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RESUMEN
El microbioma rizosférico de plantas endémicas desempefia un papel clave en su adaptacion y
resiliencia ecoldgica. En este estudio, se investigo la diversidad bacteriana asociada a la
rizosfera del tomate endémico Solanum cheesmaniae en tres islas del archipiélago de las Islas
Galapagos: Fernandina, Isabela y Santa Cruz. Se establecié un biobanco bacteriano a partir del
aislamiento de 46 diferentes morfotipos cultivables, clasificados mediante morfologia
macroscopica y basado en los resultados de la prueba de tincion de Gram, destacando una
predominancia del género Bacillus Gram positivos en forma de baston. El analisis
metagendémico tipo Shotgun como técnica molecular no dependiente de cultivo reveld
diferencias significativas en la composicion microbiana completa de la rizosfera del tomate
endémico. La diferencia del microbioma rizosférico en la isla Fernandina, al ser una isla no
habitada y joven con géneros dominantes como Streptomyces, Lentzea y Rubrobacter, fue
diferente de las otras dos islas. Ademas, se observO un enriquecimiento diferencial en la
composicién bacteriana en la rizosfera de S. cheesmaniae, en comparacién con el suelo
circundante, evidenciando una seleccién microbiana mediada por la planta bajo condiciones
naturales. Estos hallazgos y el biobanco abren la posibilidad del screening del potencial
funcional de bacterias asociadas al microbioma rizosférico del tomate endémico en ecosistemas

insulares, con implicaciones en beneficio a su conservacion y aplicacion biotecnologica.

Palabras clave: Microbioma, Rizésfera, Tomate endémico, Solanum cheesmaniae,

Biobanco, Islas Galapagos



ABSTRACT
The rhizosphere microbiome of endemic plants plays a key role in their adaptation and
ecological resilience. In this study, the bacterial diversity associated with the rhizosphere of
the endemic tomato Solanum cheesmaniae was investigated on three islands of the Galapagos
archipelago: Fernandina, Isabela and Santa Cruz. A bacterial biobank was established from the
isolation of 46 different culturable morphotypes, classified by macroscopic morphology and
based on the results of the Gram test, highlighting a predominance of the rod-shaped Gram-
positive Bacillus genus. Shotgun metagenomic analysis provided a non-culture-dependent
molecular technique which revealed significant differences in the overall microbial
composition of the endemic tomato rhizosphere. The difference in the rhizosphere microbiome
on Fernandina Island, being an uninhabited and young island with dominant genera such as
Streptomyces, Lentzea and Rubrobacter, was different from the other two islands. Furthermore,
a differential enrichment in bacterial composition was observed in the rhizosphere of collected
S. cheesmaniae individuals, compared to the surrounding soil, evidencing plant-mediated
microbial selection under natural conditions. Our findings and the established biobank open up
the possibility of screening the functional potential of bacteria associated with the rhizosphere
microbiome of the endemic tomato in the island ecosystem, with implications for the benefit

of its conservation and future biotechnological application.

Key words: Microbiome, Rhizosphere, Endemic tomato, Solanum cheesmaniae, Biobanking,

Galapagos Islands
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INTRODUCCION

El origen de las plantas terrestres fue posible gracias a relaciones de simbiosis microbiana,
marcando una transicion evolutiva clave que involucré microorganismos como los hongos
micorrizicos arbusculares y bacterias fijadoras de nitrogeno del género Rhizobium (Hartman et
al., 2023). Estas interacciones simbioticas jugaron un papel fundamental en la adaptacion y
supervivencia de las plantas en condiciones edéficas limitantes, sentando las bases para la vasta
diversidad vegetal que observamos hoy en dia en el planeta. Algunas especies vegetales
lograron colonizar amplios habitats, mientras que otras coevolucionaron en nichos especificos.
En las Islas Galdpagos, por ejemplo, las especies endémicas de tomate Solanum cheesmaniae
y Solanum galapagense han desarrollado adaptaciones especificas a su entorno, que favorecen
su nutricidn, resistencia a condiciones adversas y tolerancia al estrés ambiental (Gibson et al.,
2021). No obstante, la alteracion de estos ecosistemas, sumada a la introduccion de especies
invasoras representa una amenaza importante para su estabilidad ecolégica.

Las Islas Galapagos son un archipiélago volcanico que se encuentra aproximadamente a 1000
km de la costa ecuatoriana. Sus islas se originaron por la actividad volcanica de una regién de
intenso calor en el manto terrestre, especificamente en la placa de Nazca, la cual se mueve en
la direccidn sureste, explicando el patron de las Islas Galapagos con las islas méas jovenes en el
Noroeste del archipiélago, mientras que las islas con mayor edad se encuentran situadas en el
Sureste (Addison et al., 2013). Esta compuesta por 13 islas principales, 5 islas pequefias, mas
de 100 islotes y rocas. Posee variaciones influenciadas por su topografia, corrientes oceanicas
y vientos. Desde enero a mayo predomina la temporada calida y seca, mientras que de junio a
diciembre mantiene temperatura fria con humedad (Fundacién Charles Darwin, s.f.). Estas
condiciones provocan llovizna en las zonas altas y dejan el resto del archipiélago casi seco,
formando zonas climaticas distintas como areas himedas y secas con una zona intermedia

(EOSEcuador, s.f.; Fundacion Charles Darwin, s.f.). A partir de su formacion, han sido
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colonizadas por especies que llegaron por dispersion aérea, flotacion marina o transporte por
aves. Este aislamiento ha favorecido procesos de especiacion y la aparicion de especies
endémicas con adaptaciones unicas (Hickman, 2009). Por ello, el archipiélago es considerado
un laboratorio natural ideal para estudiar evolucion, colonizacién biologica y seleccion natural,
tal como lo observo Charles Darwin en su teoria (Salinas de Leon, 2020).

En las Islas Galapagos, existen dos especies endémicas de tomates: S. cheesmaniae y S.
galapagense, y dos especies introducidas: el tomate silvestre nativo del sur de Ecuador, S.
pimpinellifolium, y las variedades del tomate moderno cultivable Solanum lycopersicum. Las
especies endémicas se han visto vulnerables debido a un alto potencial de desplazamiento o
extincion ocasionado por desarrollo urbano, la expansion de especies invasivas dentro del
Parque Nacional Galapagos y pérdida de integridad genética dada por la hibridacién entre
especies endémicas o0 nativas, e introducidas. La hibridacion se da por el solapamiento de
habitat, morfologia florar similar, y polinizadores compartidos entre especies endémicas e
introducidas (Gibson et al.,2021). La IUCN ha designado a S. cheesmaniae como especie “casi
amenazada” (NT), la cual representa un estado de conservacion otorgado a una especie que
segun sus estandares globales se encuentren en una etapa antes del peligro de extincion en un
futuro cercano (Charles Darwin Foundation, 2025).

S. cheesmaniae se ha adaptado a entornos hostiles como suelos aridos, volcanicos, rocosos y
salados y habitan en rango altitudinal de aproximadamente 5-1478 msnm a una temperatura
entre 17.1-25 °C (Pailles et al., 2020). Es por esto que se destacan como una fuente valiosa de
variacion genética enfocada a tolerancia a estrés (a)biotico (Ramirez et al., 2021). Sin embargo,
varias investigaciones se han centrado en la evolucion y genética de la planta, por lo cual surge
un nuevo enfoque hacia el microbioma asociado a la planta, ya que se ha evidenciado que
brinda efectos positivos en el crecimiento, desarrollo y salud de la planta (Flores et al., 2023).

El término microbioma se refiere a las comunidades de microorganismos (bacterias, hongos,
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argueas, virus, entre otros) que habitan un entorno especifico, junto con sus genomas,
metabolitos y las interacciones que establecen entre si en un entorno especifico (Berg et al.,
2020). En plantas, el microbioma es moldado por laliberacion de exudados radiculares que
moldean la estructura de las comunidades microbianas en la rizosfera, una zona del suelo
directamente influenciada por las raices, que contiene una actividad microbiana mucho mas
alta que el suelo circundante (Berendsen et al., 2012; Philippot et al., 2013). Los
microorganismos en el suelo muestran relaciones interdependientes con la planta. Promueven
el crecimiento vegetal con la produccion de fitohormonas como auxinas, citoquininas,
reguladores del crecimiento vegetal, compuestos antimicrobianos y sideréforos para
incrementar la disponibilidad de nutrientes (Chen, et al. 2022).

En este contexto, se establecen relaciones mutualistas entre micro-simbiontes, como las
bacterias fijadoras de nitrégeno (por ejemplo, Rhizobium) y los hongos formadores de
micorrizas arbusculares, que proporcionan nutrientes a la planta a cambio de compuestos
carbonados sintetizados por su proceso de fotosintesis (Smith & Read, 2008).La comparacion
entre el microbioma de la rizosfera y el suelo circundante es interesante porque podria revelar
si la rizésfera alberga comunidades microbianas mas especializadas, adaptadas a las sefiales
quimicas de las raices, mientras que el suelo circundante actia como un reservorio microbiano
mas generalista (Fierer, 2017). Esta interaccién planta-microbioma representa un sistema
interdependiente que es clave para aplicaciones agricolas, mediante cultivos asistidos con
microbiomas especializados a fenotipos vegetales deseados (Raaijmakers & Kiers, 2022).

Bajo esta perspectiva, el microbioma es un reservorio de microorganismos con funciones clave
para la supervivencia y adaptacion de las plantas. Razon por la cual generar un repositorio de
estos microorganismos permitiria su preservacion y almacenamiento enfocadas a la

investigacion con el fin de poder caracterizarlas para descubrir su posible funcionalidad o
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aplicacion en la conservacion, manejo de recursos geneticos y uso eficiente de fuentes
bioldgicas (Galapagos Science Center, 2022).

En este sentido, la presente investigacion se propone explorar las bacterias que conforman el
microbioma de la rizésfera de Solanum cheesmaniae en poblaciones naturales en varias islas
Galapagos. En primer lugar, se busca caracterizar las bacterias cultivables de la rizosfera,
mediante la creacién de un biobanco de cepas bacterianas, identificando sus morfologias,
contando las colonias y clasificandolas mediante tincion de Gram, lo que ofrece una primera
aproximacion a la diversidad microbiana presente. En segundo lugar, se busca determinar la
variacion en la composicion microbiana rizosférica de S. cheesmaniae entre individuos
muestreados en las islas Fernandina, Isabela y Santa Cruz, considerando posibles influencias
ambientales y geograficas.

Finalmente, se compara el microbioma de la rizosfera con el del suelo circundante con el fin
de evaluar la influencia de las raices sobre la estructura microbiana del suelo e identificar un
posible enriquecimiento microbianos mediado por la planta huésped. Para los dos Gltimos
objetivos, se utiliza secuencias generadas mediante Shotgun metagenomics para analizar la
beta diversidad para identificar posibles diferencias significativas entre la composicion del
microbioma, asi como las abundancias relativas para reconocer los diversos grupos
taxonomicos e.g. género de bacterias predominantes y relacionarlo con posibles efectos

funcionales en la planta.
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METODOS

2.1 Recoleccién de muestras en campo en las Islas Galadpagos

Se recolectaron muestras del tomate S. cheesmaniae de poblaciones naturales de las islas
Fernandina, Isabela y Santa Cruz en las Islas Galédpagos en mayo del 2024 (Anexo 1). Se
muestreo la rizosfera y el suelo circundante de 21 individuos. Para las muestras de rizésfera se
recolectaron raices de aproximadamente 10 cm con suelo adherido y se las colocaron en 5 mli
de la solucion de DNA/RNA Shield (Zymo Reasearch, USA) con glicerol al 40%. La misma
solucion se utiliz6 para las muestras de suelo circundante. Todas las muestras se almacenaron
en coolers con icepacks en el campo refrigeraradas a 4°C de noche. Todas muestras fueron
transportados a los laboratorio de la Universidad San Francisco de Quito en Quito donde se

almacenaron a -20°C

2.2 Creacion de Biobanco de bacterias

Se prepararon medios de cultivo sélido TSA (Tryptic Soy Agar) al 10%, suplementado con 50
mg/L de natamicina, un antifungico utilizado para inhibir el crecimiento de hongos, los cuales
fueron esterilizados en autoclave por 20 minutos a 121 °C. Estos medios fueron dispensados
en cajas Petri estériles bajo condiciones asépticas. Para la preparacién de las diluciones, se
colocaron 900 pL de agua peptonada estéril en tubos de ensayo y se afiadieron 100 pL de la
muestra de rizosfera, obteniendo diluciones seriadas de 1072, 10 y 10*. Se sembraron dos
diluciones por cada muestra, las cuales fueron seleccionadas en funcion de la densidad esperada
de microorganismos. Las placas fueron incubadas durante 72 horas a 37.5 °C. El crecimiento
microbiano fue evaluado mediante conteos a las 24, 48 y 72 horas post-siembra. Las colonias
con morfologias distintas fueron seleccionadas en base a diferencias de color, textura y forma,
y resembradas. Este proceso se realizo tomando una colonia con un palillo estéril y colocandola

en nuevas cajas petri con medio de TSA, esparcidas con un cotonete estéril y estriadas. Estas
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colonias aisladas fueron mantenidas en incubacion por 24 h. Este procedimiento se replico para
un total de 15 muestras de rizosfera, cinco muestras de cada isla muestreada. Finalmente, los
aislamientos puros fueron preservados en crioviales con 600 uL de glicerol al 40% y 900 uL
de medio TSB (Tryptic Soy Broth). Las muestras fueron almacenadas en congelacién para su

conservacion a largo plazo, archivadas en el biobanco en las neveras de la USFQ.

2.3 Caracterizacion bacterias con la prueba de tincién Gram

Para la tincion de Gram, se preparé un frotis bacteriano con solucién salinas sobre un
portaobjetos, el cual se dejo secar al aire y se fijo mediante calor. Posteriormente, se aplicd
cristal violeta durante un minuto como colorante primario, seguido de un enjuague suave con
agua destilada. Luego se afiadié lugol como mordiente durante un minuto, y se enjuagd
nuevamente. El frotis fue decolorado con alcohol-acetona durante 5 a 10 segundos y se enjuago
inmediatamente con agua para detener la accién del decolorante. Finalmente, se aplic
safranina como colorante de contraste durante un minuto, se enjuagé con agua y se dejo secar
al aire. La observacion se realiz6 al microscopio 6ptico con aceite de inmersion con el objetivo

100x.

2.4 Extraccion de ADN y secuenciamiento metagenomico

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio del Instituto de Microbiologia de la USFQ en
el campus en Cumbaya. Se sometieron las muestras en el vortex por dos minutos con el fin de
liberar el suelo adherido. Posteriormente, las raices se separaron en otros tubos con solucién
PBS. ElI ADN total de las muestras de rizésfera y del suelo circundante se extrajo el con el kit
“ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit” (Zymo Research Corp., USA), de acuerdo con el
protocolo del proveedor. Las muestras liofilizadas fueron enviadas a Zymo Research para
secuenciar el ADN total mediante metagendémica Shotgun de ZymoBIOMICS utilizando la

plataforma NovaSeqTM 6000 de Illumina (Zymo Research Corp., USA). Las lecturas crudas
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obtenidas fueron recortadas utilizando Trimmomatic 0.33 lo que removio las fracciones con
baja calidad y los adaptadores moleculares (Bolger et al., 2014). Asimismo, se utilizo el sistema
Centrifuge para la clasificacion de los microorganismos a partir de las secuencias

metagendmicas (Kim, et al., 2016).

2.5 Andlisis bioinforméatico

A partir del secuenciamiento metagenomico, se utilizd R studio con el paquete de Phyloseq
para generar graficas de la abundancia relativa de las bacterias, comparando la rizosfera y con
el suelo circundante de individuos de S. cheesmaniae muestreadas en poblaciones naturales de
las tres islas. De igual manera, se evaluo la beta diversidad mediante una matriz de distancia
Bray-Curtis, su significancia se evalu6 con PERMANOVA con un valor p de 0.05 con R studio.
La beta diversidad comparé la composicion del microbioma entre islas y diferenciando entre

rizosfera y suelo circundante de cada isla.
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RESULTADOS

3.1 Aislamiento y creacidn biobanco de bacterias de la rizosfera de S. cheesmaniae

Se presenta el nimero de colonias bacterianas aisladas de la rizosfera de S. cheesmaniae en
tres islas del archipiélago: Fernandina, Isabelay Santa Cruz, tras un conteo en 24, 48y 72 horas
(Figura 1). Se observa que Isabela present6 la mayor riqueza microbiana, con un nimero de
colonias mas alto (157), mientras que Santa Cruz muestra la menor. Por su parte, Fernandina
exhibe un patron de crecimiento escalonado y progresivo a lo largo del tiempo. En todas las
islas, la mayor parte del crecimiento microbiano ocurre entre las 24 y 72 horas, con un nimero
similar de colonias en ambos periodos. Sin embargo, a las 48 horas se observa una disminucion

relativa del crecimiento en Isabela y Santa Cruz, mientras que en Fernandina aumenta.

3.2 Agrupacién bacterias candidatas del biobanco mediante la prueba de tincion Gram

Con el fin de poder agrupar las bacterias candidatas representando los 46 diferentes morfotipos
del screening original, se ejecuté una prueba de tincion de Gram para poder mejorar las
observaciones microscopicas para poder clasificar la morfologia de cada colonia respecto a la
forma y el color de la colonia después del contacto con la solucién de la tincién Gram. Los
resultados de esta prueba, cuales se detallan en la Tabla 1, clasificando un grupo de 27
bacterias candidatas que correspondieron a bacterias Gram positivas, y otro grupo de 19
candidatas de bacterias Gram negativas. Basandonos en la forma de las bacterias, se pudo
observar una predominancia de la morfologia bacilar en ambos grupos. La mayor riqueza
morfotipica se registré en Santa Cruz, con un total de 18 morfotipos, seguida por Fernandina e
Isabela, cada una con 14 distintos morfotipos. Es interesante mencionar que en Santa Cruz se
observaron tanto bacilos Gram positivos como negativos, y Santa Cruz fue la Unica isla con

una presencia exclusiva de cocos Gram positivos.
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3.3 Identificacion molecular de bacterias asociadas a la rizosfera de S. cheesmaniae.
3.3.1. Composicion bacteriana de la rizosfera de S. cheesmaniae entre islas.
Con el fin de poder identificar las bacterias asociadas a la rizésfera de individuos del tomate
endémico S. cheesmaniae en su entorno natural de poblaciones existentes en las islas
Fernandina, Isabela, y Santa Cruz, sin depender de la posibilidad de cultivarlas en cajas Petri,
ejecutamos un analisis molecular a partir del secuenciamiento metagendmico de las muestras.
En cuanto a la composicion del microbioma de la rizosfera de S. cheesmaniae entre islas, el
analisis de abundancia relativa (Figura 2) del microbioma revelé una composicion bacteriana
dominada por los géneros Streptomyces: 19% en Fernandina y 14.5% en lIsabela, Lentzea:
11.8% en Fernandinay 19.5% en Isabela, y Rubrobacter: 21.6% en Santa Cruz. Esto demuestra

que la distribucion de estos géneros vario entre islas.

Para evaluar la diversidad beta (Figura 3), se realizé un analisis de coordenadas principales
(PCoA) basado en distancias de Bray-Curtis. Este analisis mostrd una clara separacion de las
comunidades bacterianas entre islas, con diferencias estadisticamente significativas (p = 0.001)
basado en un andlisis de PERMANOVA. Los puntos correspondientes a las muestras de
Fernandina se agruparon de manera distinta respecto a los de Isabela y Santa Cruz. De forma
mas especifica se realiza una comparacion por pares de cada isla en la que Fernandina se
muestra diferencia significativa con Santa Cruz con un valor p de 0.001 y con Isabela con

p=0.003.

3.3.2. Enriquecimiento bacteriano diferencial de la rizosfera de S. cheesmaniae

Comparando el microbioma de S. cheesmaniae entre la rizosfera y suelo circundante, la
abundancia relativa (Figura 4) muestra un patron repetido en el incremento de géneros como
Streptomyces y Lentzea. En contraste, el genero Solirubrobacter, Reyranellay QHXNO1 (de la

familia Pyrinomonadaceae) mostrd una reduccion en la rizosfera, indicando que su presencia
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estd mas asociada al suelo circundante. Asimismo, la comparacion entre la composicion
microbiana entre rizosfera y suelo circundante evaluada por analisis PCoA sugiere una
diferencia estadisticamente significativa entre las comunidades bacterianas de la rizosfera y las

del suelo circundante (p = 0.002), ver Figura 5.
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DISCUSION

El numero y el patron de crecimiento de las colonias bacterianas en la rizosfera de S.
cheesmaniae difirieron entre las islas Fernandina, Isabela y Santa Cruz) (Figura 1), lo que
sugiere variaciones en la riqueza microbiana asociada al suelo y/o al microclima local. Isabela
presentd la mayor cantidad de colonias, posiblemente debido a una mayor disponibilidad de
nutrientes (Philippot et al., 2013), mientras que Santa Cruz mostr6 la menor, probablemente
por suelos pobres en materia organica 0 mayor presion antropica, factores que reducen la
diversidad microbiana (Van der Heijden et al., 2008). El crecimiento progresivo observado en
Fernandina podria reflejar una comunidad especializada y adaptada a las condiciones extremas
de esta isla joven y volcénica (Hadland et al., 2024).

Se asilaron 46 morfotipos bacterianos con base en caracteristicas fenotipicas macroscopicas,
aun utiles ante la falta de herramientas moleculares (Madigan et al., 2019). La creacion del
primer biobanco rizosférico en este habitat extremo ofrece una base para investigaciones
funcionales y taxondémicas futuras. La mayoria de los morfotipos aislados fueron Gram
positivos (n=27), principalmente bacilos, lo cual concuerda con su prevalencia en suelos
extremos. Actinomycetota, especialmente, muestra adaptaciones como esporulacion y
produccion de metabolitos secundarios especializados a defensa bidtica como antibiéticos y
toxinas (Carrol et al., 2016; Ventura et al., 2007).

A pesar de que el aislamiento y cultivo bacteriano permite obtener un biobanco
representativo una fraccion de la comunidad bacteriana de la rizosfera de S. cheesmaniae, se
reconoce que solo una pequefia proporcion del total de las bacterias es cultivable. Esta
limitacion destaca la importancia de implementar técnicas moleculares como de secuenciacion
y metagenomica con el fin de acceder a una perspectiva mas completa de la composicion de la

comunidad bacteriana (Kapinusova et al., 2023).
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Los andlisis de abundancia relativa una diferencia significativa en la composicion del
bacterioma rizosférico de Solanum cheesmaniae de las tres islas. La mayoria de los géneros
mas abundantes pertenecen al filo Actinomycetota, incluyendo Streptomyces, Lentzea,
Pseudonocardia, Nocardioides, Microbacterium y Amycolatopsis (Figura 2) conocidos por su
tolerancia a suelos extremos, produccion de metabolitos secundarios y beneficios a plantas
hospedadoras (Ventura et al.,, 2007). La composicion microbiana estd determinada por
multiples factores, incluyendo la fertilidad del suelo, el clima, la geografia y la actividad
humana. En este caso, la alta abundancia de Actinomycetota podria estar relacionada con el
estado fisioldgico de maduracion de las plantas, etapa en la que este filo suele ser mas frecuente
(Ajilogba et al., 2022).

Por otro lado, los géneros restantes corresponden a miembros del filo Pseudomonadota,
como Bradyrhizobium y Sphingobium, los cuales estdn comunmente asociados a procesos
benéficos como la fijacion de nitrogeno bioldgico, desnitrificacion, degradacion de compuestos
organicos complejos y promocion del crecimiento vegetal (Jones et al., 2016; Boss et al.2022).

La dominancia de los géneros Streptomyces, Lentzea y Rubrobacter es variable entre
islas, lo que sugiere una seleccion positiva relacionada con sus funciones de promocion del
crecimiento vegetal y tolerancia a estrés. Streptomyces represent6 el 19% en Fernandina y el
14.5% en lIsabela; su capacidad para producir antibiéticos, sideroforos y fitohormonas podria
ser ventajosa para contrarrestar fitopatégenos en suelos volcanicos jévenes y pobres en materia
organica (Hu et al., 2020). Por su aprte, la mayor proporcién de Lentzea (19.5%) en Isabela,
indica la presencia de microorganismos capaces de sintetizar compuestos bioactivos con
actividad antibacteriana, antifangica y siderdéforos, que se relacionan con resistencia a estrés
biodtico y abidtico (Maiti & Mandal, 2022). En Santa Cruz predomin6 Rubrobacter (21.6%),
género caracteristico de ecosistemas extremos por su alta tolerancia a la radiacion ionizante y

la desecacion; ademas puede favorecer a la planta mediante la tolerancia a estrés abiotico,
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promocion del crecimiento en ambientes aridos, y el ciclaje de azufre, nitrégeno y fosfato en
el suelo (Chen et al., 2021). Esta isla, al presentar condiciones mas alteradas por el impacto
humano, podria favorecer géneros que contribuyen a la resiliencia del sistema vegetal ante
perturbaciones.

Las comparaciones entre islas revelan diferencias significativas en la composicién
microbiana entre Fernandina y las islas Isabela y Santa Cruz, lo que refleja la influencia de
factores geograficos, edaficos y adaptativos. En particular, la juventud geoldgica de Fernandina
y sus ecosistemas volcanicos extremos favorecen comunidades bacterianas especializadas,
adaptadas a suelos poco desarrollados y con baja disponibilidad de nutrientes (Hadland et al.,
2024). Por el contrario, no se observaron diferencias significativas entre las comunidades
bacterianas de Isabela y Santa Cruz, lo que sugiere una posible convergencia microbiana,
probablemente asociada a condiciones ambientales similares o al impacto de la actividad
humana.

La comparacion entre la rizosfera y el suelo circundante provenientes de una misma area
es fundamental para la comprension de las interacciones de las plantas con el suelo, el ciclo de
nutrientes y la dindmica microbiana. La rizosfera es la zona en contacto directo con la raiz de
la plantay es influenciada por exudados radiculares, alterando las condiciones fisicas, quimicas
y bioldgicas, mientras que el suelo circundante no es moldeado por la actividad radicular.
Analizar ambas zonas permite revelar cdmo las raices influyen en su entorno mas cercano y
que efecto tienen esos cambios en el desarrollo y bienestar de la planta. Los resultados indican
que el microbioma de la rizosfera de S. cheesmaniae se distingue significativamente del
microbioma del suelo circundante, como lo demuestra el analisis de diversidad beta (Figura
3) y la abundancia relativa de generos bacterianos (Figura 2). Esta diferencia respalda que las
raices de S. cheesmaniae ejercen una presion selectiva sobre ciertas comunidades microbianas

mediante liberacion de exudados radiculares. Esto altera el entorno fisico, quimico y biolégico
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de la rizosfera favoreciendo la colonizacidon de microorganismos funcionales que se adaptan e
interactian de acuerdo a las necesidades del tomate bajo condiciones adversas en las Islas
Galapagos (Philippot et al., 2013; Garcia et al., 2022).

Los generos como Streptomyces y Lentzea exhiben una mayor abundancia en la rizosfera
lo cual podria atribuirse a sus propiedades beneficiosas para la planta. En contraste, los géneros
Reyranella y QHXNO1 muestran mayor abundancia en el suelo circundante, indicando que su
presencia no esta directamente estimulada por exudados radiculares o condiciones especificas
de la rizosfera (Philippot et al., 2013). Dicho genero QHXNO1 pertenece a la familia
Pyrinomonadaceae, fue recién descrita en muestras de habitats volcanicas en Nueva Zelanda
(Wust et al., 2016). Lareduccion de géneros como Reyranellay Solirubrobacter en la rizosfera
brinda una idea de que sus funciones podrian estar relacionadas con el ciclado de materia,
asimilacion de materia organica, ciclaje biogeoquimico, desnitrificacion mas que una
interaccion con la planta (Jiang et al., 2023; Duan et al., 2023)

La integracion de métodos de cultivo y metagendmica permitié caracterizar de forma
complementaria el bacterioma rizosférico de S. cheesmaniae. Mientras el biobanco conserva
géneros cultivables como Streptomyces, la metagendmica detect6 taxones de dificil cultivo
como Rubrobacter y QHXNOL, detectados Unicamente a nivel de ADN por sus exigencias
nutricionales o tolerancia a condiciones extremas, lo que dificulta su crecimiento en laboratorio
(Holmes et al., 2000). En conjunto, ambos enfoques proporcionan un panorama mas completo
y sientan las bases para estudios funcionales orientados a la conservacion y al aprovechamiento

biotecnol6gico de los microbios asociados al tomate endémico de Galapagos (Liu et al., 2022).
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CONCLUSIONES

Este estudio investig6 el microbioma rizosférico asociado al tomate endémico S. cheesmaniae
en su hébitat natural en las Galapagos a través de técnicas microbioldgicas y metagendmica.
Se aislaron y caracterizaron 46 diferentes morfotipos bacterianos, clasificados en 27 Gram
positivos y 19 Gram negativos, predominando la morfologia bacilar en ambos grupos. Estos
aislamientos fueron conservados en un biobanco con fines de caracterizacion funcional futura.
El analisis de colonias cultivables mostrd que Isabela presentd la mayor riqueza bacteriana,
mientras que Santa Cruz tuvo la menor.

Para acceder a la informacion genética de bacterias no-cultivables, se ejecutd un analisis
metagenomico, que reveld que la composicion bacteriana asociada a las raices de S.
cheesmaniae en la isla Fernandina fue significativamente distinta respecto a muestras de las
otras islas posiblemente a su juventud geoldgica y bajo impacto humano. Asimismo, se
observaron diferencias significativas entre la rizosferay el suelo circundante, lo que indica una
seleccion especifica de la planta sobre su microbioma. Géneros como Streptomyces, Lentzea 'y
Rubrobacter dominaron en la rizésfera, conocidos por su capacidad de producir metabolitos
bioactivos, compuestos antimicrobianos y fitohormonas, sugiriendo un rol funcional en la
adaptacion al estrés ambiental dentro de la relacién tomate-microbioma. En contraste,
Reyranella y QHXNO1 fueron més abundantes en el suelo, relacionandose a ciclaje de
nutrientes mas que a interaccion directa con la planta.

Estas asociaciones especificas podrian ser clave para la resiliencia de especies amenazadas
como S. cheesmaniae, y ofrecen nuevas oportunidades para su conservacion. El biobanco
generado constituye un recurso valioso para futuras investigaciones sobre funciones
bacterianas, bioinsumos agricolas y aplicaciones ecologicas. Por Gltimo, se plantea avanzar en

la identificacion molecular, andlisis funcional y bioensayos aplicados a tolerancia a estrés.
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TABLAS

Tabla 1. Morfotipos bacterianos Gram (+) y Gram (—) aislados por isla

Isla Fernandina Isabela Santa Cruz Total
Gram + 6 11 10 27
Bacilos 5 8 10 23
Cocos 1 3 0 4

Cocobacilos 0 0 0 0
Gram - 8 3 8 19
Bacilos 7 2 7 16
Cocos 0 1 0 1

Cocobacilos 1 0 0 1

Total 14 14 18 46

Descripcion: La tabla muestra 46 aislamientos bacterianos de la rizosfera de Solanum
cheesmaniae en tres islas. Predominan las bacterias Gram positivas (27), especialmente
bacilos. Santa Cruz present6 el mayor nimero total de aislamientos (18), mientras que Isabela

tuvo mas Gram positivas.
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FIGURAS
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Figura 1. Namero de colonias bacterianas por isla y tiempo de incubacion

Descripcion: Gréafico de barras apiladas que muestra el nimero total de colonias bacterianas
aisladas en Fernandina, Isabela y Santa Cruz a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Isabela

presento la mayor riqueza microbiana, seguida de Fernandina y Santa Cruz.
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Top 10 Géneros - Abundancia Relativa Promedio por Isla

100%

Género

75% Amycolatopsis
Bradyrhizobium
Lentzea
Microbacterium
Nocardioides

50% Pseudonocardia
SCS10-52909
Solirubrobacter
Sphingobium

- Streptomyces
Otros

0%

Fernandina Isabela Santa_Cruz
Isla

Abundancia Relativa (%)

Figura 2. Abundancia relativa de los 10 géneros mas abundantes en la rizosfera

Descripcion: Se presenta la abundancia relativa de los 10 géneros bacterianos mas abundantes en
cada isla y una categoria que englobe los otros géneros. La distribucion revela diferencias en la

estructura de la comunidad microbiana entre Fernandina, Isabela y Santa Cruz.
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Figura 3. Andlisis de beta diversidad (PCoA) entre pares de islas

Descripcion: Se presentan tres graficas del Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) basadas en
distancias Bray-Curtis que representan la disimilitud en la composicién de comunidades bacterianas

entre pares de islas. Las agrupaciones por isla sugieren patrones diferenciados de beta diversidad

segun la ubicacion geografica.
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Comparacioén promedio BulkSoil vs Rhizosphere por isla (Top °
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Figura 4. Comparacion de abundancia relativa entre suelo a granel y rizosfera por isla.

Descripcion: Se muestra la abundancia relativa promedio de los principales géneros bacterianos en
muestras de suelo circundante y rizdsfera provenientes de las islas Fernandina, Isabela y Santa
Cruz. Se observa una variacién en la composicion microbiana segln el tipo de muestra y la isla de

origen.
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Descripcion: Se observa un gréfico de PCoA que compara la beta diversidad microbiana entre muestras

de suelo circundante y rizésfera. Las elipses indican la separacion en la composicién microbiana entre

ambos tipos de muestra, basada en distancias Bray-Curtis.
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ANEXOS

ANEXO 1: POBLACIONES DE MUESTREO EN LAS ISLAS GALAPAGOS
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