencia del
ecosistema. Para abordar esta limitacion, se recomienda gestionar permisos de acceso legal a los
datos genéticos y, en paralelo, utilizar herramientas para anotar genes con rutas KEGG y funciones
COG. Esto permitiria integrar mejor los aspectos funcionales y ecoldgicos del microbioma del

suelo.
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Apéndices
Apéndice A Mapa de calor de los coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables

fisicoquimicas evaluadas en las muestras de suelo del paramo de Santurban.
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Nota. Las X sobre los coeficientes de correlacion sefialan ausencia de significancia estadistica

(p>0.05).
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Apéndice B Curvas de rarefaccion estimadas para cada muestra analizada segun el tipo de suelo

rizosférico y total.
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Apéndice C Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades bacterianas presentes en

las muestras de suelo rizosférico y total a nivel taxonoémico de filo.

[ Rizosfera [ Total

Chloroflexota
Pseudomonadota | ] f

95% confidence intervals

Verrucomicrobiota |
Acidobacteriocta B3
Actinomycetota B3

Planctomycetota f

0.0 65.4 -10
Mean proportion (%)

el

-5 5 10
Difference in mean proportions (%)

15

0.493
0.872
0.012
0.637
0.938
0.741

p-value (corrected)
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Apéndice D Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades bacterianas presentes en

las muestras de suelo rizosférico y total a nivel taxonémico de familia.

[ Rizosfera [ Total 95% confidence intervals

Treboniaceae B Ho— 0.169
Solibacteraceae B —0— 0.402
Nitrobacteraceae [ ] ! llr_; { 0.875
Acidobacteriaceae = i 0.588
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Ktedonobacteraceae B |—c|[>—| 0.652
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Burkholderiaceae | o] 0.319
Phyllobacteriaceae I . . ‘If} . . 10.031
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Apéndice E Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades arquelaes presentes en las

muestras de suelo rizosférico y total a nivel taxondmico de filo.

[ Rizosfera [ Total 95% confidence intervals 5
Nitrososphaerota | , & | 0,606 %
Euryarchaeocta B Lo : 0.781 E

Candidatus Thermoplasmatota | © 0391 -~
Candidatus Micrarchaeota | . . . . . (:} . . . . . 0391 'E

0.0 644 —80 —60 —40 =20 O 20 40 60 80 100 =3

Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)
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Apéndice F Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades arquelaes presentes en las

muestras de suelo rizosférico y total a nivel taxondmico de familia.

[ Rizosfera [ Total 95% confidence intervals
Nitrososphaeraceae == 1 } : > y 0.135
Nitrosopumilaceae |—— } , i 0.375
Candidatus Methanoperedenaceae P o 0.352
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Apéndice G Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades eucariotas presentes en

las muestras de suelo rizosférico y total a nivel taxonoémico de filo.

[ Rizosfera [ Total 95% confidence intervals

Ascomycota | : O 0.253
Mucoromycota FPm O ‘ 0.225
Chytridiomycota 4 —o— 0.194
Basidiomycota = } ne; | 0.839
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Cryptomycota| (0] 0374
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Apéndice H Analisis estadistico de las diferencias en las comunidades eucariotas presentes en

las muestras de suelo rizosférico y total a nivel taxonémico de familia.

=3 Rizosfera [ Total

Aspergillaceae B
Mortierellaceae
Saccotheciaceae B—1—+
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|
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o 0.048
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Apéndice | Andlisis estadistico de las diferencias en las comunidades microbianas presentes en

las muestras de suelo rizosféricas de Espeletia conglomerata y Espeletia santanderensis.

[ E.conglomerata [ E.santanderensis 95% confidence intervals
Reticulibacter P ———=m I i 0.035 %
Limnoglobus B—q\ —o— ! 0.028
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L ! L ! ! ! |
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