UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales.

Microbiome Biobanking: Descubriendo microorganismos
benéficos asociados al género Scalesia en las Islas Galapagos

Maria Clara Larrea Jara

Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de fin de carrera presentado como requisito
para la obtencion del titulo de
Ingeniera en Biotecnologia

Quito, 17 de mayo de 2024



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales

HOJA DE CALIFICACION
DE TRABAJO DE FIN DE CARRERA

Microbiome Biobanking: Descubriendo microorganismos
benéficos asociados al género Scalesia en las Islas Galapagos

Maria Clara Larrea Jara

Nombre del profesor, Titulo académico Pieter Marinus Johannes vant Hof, PhD

Quito, 17 de mayo de 2024



© DERECHOS DE AUTOR

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y Manuales
de la Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de Propiedad
Intelectual USFQ, y estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad

intelectual del presente trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacion de este
trabajo en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en la Ley Organica de Educacion

Superior del Ecuador.

Nombres y apellidos: Maria Clara Larrea Jara
Cadigo: 00216557
Cédula de identidad: 1727098467

Lugar y fecha: Quito, 17 de mayo de 2024



ACLARACION PARA PUBLICACION

Nota: El presente trabajo, en su totalidad o cualquiera de sus partes, no debe ser considerado
como una publicacion, incluso a pesar de estar disponible sin restricciones a través de un
repositorio institucional. Esta declaracion se alinea con las practicas y recomendaciones
presentadas por el Committee on Publication Ethics COPE descritas por Barbour et al. (2017)
Discussion document on best practice for issues around theses publishing, disponible en

http://bit.ly/COPETheses..

UNPUBLISHED DOCUMENT

Note: The following capstone project is available through Universidad San Francisco de Quito
USFQ institutional repository. Nonetheless, this project — in whole or in part — should not be
considered a publication. This statement follows the recommendations presented by the
Committee on Publication Ethics COPE described by Barbour et al. (2017) Discussion
document on best practice for issues around theses publishing available on

http://bit.ly/COPETheses.


http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses

RESUMEN

Scalesia es un género endémico de plantas que se extendio por las islas Galapagos como
resultado de procesos de radiacion adaptativa. Se ha reportado que hay 15 especies dentro del
género que poseen diferentes caracteristicas morfoldgicas que pueden ser el resultado de su
genéticay las interacciones de microorganismos con el organismo hospedero. Al saber que hay
microorganismos involucrados en los cambios adaptativos es necesario analizar mediante un
biobanking la diversidad microbiana con respecto a bacterias y hongos, los cuales ayudan a las
plantas a poder fijar nutrientes, en su crecimiento y desarrollo, y en la defensa contra
microorganismos patégenos. Se ha encontrado que las plantas poseen microambientes en los
cuales hay distinto crecimiento de microorganismos, segun las condiciones en las que se
encuentren expuestos. Por ejemplo, para este proyecto se escogid la rizosfera, la cual
corresponde al microbioma de la superficie cercana al suelo, alrededor de las raices, y la
filosfera, mejor conocida como el microbioma de hojas de las plantas, para poder analizar la
cantidad de diversidad existente en individuos de diferentes especies de Scalesia provenientes
de poblaciones de tres islas. Adicionalmente, debido al interés en funciones microbianas
benéficas se decidio aislar posibles candidatas de bacterias fijadoras de nitrogeno para poder
investigar si mediante inoculaciones en plantas trampa de fréjol y lenteja existe un efecto en

las mismas, para lo cual se propuso utilizar bioensayos.

Palabras clave: Galdpagos, Scalesia, endemismo, microbioma, rizosfera, filosfera, bacterias

fijadoras de nitrégeno, bioensayos funcionales, efecto promotor de crecimiento.



ABSTRACT
Scalesia is an endemic genus of plants that spread through the Galapagos Islands as a result of
adaptive radiation processes. It has been reported that there are 15 species of the genus that
possess different morphological characteristics that may be the result of their genetics and the
interactions of microorganisms with the host organism. Knowing that microorganisms are
involved in adaptive changes, it is necessary to analyze by biobanking the microbial diversity
respect to bacteria and fungi, which help plants to fix nutrients, in their growth and
development, and in the defense against pathogenic microorganisms. It has been found that
plants have microenvironments in which there is different growth of microorganisms,
depending on the conditions in which they are exposed. For example, for this project we chose
the rhizosphere, which corresponds to the microbiome of the surface near the soil, around the
roots, and the phyllosphere, better known as the microbiome of plant leaves, in order to analyze
the amount of diversity existing in individuals of different Scalesia species from populations
of three islands. Additionally, due to the interest in beneficial microbial functions, it was
decided to isolate possible candidates of nitrogen-fixing bacteria in order to investigate whether
inoculations in bean and lentil trap plants have an effect on them, for which the use of bioassays

was proposed.

Key words: Galapagos, Scalesia, endemism, microbiome, rhizosphere, phyllosphere,

nitrogen-fixing bacteria, functional bioassays, growth-promoting effect.
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INTRODUCCION

1.1 Las Islas Galapagos como laboratorio natural

El archipiélago de Galapagos esta ubicado aproximadamente a 1,000 km de distancia del
Ecuador continental. Esta constituido por 13 islas mayores, de las cuales 4 se encuentran
pobladas, ademas hay mas de 200 islas pequefias, islotes y rocas (IGEPN, 2024). Las islas
Galapagos son de origen volcanico y el hotspot volcanico cerca de las islas, esta considerado
como una de las zonas volcanicas con mas actividad del mundo, con erupciones frecuentes en
las islas méas jovenes como Fernandina e Isabela (IGEPN, 2024). Por un lado, a pesar de las
condiciones adversas existe gran cantidad de biodiversidad Unica con altos niveles de
endemismo, por los que comunmente se refiere a las islas Galdpagos como laboratorio natural
y desde 1959 se establecid a las Islas Galapagos como primer parque nacional de Ecuador
(Ministerio del Ambiente, 2015). Por otro lado, las islas se encuentran expuestas a algunas
amenazas ambientales, como resultado de la deforestacion e introduccion de especies, los

cuales son puntos de gran importancia para la direccion del parque nacional Galapagos.
1.2 Especies endémicas de las Islas Galapagos

Las islas Galapagos poseen seis géneros de plantas endémicas; es decir, son exclusivas de esta
region. En la clasificacion de estas especies estan: Darwinithamnus, Macraea, Lecocarpus,
Brachycereus (Cactaceae), Jasminocereus (Cactaceae) y Scalesia (Asteraceae). Plantas del
género Scalesia han logrado adaptarse relativamente rapido a las distintas condiciones que hay
en cada isla (Castro & Vivanco, 2023). Adicionalmente, las especies endémicas pueden
encontrarse en cualquier habitat o zona de vegetacion, sin embargo, se ha encontrado que la

mayoria de especies crecen en tierras bajas semiaridas, un tercio de ellas crecen en tierras altas
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himedas y con una menor cifra de crecimiento de especies endémicas esta la zona litoral (Leon,

s,f).
1.3 Organismo Modelo (Scalesia)

Adicionalmente, en Galapagos se pueden observar varios procesos en los que se ha dado
radiacion adaptativa en plantas, y el ejemplo méas representativo de esto es Scalesia. Esta
especie es un género proveniente de la familia Asteraceae, es endémica de las islas y esta
constituida por 15 especies arbustivas, 3 arbdreas y 6 subespecies (Jaramillo et al., 2017). Este
grupo emblematico de plantas son consideradas como los “pinzones de Darwin” del reino
vegetal, y esto se debe a su gran capacidad de radiacion adaptativa, donde las distintas especies
se lograron adaptar a vivir en diferentes zonas de vegetacion, a lo largo de cada isla que
compone todo el archipiélago (Jaramillo et al., 2017). También, se ha identificado que especies
como Scalesia pedunculata habitan en zonas himedas y especies como Scalesia affinis son

capaces de vivir en grietas de lava (Jaramillo et al., 2017).
1.4 Microbiomas del género Scalesia

En un lugar megadiverso también hay microorganismos fundamentales para la vida en el
planeta. La diversidad bacteriana y fungica es esencial en las redes troficas de los ecosistemas,
tanto en cantidad de biomasa como en su actividad metabdlica, contribuyendo asi la generacion
de nutrientes dentro de los ciclos biogeoquimicos, o también en el desarrollo de las plantas
(Cruz-Leyva et al., 2015). Para comprender la funcién de cada nicho de forma especifica hay
que identificar, cuantificar y caracterizar los microorganismos en las comunidades. Hablando
desde un enfoque ecoldgico los microorganismos reciclan la materia disponible e interactdan
de forma dindmica en los ciclos biogeoguimicos (Cruz-Leyva et al., 2015). Adicionalmente, el
microbioma vegetal es el conjunto de microorganismos que viven juntos dentro de un mismo

ecosistema vegetal, se ha encontrado que los microorganismos que interactian de manera
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directa con las plantas generalmente son benéficos para su salud y ademas ayudan en su
desarrollo, nutricion, reproduccion y defensa contra patdgenos (INTAGRI, 2021). Las plantas
pueden dividirse en diferentes microambientes y se ha encontrado que cada microbioma posee
una composicion Unica, y esto se debe a que los microorganismos que habitan en el suelo,

rizosfera o superficie cercana a la raiz, filésfera u hojas, son distintos (INTAGRI, 2021).
1.5 Microorganismos benéficos

Las bacterias suelen establecer relaciones mutualistas donde hay beneficio mutuo. Estos
microorganismos contribuyen al crecimiento de las plantas de distintas maneras porque logran
proporcionar nutrientes como nitrégeno, fosforo o pueden convertir sustancias organicas en
nutrientes inorganicos para que las plantas las absorban en su forma soluble mediante las raices
(Desgarennes & Carridn, 2023). También, las bacterias pueden producir hormonas vegetales
que ayudan en su crecimiento y desarrollo. Ademas, logran mejorar la disponibilidad de
nutrientes, absorcion de minerales, benefician a las plantas de forma indirecta ya que pueden
combatir contra microorganismos fitopatdgenos y pueden fijar nitrégeno para asi hacerlo
disponible (Desgarennes & Carrion, 2023). Por otro lado, los hongos también ayudan a
absorber ciertos nutrientes, protegen a las plantas de enfermedades patdgenas, promueven el
crecimiento vegetal, ayudan al ciclado de nutrientes con la descomposicion de materia organica

disponible y pueden producir sustancias antibioticas (Garay et al., 2023).
1.6 Bacterias fijadoras de nitrogeno

Las plantas y las bacterias fijadoras de nitrégeno establecen una relacion mutualista, esto quiere
decir que se benefician mutuamente (Garcia, 2011). Asi, las bacterias pueden aprovechar el
nitrégeno que esta en el aire para generar compuestos que pueden absorberse. Mientras que las
plantas pueden fijar el nitrogeno atmosférico y transformarlo en compuestos nitrogenados que

puedan ser asimilables (Garcia, 2011). Ademas, las bacterias pueden adherirse a las raices de
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las plantas y formar abultamientos denominados nddulos, en donde se reproducen y fijan
nitrégeno. A pesar de que en el ambiente la cantidad existente de nitrogeno es de alrededor del
78 % las plantas no pueden consumirlo cuando deseen. El nitr6geno es un nutriente clave para
el desarrollo de los cultivos y responsable en procesos fotosintéticos. Dentro de los beneficios
de estas relaciones mutualistas es que mediante la fijacion bioldgica del nitrégeno se favorece

en gran medida al crecimiento de las plantas (Garcia, 2011).
1.7 Bioensayos para determinar la funcionalidad de las bacterias aisladas

Es indispensable realizar bioensayos para poder conocer el impacto en el fenotipo del
organismo debido a la presencia de bacterias. El impacto puede incluir distintos efectos
benéficos, negativos, toxicidad o hasta la muerte del organismo al que se le estd sometiendo a
la prueba (Cervantes et al., 2019). Dentro de estos se puede identificar la eficiencia que puede
producir la inoculacion de los microorganismos y con esto estandarizar nuevos protocolos para
siguientes investigaciones. Para poder realizar un bioensayo se debe (1) identificar la sustancia
a evaluar, (2) el sustrato que se utilizara (3) en que organismo se haran las pruebas y (4) como
se evaluara si el tratamiento funcion6 correctamente (Cervantes et al., 2019). En general, se
opta por realizar bioensayos para decidir si la investigacion sobre la inoculacion sera eficiente
en las plantas modelo y ademas en base a esto se puede calcular la concentracion que se deberia
usar para obtener algun efecto visible en los tratamientos realizados. (Cervantes et al., 2019).
Adicionalmente, se emplean plantas modelo debido a su facilidad de cultivo, rapido
crecimiento, facilidad de realizar experimentos controlados y genoma bien caracterizado, estas
son fundamentales para poder comprender procesos bioldgicos basicos y aplicados. Y, ademas
no se usan especies de Scalesia dentro del experimento controlado ya que es una especie
endémica y que se encuentra en peligro de extincion, lo que limita su uso dentro del

experimento para con esto preservar su conservacion (Y. Abdurakhmonov, 2022).
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METODOS
2.1 Recoleccion de muestras

Se hizo una expedicion en mayo del 2023, en las islas Galapagos, donde se recorri6 8 diferentes
islas, y se recolect6 12 especies de Scalesia, se obtuvieron muestras de hojas raices y suelos, y
se muestreo un total de 90 muestras. Para poder conservar cada tejido recolectado se uso
glicerol al 40% y se lo incub6 a 4 grados centigrados, ademas se utilizé perlas de silicagel para
remover la humedad en muestras secas. Por otro lado, se hizo una expedicion en septiembre
del 2023 en Quito, cerca de Guayllabamba, en donde se encontraron 2 especies del género
Pappobolus, parientes cercanos de Scalesia en el continente, y de igual forma se recolectaron

hojas, raices y suelos, obteniendo de esta forma un total de 10 muestras.
2.2 Extraccion de ADN

Para poder extraer ADN de las muestras tanto en rizésfera como en filosfera, se uso el Kit
DNeasy Powersoil de Qiagen (Estados Unidos) y se siguio el protocolo correspondiente.
Ademas, la calidad de ADN se evalu6 mediante la utilizacion del equipo Nanodrop y las
muestras obtenidas se mandaran proximamente a secuenciar mediante la tecnologia Illumina
NextSeq en la empresa Genome Quebec. Mediante la secuenciacion se lograra caracterizar:
hongos (ITS) por medio de sus regiones ITS1/ITS2 con sus cebadores ITS1F e ITS2, bacterias
(16S) con sus regiones V5-V7 y cebadores 799F y 1193R, arqueas (16S) con su region V4 y
cebadores 515F y 806R, y Earth Soil Microbiome Project con sus regiones LSU-SSU vy sus

cebadores WANDA y AML2 (Oliveira & Azevedo, 2022).
2.3 Biobanking de bacterias y hongos de la rizosfera y filosfera de Scalesia

Primero, se prepar6 el medio de cultivo YMA con Red Gongo, para diferenciar a las bacterias
fijadoras de nitrégeno. Se us6 10g de Manitol, 0,5 de H2HPO4. 0,2 de MgS04.7H20, 0,1 de

NaCly 0,5 de extracto de levadura, se afiadié cada reactivo en un matraz Erlenmeyer, se afiadio
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1L de agua destilada estéril, se agitd, midi6 el pH con un potenciémetro. Luego, se afiadio 159
de agar y 0,159 de red Congo, se colocé en una placa para calentar la mezcla con agitacion
para poder homogenizar. De igual forma, para observar el crecimiento de bacterias se uso el
medio TSA, donde se diluyd 40gr del medio en agua destilada estéril y se le agregd 250 mg de
natamicina para evitar el crecimiento fangico. Ambos medios fueron autoclavados y
dispensados en cajas Petri estériles dentro de la camara de flujo laminar. Por otro lado, se
hicieron dos medios para observar el crecimiento de hongos, un medio fue YEPD, para este se
diluy6 65 gr del medio en agua destilada estéril, se autoclavé para después agregar dos
antibidticos (clorafemicol y tetraciclina) para poder evitar el crecimiento de bacterias. Ademas,
se hizo el medio PDA para el que se diluyé 39 gr del medio en agua destilada estéril, se
autoclavo, para luego agregar los mismos antibidticos. Con los medios listos se seleccionaron
las muestras de Scalesia las cuales correspondian a las raices y hojas las cuales se conservaron
en glicerol. Para empezar con el biobanking (ANEXO 1) se usé un subset de 7 individuos, de
6 especies, de 3 diferentes islas; Isla Santa Cruz, Santiago y Fernandina. Para cada muestra se
hicieron diluciones seriadas, de forma especifica para filosfera se usé la dilucion 10 y para
rizosfera 10 y 107, se coloco a cada dilucion en cada caja Petri y se homogenizo con perlas
estériles. Luego, se incubaron a las cajas a 28°C durante 21 dias para hongos y a 38°C por 3

dias a las bacterias.
2.4 Protocolo para inoculacion de bacterias en bioensayos

Al observar crecimiento de bacterias en el medio YMA, se procedio a escoger dos muestras,
de forma especifica: Scalesia affinis de la Isla Santa Cruz y Scalesia affinis de la Isla
Fernandina, para aislar sus colonias, de las cuales se les hizo un estriamiento para obtener
colonias puras. Luego, se las inocul6 en TSB, el cual es un medio liquido, y se las dej6 en

incubacion por agitacion por 24 horas, para al dia siguiente observar la turbidez como resultado
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del crecimiento bacteriano. Luego, se centrifugd a 5000x a los cultivos bacterianos durante 15
minutos para obtener el pellet bacteriano, se descartd el sobrenadante y se afiadié suero
fisiolégico estéril para resuspender el pellet. Después, se midié la turbidez mediante el
espectrofotometro, para observar la concentracion deseada de 1x10° bacterias para empezar

con la inoculacién.

2.5 Bioensayos

Se plantd alrededor de 30 semillas de lenteja y fréjol para que puedan germinar y con esto
elegir las que se encuentren en mejores condiciones para iniciar con el disefio experimental.
Para empezar el disefio, se realiz6 un tratamiento con suelo de Galapagos de la Isla Santa Cruz
(10%) y Arena (90%), los cuales fueron previamente autoclavadas, y se pusieron 4 indculos
bacterianos de manera aleatoria, en las plantas trampa de lenteja y fréjol, y adicionalmente se
realiz6 un control sin inéculos. Dentro de los semilleros se colocaran a las plantas con el
sustrato, se esper0 alrededor de 2 dias para que las plantas se logren aclimatar correctamente y
en el tercer dia se inici6 con la inoculacion. Cada 2 dias se inoculd 1 ml de las bacterias en cada
planta, hasta que la preparacion del inoculo se acabe y después se las regd con agua estéril

hasta que se cumplieran dos semanas.
2.6 Pruebas bioquimicas para caracterizacion bacteriana

Se realizaron tinciones Gram, para esto se recogid la muestra a partir de colonias puras, se la
fijo flameandola, se agregd azul violeta y se esper6 1 minuto, se la enjuago6 con agua destilada.
Luego, se agreg0 lugol durante 30 segundos, se volvid a enjuagar con agua. Después, se coloco
alcohol acetona por 15 segundos, se enjuago. Y, finalmente se agregé safranina por 1 minuto
y se enjuago. Para que después se pueda observar la muestra en el microscopio éptico y

adicionalmente se realizaron pruebas de catalasa y oxidasa.
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RESULTADOS
3.1 Biobanking: Diversidad de morfologias

Dentro de las muestras utilizadas para realizar el biobanking, se obtuvieron resultados de
distintas morfologias para cada una de las muestras que fueron cultivadas. En la Tabla 1 se
presenta un resumen de la cantidad del nimero de colonias bacterianas aisladas y la diversidad
de morfotipos encontrados, a que tejido corresponde, y que especie de Scalesia como huésped
pertenece la muestra, ademas se encuentra la isla de la que proviene. Por otro lado, en la Tabla
2 se presenta el mismo orden de resultados, pero para hongos, es decir dentro de la tabla se
observa un resumen de la cantidad del numero de colonias bacterianas aisladas y la diversidad
de morfotipos encontrados, a que tejido corresponde, y que especie de Scalesia como huésped

pertenece la muestra, ademas se encuentra la isla de la que proviene
3.2 Cantidad de morfotipos en bacterias

En la Figura 1 se observa la diferencia de diversidad que hay en cada una de las especies con
relacion a las bacterias dentro de las distintas islas. Por ejemplo, dentro de estas en la Isla
Fernandina para la especie Scalesia affinis hubo diferentes morfotipos, en cuanto a la rizésfera
se encontr6 una cantidad de 10 morfotipos, mientras que en filosfera se encontraron 6
morfotipos distintos. En la Isla Santiago habian dos especies: Scalesia atractyloides, en la que
se encontraron 14 morfotipos para rizésfera, mientras que para filosfera tan solo 3 morfotipos
y Scalesia stewartii, para la cual se encontraron 10 morfotipos en la rizésfera y para la fildsfera
3.'Y, finalmente se analizé la diversidad de 4 especies de Scalesia en la Isla Santa Cruz en la
que se encontrd: 5 morfotipos para rizosfera y 3 para fildsfera en Scalesia affinis, también se
contabilizd 9 morfotipos para rizosfera y 2 para fildsfera en Scalesia retroflexa, ademas en
Scalesia aspera se obtuvieron 9 morfotipos para rizosfera y 8 para filosfera. Y, finalmente en

Scalesia crockeri se encontraron 16 morfotipos en la rizosfera y 4 en muestras de filosfera.
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3.3 Cantidad de morfotipos en hongos

En la Figura 2 se observa la diferencia de diversidad que hay con relacion a hongos en cada
una de las especies dentro de las distintas islas. Por ejemplo, dentro de estas en la Isla
Fernandina para la especie Scalesia affinis hubo diferente cantidad de morfotipos, en cuanto a
la rizdsfera se encontr6 una cantidad de 8 mortotipos, mientras que en fildsfera no se encontro
crecimiento. En la Isla Santiago habian dos especies: Scalesia atractyloides, en la que se
encontraron 8 morfotipos para rizosfera, mientras que para filésfera hubo 3 morfotipos y
Scalesia stewartii, para la cual se encontraron 6 morfotipos en la rizésfera y para la filosfera 1.
Y, finalmente se analizo la diversidad de 4 especies de Scalesia en la Isla Santa Cruz en la que
se encontrd: 12 morfotipos para rizésfera y 1 para filosfera en Scalesia affinis, también se
contabiliz6 3 morfotipos para rizosfera y 0 para fildsfera en Scalesia retroflexa, ademas en
Scalesia aspera se obtuvieron 7 morfotipos para rizésfera y 1 para filosfera. Y, finalmente en

Scalesia crockeri se encontraron 7 morfotipos en la rizésfera y ninguno en la filosfera.
3.4 Funcionalidad bioensayos

Para poder observar la funcionalidad de los bioensayos, se escogieron 25 semillas para fréjol
y 25 para lenteja, 4 indculos bacterianos y 1 control sin indculo bacteriano. Dentro de la Figura
3 se pueden observar los resultados para fréjol, donde las plantas control no tuvieron gran
diferencia con respecto a la altura y biomasa. Mientras que, en las plantas que fueron tratadas
con un in6culo de una bacteria candidata se vio un incremento en ambas, altura y biomasa de
las plantulas, de forma aun mas especifica con los tres primeros indculos existié mayores
cambios dentro de la planta trampa, y en el que se podria deducir que hay mayores cambios
fenotipicos es en la planta que poseia el inoculo 1. Por otro lado, en la Figura 4, el patron es
muy similar, ya que dentro del control no se observé una diferencia significativa en las plantas

de lenteja, mientras que mediante la inoculacion bacteriana si existieron cambios fenotipicos,
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y mediante la grafica se podria deducir que el in6culo que generé mejores resultados fue el

candidato numero 3.
3.5 Pruebas bioquimicas para caracterizacion bacteriana

En la Tabla 3 se puede observar que se realizaron distintas pruebas bioquimicas para lograr
una posible identificacion bacteriana. Se escogieron 3 cepas bacterianas de distintas especies
huésped de Scalesia, provenientes de 3 islas. Ademas, se obtuvieron los siguientes resultados:
en la especie Scalesia affinis, de la Isla Santa Cruz en los resultados de las pruebas bioquimicas
dio un resultado positivo para catalasa y negativo para oxidasa, en cuanto a la tincién esto dio
como resultado Bacilo Gram positivo y de acuerdo con la literatura las posibles especies
bacterianas serian: Bacillus subtilis o Bacillus amyloliquefaciens (Alvarez-Lopez et al., 2014).
En la especie Scalesia affinis, de la Isla Santa Cruz en los resultados de las pruebas bioquimicas
dio un resultado positivo para catalasa y negativo para oxidasa, en cuanto a la tincion esto dio
como resultado Bacilo Gram positivo y de acuerdo con la literatura la posible especie
bacteriana seria: Bacillus megaterium (Nufiez Reinoso & Sierra Arias, 2018). Adicionalmente,
en la especie Scalesia affinis, de la Isla Fernandina en los resultados de las pruebas bioquimicas
dio un resultado positivo para catalasa y negativo para oxidasa, en cuanto a la tincién esto dio
como resultado Bacilo Gram negativo y de acuerdo con la literatura las posibles especies
bacterianas serian: Burkholderia ssp o Rhizobium spp (Ortiz-Villajos, 2017). También, se
analizaron especies de la Isla Santiago en la especie Scalesia atractyloides, en los resultados
de las pruebas bioguimicas dio un resultado positivo para catalasa y negativo para oxidasa, en
cuanto a la tincion esto dio como resultado Cocos Gram positivo y de acuerdo con la literatura
las posibles especies bacterianas serian: Micrococcus ssp 0 Enterococcus ssp (Lopardo, 2014).
Se hizo un andlisis de la misma especie, pero con una colonia distinta para observar si hay

diversidad microbiana y se encontré que; en los resultados de las pruebas bioguimicas dio un
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resultado negativo para catalasa y negativo para oxidasa, en cuanto a la tincion esto dio como
resultado Bacilos Gram negativo y de acuerdo con la literatura la posible especie bacteriana
seria: Pseudomonas spp. Y, finalmente se analizd la especie Scalesia stewartii, de la Isla
Santiago, y en las pruebas bioguimicas dio un resultado positivo para catalasa y negativo para
oxidasa, en cuanto a la tincion esto dio como resultado Bacilos Gram negativo y de acuerdo
con la literatura las posibles especies bacterianas serian: Burkholderia ssp o Rhizobium spp

(Ortiz-Villajos, 2017).
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DISCUSION

Para comenzar, los microorganismos son los seres mas numerosos y primitivos que existen en
la Tierra. Son capaces de colonizar cualquier ambiente, participan de forma vital en todos los
ecosistemas y estan en constante interaccion con las plantas (Arias et al., 2010). Los
microorganismos son clave para que se dé un buen funcionamiento dentro de los sistemas
bioldgicos y son utiles para mantener la vida en el planeta ya que participan en distintos
procesos metabdlicos y ecoldgicos (Arias et al., 2010). También, se ha encontrado que son
capaces de vivir solos 0 en asociaciones con otros seres vivos. Por ejemplo, dentro o sobre
diferentes tejidos de plantas viven hongos micorricicos y bacterias como Rhizobium dentro de
nodulos radicales, en su mayoria se puede encontrar microorganismos benéficos a lado de
microorganismos como agentes causales de enfermedades de plantas, los cuales proliferarian
en momentos de disbiosis (Arias et al., 2010).

En este estudio cientifico, y debido a la gran importancia de los microorganismos benéficos se
propuso analizar el microbioma de diferentes tejidos vegetales de seis especies de Scalesia
provenientes de las islas Galapagos para observar la cantidad de morfotipos en bacterias Tabla
1 y hongos Tabla 2. Se ha determinado que hay diferencias en la cantidad de colonias y
morfotipos obtenidos con relacion a las especies e islas analizadas, esto se puede dar como
resultado de los distintos ambientes y condiciones ecoldgicas. También factores ambientales
cémo la temperatura, humedad, vegetacion y tipo de suelo pueden influir en la diversidad y
distribucion de los microorganismos en cada isla (Romero, 2010). Un ejemplo de esto es la
disponibilidad de nutrientes, cuando se tiene acceso a estos hay la presencia de especies
vegetales especificas y la interaccion de estas con otros organismos pueden favorecer en gran
medida el desarrollo de ciertos morfotipos (Romero, 2010). También, es indispensable
mencionar que las caracteristicas climaticas, geograficas y oceanogréaficas Unicas para cada una

de las islas Galapagos pueden promover la adaptacion y evolucion de distintas cepas de
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bacterias y hongos asociados a plantas endémicas de las islas, contribuyendo de esta forma en
la variabilidad de morfologias y composicion de comunidades microbianas en las diferentes
ubicaciones (Romero, 2010).

Por otro lado, algo que se puede observar en la Figura 1y Figura 2, es que hay mayor cantidad
de morfotipos en la rizésfera que en la fildsfera, y esta tendencia se observa para todas las islas
que fueron muestreadas. Se conoce muy poco sobre la estructura de las comunidades
microbianas asociadas a las plantas, en especial en plantas endémicas, como en el caso de
Scalesia. Y, se ha determinado que la presencia de microorganismos en las plantas puede
variar, en el caso especifico de las hojas la variacidn se puede deber a la posicién en la que se
encuentra, su anatomia, la luz que recibe y la disponibilidad de agua (Vasquez & Rocha, 2024).
Ademas, se ha encontrado que microorganismos que predominan en la fildsfera son los
epifiticos, esto quiere decir, organismos que estan en la superficie de la planta. Los
microorganismos que mayormente se han encontrado en la superficie de las hojas de las
Scalesias son bacterias y en menor proporcion también hay la presencia de hongos (Vasquez
& Rocha, 2024). Por otro parte, las raices son consideradas como un componente importante
de diversidad microbiana en asociaciones con su planta huésped. Dicha zona del suelo
compuesta por raices vivas, se encuentra dentro de una superficie estable, comunmente
conocida como la rizésfera (Vasquez & Rocha, 2024). Los microorganismos que interactian
en esta region de la planta generan un efecto benéfico, en especial las bacterias que se
encuentran en las raices, ya que promueven el crecimiento de las plantas. En resumen, se
considera que el suelo es un ambiente mas estable y protegido, ya que hay menos fluctuaciones
de humedad y temperatura, comparado con las hojas (Vasquez & Rocha, 2024). Ademas, el
suelo contiene restos vegetales y compuestos organicos que sirven de alimento para gran
variedad de microorganismos, mientras que las hojas poseen menor cantidad de materia

organica disponible, la cual sirve de fuente de nutrientes para los microorganismos (Vasquez
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& Rocha, 2024). Por las razones descritas se puede confirmar los resultados, en los que se
menciona que existe mayor diversidad de microorganismos dentro de la rizésfera que en la
filosfera.

En cuanto a la funcionalidad de los bioensayos se puede observar en la Figura 3 y Figura 4,
que la inoculacion de bacterias candidatas que previamente fueron aisladas en medios
selectivos para bacterias fijadoras de nitrégeno, pudo generar mayor altura y mayor cantidad
de biomasa en plantas trampa de fréjol y lenteja bajo condiciones controladas de un
invernadero. Esto se puede dar debido a la capacidad de ciertas bacterias para mejorar la salud
de las plantas y promover el crecimiento vegetal. Hay un grupo de bacterias conocidas como
promotoras de crecimiento (PGPR), las cuales ayudan a estimular el desarrollo de las plantas
al facilitar la absorcion y disponibilidad de nutrientes y ademas promover la resistencia ante la
presencia de microorganismos patdgenos (Ortiz, 2016). También, la presencia de bacterias en
la rizdsfera de las plantas contribuye significativamente al crecimiento y rendimiento de las
mismas, lo que se refleja en los resultados obtenidos como mayor biomasa y altura (Ortiz,
2016). Cuando las bacterias interactian con las raices de las plantas, pueden tener un rol
positivo, estimulando componentes del metabolismo del huésped vegetal (Ortiz, 2016).
Finalmente, la identificacion de especies bacterianas es indispensable ya que mediante esto se
puede determinar la presencia de bacterias especificas dentro de algun ambiente. Como se
observa en la Tabla 3 se hicieron pruebas de catalasa y oxidasa, ademas se realizaron tinciones
Gram para con base a la morfologia analizar la posible especie bacteriana que habita en la
rizosfera de las especies de Scalesia. Las pruebas de identificacion son necesarias para realizar
control de calidad e investigacion cientifica para comprender la diversidad bacteriana, sus roles
ecologicos y sus interacciones con el medio ambiente (Bou et al., 2011). Adicionalmente, las
primeras 3 muestras corresponden a los indculos que se utilizaron para los bioensayos, y debido

a la posible caracterizacion microbiana se puede deducir que las bacterias que estuvieron
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involucradas en el proceso corresponden al grupo de microorganismos promotores de
crecimiento, es por esta razon que la inoculacién funciono adecuadamente.

La finalidad de este trabajo fue conocer de manera general la diversidad existente en cuanto a
microorganismos dentro de la especie endémica de Scalesia, el descubrimiento de la diversidad
de microorganismos en la especie tiene grandes implicaciones importantes dentro de la
conservacion de la biodiversidad. Ademas, la comprensién de la interaccion entre los
microorganismos y sus huéspedes puede ayudar a desarrollar estrategias efectivas para lograr
conservar especies que se encuentren en peligro de extincion. La investigacion de diversidad
microbiana en ecosistemas Unicos podria lograr mejor comprensién en relacién a los cambios
morfoldgicos que poseen las especies como resultado de la adaptacion. Por otro lado,
identificar bacterias fijadoras de nitrégeno como candidatas prometedoras para el crecimiento
en bioensayos permite que se abran nuevas investigaciones sobre agricultura sostenible, este
tipo de microorganismos benéficos podrian ser utilizados como in6culos, lo que permitiria el
crecimiento de las plantulas y asi generar una reintroduccion de la especies de Scalesia ya que
el objetivo es aumentar la poblacién de las mismas para protegerla de una posible extincion

futura.
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CONCLUSIONES

Para concluir, se logr6 extraer ADN de manera existosa de muestras previamente colectadas
en 2023 de la rizésfera, filosfera, y suelos testigos de un total de 90 individuos del genus
Scalesia y 10 individuos del genus Pappobolus como outgroup y uno de tres géneros del
continente que son genéticamente mas cercanos al genus Scalesia para préximamente enviar a
secuenciar con la plataforma NextSeq (Genome Quebec, Canada). Por otro lado, con respecto
al biobanking se logro realizar el cultivo en medios especificos para que se pueda analizar la
diversidad existente de microorganismos por especie en tres islas distintas. Se encontr6 que en
la rizésfera hay mayor diversidad de mortofipos comparando con la filosfera, sin embargo, en
cuanto al analisis por especie se notd que no existe gran diversidad por especie analizada, lo
cual puede atribuirse a las condiciones que hay en cada una de las islas. Por otro lado, se plante
observar si hubo funcionalidad por parte de los bioensayos, y en estos se logré determinar
cambios fenotipicos en las plantas que estuvieron en contacto con las bacterias candidatas.
Ademas, las pruebas bioquimicas fueron de gran ayuda para identificar la morfologia de cada
in6culo usado y con esto buscar las posibles especies bacterianas que intervinieron en el
proceso. Finalmente, como perspectivas a futuro dentro del contexto del proyecto, es necesario
secuenciar las muestras del género Scalesia para determinar las especies bacterianas
especificas, seguir analizando las muestras faltantes para observar mayor diversidad, y
descubrir especies fijadoras de nitrogeno ya que estas podrian ser una alternativa sostenible
para disminuir la contaminacion ambiental. Ademas, la conservacidn de Scalesia es crucial ya
que cada vez hay menos individuos dentro de su héabitar, por lo que el realizar investigaciones
cientificas garantizaria la supervivencia de las especies vegetales y el identificar las funciones
de la biodiversidad microbiana generaria mejor comprension para ayudar a esta planta

endémica que se encuentra en peligro de extincion.
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Tabla 1. Cantidad de morfotipos y colonias para cada especie en cada isla en bacterias

Tejido
Phyllo
Phyllo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Phyllo
Phyllo
Phyllo
Phyllo
Phyllo
Phyllo
Phyllo
Phyllo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo

Especie

Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia aspera
Scalesia aspera
Scalesia crockeri
Scalesia crockeri
Scalesia retroflexa
Scalesia retroflexa
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia affinis
Scalesia retroflexa
Scalesia retroflexa
Scalesia retroflexa
Scalesia retroflexa
Scalesia retroflexa
Scalesia aspera
Scalesia aspera
Scalesia aspera
Scalesia aspera
Scalesia aspera
Scalesia crockeri
Scalesia crockeri
Scalesia crockeri
Scalesia crockeri

Isla

Fernandina
Fernandina
Fernandina
Fernandina
Fernandina
Fernandina
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz

Colonias Morfotipos

6
100
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N

9
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100
100
100
100
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Scalesia

Phyllo atractyloides Santiago 1 1
Scalesia

Phyllo atractyloides Santiago 3 2

Phyllo Scalesia stewartii  Santiago 0 0

Phyllo Scalesia stewartii  Santiago 100
Scalesia

Rhizo atractyloides Santiago 100 3
Scalesia

Rhizo atractyloides Santiago 3 2
Scalesia

Rhizo atractyloides Santiago 55 3
Scalesia

Rhizo atractyloides Santiago 100

Rhizo Scalesia stewartii ~ Santiago 100
Rhizo Scalesia stewartii  Santiago 11
Rhizo Scalesia stewartii  Santiago 60

N N W W o

Rhizo Scalesia stewartii ~ Santiago 100
Descripcion: Se usaron 7 individuos, de 6 especies de Scalesia en 3 diferentes islas, ademas
se uso la rizosfera identificada en la tabla como (Rhizo) y filosfera identificada como (Phyllo)

para observar la diversidad de morfotipos y cantidad apréximada de colonias.



Tabla 2. Cantidad de morfotipos y colonias para cada especie en cada isla en hongos

Tejido Especie Isla Colonias Morfotipos
Phyllo Scalesia affinis Fernandina 0 0
Phyllo Scalesia affinis Santa Cruz 0 0
Phyllo Scalesia affinis Santa Cruz 1 1
Phyllo Scalesia affinis Fernandina 0 0
Phyllo Scalesia retroflexa  Santa Cruz 0 0
Phyllo Scalesia retroflexa  Santa Cruz 0 0
Phyllo Scalesia aspera Santa Cruz 0 0
Phyllo Scalesia aspera Santa Cruz 1 1
Phyllo Scalesia atractyloides Santiago 26 2
Phyllo Scalesia stewartii Santiago 0 0
Phyllo Scalesia stewartii Santiago 1 1
Phyllo Scalesia crockeri Santa Cruz 0 0
Phyllo Scalesia crockeri Santa Cruz 0 0
Phyllo Scalesia atractyloides Santiago 1 1
Rhizo Scalesia affinis Fernandina 10 2
Rhizo Scalesia affinis Fernandina 6 1
Rhizo Scalesia affinis Fernandina 90 2
Rhizo Scalesia affinis Fernandina 3 1
Rhizo Scalesia affinis Fernandina 50 1
Rhizo Scalesia affinis Fernandina 1 1
Rhizo Scalesia affinis Santa Cruz 2 1
Rhizo Scalesia affinis Santa Cruz 6 4
Rhizo Scalesia affinis Santa Cruz 150 2
Rhizo Scalesia affinis Santa Cruz 5 3
Rhizo Scalesia affinis Santa Cruz 14 1
Rhizo Scalesia affinis Santa Cruz 1 1
Rhizo Scalesia retroflexa  Santa Cruz 34 1
Rhizo Scalesia retroflexa  Santa Cruz 0 0
Rhizo Scalesia retroflexa  Santa Cruz 1 1
Rhizo Scalesia retroflexa  Santa Cruz 1 1
Rhizo Scalesia aspera Santa Cruz 2 1
Rhizo Scalesia aspera Santa Cruz 2 2



Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo
Rhizo

Scalesia aspera Santa Cruz

Scalesia aspera Santa Cruz
Scalesia atractyloides Santiago
Scalesia atractyloides Santiago
Scalesia atractyloides Santiago

Scalesia atractyloides Santiago

Scalesia crockeri Santa Cruz
Scalesia crockeri Santa Cruz
Scalesia crockeri Santa Cruz
Scalesia crockeri Santa Cruz
Scalesia stewartii Santiago
Scalesia stewartii Santiago
Scalesia stewartii Santiago
Scalesia stewartii Santiago

O© N W O B~ DN

13

P N NN oY

P N P NN DN P DD DD PN
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Descripcion: Se usaron 7 individuos, de 6 especies de Scalesia en 3 diferentes islas, ademas

se uso la rizésfera identificada en la tabla como (Rhizo) y filosfera identificada como (Phyllo)

para observar la diversidad de morfotipos y cantidad apréximada de colonias.
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Tabla 3. Pruebas para posible identificacion de especies bacterianas

Especie de Isla Resultado prueba | Resultado tincién | Posible especie

Scalesia bioquimica Gram bacteriana segin

la literatura

Scalesia affinis Isla Santa Cruz Catalasa + Bacillus Gram Bacillus subtilis o
Oxidasa - positiva Bacillus
amyloliquefaciens
Scalesia affinis Isla Santa Cruz Catalasa + Bacillus Gram Bacillus
Oxidasa - positiva megaterium
Scalesia affinis Isla Fernandina Catalasa + Bacillus Gram Burkholderia ssp
Oxidasa - negativa 0 Rhizobium ssp
Scalesia atractyloides Isla Santiago Catalasa + Cocos Gram Micrococcus spp o 4 i
Oxidasa - positiva Enterococcus spp | o
Scalesia atractyloides Isla Santiago Catalasa - Bacillus Gram Pseudomonas spp
Oxidasa - negativa
Scalesia stewartii Isla Santiago Catalasa + Bacillus Gram Burkholderia ssp o
Oxidasa - negativa Rhizobium ssp
4

Descripcion: Se realizaron las pruebas a 3 diferentes especies de Scalesia, las cuales provienen
de 3 diferentes islas, donde se obtuvieron los resultados de pruebas bioguimicas (catalasa y
oxidasa), resultados de las tinciones Gram y ademas se identificaron las posibles especies

bacterianas segun la literatura.
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Figura 1: Biobanking bacterias segun la especie e Isla
Descripcion: Se usaron 7 individuos, de 6 especies de Scalesia en 3 diferentes islas. La primera
ubicada en la parte superior izquierda (A) corresponde a la Isla Fernandina, la que esta al lado
derecho corresponde a la Isla Santiago (B) y la que se encuentra en la parte inferior izquierda
(C) corresponde a la Isla Santa Cruz. Dentro de cada Isla se puede observar la variedad de

morfotipos con relacion a la rizésfera y filosfera de cada especie.
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Figura 2: Biobanking hongos segun la especie e Isla

Descripcion: Se usaron 7 individuos, de 6 especies de Scalesia en 3 diferentes islas. La primera
ubicada en la parte superior izquierda (A) corresponde a la Isla Fernandina, la que esta al lado
derecho (B) corresponde a la Isla Santiago y la que se encuentra en la parte inferior izquierda
(C) corresponde a la Isla Santa Cruz. Dentro de cada Isla se puede observar la variedad de

morfotipos con relacion a la rizosfera y fildsfera de cada especie.
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Figura 3: Resultados obtenidos en relacion a la biomasa y altura de fréjol
Descripcion: Se observa como en el control no existio gran cambio, pero al analizar las

distintas inoculaciones se observan diferencias en cuanto a la biomasa y altura de las plantas

de fréjol.
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Figura 4: Resultados obtenidos en relacion a la biomasa y altura de lenteja

Descripcion: Se observa como en el control no existio gran cambio, pero al analizar las

distintas inoculaciones se observan diferencias en cuanto a la biomasa y altura de las plantas

de lenteja.
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