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RESUMEN

El género Scalesia es un genus unico de plantas que se extendio entre las islas Galapagos por
procesos de radiacion adaptativa, similar a los pinzones de Darwin. Incluso se ha reportado que
son endémicas de algunas islas en concreto, pero poco conocimiento se tiene de su microbioma.
Esto se realizd mediante la amplificacion de marcadores ITS1/ITS2 de las rizosfera y filosfera de
8 especies de Scalesia correspondientes a la primera expedicion en las que se muestrearon a 32
ejemplares provenientes de las islas Isabela, Santa Cruz y San Cristobal. Las secuencias pasaron
por el analisis bioinformatico para obtener la alfa y beta diversidad, ademas de graficas de
abundancia relativa y diferencial. En los indices de alfa diversidad se observo como las raices
tuvieron comunidades de hongos mayor riqueza que en las hojas, y que la diversidad en las
diferentes islas o especies de Scalesia es similar. La beta diversidad reflej6 como las comunidades
son mas parecidas entre raices a diferencia de las hojas. Con la abundancia se mayor abundancia
de ciertos ordenes en las hojas como Capnodiales y Mycosphaerellales. y que en las raices no hubo
resultados significativos. A pesar de que este primer contacto indica el estado de diversidad de los
hongos entre rizésfera y filosfera de Scalesia, se espera tener un mayor alcance al analizar el resto
de las muestras de otra expedicion que se realizd en 2023. Ademas, se recolectaron ejemplares de
Pappobolus que es el género mas emparentado con mas especies que permitird realizar
comparaciones entre los microbiomas de las Galapagos con Ecuador continental. Finalmente, con
la continuacién del proyecto del biobanco se cultivaron especies de los hongos adheridos a la

rizosfera de Scalesia para su futura identificacion.

Palabras clave: Radiacion adaptativa, Scalesia, endemismo, Galdpagos, microbioma, rizdsfera,

filosfera, Pappobolus, biobanco.



ABSTRACT

The genus Scalesia is a unique genus of plants that spread among the Galapagos Islands by
processes of adaptive radiation, similar to Darwin's finches. They have even been reported to be
endemic to particular islands, but little is known about their microbiome. This was done by
amplifying ITS1/ITS2 markers from the rhizosphere and phyllosphere of 8 Scalesia species
corresponding to the first expedition in which 32 specimens from Isabela, Santa Cruz and San
Cristobal islands were sampled. The sequences underwent bioinformatic analysis to obtain alpha
and beta diversity, as well as relative and differential abundance graphs. In the alpha diversity
indexes, it was observed that the roots had richer fungal communities than the leaves, and that the
diversity in the different islands or species of Scalesia is similar. The beta diversity reflected how
the communities are more similar among roots as opposed to leaves. With the abundance of certain
orders in the leaves such as Capnodiales and Mycosphaerellales. and that in the roots there were
no significant results..Although this first contact indicates the diversity status of fungi between
rhizosphere and phyllosphere of Scalesia, it is expected to have a greater scope when analyzing
the rest of the samples from another expedition to be conducted in 2023. In addition, specimens of
Pappobolus were collected, which is the most closely related genus with more species that will
allow comparisons between the microbiomes of the Galapagos and continental Ecuador. Finally,
with the continuation of the biobank project, species of fungi attached to the Scalesia rhizosphere

were cultured for future identification.

Key words: Adaptive radiation, Scalesia, endemism, Galapagos, microbiome, rhizosphere,

phyllosphere, Pappobolus, biobank.
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1. INTRODUCCION

1.1. Las islas Galapagos como un laboratorio natural

Las Islas Galapagos, ubicadas en el Océano Pacifico ecuatorial, conforman un archipiélago que ha
capturado la atencion de la comunidad cientifica por su singularidad biologica y geologica.
Colonizadas por especies Unicas, algunas endémicas como las tortugas gigantes y los pinzones de
Darwin, las Galapagos han sido moldeadas por procesos evolutivos distintivos (Sevilla, 2018).
Estas islas, que varian en edades desde 0.05 a 3 millones de afos, emergieron como resultado de
la actividad volcanica y tectonica en la region. Estd ubicada sobre una corriente ascendente de
magma de la astenosfera que provoca la formacién de nuevas islas, por ello se considera un
Hotspot biologico (Dal Forno, et al., 2017). La teoria de las placas tectonicas revela que la placa
de Nazca se desplaza hacia el este y se sumerge bajo la placa Sudamericana, generando la actividad
volcanica que da origen a las Galapagos (Velasquez, 2009). La distribucion de las islas exhibe
patrones que reflejan la edad geoldgica, siendo las islas mas antiguas al este y las mas jovenes al
oeste, cerca del Hotspot. Este arreglo geografico ha permitido el desarrollo de ecosistemas inicos
en cada isla de las que se muestrea flora y fauna con historias peculiares como el género Scalesia

(Hamann & Wium-Andersen, 1986).

1.2. Especies endémicas de las islas Galapagos

Existen casos bien documentados de endemismo en las Islas Galdpagos, como los pinzones de
Darwin, que han evolucionado en 17 especies a partir de un ancestro comin debido a la presion
selectiva impuesta por las condiciones ambientales locales. Este proceso de seleccion natural se
centrd en las modificaciones en la estructura de sus picos en respuesta a la variabilidad en la

distribucion de semillas a lo largo de las estaciones (de Vries, 2009). Este fendémeno se relaciona
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con la expansion de la filogenia y procesos de radiacion adaptativa, dando lugar a diversas especies
que se originan de un ancestro comin en una escala geologica relativamente breve (Enriquez-
Moncayo & Flores, 2022; Loo, et al., 2019). Las Galapagos exhiben un endemismo notable en su
flora, alcanzando aproximadamente el 32%, y destacando géneros distintivos como Scalesia. Este
género, estrechamente emparentado con la familia Asteraceae que incluye a los girasoles (Itow,
1995), se cree por medio de relojes moleculares que tuvo un ancestro que migr6 desde el Ecuador
continental hasta las Galdpagos. En este entorno, Scalesia ha experimentado una diversificacion
que ha llevado a la aparicion de 15 especies, algunas endémicas de islas especificas, otorgandoles
el titulo de los "pinzones de Darwin" del reino vegetal (Fernandez-Mazuecos, et al., 2020). Por
otro lado, Pappobolus, un género presente en el continente ecuatoriano con 23 especies que
representa un intrigante objeto de estudio al ser el género mas emparentado a Scalesia con mas
especies reportadas que otros géneros de la misma familia. El interés sobre los microbiomas de
Scalesia radica en las presiones selectivas que ha enfrentado al colonizar las islas, lo que ha
inducido cambios morfologicos notables en aspectos como su forma de arbusto o arbol, el tamafio
y forma de las hojas, e incluso la estructura de sus flores (Fernandez-Mazuecos, et al., 2020; Cerca,
et al., 2022). Este proceso evolutivo proporciona una perspectiva Unica sobre la adaptacion de las
especies a ambientes insulares, mientras que el estudio de Pappobolus en el continente contribuye

al entendimiento de la diversidad y la evolucion de la flora en la region continental ecuatoriana.

1.3. Microbiomas como apoyo evolutivo de Scalesia

Los microbiomas representan consorcios de microorganismos, su material genético y las
interacciones en entornos especificos, como la rizésfera y la filosfera de las plantas (Masaquiza,

2019). Estan conformados por bacterias, arqueas u hongos que varian en su composicion debido a
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los procesos de colonizacion y la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Ocupan nichos
especificos en distintos medios, permitiendo la adaptacion de las plantas a entornos desafiantes
como las Galapagos mediante el reciclaje de nutrientes, proteccion contra patdgenos, tolerancia al
estrés y relaciones simbioticas (Aguilar, 2021; Hunt, et al., 2023). En el contexto de las Galapagos,
la variacion en la composicion de los microbiomas entre islas se relaciona con las diferentes edades
geologicas, afectando el asentamiento de microorganismos en los suelos y su posterior
colonizacion en raices y hojas (Wan, et al., 2021). Este estudio se enfoca en caracterizar los hongos
del microbioma, que ha sido poco explorado en términos de fuentes de microorganismos benéficos
para la adaptacion. Se busca comprender patrones de diversidad en hojas y raices entre islas y
especies de Scalesia, establecer posibles asociaciones entre los microbiomas de las Galapagos y

Ecuador continental, y determinar si es posible de extraer hongos rizosféricos mediante cultivo.

1.4. Proyecto Barcode

Este proyecto centrado en la identificacion de especies de las Islas Galdpagos mediante la
secuenciacion de ADN se presenta como una herramienta crucial para comprender la diversidad
genética de Scalesia y la conformacion de sus microbiomas. Dada la complejidad del ecosistema
microbiologico, la aplicacion de cddigos de barras de ADN facilita la diferenciacion precisa entre
ellas. Este enfoque molecular contribuye a la caracterizacidn taxondmicas de los hongos y
bacterias mas representativos en Scalesia. Asimismo, la identificacion de taxones benéficos
proporciona informacion esencial para la conservacion y comprension de la evolucion Unica de
estas plantas en un entorno insular. Su aplicacion especificamente en estudios sobre el microbioma
de Scalesia, amplia nuestra comprension de las interacciones genéticas y microbianas en estas

especies endémicas, lo que resulta fundamental para su conservacion y manejo sostenible.
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1.5. Avances bioinformaticos para estudiar microbiomas

El metabarcoding es una herramienta centrada en la secuenciacion masiva del ADN y son
utilizadas para estudios de microbiomas. Con esto se puede filtrar secuencias de una sola muestra
y diferenciar entre hongos y bacterias, identificar especies con mayor precision, y realizar analisis
sobre la diversidad y composicion en los microbiomas. En este caso se utilizaron secuencias de las
regiones ITS que permitan una caracterizacion taxonémica general del microbioma (Mbareche, et
al., 2020). Este enfoque es ttil cuando se quiere caracterizar la composicion de un microbioma
mas que identificar alguna especie en particular, lo cual se empareja con la finalidad de este
estudio. Conocer el microbioma de Scalesia es el primer paso para explorar a mayor profundidad
qué hongos podrian resultar benéficos para la adaptacion de este género que actualmente cuenta

con varias especies en estado vulnerable segtin la Lista Roja (Galapagos Conservation Trust, s.f.).

1.6. Biobanco de hongos

Los biobancos de hongos son instalaciones especializadas dedicadas a la recopilacion,
conservacion y gestion de diversas muestras bioldgicas de hongos. Estos desempenian un papel
esencial en la preservacion de la biodiversidad fingica al almacenar cepas puras, esporas y material
genético, facilitando asi la investigacion en areas como la taxonomia, ecologia, biologia molecular
y aplicaciones biotecnologicas (Ryan, et al, 2019). Los biobancos son cruciales para la
conservacion de plantas como Scalesia al ofrecer recursos esenciales para su preservacion. La
capacidad de conservar y caracterizar muestras botdnicas fortalece los esfuerzos de conservacion
y proporciona conocimientos clave para abordar desafios ambientales, especialmente en

ecosistemas tnicos como las Islas Galapagos (Paton, et al., 2020; Agnihotri, et al., 2018).
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2. METODOS

2.1. Recoleccién de muestras

Se muestrearon a 32 individuos de Scalesia presentes en las islas Isabela, Santa Cruz y San
Cristobal (ANEXO 1a), de cada uno se recolectaron 6 muestras en total. Para las raices, se tomaron
3 muestras de las que se sacudi6 el exceso de tierra adherida y se conservaron en tubos Falcon de
15 ml sin solucion, fundas ziplock con silica gel, y las ultimas se lavaron con agua estéril para
guardarlos en tubos Eppendorf de 2ml (85% Lifeguard, 15% muestra). Estas dos ultimas se
guardaron en un cooler. Para las hojas se guardaron entre 2-3 hojas por muestra y se conservaron
de la misma manera de las raices hasta llegar al laboratorio para poder procesarlas. En las
expediciones para Pappobolus se siguid el mismo protocolo de recoleccion para obtener 18
individuos en sectores cercanos a la Reserva Geobotanica Pululahua (ANEXO 1b). Solo cambi6

el modo de conservacion de las muestras en solucion con DNA/RNA Shield (Zymoresearch).

2.2. Extraccién de ADN

Para extraer el DNA gendémico de las muestras de rizésfera con suelo adherido, y muestras de la
filosfera, se uso6 el Kit DNeasy PowerSoil® de Qiagen (USA) de acuerdo con el protocolo del
proveedor. Se gird brevemente el PowerBead Pro Tube para asegurar que las microesferas se hayan
asentado. A continuacion, se afladieron hasta 250 mg de suelo y 800 pl de Solucion CD1, seguido
de una breve agitacion para mezclar. El PowerBead Pro Tube se fij6 horizontalmente en un
adaptador de vortex, y se agitdé en vortex a velocidad maxima durante 10 minutos. Después de
centrifugd el tubo a 15.000 x g durante 1 minuto, se transfierid el sobrenadante a un tubo de
microcentrifuga limpio de 2 ml. Se adicion6 Solucion CD2, se agité y se centrifugd, transfiriendo

el sobrenadante a otro tubo limpio. Luego, se afiadié Solucion CD3 y se cargd el lisado en una
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columna de centrifugacion MB, repitiendo el proceso para asegurar que todo el lisado pase por la
columna. Se realizaron pasos adicionales, incluyendo la adicion de Solucion EA, Solucion C5,
Soluciéon C6, y finalmente se centrifugd para obtener ADN listo para aplicaciones posteriores. La
calidad del ADN se evalu6é mediante Qubit al finalizar la extraccion y estas muestras se mandaron
a secuenciar a Genome Quebec [Canadd] utilizando la plataforma MiSeq de Illumina para
caracterizar a los hongos por medio de sus regiones ITS1/ITS2 con los cebadores ITSIF:

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ¢ ITS2: GCTGCGTTCTTCATCGATGC.

2.3. Procesamiento de los datos de las secuencias

Se secuenciaron las muestras de la rizosfera y filosfera de las hojas mediante MiSeq, resultando
en 121,021 reads y 110,210 reads, respectivamente. Los reads se procesaron en QIIME2 (V2023.5)
segun el pipeline detallado en el ANEXO 2. Después de importar las secuencias fastq, se visualizo
en QIIME VIEW vy se realizd el denoising en DADA?2 para crear la feature table. Se llevaron a
cabo filtrado y rarefaccion, seguidos por el filtrado de repseqs para obtener la feature table final.
Las secuencias se clasificaron con unite-ver9-99-classifier-29.11.2022.qza y se generaron archivos
de clasificacion taxonomica con la extension .biom llamados 'table-with-taxonomy.biom' segun el
ANEXO 3. Finalmente, se crearon matrices de alfa y beta diversidad en QIIME, junto con un
analisis de abundancia diferencial en STAMP. Para la alfa-diversidad, se emple6 el indice Chaol,

y para la beta-diversidad se utiliz6 una matriz de distancias Unifrac ponderada.

2.4. Abundancia diferencial

Antes de cargar archivos en la plataforma de STAMP, se crearon manualmente los archivos de

perfil para raices y hojas segiin el ANEXO 4. Posteriormente, al subir este archivo con la metadata
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correspondiente a la plataforma de STAMP, se selecciond "Two-Groups" en propiedades y
"White's non-parametric t-test" con correccidon en "Benjamini-Hochberg FDR" en pruebas
estadisticas. Se agruparon las muestras por islas o especies de Scalesia, se eligi6 "Extended error

bar" como tipo de grafica en el centro, y se procesaron las muestras segun lo deseado.

2.5. Biobanking de hongos de la rizésfera de Scalesia

Se diluy6 39 g de PDA en 1 L de agua destilada estéril, este medio se dejaria en autoclave. Luego
se enfria con agua hasta que se pueda manipular al tacto de la piel. Dentro de una cdmara de flujo
laminar se mezclo 4 ampolletas de gentamicina (80g/2ml) con el PDA liquido. Se vertio este medio
en cajas Petri autoclavadas y se dejaron solidificar previo a su guardado en refrigeradora. Las
muestras de Scalesia seleccionadas correspondieron a muestras de raices conservadas en glicerol
de la primera y segunda expedicion. Se tomaron 8 muestras correspondientes a una poblacion de
cada grupo para tener una vision general de los hongos presentes de las islas Isabela, Santa Cruz,
San Cristobal y Floreana. Dentro de la camara, se dispensd 900 ul agua destilada estéril 10 en
tubos Eppendorf de 1.5 ml para cultivar por duplicado en diluciones de hasta 10~°. Luego, se
dispensd 100 pl de la muestra en el tubo de la diluciéon 1071 y se hizo traspasos con 100 pl a los
tubos de las diluciones consecuentes. Se vertido 100 ul de cada dilucién en dos placas para el cultivo
por duplicado y se extendi6 con una asa de vidrio flameada con alcohol al 96% y enfriada en el
agar de la caja petri. Se incubaron las cajas en una camara sin luz a 25 °C durante 2-3 semanas
hasta que crezcan los hongos y se puedan realizar inmediatamente los traspasos a otras cajas. Para
esto se utilizaron palillos de madera flameados y se recolectaron los hongos individualmente para
pinchar en una caja nueva 5 puntos en forma de X. Se dejaron crecer en la misma camara a las

mismas condiciones y se hizo la identificacion de morfotipos hasta el momento.
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3. RESULTADOS

3.1. Alfa diversidad entre las muestras de Scalesia y entre las islas Isabela, San

Cristébal y Santa Cruz

Las Figuras 1a y 1b muestran la alfa diversidad mediante el indice de Chaol para medir la riqueza
de especies para diversas especies de Scalesia (Figura 1a), valores altos simbolizan mayor riqueza
y valores bajos menor riqueza. En relacion con las raices, se observo que S. pedunculata y S.
aspera presentaron mayor riqueza de hongos, mientras que, en las hojas, esta distincion
correspondio a S. penduculata y S. cordata. Ademas, se llevd a cabo un analisis de diversidad
considerando las muestras de Scalesia recolectadas en las islas Isabela, Santa Cruz y San Cristobal
(Figura 1b). Respecto a las raices, la isla Santa Cruz exhibi6 la comunidad de hongos de mayor
riqueza, seguida por San Cristobal y luego Isabela. En cuanto a las hojas, esta fue mayor en San
Cristobal, seguido por Isabela y finalmente Santa Cruz. Es importante destacar que en ninguno de
los casos las tendencias parecen significativas, ya que el valor-p fue mayor a 0.05. Estos resultados
sugieren que no hay diferencias estadisticamente significativas en la riqueza de hongos entre las
especies de Scalesia y las diferentes islas analizadas. Aun asi, por el momento se muestra que S.
pedunculata es la especie de Scalesia con mayor riqueza de hongos tanto para raices como hojas.

Ademas, las muestras de las raices presentaron valores de riqueza mas elevados que en las hojas.

3.2. Beta diversidad de la rizésfera y fildsfera entre las islas Isabela, San Cristébal y

Santa Cruz

La Figura 2 presenta la diversidad beta con la métrica Unifrac ponderada para las muestras de

Scalesia recopiladas en las islas Isabela (rojo), San Cristobal (azul) y Santa Cruz (naranja). En
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estas se considera tanto la riqueza como la abundancia para determinar las disimilitudes o
parentescos segun las distancias entre las muestras. Se observa que los puntos entre las muestras
son relativamente cercanos, sugiriendo que, en general, las comunidades de hongos presentes en
ambas localidades son similares entre si. En cambio, con las hojas se evidencia una dispersion mas
notable, lo que indica una comunidad de hongos menos parecida entre si. Es relevante sefialar que
el valor-p asociado con estos resultados fue inferior a 0.05, lo que resalta la significancia estadistica
de las observaciones realizadas. Este hallazgo refuerza la conclusion de que existe una diferencia
significativa en la comunidad de hongos entre las muestras de Scalesia tomadas de las distintas
islas, al menos en el apartado de las hojas. A diferencia de las raices en donde parece que estas

comunidades son bastantes parecidas y cercanas.

3.3. Abundancia relativa de la rizosfera y filosfera de Scalesia

En la Figura 3 se ilustra la abundancia relativa de las comunidades de hongos presentes en las
raices y hojas de Scalesia. Se observa una notable disparidad en la diversidad del microbioma entre
las raices y las hojas. Las raices exhiben mas diversidad, aunque de igual manera entre los 6rdenes
mas abundantes destacan Botryosphariales (rojo), Hypocreales (verde claro) y Eurotiales (cian),
indicando la coexistencia de diversos tipos de hongos en este microambiente especifico en
comparacion con las hojas. En el andlisis de las hojas, se destaca una marcada prevalencia de
ciertos ordenes fungicos. Especificamente, en las hojas de la isla Santa Cruz, sobresale la presencia
dominante del orden Capnodiales, representado en tonos cian. En contraste, en las hojas de San
Cristobal, el orden Mycosphaerellales, identificado por tonos amarillos, se muestra como el

predominante.
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3.4. Abundancias diferenciales de la rizosfera y filosfera entre Scalesia affinis en Isabela

y Santa Cruz, y entre San Cristobal con Santa Cruz

La Figura 4a exhiben la abundancia diferencial de S. affinis en dos localidades, Isabela (azul) y
Santa Cruz (verde). Se destaca que ninguna de las familias de hongos muestra una comparticion
tan abundante como los hongos pertenecientes a la familia Aspergillaceae en las raices. En este
contexto, se aprecia una diversidad mas limitada de hongos en las hojas en comparacion con las
raices. Adicionalmente, se exploré la diversidad entre las islas San Cristobal (naranja) y Santa Cruz
(verde) segun lo mostrado en la Figura 4b. Se observa que ninguna de las familias de hongos

presenta una comparticion significativa en ninguna de las dos islas, ni en las raices ni en las hojas.

3.5. Expediciones Pappobolus 2023

En esta expedicion se exploraron areas cercanas a la Reserva Geoboténica Pululahua, donde se
recolectaron un total de 18 muestras de tres especies diferentes de Pappobolus: Pappobolus sp., P.
nigrescens y P. imbaburensis (ANEXO 1B). En la Tabla 1 se proporcionan detalles sobre la
metadata de la expedicion Pappobolus, incluyendo la fecha de recoleccion, codigos de
identificacion establecidos (por ejemplo, Y01), la especie identificada, coordenadas en formato

UTM, altitud y detalles sobre las muestras de ADN extraidas.

Las Figuras Sa, Sb y 5c ofrecen una visualizacion detallada del muestreo llevado a cabo durante
las expediciones Pappobolus 2023. La Figura S5a presenta ejemplares de Pappobolus
presumiblemente recolectados, mostrando tanto las hojas como las flores. La Figura Sb captura
al equipo de expedicion recolectando estos ejemplares en puntos estratégicos cercanos a la Reserva

Geobotanica Pululahua. Ademas, se llevaron a cabo visitas al herbario del INABIO para llevar a
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cabo comparaciones morfologicas entre las hojas y flores de Pappobolus reportadas y aquellas

recolectadas durante la expedicidén como se muestra en la Figura Sc.

3.6. Biobanco de la rizésfera de Scalesia

En la Tabla 2 se presentan los resultados preliminares del proyecto del Biobanco, detallando un
total de 8 muestras cultivadas junto con informacion relevante. Cada muestra cuenta con su coédigo
especifico, la asociacion con la muestra de Scalesia sp. correspondiente, la isla de origen, la fecha
de cultivo, la realizacion del traspaso de los hongos y los resultados obtenidos hasta la fecha actual,
que es el 08/12/2023. Es importante destacar que estas muestras se obtuvieron de diversas
expediciones de Scalesia, incluyendo aquellas provenientes de la isla Floreana, lo que amplia la

diversidad geografica de la recoleccion.

Un paso crucial en el proyecto involucra la identificacion de los morfotipos de los hongos presentes
en todas las muestras, con un enfoque particular en las 4 muestras que avanzaron hasta la etapa de

aislamiento.
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4. DISCUSION

Se exploraron los microbiomas de las comunidades fingicas por medio de los patrones de
diversidad y abundancias en la rizosfera y filosfera de Scalesia. En cuanto a la alfa diversidad no
se encontraron valores significativos que nos indiquen si existe mayor riqueza entre las islas
Isabela, San Cristobal y Santa Cruz, o entre las 8 especies definidas de Scalesia en esta primera
expedicion. Segun la Figura 1b en el apartado de raices pareciera que la isla Santa Cruz es mas
rica que San Cristobal e Isabela, mientras que en las hojas la isla San Cristobal muestra tener mas
riqueza. No obstante, en ambos casos el valor-p es mayor a 0.05 lo que justificaria que estas
tendencias no son significativas. Aun asi, cabe mencionar que este estudio se enfoca en el analisis
de microbiomas con un nimero de muestras considerablemente bajo siendo esta 32 muestras en
total que se redujeron a 27 por los procesos de filtrado y rarefaccion a fin de eliminar del analisis
a las muestras de menor calidad y reducir el sesgo de muestreo. Con esto se obtuvieron 6 muestras
de Isabela, 8 de San Cristébal y 13 de Santa Cruz con las que atn se ve un muestreo no emparejado
en el que se recolectaron mas muestras de Santa Cruz y, por ello, esta isla tiene mayor profundidad
de anélisis que las otras dos. De todas formas, el equipo del proyecto Barcode se encarga de realizar
mas expediciones para aumentar el nimero de muestras como ocurre con las expediciones de
Scalesia del 2023 con la cual ya se han detectado incluso 14 de las 15 especies reportadas entre 10

de las islas en las Galapagos (Garcia, 2023).

Asimismo, hay que considerar que, si bien estas tendencias no son significativas, incluso con un
mayor muestreo se podria esperar patrones de diversidad similares dada la escala geologica de
formacion de las islas. De acuerdo con (Geist, et al., 2014), Galdpagos por su origen volcanico
emergié con 13 islas principales en las que las mas ancianas son las islas Santa Cruz y San

Cristobal con 2 y 2.4 millones de afios respectivamente, y luego Isabela con 1.5 millones de afios
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como una de las islas mas jovenes. Se especula que las mas antiguas otorgaron mas tiempo para
que algunas especies, incluyendo microorganismos, se adaptaran a sus condiciones ambientales.
Esto las conduciria al asentamiento y colonizacion, en particular de los suelos y luego las hojas,
por los hongos que se pudieron encontrar durante el analisis que se acentuaron en los suelos y
hojas de la flora que también se condicioné a sobrevivir en las islas. Por lo tanto, se esperaria en
futuras observaciones de estos microbiomas que se respete la tendencia de que las islas mas
antiguas presenten mayor riqueza en sus comunidades fingicas. Asimismo, como se muestra en la
Figura 1a, entre los géneros de Scalesia con mayor riqueza destacan S. pedunculata y S. aspera
en raices, y S. penduculata junto a S. cordata en hojas. Este es el primer vistazo que se tiene de las
comunidades de hongos de los microbiomas de este género. Aunque en ninguno de los casos se
muestre un valor-p que genere significancia de estos resultados deberian considerarse como
tendencias bases en las que S. pedunculata parece ser el género con mayor riqueza en su

microbioma que el resto tanto en hojas como raices.

Si se analizan las comunidades a mayor profundidad entonces se llega a comprender como se
componen los microbiomas a través de las abundancias relativas y diferenciales. Segun la Figura
3, en primera instancia las comunidades de hongos presentan comunidades con distintas
conformaciones en raices y hojas dadas las distribuciones de las abundancias de los hongos. De
hecho, en las hojas se remarca un tipo de patron por la predominancia de ciertos 6rdenes. Entre
estos se remarcan Capnodiales y Mycosphaerellales, grupos de hongos que destacan por especies
que son fitopatdgenas y atacan principalmente a las hojas de sus hospedadores (Abdollahzadeh, et
al., 2020). No se ha reportado algun tipo de contaminacion en las hojas de las muestras de Scalesia
que indique que sea nociva. Aun asi, existe riesgo para otras plantas que si puedan mostrar

sintomas dado que estos hongos son generalmente esporulados (De Hoog, 2014). Por un lado, en
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un vistazo mas profundo hacia las abundancias diferenciales de las familias de hongos
representadas en la Figura 4a indican que no existe ningtn tipo de comparticion notorio de las
comunidades de hongos entre las islas San Cristobal y Santa Cruz. Por otro lado, algunas especies
como S. affinis se pudieron encontrar en mas de una isla, proviniendo las muestras de Isabela y
Santa Cruz con las que se crearon las abundancias diferenciales de la Figura 4b. En primer lugar,
se observa como se respeta la tendencia establecida de mayor diversidad en las raices que en las
hojas dado que solo se mostrd una familia de hongos. En segundo lugar, es notorio como casi
ninguna de las familias de hongos es compartida en las raices salvo algunos casos de hongos que
no pudieron clasificarse y el grupo mas abundante de Aspergillaceae. Esta familia de hongos se
caracteriza en general por contar con hongos saprofitos que degradan la materia orgédnica con la
que entran en contacto y recirculan los nutrientes necesarios para la formacion de humus que
mejora la calidad de los suelos para la adaptacion de la flora. Aparentemente, parte de estos hongos
se pudieron encontrar con el proyecto del biobanco segiin la Tabla 2. Algunas muestras se
cultivaron hasta la etapa de aislamiento y se diferencian, a primera vista, morfologias
macroscopicas correspondientes a Aspergillaceae. Si bien estos hongos presentan distintas
morfologias se puede distinguir principalmente por la formacion de estructuras mohosas de
tonalidad verdosa que se distingue en las muestras CAF 2.2 como muestra de la primera expedicion
de Scalesia en Isabela, y HAF 1.2 junto a HPE 1.2 como muestras de las expediciones mas
recientes en Floreana. Lo que indica que podria existir cierta comparticion del microbioma entre
las raices de distintas islas. Esto va de acorde con la beta diversidad mostrada en la Figura 2 en la
que las comunidades son mas parecidas en las raices que en las hojas a pesar de que las muestras
provinieron de distintas islas. Aun asi, falta su observacion a través de microscopio con la que

deberian distinguir hifas y conidios como estructuras de este hongo (Houbraken, de Vries &
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Samson, 2014). Ademads, para mejorar la separacion del componente fiingico de las raices y evitar
contaminacion se tendria que aplicar mas antibioticos aparte de gentamicina como la tetraciclina
la cual actia como un supresor de la sintesis proteica en bacteriana y por tanto limitaria su
crecimiento en los medios de PDA (Begum, et al., 2020). Se proyecta que con la recuperacion del
material orgédnico de la rizésfera se puedan identificar hongos benéficos para el crecimiento y
adaptacion de Scalesia que se puedan emplear en caso de que ocurran perturbaciones en su medio.
Una alternativa orgénica para este fin es la construccion de comunidades sintéticas las cuales
exploran las combinaciones que se dan entre microorganismos elegidos para explorar qué
interacciones apuntan hacia una finalidad deseada (Xu, et al, 2023). En este caso seria la
preservacion de ejemplares de Scalesia que se encuentran en estado vulnerable. Otro enfoque que
ayudaria a esta finalidad seria el secuenciamiento de muestras ya exploradas con marcadores
ITS1/ITS4 que, a diferencia del ITS1/ITS2, este permite secuenciar la region completa I'TS con lo
que se llegaria a un nivel de identificacion taxonémica mas detallada a una especie de hongos en
especifico. Aparte, puede que el procesamiento de los datos realizados en STAMP no haya sido el
idoneo. De hecho, las herramientas que ofrece se ajustan mejor al andlisis de microbiomas
bacterianos (Mitchell, et al., 2020), y este software no cuenta con guias definitivas para tratar con
secuencias de hongos y pide del pre-procesamiento de informacion que dificulta la definicion de

un protocolo.

En cuanto a la conexidon con los microbiomas del Ecuador continental se espera que con las
muestras las expediciones Pappobolus 2023 (Figura Sa, 5b, Sc¢) se puedan comparar los patrones
de diversidad de microbiomas hallados de momento en la rizosfera y filosfera de Scalesia. De
hecho, segtin la Tabla 1, 11 de las 18 muestras ya se mandaron a secuenciar con esta finalidad.

Incluso para la especie de Pappobolus no definida hasta la fecha.
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5. CONCLUSIONES

Este estudio es la primera toma de contacto sobre el perfil del microbioma de hongos de Scalesia
en las islas Isabela, San Cristobal y Santa Cruz. De momento se comprende que las raices tienen
un microbioma con mayor riqueza que las hojas, y que existen hongos mas abundantes en las hojas
que las raices. Por ello, en las hojas se refiere un tipo de patron de diversidad en el que predominan
los ordenes Capnodiales y Mycopharellales, estos podrian incluir algunas especies que sean
fitopatogenas de las hojas a pesar de que no se han reportado casos de infeccion en las muestras
de Scalesia de esta expedicion. También destaca la predominancia del orden Aspergillaceae en las
raices. Pappobolus es un objeto de estudio prometedor para conectar los microbiomas de las
Galapagos con el continente. Estas pasaron por el mismo protocolo de muestreo y algunas muestras
ya estan secuenciadas, al ser Pappobolus el género mas cercano y emparentado se espera encontrar
patrones de diversidad en los perfiles de microbiomas que permitan comprender el rol que

cumplieron los hongos en la radiacion adaptativa de Scalesia.

Es fundamental aprovechar otras oportunidades de los microbiomas como ocurre con el proyecto
del biobanco. El género Scalesia se encuentra en un estado de conservacion vulnerable y perder
este recurso bioldgico seria perder una oportunidad tnica que solo acontece en las Galapagos. Por
ello, rescatar a los hongos adheridos a sus raices permitiria continuar con nuevas alternativas de
conservacion bioldgica como ocurre con los Syncoms de los hongos benéficos que se reporten
eventualmente. Se tienen que mejorar los protocolos de cultivo para evitar contaminacion
bacteriana y la preservacion de los hongos. También se tendria que explorar las muestras de hojas
de Isabela que cuentan con un hongo no clasificado que podria ayudar a la expansion de este

componente que mejora las condiciones de supervivencia y conservacion de Scalesia.
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6. TABLAS

Tabla 1. Metadata de la expedicion Pappobolus.

DATI.E CODE Species [Compargd morph}ologlcally with N coordinates S coordinates Altitude [masl] DNA extracted
[Collection] Herbaria collections]
9/22/2023 Y01 Pappobolus sp. 17N-0789232 UTM 0003100 2335 NO
9/22/2023 Y02 Pappobolus sp. 17N-0789223 UTM 0006144 2339 YES
9/22/2023 Y03 Pappobolus sp. 17N-0789223 UTM 0006144 2339 NO
9/22/2023 Y04 Pappobolus sp. 17N-0788064 UTM 0009040 2110 NO
9/22/2023 Y05 Pappobolus imbaburensis 17N-0788061 UTM 0009035 2110 YES
9/22/2023 Y06 Pappobolus imbaburensis 17N-0788061 UTM 0009035 2110 YES
10/6/2023 Y07 Pappobolus imbaburensis 17N-0797977 UTM 0006022 2915 YES
10/6/2023 Y08 Pappobolus imbaburensis 17N-0797992 UTM 0006029 2916 NO
10/6/2023 Y09 Pappobolus imbaburensis 17N-0797800 UTM 0006060 2916 NO
10/6/2023 Y10 Pappobolus sp. 17N-0799227 UTM 0004356 2870 NO
10/6/2023 Y11 Pappobolus imbaburensis 17N-0789256 UTM 0006161 2348 YES
10/6/2023 Y12 Pappobolus sp. 17N-0792596 UTM 0009787 2604 YES
10/6/2023 Y13 Vigeria sp. 17N-0789276 UTM 0006162 2357 NO
10/6/2023 Y14 Pappobolus imbaburensis 17N-0789277 UTM 0006162 2357 NO
10/20/2023 Y15 Pappobolus nigrescens (Heiser) Panero 17N-0778988 UTM 0004131 2714 YES
10/20/2023 Y16 Pappobolus nigrescens (Heiser) Panero 17N-0778985 UTM 0004129 2715 YES
10/20/2023 Y17 Pappobolus nigrescens (Heiser) Panero 17N-0778997 UTM 0004132 2714 YES
10/20/2023 Y18 Pappobolus nigrescens (Heiser) Panero 17N-0778955 UTM 0003781 2624 YES
10/20/2023 Y19 Pappobolus nigrescens (Heiser) Panero 17N-0779048 UTM 0003920 2620 YES

Se presentan los datos de las muestras de Pappobolus con su fecha de recoleccion, cddigo
establecido (E;j. YO1), la especie identificada a comparacion de las diferencias morfoldgicas vistas

en los herbarios, coordenadas en formato UTM, altitud y a cudles se realizo la extraccion de ADN.



Tabla 2. Resultados preliminares del proyecto del Biobanco.
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Morfotipos

Scalesia Fecha
Codigo Isla de Traspaso
sp. .
cultivo
Scalesia ,
AF 2.2 | | 15/11/2 |
C affinis sabela 5/11/23 S
Scalesia Santa
PE1 22/11/2 N
G pedunculata Cruz /11/23 ©
Scalesia Floreana ,
HPE 1.2 21/11/2 |
pedunculata /11/23 >
Scalesia Santa
2 22/11/2
GCR crockeri Cruz /11/23 NO
Scalesia San P
KDI 1.2 divisa Cristobal 22/11/23 &
cAF32 | Scalesia o bela | 15/11/23 NO
' affinis
Scalesia Floreana
HAF 1.2 affinis 22/11/23 Si
Scalesia Santa
GAF 1.2 affinis Cruz 21/11/23 NO

Se presentan un total de 8 muestras cultivadas con su respectivo cddigo, a qué muestra de Scalesia

sp. correspondia, de qué isla provino, la fecha de cultivo, si se hizo el traspaso de los hongos y los

resultados hasta la fecha actual 08/12/2023. Las muestras provinieron de varias expediciones de

Scalesia en la que se adjuntaron incluso aquellas provenientes de la isla Floreana. Luego se

identificaron los morfotipos de los hongos en todas las muestras, en especial, a las 4 que pasaron

hasta la etapa de aislamiento.




7. FIGURAS

a) E
. ] l
o o
3 3
E i ?zﬂa\a affinis g o @ | cuass
¥ n 3 Scalesia aspera ¥ e L o ?;‘:::—:“;:a
E M B8 Scaesia cordta E 1 gl £ Scalesia_cordaia
E : @ M £ Scalesia_crockeri 24 r o | 5 Scalesia,_crockert
3 Scalesia_dvisa ] | ¢
§ T T .- B Scalesia_gordillol 2 . T B3 Scalesia_divisa
‘g . . % Scalesia incisa 9 - »-r ' Scalesia_incisa
£5 o & Scalesia peduncuiall £ 2 B3 . £ Scalesia_pedunculata,
< < .
4 _T’ -+ 0
& & & & & & & K4 - > ’ PS & 2 &
PRI ARCAC S R & KA A T A s ©
& F P # o p-value: 0.13934 ) 57 ¢ ;,3&1 L qjv p-value: 0.058257
Ed »
2
b) |z : 3’
g [}
] 3] —
5 10 - g d
3 cLass 3 . CLASS
E<] . ° I
5 gl 1 Isabela 24 1 Isabela
g - [ o 8 San Cristrdf 2 3 San Cristoba
] B santa_Cruz ‘g & Santa_Cruz
b4 . S
£ 2?2
£6 =
< <
. "
4 : . 0
3 S & 9
& & S p-value: 0.081408 & 3 o p-value: 0.25364
Ki & & o° s

29

Figura 1. Alfa diversidad (a) entre especies de Scalesia y (b) entre las islas Isabela, San Cristébal

y Santa Cruz.
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Figura 2. Beta diversidad Unifrac Ponderada para las muestras de Scalesia presentes en las islas

Isabela, San Cristobal y Santa Cruz.



Figura 3. Abundancia relativa de las comunidades de hongos de las raices y hojas de Scalesia.
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Figura 4. Abundancias diferenciales entre (a) S. affinis presente en dos islas, y (b) entre las islas

Isabela y Santa Cruz.
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P\ S

Figura 5. Muestreo de las expediciones Pappobolus 2023. (a) ejemplares recolectados. (b) salidas

de expedicidn en alrededores del Pululahua, (c) visitas al herbario del INABIO.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. MAPAS DEL MUESTREO DE LA (a) PRIMERA EXPEDICION DE

SCALESIA EN 2021 Y (b) DE LA EXPEDICION PAPPOBOLUS EN 2023.
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ANEXO 2. PIPELINE EN QIIME2 PARA EL PROCESAMIENTO DE LAS

SECUENCIAS DE HONGOS

Definir escritorio: cd /mnt/c/Users/acg_a/OneDrive/Escritorio/Scalesia/Swithrarefaction2
0. Activar ambiente conda: conda activate qiime2-2023.5
1. Importacion de archivos de secuencias de muestras
qiime tools import \
--type 'SampleData[PairedEndSequences WithQuality]' \
--input-path /mnt/c/Users/acg_a/OneDrive/Escritorio/Scalesia/manifestITS R.txt \
--output-path paired-end-demux-R.qza \
--input-format PairedEndFastgManifestPhred33Vv2
2. Generacion de resumen (summary)
qiime demux summarize \
--i-data paired-end-demux-R.qza \
--0-visualization paired-end-demux-R.qzv
3. Denoising (DADA2)
qiime dada2 denoise-paired \
--i-demultiplexed-seqs paired-end-demux-S.qza \
--p-trim-left-f 6 \
--p-trim-left-r 6 \
--p-trunc-len-f 256 \
--p-trunc-len-r 256 \
--o-table table-dada2-S.qza \
--o-representative-sequences rep-seqs-dada2-S.qza \
--0-denoising-stats denoising-stats-dada2-S.qza

*DEFINIR LIMITES DE LOS EXTREMOS -fy -r SEGUN LO DESEADO LUEGO DE

REVISAR paired-end-demux-R.qzv en QIIME VIEW.
3.2 Generacion de resimenes (Feature table y resumen de la FeatureData)
giime feature-table summarize \
--i-table table-dada2-R.qza \
--o-visualization table-dada2-R.qzv \
--m-sample-metadata-file metadata scalesia-R.tsv

giime feature-table tabulate-seqs \
--i-data rep-seqs-dada2-R.qza \
--o-visualization rep-seqs-dada2-R.qzv

giime metadata tabulate \
--m-input-file denoising-stats-dada2-R.qza \
--o-visualization denoising-stats-dada2-R.qzv

4. Filtrado de secuencias:

qiime feature-table filter-samples \
--i-table table-dada2-S.qza \
--p-min-frequency 30000 \
--o-filtered-table filtered-table-dada2-S.qza
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*DEFINIR EL FILTRADO SEGUN LO DESEADO LUEGO DE REVISAR denoising-
stats-dada2-R.qzv en QIIME VIEW.

*EN ESTE CASO SE ESTABLECIERON FILTRADOS DE 55000 (RAICES) Y 30000
(HOJAS).

4.1 Rarefaction

qiime feature-table rarefy \

--i-table filtered-table-dada2-R.qza \
--p-sampling-depth 30000 \
--p-no-with-replacement \
--o-rarefied-table rarefied-table-R.qza

qiime feature-table summarize \
--i-table rarefied-table-R.qza \
--o-visualization rarefied-graphic-R.qzv

*DEFINIR EL FILTRADO SEGUN LO DESEADO LUEGO DE REVISAR filtered-table-
dada2-S.qza en QIIME VIEW

*SE FILTRARON Y PASARON POR RAREFACCION HASTA 55,000 (raices) Y 30,000
(hojas) RESPECTIVAMENTE PARA REMOVER LAS SECUENCIAS AMBIGUAS Y
OBTENER LA MISMA PROFUNDIDAD DE MUESTREO.

5. Filtrado de rep-seqs
qiime feature-table filter-seqs \
--i-data rep-seqs-dada2-R.qza \
--i-table rarefied-table-R.qza \
--o-filtered-data rarefied-rep-seqs-dada2-R.qza

6. Visualizacion de feature table filtrada:
giime feature-table summarize \
--i-table rarefied-table-R.qza \
--o-visualization rarefied-feature-table-R.qzv \
--m-sample-metadata-file metadata scalesia-R.tsv
#visualizar (opcional)
giime feature-table tabulate-seqs \
--i-data rep-seqs-dada2-R.qza \
--o-visualization rep-seqs-dada2-R.qzv
7. Clasificacion taxonémica: para determinar la composicion taxonémica de las muestras
se asigna taxonomia a las secuencias
qiime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier unite-ver9-99-classifier-29.11.2022.qza \
--i-reads rarefied-rep-seqs-dada2-R.qza \
--o-classification rarefied-taxonomy-unite-ver9-99-R.qza

#visualizar (opcional)

qiime metadata tabulate \
--m-input-file rarefied-taxonomy-unite-ver9-99-R.qza \
--o-visualization rarefied-taxonomy-unite-ver9-99-R.qzv



8. Composicion taxondmica de las muestras con plots de barras
qiime taxa barplot \
--i-table rarefied-table-R.qza \
--i-taxonomy rarefied-taxonomy-unite-ver9-99-R.qza \
--m-metadata-file metadata scalesia-R.tsv \
--o-visualization rarefied-taxa-bar-plots-unite-ver9-99-R.qzv
9. Generar un arbol para analisis de diversidad filogenéticos
qiime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree \
--i-sequences rarefied-rep-seqs-dada2-S.qza \
--o0-alignment rarefied-aligned-rep-seqs-S.qza \
--o-masked-alignment rarefied-masked-aligned-rep-seqs-S.qza \
--o-tree rarefied-unrooted-tree-S.qza \
--o-rooted-tree rarefied-rooted-tree-S.qza
10. Analisis de diversidad alfa y beta
qiime diversity core-metrics-phylogenetic \
--i-phylogeny rarefied-rooted-tree-S.qza \
--i-table rarefied-table-S.qza \
--p-sampling-depth 30000 \
--m-metadata-file metadata scalesia-S.tsv \
--output-dir core-metrics-results
11. Alfa diversidad
qiime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-results/faith pd vector.qza \
--m-metadata-file metadata scalesia-S.tsv \
--o-visualization core-metrics-results/faith-pd-group-significance.qzv
qiime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-results/evenness_vector.qza \
--m-metadata-file metadata scalesia-S.tsv \
--o-visualization core-metrics-results/evenness-group-significance.qzv
12. Beta diversidad
giime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-results/weighted unifrac distance matrix.qza \
--m-metadata-file metadata scalesia-R.tsv \
--m-metadata-column Scalesia sp. \
--0-visualization core-metrics-results/weighted-unifrac-body-site-significance.qzv \
--p-pairwise
qiime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-results/weighted unifrac_distance matrix.qza \
--m-metadata-file metadata scalesia-R.tsv \
--m-metadata-column Scalesia_sp. \
--0-visualization core-metrics-results/weighted-unifrac-subject-group-significance.qzv \
--p-pairwise
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ANEXO 3. CONSTRUCCION DE UN CLASIFICADOR TAXONOMICO CON UNITE

Training the QIIME2 Classifier with UNITE ITS Reference Sequences

# Download files from UNITE (fungal ITS):
https://unite.ut.ee/repository.php
https://doi.plutof.ut.ee/doi/10.15156/B10/2483915

# Import the UNITE reference sequences into QIIME2
qiime tools import \

--type 'FeatureData[ Sequence]' \

--input-path sh_refs qiime ver9 99 29.11.2022.fasta \
--output-path unite-ver9 99 29.11.2022.qza

# Import the taxonomy file

qiime tools import \

--type 'FeatureData[ Taxonomy]' \

--input-path sh_taxonomy qiime ver9 99 29.11.2022.txt \
--output-path unite-ver9-taxonomy 99 29.11.2022.qza \
--input-format HeaderlessTSVTaxonomyFormat

# Train the classifier

qiime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes \
--i-reference-reads unite-ver9 99 29.11.2022.qza \
--i-reference-taxonomy unite-ver9-taxonomy 99 29.11.2022.qza \
--o-classifier unite-ver9-99-classifier-29.11.2022.qza


https://unite.ut.ee/repository.php
https://doi.plutof.ut.ee/doi/10.15156/BIO/2483915
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ANEXO 4. CONSTRUCCION DE LOS ARCHIVOS DE PERFIL DE LAS RAICES Y

HOJAS PARA STAMP

1. Se transform¢ 'table-with-taxonomy.biom' a un archivo de texto .txt, se modific6 la
columna taxonomy en Google Sheets, reemplazando los puntos y comas por comas, y se
guard6é como un archivo .tsv.

2. En Excel, se abrid este .tsv, se delimitaron las casillas por comas para separar la
taxonomia de los hongos en nuevas columnas (Domain, Phylum, Class, Order, Family,
Genus).

3. Se anadieron los valores obtenidos del archivo table.from biom segin las muestras y se
eliminaron las muestras en la metadata que fueron excluidas en los procesos previos.

4. Elarchivo se guardd como el perfil de raices o hojas en un .txt.
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