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RESUMEN

Esta investigacion examina la diversidad bacteriana de nddulos radiculares como estructura
de la relacion simbiotica entre bacterias y las especies Inga leiocalycina e Inga edulis en los
ecosistemas de Varzea y Terra Firme de la Amazonia ecuatoriana. Mediante técnicas de
secuenciacion de nueva generacion y andlisis bioinformaticos, se identificaron diferencias
significativas en la composicion de las comunidades bacterianas fijadoras de nitrogeno entre
ambos ecosistemas, con el género Bradyrhizobium predominando en ambas localidades.
Ademas, se realizaron bioensayos bajo condiciones controladas en invernadero utilizando
indculos bacterianos aislados de estos nddulos para evaluar su impacto en el crecimiento y la
nodulacién de plantulas de frijol, revelando que dos cepas mejoraron significativamente el
desarrollo de las plantulas. Como parte del estudio, se realizd un experimento in situ de
intercambio de plantulas de Inga entre los ecosistemas de Varzea y Terra Firme dentro de la
estacion de biodiversidad Tiputini. Durante la salida, se recolectaron meticulosamente los
nddulos y se tomaron medidas detalladas de cada plantula, incluyendo altura, didmetro del
tallo, y nlimero de hojas y foliolos, entre otros. Los nddulos fueron conservados en tubos con

perlas de silicagel y almacenados en refrigeracion hasta su analisis posterior.

Palabras clave: Amazonia ecuatoriana, nddulos radiculares, genus Inga, bacterias fijadoras

de nitrogeno, bioensayos funcionales, Fabaceae, agricultura sostenible.



ABSTRACT

This research examines the microbial diversity in the root nodules as a structure of the
symbiotic relationship between nitrogen-fixing bacteria and species Inga leiocalycina and
Inga edulis in the Varzea and Terra Firme ecosystems of the Ecuadorian Amazon. Using
next-generation sequencing techniques and bioinformatics analysis, significant differences
were identified in the composition of nitrogen-fixing bacterial communities between both
ecosystems, with the genus Bradyrhizobium predominating in both locations. Furthermore,
bioassays using bacterial inoculates isolated from these nodules were conducted to assess
their impact on the growth and nodulation of bean seedlings, revealing that two strains
significantly enhanced the development of the seedlings. As part of the study, an in-situ
experiment involving the exchange of /nga seedlings between the Varzea and Terra Firme
ecosystems was conducted at the Tiputini Biodiversity Station (EBT). During the fieldwork,
nodules were carefully collected and detailed measurements of each seedling were taken,
including height, stem diameter, and the number of leaves and leaflets, among others. The
nodules were preserved in tubes with silica gel and stored under refrigeration until further

analysis.

Key words: Ecuadorian Amazon, root nodules, genus /nga, nitrogen-fixing bacteria,

functional bioassays, Fabaceae, sustainable agriculture.
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INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La Amazonia, considerada un refugio para la vida silvestre, es un vasto ecosistema que
alberga una inmensa diversidad biologica, desempefiando un papel vital en la regulacion del
clima global y la conservacion de la biodiversidad. Dentro de esta region, arboles del género
Inga destaca como un componente clave de la riqueza vegetal, comprende alrededor de 300
especies de arboles y arbustos distribuidos en América tropical (Rollo et al., 2016), con una
presencia significativa en la cuenca del Amazonas.

Las especies de plantas dentro del género /nga (Familia Fabaceae) son conocidas por sus
asociaciones comunes con las bacterias fijadores de nitrogeno atmosférico (Martins da Costa
et al., 2018), lo que las convierte en importantes contribuyentes a la fertilidad del suelo y al
ciclo de nutrientes en ecosistemas tropicales. Varias especies del genus Inga presentan
estructuras especializadas en sus raices denominadas nodulos. Los nddulos alojan bacterias
fijadoras de nitrogeno del orden de proteobacteria alfa Rhizobiales, como los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium (Tortosa, 2016). Su funciéon es convertir el nitrégeno
atmosférico (N2) en una forma que la planta puede utilizar como amonio o compuestos
organicos nitrogenados, esenciales para la sintesis de proteinas, a cambio las bacterias
reciben compuestos organicos y por la planta (Lyra et al., 2019).

Estudios han demostrado que la formacion de nddulos es un proceso altamente regulado que
implica la comunicacién quimica entre la planta y las bacterias, mediada por sefales
especificas como flavonoides secretados por las raices y los factores de nodulacion
producidos por las bacterias (Isidra-Arellano & Valdés-Lopez, 2022). Sin embargo, la

comprension de la diversidad bacteriana presente en estos nodulos, especialmente en el



contexto de diferentes ecosistemas amazdnicos como Varzea y Terra firme, sigue siendo un
area de investigacion en desarrollo.

La investigacion sobre la identificacion y aislamiento de bacterias fijadoras de nitrogeno ha
sido un area de interés clave en la biologia de la simbiosis planta-microorganismo. Estudios
recientes han utilizado una variedad de enfoques para este propdsito. Por ejemplo, (Wolinska
etal., 2017) emplearon técnicas moleculares, como la secuenciacion de ADN, para
identificar y caracterizar nuevas cepas de bacterias fijadoras de nitrégeno en muestras de
suelo. Ademas, se han utilizado medios selectivos como el medio YMA con red Congo para
el aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno, como demostraron Zhang y colaboradores
(2022) en su estudio sobre la diversidad bacteriana asociada a leguminosas en sistemas
agricolas. La mayoria de los esfuerzos de aislamiento se han centrado en el suelo circundante

y no en los nddulos radiculares.

1.2 Justificacion

La investigacion sobre la dindmica bacteriana en los nédulos de plantulas del genus Inga es
crucial ya que, la comprension de estas interacciones planta-microorganismo no solo
contribuye al conocimiento fundamental de la ecologia y la biologia de la simbiosis, sino que
también tiene importantes implicaciones para la agricultura sostenible y la conservacion de
la biodiversidad en la region amazdnica (Moreno Reséndez et al., 2018). Por otro lado, no se
conoce mucho sobre relaciones entre plantas y microrganismos benéficos en general en la

Amazonia del Ecuador.

1.3 Hipaotesis
Se postula que la diversidad microbiana en los nddulos de /nga exhibiria patrones especificos

entre cada ecosistema, mostrando bacterias presentes en ambos ecosistemas y otras



exclusivas de Varzea o Terra firme. También se hipotetiza que las bacterias fijadoras de
nitrogeno aisladas de estos nodulos tendrian la capacidad de mejorar significativamente el
crecimiento y la fijacién de nitrégeno (nodulacion) en bioensayos con frijol, sugiriendo un
potencial impacto positivo en practicas agricolas sostenibles y en la salud del ecosistema

amazonico.

1.4 Pregunta de investigacion

(Cuales son los patrones de diversidad microbiana presentes en los nodulos de Inga
leiocalycina e Inga edulis en los ecosistemas de Varzea y Terra firme de la Amazonia, y
coémo difieren entre si? Ademas, ;qué bacterias fijadoras de nitrogeno pueden ser aisladas de

estos nodulos, y cudl es su potencial impacto en el crecimiento?

1.5 Marco tedrico

La Reserva de la Biosfera Tiputini, situada en la region amazénica de Ecuador, presenta dos
ecosistemas de bosques amazonicos tropicales con una enorme biodiversidad de especies de
plantas y de animales. Varzea se caracteriza por ser una llanura inundable estacionalmente
debido a su cercania al rio Tiputini, mientras que la Terra firme constituye las zonas elevadas
no inundadas durante el periodo de crecida de los rios. Estos dos ecosistemas presentan
condiciones ambientales contrastantes, como fluctuaciones en el nivel del agua,
disponibilidad de nutrientes y composicion del suelo (Flores Aroni, 2022), lo que conlleva a
diferencias significativas en la biodiversidad y el funcionamiento ecoldgico.

La velocidad de los ciclos biogeoquimicos en selvas tropicales es muy répida debido a las

altas temperaturas y la alta humedad, la fijacion bioldgica de nitrégeno fomenta el



crecimiento y la supervivencia de las plantas en las condiciones mencionadas (Arévalo-
Granda et al., 2023).

El género Inga, perteneciente a la familia Fabaceae, es un grupo diverso de arboles y arbustos
que se encuentran predominantemente en América tropical (Castiblanco Guzman, 2021).
Estas plantas son conocidas por su capacidad para formar simbiosis con microorganismos
beneficiosos, especialmente bacterias fijadoras de nitrogeno y hongos formadores de
micorrizas, que residen en los ndédulos de las raices y contribuyen a la fertilizacion del suelo
y al crecimiento de las plantas. La simbiosis planta-microorganismo es un fendémeno
ampliamente estudiado en la ecologia y la biologia vegetal, donde las plantas establecen
asociaciones mutualistas con diversos microorganismos para obtener nutrientes y mejorar su
resistencia a perturbaciones ambientales (Toniutti, 2020). En el caso de /nga, la simbiosis
con bacterias fijadoras de nitrogeno es clave para su supervivencia en suelos con deficiencias
en algunos macro y micronutrientes.

Los noédulos son estructuras especializadas presentes en las raices de muchas plantas
leguminosas, incluidas las del género Inga, donde se establecen simbiosis con bacterias
fijadoras de nitrogeno (Goncalves et al., 2024). Estos nddulos proporcionan un ambiente
favorable para el crecimiento de las bacterias y la fijacion de nitrégeno atmosférico, que
luego se convierte en amonio (NH4") una forma asimilable por las plantas (Mariduefia et al.,
2022).

El microbioma del suelo se refiere a la comunidad diversa de microorganismos que habitan
en el suelo y desempefian funciones clave en la descomposicion de la materia organica,
reciclaje de nutrientes y la promocion del crecimiento de las plantas (Erice et al., 2019). La

composicion y la diversidad del microbioma del suelo pueden influir en la salud de las plantas



y la productividad del ecosistema, incluida la capacidad de las plantas para formar simbiosis
beneficiosas con microorganismos en sus raices.

Para identificar las comunidades microbianas que habitan en la rizosfera de las plantas del
género Inga se usa secuenciacion de Oxford Nanopore Technologies con dispositivo
Grindlon, es una tecnologia que permite determinar la secuencia de ADN de manera rapida
y eficiente (Rubio et al., 2020), permite analizar el ADN presente en las muestras de suelo
de la Amazonia y, especificamente en sus nodulos. Esta técnica nos brinda la capacidad de
obtener informacion detallada sobre la composicion y diversidad de los microorganismos
presentes en el suelo y las bacterias asociadas a las raices de las plantas, en nuestro caso
dentro de nodulos radicales.

Al utilizar la secuenciacion de nueva generacion buscando el marcador molecular
ribosomal 16S rRNA (region completa), podemos explorar de manera exhaustiva la
diversidad bacteriana y mediante bioinformatica comprender mejor las interacciones entre
las plantas y los microorganismos en los ecosistemas amazonicos. Esto nos permite
identificar patrones de asociacion entre las plantas de /nga y sus bacterias asociadas
(Baldez et al., 2020), y luego comprender como estas interacciones afectan la salud del

suelo y la productividad vegetal en la region amazonica (Eaton et al., 2023).



1.6 Objetivos

Objetivo general
Caracterizacion molecular y funcional de bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas a de
nodulos radicales de individuos del género Inga provenientes de la Reserva de la

biodiversidad Tiputini en la Amazonia ecuatoriana

Objetivos especificos
Identificar y caracterizar las comunidades microbianas presentes en nodulos de individuos
del género Inga provenientes de los ecosistemas de Terra firme y Varzea, en la Reserva de
la Biodiversidad Tiputini.
Aislar bacterias fijadoras de nitrogeno presentes en los nodulos de miembros del género /nga.
Seleccionar y evaluar si los inculos de bacterias obtenidas tienen un efecto positivo sobre el
crecimiento y la fijaciéon de nitrégeno en plantas de frijol cultivadas bajo condiciones

controladas en invernadero.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de Estudio

La Estacion de Biodiversidad Tiputini (EBT), ubicada en la region amazoénica de Ecuador,
en la provincia de Orellana, se encuentra inmersa en uno de los pulmones verdes vitales del
planeta, caracterizado por su exuberante selva tropical himeda con dos ecosistemas

presentes, Terra firme y Varzea (Silva et al., 2010). Con una pluviometria que supera los



4000 mm anuales y una temperatura promedio que oscila entre los 24°C y los 26°C, la
estacion cientifica EBT alberga una vasta variedad de especies vegetales y animales.

La investigacion propuesta se llevara a cabo en la Estacion de Biodiversidad Tiputini, con la
recoleccion de muestras de nddulos radiculares de plantulas del género /nga y la realizacion
de los anélisis de secuenciacion de ADN y bioensayos funcionales en la ciudad de Quito,

capital de Ecuador, aprovechando la infraestructura y recursos disponibles en la USFQ.

2.2 Muestreo en campo.

Figura 1 Disefio experimental en Estacion de Biodiversidad Tiputini (EBT) en la Amazonia
ecuatoriana con los dos sitios de intercambio de plantulas de Inga: El sitio cerca del rio esta
situada en Varzea, mientras que el sitio cerca del icono de la torre de observacion es el sitio

del ecosistema Terra Firme.

En la Estacion de Biodiversidad Tiputini se realiz6 un muestreo los dias 24 y 25 de febrero

del 2024. Durante esta salida de campo, se seleccionaron y georreferenciaron 40 plantulas de
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Inga, 20 plantulas en cada ecosistema de la estacion. Estas plantulas fueron distribuidas
aleatoriamente en dos tratamientos: “control” (C), e “intercambio” (I), cada uno con 10
plantulas. Las plantulas asignadas al tratamiento intercambio, fueron sometidas a un
intercambio entre los ecosistemas. Esto implicé que las plantulas que inicialmente se
encontraban en Varzea fueron trasladadas a Terra firme, mientras que las plantulas de Terra
firme fueron llevadas a Varzea (Figura 1). Este intercambio permitira evaluar el efecto de las
condiciones ambientales en el crecimiento y desarrollo de las plantulas.

En cada plantula se tomaran medidas que incluyeron la altura de la planta, medida desde la
base del tallo hasta el meristemo mas alto, asi como el didmetro del tallo, el nimero de hojas
y foliolos, la presencia de nectarios y hormigas, y se estimara visualmente el nivel de
herbivoria en cada foliolo. También se medira el peso de la plantula sin tierra utilizando una
balanza digital.

Se recolectaron los nédulos cuidadosamente cavando a una profundidad de 10 cm y revisando
entre la hojarasca unos 40 cm desde el centro del tallo a la redonda para captar la mayor
cantidad de raices. Estos nddulos se colocaron en tubos con perlas de silica para su
conservacion en seco. Los nodulos radiculares almacenados con perlas de silica se
almacenaron en una hielera para mantenerlos refrigerados durante todo el viaje. Una vez en
el campus de la USFQ en Quito, las muestras se guardaron en refrigeracion (4°C) hasta su

posterior procesamiento y analisis.

2.3 Extraccion de ADN

Se empleo el kit DNeasy PowerSoil Pro de QIAGEN (EE.UU.). Se comenzo6 lavando los
nddulos con agua destilada y alcohol al 70%, asegurando asi la pureza de nuestras

extracciones. Posteriormente, realizamos una lisis mecanica en los nodulos, utilizando una



combinacion de agitacion con perlas de vidrio y un buffer de extracciéon que contiene
componentes para la disrupcion de las membranas celulares y la liberacion del ADN.
Finalmente, resuspendimos el ADN en agua estéril y procedemos con su cuantificacion para

evaluar la calidad y la cantidad del ADN extraido utilizando Nanodrop.

2.4 Secuenciacion

Se empled la tecnologia de Oxford Nanopore Technology, con interés en el marcador
ribosomal 16S, una region altamente conservada pero lo suficientemente variable como para
permitir la identificacion precisa de procariotas (Pan et al., 2023). La tecnologia de Oxford
Nanopore ofrece ventajas significativas en términos de rapidez, portabilidad y capacidad de
secuenciacion de largos fragmentos de ADN en tiempo real. Al utilizar esta tecnologia, se
logrd obtener secuencias de ADN de alta calidad y buena longitud que nos permitio6 revelar
la diversidad bacteriana asociada a los nodulos radiculares las muestras vegetales. Una vez
obtenidos los datos crudos de la secuenciacion (fastq) se emple6 el software Epi2me (Oxford

Nanopore, UK) para procesarlos datos y obtener el ensamblaje bacteriano.

2.5 Aislamiento de bacterias fijadoras de nitrogeno utilizando microbiologia clasica.

Este proceso se llevo a cabo utilizando técnicas de cultivo bacteriano en medios de agar
diferencial que favorezcan el crecimiento de bacterias capaces de fijar nitrogeno bioldgico.
El aislamiento a partir de los nodulos se llevd a cabo siguiendo un protocolo detallado,
inicialmente, se prepar6 el medio de cultivo YMA (Agar Levadura-Manitol) con Red Congo,
siguiendo los pasos descritos en el protocolo (Guianeya et al., 2008). El medio YMA con
rojo Congo es util para aislar bacterias fijadoras de nitrogeno debido a que el rojo Congo es
un indicador de pH que cambia de color en respuesta a la acidificacion del medio por parte

de las bacterias. Esto permite identificar las colonias que acidifican el medio, indicando una



posible capacidad de fijacion de nitrogeno, ya que la fijaciéon de nitrégeno conlleva la
produccion de acido lactico y acido acético por parte de las bacterias. Ademas, el YMA
proporciona una fuente de carbono y nutrientes adecuada para el crecimiento de estas
bacterias, promoviendo su desarrollo y formacion de colonias distintivas en el medio.

A continuacion, los nédulos previamente obtenidos en la EBT y guardados con perlas de
silicagel fueron desinfectados con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% y lavados con
agua destilada estéril. Luego, se maceraron y se sembraron en el medio de cultivo YMA
mediante el método de estriamiento. Las placas Petri se incubaron a 37 °C durante 3-4 dias.
Una vez trascurrido este tiempo se pudo observar en crecimiento de colonias bacterianas en

el medio de las placas Petri.

2.6 Preparacion de inoculo bacteriano

Para preparar el inoculo bacteriano, de las colonias bacterianas previamente aisladas fueron
seleccionadas 2 cepas y fueron subcultivadas en caldo nutritivo (TSB) e incubadas 48 horas.
Posteriormente, se centrifugd los cultivos bacterianos a 4000-5000 x g durante 10-15 minutos
a temperatura ambiente, lo que permite obtener un pellet bacteriano. El sobrenadante se
descarta con cuidado, asegurando no perturbar el pellet bacteriano (PH & Hoben, 1994). El
pellet se resuspendi6 en 4ml de suero fisioldgico (0.9%) estéril utilizando pipeteo suave para
asegurar una resuspension completa.

La siguiente etapa involucra la medicion de la turbidez o densidad optica a 600 nm (OD600)
con un espectrofotdmetro previamente calibrado utilizando suero fisioldgico como blanco
para establecer el punto cero de absorbancia. La suspension bacteriana se mide para
determinar su OD600, donde una OD600 de 0.1 corresponde aproximadamente a 1x10"8

células/ml (Brockwell etal.,, 1980). Seguidamente, se diluye la suspension con suero



fisiologico para alcanzar la densidad deseada, posteriormente se almacenaron los tubos
falcon con los indculos en refrigeracion a 4°C.

2.7 Bioensayos funcionales en invernadero

Para llevar a cabo los bioensayos, se emplearon 40 semillas de frijol previamente germinadas,
las cuales fueron desinfectadas mediante el uso de agua destilada y posteriormente sembradas
en un semillero. El suelo utilizado en el experimento fue preparado mezclando 90% de arena
y 20% de suelo de Varzea proveniente de la Amazonia, ambos esterilizados en autoclave. Se
establecieron un total de cuatro tratamientos, cada uno con 10 individuos: el primer
tratamiento consistié en suelo autoclavado e inoculado con la cepa bacteriana 1, el segundo
suelo autoclavado e inoculado con la cepa bacteriana 2. El tercer tratamiento fue un control
con suelo autoclavado sin inoculacion bacteriana, y un control adicional en suelo sin
autoclavar. Esta metodologia permiti6 evaluar el efecto de diferentes tratamientos en el
crecimiento y desarrollo de las plantulas de frijol, asi como el papel de las cepas bacterianas
seleccionadas en la promocién del crecimiento vegetal.

Para el riego en los bioensayos, se implementd un método especifico. En los tratamientos
que requerian inoculacion bacteriana, se administré 1 ml de inoculante bacteriano junto con
2 ml de agua. Por otro lado, en los dos tltimos tratamientos control, inicamente se aplicaron
3 ml de agua. El riego se realiz6 cada dos dias para mantener un nivel de humedad adecuado
en el suelo y promover el crecimiento de las plantulas.

Durante la primera semana, se incluyd el inoculante bacteriano en el riego, en la segunda
semana, todas las plantas recibieron un riego uniforme de 3 ml de agua.

Una vez concluidas las 2 semanas se midio la altura de las plantas desde la base del suelo
hasta su altimo foliolo ademas de registrar su biomasa seca, restando su peso fresco de su

peso seco. Se realizo el secado en estufa a 50 °C durante 24 horas.



2.8 Analisis de datos
2.8.1 Ensamblaje microbiano

Con el objetivo de identificar y caracterizar las comunidades microbianas presentes en
nddulos de individuos de Inga leiocalycina e Inga edulis, se realizd el ensamblaje
microbioma utilizando el software CZId. Inicialmente, las secuencias en formato FASTQ
fueron cargadas en el sistema, y se cred un archivo de manifiesto que indicaba el ecosistema
al que pertenecia cada muestra. Luego, se llevo a cabo el preprocesamiento de las secuencias
para eliminar adaptadores y calidad de filtrado. Posteriormente, se realiz6 el ensamblaje de
las secuencias en amplicones utilizando el workflow 16S, que incluye la asignacion
taxonomica. Este proceso permitid caracterizar la composicion y la diversidad del

microbioma presente en las muestras.

2.8.2 Inoculacion en plantas de frijol Toa (Phaseolus vulgaris L.)

Para analizar los datos de los bioensayos, se registraron dos variables principales: la altura
del tallo y biomasa seca de las plantulas. La altura del tallo se midi6 desde el suelo hasta el
ultimo foliolo desarrollado en cada planta, utilizando una regla graduada. Este dato
proporcioné informacion sobre el crecimiento vertical de las plantulas y su desarrollo
estructural. Ademads, se recolectaron las plantas para determinar la biomasa seca, lo que
permitid evaluar el efecto de los diferentes tratamientos en el crecimiento y la produccion de
biomasa de las plantas. Los datos recopilados fueron analizados estadisticamente utilizando
analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas entre los

tratamientos y los controles.
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3. RESULTADOS

3.1 Nodulacion radical del género Inga en ecosistemas Varzea y Terra firme en la EBT
3.1.1 Parametros fenotipicos de plantulas de Inga en situ.

El analisis de plantulas de Inga in-situ mostro que las plantulas mostraron un valor medio de
SPAD de 52.24, reflejando una buena salud foliar. El didmetro medio de tallo fue de 0.97 cm
y el peso promedio de las plantulas se registr6 en 30.83 gramos. Ademas, se observé un
namero promedio de 26.97 foliolos y 29.44 alas foliares por planta. En contraste, en el
ecosistema de Varzea, aunque el valor medio de SPAD fue similar, se not6 una diferencia en
el nimero promedio de hojas tiernas por planta. Por otro lado, el didmetro de tallo y el peso
de las plantulas no mostraron diferencias consistentes entre los ecosistemas, indicando que
estos rasgos podrian estar mas influenciados por factores genéticos de las especies del género
Inga estudiadas que por las condiciones ambientales externas.

El tamafio de muestra fue de 36 plantulas de /nga, la mayoria de las plantulas no presentd
nddulos, con un promedio general de 3.94 nddulos por planta, aunque la desviacion estandar
es alta (9.38), lo que indica una variabilidad considerable. El ecosistema de Varzea mostrd
una mayor nodulacién en comparacion con Terra firme.

Este patron sugiere que el ecosistema de Varzea puede proporcionar condiciones mas
favorables para la nodulacién en comparacion con Terra firme, lo que podria ser debido a
diferencias en la humedad del suelo, composicion de microorganismos o factores
nutricionales que favorecen la simbiosis entre las plantulas de /nga y las bacterias fijadoras

de nitrégeno.

22



3.1.2 Identificacion morfologica al nivel de especie de plantulas del género
Inga.

Para identificar las especies en el campo, se utilizaron caracteristicas morfologicas como la
presencia de nectarios y ases foliares en el tallo, siendo esta ultima indicativa de Inga
auristellae. En Terra Firme, Inga ruiziana mostré6 un aumento en la cantidad bajo el
tratamiento de intercambio con 7 individuos, comparado con 5 en el control. Sin embargo,
Inga auristellae disminuyo6 drasticamente de 6 en el control a solo 1 en el tratamiento de
intercambio.

Como se aprecia en la tabla 1, en Varzea, la situacion fue inversa para Inga auristellae, que
aumentd su nimero bajo el tratamiento de intercambio, pasando de 3 a 7, mientras que /nga

ruiziana mantuvo una cantidad constante de 5 individuos bajo ambos tratamientos.

Tabla 1 Distribucion de especies de /nga bajo diferentes tratamientos en ecosistemas de

Terra Firme y Varzea

Especie Ecosistema | Tratamiento | Cantidad
Inga ruiziana TerraFirme | Control 5
Inga auristellae TerraFirme | Control 6
Inga ruiziana TerraFirme | Intercambio | 7
Inga auristellae TerraFirme | Intercambio | 1
Inga ruiziana Varzea Control 5
Inga auristellae Virzea Control 3
Inga ruiziana Varzea Intercambio | 5
Inga auristellae Virzea Intercambio | 7
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3.1.3 Nodulacion total en Varzea Vs Terra firme.
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Figura 2 Comparacion de nddulos radicales del genus /nga en ecosistemas Varzea y Terra

firme

En total, se recolectaron 80 nodulos en el ecosistema de Varzea y 62 en Terra Firme. La
variacion en el numero de nddulos entre los dos ecosistemas puede ser indicativa de
diferencias ambientales o de manejo que afectan la formacion y el desarrollo de nodulos. Los
datos también revelan una mayor dispersion en el nlimero de nddulos en Vérzea, con algunos
valores que significativamente exceden la media, lo cual podria sugerir variaciones locales
en condiciones de crecimiento o en la interaccién planta-microbio que favorecen una mayor

nodulaciodn en ciertas areas.
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3.2. Composicion bacteriana dentro de nddulos radicales de especies de Inga

3.2.1 Secuenciamiento de comunidades bacterianas dentro de nodulos radicales

de Inga

En la Figura 3 se presenta la abundancia de grupos bacterianos conocidos por sus

capacidades de fijar nitrogeno atmosférico, encontrados en los noédulos radicales de

plantulas del género Inga, secuenciados con el marcador rRNA 16S.

Géneros

Ruminiclostridium |

I Azorhizobium |

’ Anabaena |-

X varzea
X terra firme

Neorhizobium |

Azospirillum

Sinorhizobium |

Clostridium |

| Mesorhizobium

‘ Rhizobium |

| Bradyrhizobium |

10*

102

10° 10° 10°
Numero de Reads

Figura 3. Abundancia de grupos conocidos por sus capacidades de fijar nitrégeno atmosférico,

encontrado en los nodulos radicales de plantulas del género /nga secuenciado con el marcador

rRNA 16* En la caja roja, se encuentran grupos de bacterias fijadoras de nitrogeno por

ecosistema.
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Los resultados muestran una diversidad significativa de géneros bacterianos, con
distinciones claras entre los ecosistemas de Varzea y Terra firme, mostrando cada
ecosistema géneros exclusivos. Anabaena, se encontré inicamente en Varzea, mientras que
Rumirizhobium y Azorhizobium fueron exclusivos de Terra Firme.

En la caja roja, se destacan los grupos de bacterias fijadoras de nitrégeno predominantes
compartidos por los ecosistemas, observandose que los géneros Mesorhizobium, Rhizobium
y Bradyrhizobium son los mas abundantes.

Estos hallazgos subrayan la importancia de estos grupos en la simbiosis de fijacion de
nitrogeno en las plantulas de /nga, lo que podria tener implicaciones para la comprension de

la ecologia y el manejo de estos ecosistemas.

3.2.2 Identificacion molecular de especies de /nga como plantas huésped

Tabla 2 Comparacién de identificacion morfologica y molecular de especies de Inga

Identificacion Identificacion Ecosistema | Tratamiento | Cantidad
morfologica molecular
Inga ruiziana Inga leiocalycina TerraFirme Control 5
Inga auristellae Inga edulis TerraFirme Control 6
Inga ruiziana Inga leiocalycina TerraFirme Intercambio 7
Inga auristellae Inga edulis TerraFirme Intercambio 1
Inga ruiziana Inga leiocalycina Virzea Control 5
Inga auristellae Inga edulis Virzea Control 3
Inga ruiziana Inga leiocalycina Virzea Intercambio 5
Inga auristellae Inga edulis Virzea Intercambio 7

El analisis de secuenciacion de la region completa del 16S, destinado inicialmente para

identificar comunidades microbianas, revel6 también la presencia de reads correspondientes

a especies de plantas. Esto subraya la complejidad y la amplitud del metagenoma en los

ecosistemas estudiados. Se identificaron discrepancias entre la identificacion morfologica y

molecular de especies del género /nga. Individuos morfologicamente clasificados como
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Inga ruiziana fueron identificados molecularmente como Inga leiocalycina, y aquellos
identificados morfolégicamente como Inga auristellae correspondieron molecularmente a
Inga edulis. Estas diferencias se observaron tanto en los tratamientos de control como en
los de intercambio, y fueron consistentes a través de los ecosistemas de Terra Firme y

Varzea.

3.2.3 Identificacion de posibles patogenos dentro de nodulos de Inga

En total, como resultado del analisis de las secuencias obtenidas de muestras de nodulos
radicales, se identificaron 23 géneros patogenos distintos en ambos ecosistemas, con una
diversidad notablemente mas alta en Varzea. Este ecosistema alberga una amplia gama de
patdégenos, con predominancia de géneros como Escherichia, Pseudomonas, y
Staphylococcus, cada uno de los cuales exhibe mas de cinco especies. En contraste, Terra

Firme presenta una distribucion mas moderada, sin un género que supere las cinco especies,



lo que podria indicar condiciones menos favorables para la proliferacion de patdgenos
especificos.

La diferencia en la carga patogena entre los ecosistemas podria estar influenciada por
variaciones ambientales como la humedad, la temperatura y otros factores bidticos y
abioticos que afectan la supervivencia y el crecimiento de estos microorganismos. Ademas,
este patrén sugiere la necesidad de implementar estrategias de manejo diferenciadas que
consideren la carga patdgena especifica de cada ecosistema para mitigar posibles impactos

en la salud de las plantas y los animales, asi como en la salud humana.
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Figura 4 Distribucioén de géneros patégenos por ecosistema. Taxones fueron identificadas
en el andlisis molecular de los nodulos radicales de plantulas del género Inga en los

ecosistemas de bosques neotropicales Varzea y Terra Firme.
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3.3 Bacterias candidatas de fijacion biologica de nitrogeno promueven el crecimiento
inicial de plantulas de frejol

3.3.1 Resultados aislamiento bacterias fijadoras de nitrogeno

Colonias rhizobiales

Figura 5 Aislamiento bacteriano de Rhizobiales en medio selectivo YMA con red Congo

En el laboratorio, se cultivaron un total de cuatro placas de agar utilizando medio YMA +
red Congo para la identificacion especifica de colonias fijadoras de nitrogeno. Se observaron
varias colonias con morfologias variadas. De estas, se destacaron especialmente dos colonias
de la misma placa, las cuales fueron seleccionadas por su similitud fenotipica, indicando un
posible aislamiento mds puro y consistente de los microorganismos de interés (figura 5).

Estas dos colonias seleccionadas se tifieron de rojo, caracteristica que las sefial6 como
candidatas a la fijacion de nitrégeno debido a la interaccioén con red Congo en el medio YMA.

Ambas colonias mostraron una morfologia similar, siendo elevadas y rugosas, lo que sugiere



una estabilidad fenotipica que podria ser indicativa de su capacidad para fijar nitrégeno de

manera efectiva.

3.3.2 Resultados bioensayos funcionales con plantas trampa de frijol en el
invernadero

Los resultados obtenidos de los analisis ANOVA, seguidos por pruebas post-hoc de Tukey,
indican en cuanto a la altura, el tratamiento con el Indculo 2 mostr6 un incremento
significativo comparado tanto con el control de suelo autoclavado como con el control sin

autoclavar. Esto sugiere que el Inoculo 2 tiene un efecto promotor en el crecimiento vertical

de las plantas, figura 6.
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Figura 6 Resultados de altura (cm)

Para la biomasa, los resultados también destacan la efectividad del Inoculo 2, que no solo
super6 al control de suelo autoclavado, sino también al control de suelo no autoclavado,

indicando un impacto positivo notable en el desarrollo de biomasa. Sin embargo, no se



observaron diferencias significativas entre el Inoculo 1 y los controles, lo cual puede implicar

una menor eficacia de este indculo en comparacion con el Indculo 2, figura 7.
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Figura 7 Resultados biomasa seca (g)

Los analisis también revelaron que la biomasa generada en condiciones de suelo autoclavado
supera la del suelo sin autoclavar, un hallazgo que sugiere la influencia de la esterilizacion
del suelo en la disponibilidad de nutrientes y la competencia microbiana. La autoclave, al
eliminar microorganismos competidores y patégenos, podria estar facilitando un ambiente
donde las plantas pueden aprovechar mas eficientemente los recursos sin la interferencia de

la biota del suelo que normalmente competiria por estos recursos.
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DISCUSION

La salida de campo nos permitio averiguar que, aunque el diametro del tallo y el peso de las
plantulas no variaron significativamente entre los ecosistemas, la nodulacion fue mayor en
Vérzea, con un promedio de 3.94 nodulos por planta y una desviacion estandar alta, indicando
una considerable variabilidad. Este patron sugiere que el ecosistema de Varzea podria ofrecer
condiciones mas favorables para la nodulacion, figura 2, posiblemente debido a diferencias
en la humedad del suelo, la composicion de microorganismos o factores nutricionales.
Mientras que la identificacion morfoldgica clasificé a ciertos individuos como Inga ruiziana
y Inga auristellae, 1a identificacion molecular los identificoé como Inga leiocalycina e Inga
edulis, respectivamente, tabla 2. Estas discrepancias fueron consistentes en ambos
ecosistemas y bajo diferentes tratamientos.

El andlisis de la composicion bacteriana, figura 3, dentro de los nédulos radicales mostr6 que
géneros como Bradyrhizobium, Rhizobium y Mesorhizobium eran abundantes en ambos
ecosistemas, con Bradyrhizobium sobresaliendo en términos de fijacion de nitrégeno. Sin
embargo, otros géneros como Anabaena fueron exclusivos de Varzea, mientras que
Rumirizhobium y Azorhizobium fueron exclusivos de Terra firme.

La identificacion de posibles patogenos, figura 4, dentro de los nddulos reveld una mayor
diversidad patogena en Varzea, destacando la necesidad de estrategias de manejo
diferenciadas para mitigar los posibles impactos en la salud de las plantas y los animales.
La figura 5 muestra el aislamiento exitoso de colonias fijadores de nitrégeno en medio YMA
con red Congo. Este colorante es util para diferenciar colonias en base a su capacidad de
visualizar un cambio de pH, que a menudo se relaciona con el metabolismo de los

carbohidratos por parte de las bacterias. Las colonias rojas visibles sugieren la presencia de
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bacterias que pertenecen al orden Rhizobiales, un grupo conocido por su capacidad para fijar
nitrdgeno en simbiosis con plantas. Géneros como rhizobium, bradyrhizobium,
sinorhizobium, azorhizobium, neorhizobium y mesorhizobium fueron obtenidos en la
secuenciacion, figura 3, lo que sugiere que en los indculos preparados se encuentra alguna
de estas bacterias.

Los suelos autoclavados, al ser esterilizados, eliminan microorganismos y factores bidticos
que podrian influir en los resultados, proporcionando un medio mas controlado para estudiar
efectos especificos de tratamientos o adiciones experimentales. Sin embargo, este tipo de
suelo puede alterar algunas propiedades fisico-quimicas, lo que podria afectar la
interpretacion de los resultados en un contexto ambiental real (Smith y Jones, 2020). Por otro
lado, el uso de suelos no autoclavados como controles refleja mas fielmente las condiciones
naturales, permitiendo una evaluacion mas realista de la dindmica bacteriana y de nutrientes
(Doe et al., 2019).

En la figura 6 apreciamos que la altura de las plantas fue significativamente influenciada por
la aplicacion de los indculos bacterianos, lo cual sugiere un potencial efecto positivo de las
bacterias fijadoras de nitrégeno en la promocion del crecimiento de las plantas de frijol sobre
todo del inoculo 2. Estos resultados son consistentes con estudios previos que han
demostrado la capacidad de las bacterias fijadoras de nitrdgeno para estimular el crecimiento
vegetal mediante la produccion de hormonas vegetales y la mejora de la disponibilidad de
nutrientes en el suelo (Smith & Goodman, 1999), (Gadelha et al., 2017).

La diferencia en la biomasa seca mostrada en la figura 7, entre los tratamientos también fue
estadisticamente significativa, lo que indica que la aplicacion de los indculos bacterianos
afecto la cantidad de masa vegetal producida por las plantas de frijol. Este resultado sugiere

que las bacterias fijadoras de nitrégeno podrian estar mejorando la eficiencia en la absorcion
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de agua y nutrientes por parte de las plantas, lo que se traduce en un mayor crecimiento y
desarrollo vegetal (Ahmad et al., 2022).

Durante el desarrollo de los bioensayos, no se observé nodulacion en las raices de las plantas
de frijol. Esta ausencia de nodulacion podria estar relacionada con la esterilizacion del suelo,
que podria haber eliminado microorganismos nativos del suelo necesarios para la
colonizacién y nodulacién por parte de las bacterias fijadoras de nitrogeno(Sanchez-
Catiizares et al., 2017). Investigaciones previas han demostrado que la esterilizacion del
suelo puede afectar negativamente la formacion de nddulos en las plantas leguminosas al
eliminar microorganismos simbidticos beneficiosos y desequilibrar la comunidad microbiana
del suelo (Bouhmouch et al., 2005). Por lo tanto, la falta de nodulacién en las plantas de ftijol
en este estudio podria atribuirse a la falta de microorganismos nativos en el suelo
autoclavado, lo que subraya la importancia de mantener la integridad del microbioma del
suelo en estudios futuros. Seria interesante la inclusion de un tratamiento adicional que
involucre suelo no autoclavado con un indculo bacteriano proporciona una oportunidad para
entender mejor la interaccion entre los microorganismos introducidos y la comunidad
microbiana nativa, crucial para aplicaciones en campo (Brown y Green, 2021). También

aumentar el tiempo de los bioensayos podria tener efectos positivos para inducir nodulacion.

34



CONCLUSIONES

La investigacion presentada proporciona avances significativos en la comprension de la
ecologia y el potencial microbioldgico de las comunidades bacterianas asociadas con nddulos
de Inga en diferentes ecosistemas de los bosques Neotropicales, como Terra firme y Varzea.
El secuenciamiento utilizando Oxford Nanopore GrindION ha revelado que existen géneros
fijadores de nitrogenos presentes en ambos ecosistemas siendo Bradyrhizobium el que
domina en la fijacion de nitrégeno (FBN), también se confirma que existen algunos géneros
exclusivos de cada ecosistema.

Los bioensayos indican que es posible cultivar bacterias candidatas para la FBN utilizando
medios diferenciales, y que indculos bacterianos preparados a partir de estos aislados pueden
estimular significativamente el crecimiento y la biomasa seca en plantulas de frijol. Este
efecto prometedor subraya el potencial de aplicar in6culos bacterianos en la agricultura para
mejorar el rendimiento de los cultivos mediante la mejora de la FBN.

Mirando hacia el futuro, es crucial secuenciar las colonias aisladas de los bioensayos para
identificar con precision las cepas mas efectivas y repetir los bioensayos para validar los

resultados.
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