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RESUMEN

Las islas Galapagos, representan un ejemplo de conservacion de flora y fauna a nivel
mundial, y proporcionan un gran soporte de evidencia para diversos estudios cientificos. Sin
embargo, del suelo y su biodiversidad se conoce muy poco. Considerando el rol que tienen
los microorganismos en los sistemas agro-productivos, resulta indispensable caracterizarlo
en las islas. En Santa Cruz, fincas agroecologicas han realizado tratamientos empiricos con
microorganismos de montafia en sus cultivos, evidenciando mejoras en la produccion. Esta
investigacion, pretende proporcionar una linea base de conocimiento sobre la diversidad
microbiana de suelos de produccién agricola en Galapagos y evaluar la eficiencia del manejo
organico realizado en dos fincas. Para este fin, se utilizaron nuevas tecnologias moleculares
introducidas en las islas gracias al proyecto “Cddigo Genético de Galapagos”. En ambas
fincas se colectaron muestras de suelo de tres tratamientos donde se translocaron
microorganismos para enriquecimiento de microbiota, donde T1: suelo fuente de
microorganismos, T2: suelo de cultivo y T3: control. Se realizd la secuenciacion del
fragmento mitocondrial 16S, con el dispositivo de secuenciacion portatil: MinlON, y
mediante herramientas bioinformaticas se realizaron analisis de abundancia relativa,
composicion de especies, y estimaciones de indices de diversidad alfa y beta de la microbiota
bacteriana. Los filos de bacterias més abundantes fueron: Proteobacteria, Firmicutes,
Acidobacteria, Actinobacteria y Bacterioidetes, en ambas fincas. Sin embargo, su
composicion varia entre muestras. La finca Huerta Luna mostré dentro de los indices de
diversidad valores mas altos y una mayor riqueza de especies. Esto posiblemente debido a
su mayor tiempo bajo manejo organico. Este estudio provee conocimiento basico sobre la
diversidad microbiana y sobre la efectividad de manejo organico en suelos de cultivo de las
islas Galapagos, un paso clave hacia un modelo sustentable que garantice la seguridad
alimentaria de la poblacion y reduccién de productos quimicos en ecosistemas insulares

frégiles.

Palabras clave: agricultura, agroecologia, barcoding, diversidad, Galapagos,

microorganismos, secuenciacion, Shannon.
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ABSTRACT

The Galapagos Islands represent a world-class example of flora and fauna conservation and
provide a great deal of evidence for various scientific studies. However, very little is known
about the soil and its biodiversity. Considering the role that microorganisms play in agro-
productive systems, it is essential to characterize them on the islands. In Santa Cruz,
agroecological farms have carried out empirical treatments with mountain microorganisms
in their crops, showing improvements in production. This research aims to provide a baseline
of knowledge on the microbial diversity of agricultural production soils in Galapagos and to
evaluate the efficiency of organic management carried out on two farms. For this purpose,
new molecular technologies introduced in the islands thanks to the "Galapagos Genetic
Code" project were used. On both farms, soil samples were collected from three treatments
where microorganisms were translocated for microbiota enrichment, where T1: soil source
of microorganisms, T2: cultivation soil and T3: control. Sequencing of the mitochondrial
16S fragment was performed with the portable sequencing device: MinlON, and using
bioinformatics tools, analyses of relative abundance, species composition, and estimates of
alpha and beta diversity indices of the bacterial microbiota were performed. The most
abundant bacterial phyla were: Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria
and Bacterioidetes, in both farms. However, their composition varied between samples. The
Huerta Luna farm showed higher diversity index values and greater species richness. This is
possibly due to its longer time under organic management. This study provides basic
knowledge on microbial diversity and on the effectiveness of organic management in
Galapagos farm soils, a key step towards a sustainable model that guarantees food security

for the population and reduction of chemicals in fragile island ecosystems.

Key words: agriculture, agroecology, diversity, Galapagos, microorganisms, Shannon.
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nivel mundial, y proporcionan un gran soporte de evidencia para diversos estudios
cientificos. Sin embargo, del suelo y su biodiversidad se conoce muy poco.
Considerando el rol que tienen los microorganismos en los sistemas agro-
productivos, resulta indispensable caracterizarlo en las islas. En Santa Cruz, fincas
agroecologicas han realizado tratamientos empiricos con microorganismos de
montafia en sus cultivos, evidenciando mejoras en la produccion. Esta
investigacion, pretende proporcionar una linea base de conocimiento sobre la
diversidad microbiana de suelos de produccion agricola en Galapagos y evaluar la
eficiencia del manejo organico realizado en dos fincas. Para este fin, se utilizaron
nuevas tecnologias moleculares introducidas en las islas gracias al proyecto
“Codigo Genético de Galapagos”. En ambas fincas se colectaron muestras de suelo
de tres tratamientos donde se translocaron microorganismos para enriquecimiento
de microbiota, donde T1: suelo fuente de microorganismos, T2: suelo de cultivo y
T3: control. Se realizd la secuenciacion del fragmento mitocondrial 16S, con el
dispositivo de secuenciacion portatil: MinlON, y mediante herramientas
bioinforméticas se realizaron andlisis de abundancia relativa, composicion de
especies, y estimaciones de indices de diversidad alfa y beta de la microbiota
bacteriana. Los filos de bacterias més abundantes fueron: Proteobacteria,
Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria y Bacterioidetes, en ambas fincas. Sin
embargo, su composicion varia entre muestras. La finca Huerta Luna mostrd
dentro de los indices de diversidad valores mas altos y una mayor riqueza de
especies. Esto posiblemente debido a su mayor tiempo bajo manejo orgénico. Este
estudio provee conocimiento basico sobre la diversidad microbiana y sobre la
efectividad de manejo orgénico en suelos de cultivo de las islas Galapagos, un paso
clave hacia un modelo sustentable que garantice la seguridad alimentaria de la

poblacion y reduccién de productos quimicos en ecosistemas insulares fragiles.
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Abstract

The Galapagos Islands represent a world-class example of flora and fauna
conservation and provide a great deal of evidence for various scientific studies.
However, very little is known about the soil and its biodiversity. Considering
the role that microorganisms play in agro-productive systems, it is essential to
characterize them on the islands. In Santa Cruz, agroecological farms have
carried out empirical treatments with mountain microorganisms in their crops,
showing improvements in production. This research aims to provide a baseline
of knowledge on the microbial diversity of agricultural production soils in
Galapagos and to evaluate the efficiency of organic management carried out on
two farms. For this purpose, new molecular technologies introduced in the
islands thanks to the "Galapagos Genetic Code™ project were used. On both
farms, soil samples were collected from three treatments where
microorganisms were translocated for microbiota enrichment, where T1: soil
source of microorganisms, T2: cultivation soil and T3: control. Sequencing of
the mitochondrial 16S fragment was performed with the portable sequencing
device: MinlON, and using bioinformatics tools, analyses of relative
abundance, species composition, and estimates of alpha and beta diversity
indices of the bacterial microbiota were performed. The most abundant
bacterial phyla were: Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria,
Actinobacteria and Bacterioidetes, in both farms. However, their composition
varied between samples. The Huerta Luna farm showed higher diversity index
values and greater species richness. This is possibly due to its longer time under
organic management. This study provides basic knowledge on microbial
diversity and on the effectiveness of organic management in Galapagos farm
soils, a key step towards a sustainable model that guarantees food security for

the population and reduction of chemicals in fragile island ecosystems.
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INTRODUCCION

Galapagos es un archipiélago ubicado al este del Océano Pacifico y se encuentra
constituido por siete islas mayores y numerosas islas menores e islotes. Cuenta con una
superficie de 8,006 kmz2 de los cuales un 90% esta declarada como Parque Nacional, y
politicamente pertenece al Ecuador de cuya costa dista unos 1,100 km aproximadamente.
La flora y fauna de Galdpagos son particularmente relevantes por su diversidad y alto
grado de endemismo por lo cual han sido muy estudiadas, de tal manera que incluso el
famoso cientifico inglés Charles Darwin realizo en las islas una expedicion cientifica que
inspird su trabajo y el desarrollo de la teoria de la evolucién (1). Sin embargo, esto no ha
ocurrido con el suelo de las islas, de cuya diversidad y endemismo de microorganismos

se conoce muy poco, especialmente en términos de ecosistemas subterraneos (2).

Segln Pedraza et al. (2010) (3), la ineludible demanda de una produccién sustentable de
alimentos y biocombustibles y un ecosistema saludable para las generaciones futuras son
cuestiones en la actualidad importantes para la poblacion mundial. En este sentido, es de
vital importancia la busqueda de alternativas para que el desarrollo de la produccion
agricola esté garantizado y en sintonia con una buena calidad ambiental (3). Esta
necesidad es particularmente evidente en Galapagos debido al crecimiento poblacional no
planificado y a su aislamiento geografico (4) que supone la importacion de productos
alimentarios de primera necesidad desde el Ecuador continental y el uso de
agroquimicos/técnicas convencionales en los cultivos producidos localmente. Estas

actividades amenazan la sustentabilidad de la poblacion y el ecosistema.

Una técnica de particular relevancia es el manejo agroecol6gico de microorganismos y su
inoculacion en el suelo de cultivos agricolas. En la isla Santa Cruz, la Finca Huerta Luna
lo ha realizado de manera empirica, evidenciando claras mejoras en la produccion. Sin
embargo, no se conoce cuales son los microorganismos que intervienen en este manejo y
si son los responsables de la mejora en produccion. Partiendo del hecho de que los
microorganismos son capaces de fijar nitrégeno atmosférico, de facilitar una mayor
absorcion de agua y nutrientes, e incluso estan involucrados en la produccion de

hormonas reguladoras del crecimiento, como auxinas, citoquininas y giberelinas (5)



resulta necesario caracterizar, a diferentes niveles taxonémicos, cuales organismos se

encuentran involucrados en este sistema de manejo.

Mediante el estudio de la metagendmica y el uso de técnicas de secuenciacién de
“barcoding” (codigo de barras genético para identificacion de especies), en los ultimos
afios se ha logrado identificar la composicion de comunidades microbianas gracias al uso
de marcadores moleculares universales. De tal manera, en el presente estudio se hizo uso
del gen 16S, un fragmento de ARNr que se encuentra presente en el genoma de todos los

organismos vivos (6).

En el presente proyecto de investigacion se realizd un analisis de la diversidad y
composicion microbiana del suelo de dos fincas agroecoldgicas en la isla Santa Cruz —
Galapagos, Se realizaron comparaciones entre tres tratamientos: suelo de cultivo
inoculado con microorganismos nativos (T2), los cuales provinieron de un suelo fuente

(T1), y un suelo control (T3: no manejado).

Se hizo uso de nuevas tecnologias moleculares introducidas en las islas gracias al proyecto
“Barcode Galapagos”, en este caso la secuenciacion del gen 16S, con una tecnologia de
secuenciacion portatil: MinlON (Oxford Nanoporte Techology). A un nivel mas amplio,
este estudio busco; no solo conocer la diversidad microbiana del suelo de las fincas, sino
también corroborar y comprender la eficiencia de las técnicas de manejo ya mencionadas,

como una alternativa mas amigable con el medio ambiente.



CAPITULOI.
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

Desde tiempos inmemorables las islas Galapagos se han caracterizado por ser ejemplo de
investigacion y conservacion de su flora y fauna a nivel mundial. Sin embargo, se le ha
dado poca atencidn a la “diversidad oculta”, de la cual forma parte el microbioma de los
diferentes ecosistemas. Entre estos, el suelo de uso agricola es particularmente relevante
puesto que de él hacemos uso directo para nuestra alimentacion diaria. Para garantizar la
continuidad de este invaluable recurso en el futuro, considerando el tiempo que le toma
al suelo renovar sus propiedades, es necesaria la implementacion de nuevas técnicas de
manejo, como por ejemplo la sustitucion parcial o total de agroquimicos por tratamientos

con microorganismos para su enriquecimiento y regeneracion.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y Agricultura (FAO),
Ecuador es uno de los paises con los indices més altos de uso de agroguimicos a nivel
mundial, con 13.90 kg/Ha en el afio 2017, compitiendo con China y otros por el primer
lugar (ver Anexo A) (7). Para el mismo afio, la institucion estatal ecuatoriana
Agrocalidad, implement6 el Plan Nacional de Vigilancia y Control de Contaminantes en
la Produccion Primaria. Este plan controla y establece sanciones a los productos cuya
cantidad de residuos de contaminantes sea superior a la permitida por normas
internacionales de salud y comercio. Con esto, se busca precautelar la seguridad
alimentaria en el territorio ecuatoriano y garantizar la calidad e inocuidad de la oferta

exportable de nuestro pais (8).

Entre octubre de 2013 y diciembre de 2016, Agrocalidad tomd muestras de residuos de
agroquimicos de ciertos productos en Ecuador (Ver Anexo B). Por ejemplo, en cultivos
de banano en la provincia de Los Rios se obtuvo residuos de Oxamil (insecticida), en
concentraciones de 54.25 - 219.25 ppb, cuando su limite permitido es de 10 ppb (9). Este
estudio ejemplifica el uso desmedido de agroquimicos en Ecuador y la urgencia por el
desarrollo de nuevas alternativas mas sustentables con la salud humana y del medio

ambiente.



El 26 de agosto de afio en curso (2022) el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG),
hizo la entrega oficial del “Mapa Digital de Fertilidad Quimica de los Suelos del Ecuador
continental” (ver Anexo C) en colaboracion conjunta con Bioversity International, el
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) y la Fundacién EcoCiencia, con el
objetivo de codesarrollar un servicio que contribuyera a combatir la degradacion de los

suelos en el territorio nacional (10).

Este mapa revel6 que el 50% de los suelos del Ecuador esta en proceso de degradacion.
Situacion que merece especial atencidn, pues no solo afecta la calidad del suelo en si, sino
también a la disminucion de fuentes hidricas y en el aumento de la vulnerabilidad ante
eventos climaticos en la agricultura. Combinados, estos factores ponen en riesgo la
seguridad alimentaria. En palabras del Ministro de Agricultura y Ganaderia, Bernardo
Manzano Diaz: “Este mapa contribuira al diagnostico del estado de la degradacién de los
suelos del Ecuador, causada principalmente por la erosion, desertificacion y
contaminacion” (10). Iniciativas como estas contribuyen al desarrollo de nuevas

perspectivas para combatir esta problemaética.

Como se puede evidenciar, en el Ecuador se han direccionado esfuerzos a la obtencion de
productos alimenticios méas saludables y un mejor manejo del suelo. Sin embargo, esto
no ha ocurrido en el territorio insular de las islas Galapagos, siendo este parte territorial
de Ecuador, un ecosistema fragil y declarado Patrimonio Natural de la Humanidad por la
UNESCO en 1979.

Es importante sefialar que la informacién disponible y el sistema de manejo de suelos
para Ecuador es aplicada indistintamente en Galapagos sin considerar sus particularidades
ecologicas, sociales y de aislamiento. Por otro lado, Galadpagos es ademas altamente
dependiente de la importacion de productos desde el Ecuador continental mediante via
aérea y maritima, lo cual supone otros serios problemas como una baja resiliencia de la
poblacion para responder ante futuras crisis que restringen la movilidad de personas y
productos (ej. pandemia de COVID-19), y que deja una considerable huella de uso de
carbono en general. De esta manera, promover la investigacion béasica sobre los sistemas
bioldgicos del suelo y desarrollar planes de manejo de agricultura sustentable en las islas
podria derivar en grandes beneficios al medio ambiente y a la seguridad alimentaria y

salud de sus habitantes.



1.1.2. Diagnéstico.

Existe escasa investigacion sobre microbiologia del suelo en relacion con su importancia
agronomica en las islas. EI Parque Nacional Galdpagos menciond en el afio 2016 que, en
el dmbito de las ciencias naturales ha predominado la investigacion referente a la
taxonomia, biogeografia, ecologia evolutiva, y biologia de la conservacion con un claro
sesgo hacia organismos superiores. Por otro lado, otras especies como los
microorganismos han recibido escasa o nula atencién (11). Cabe resaltar que esta no es
una particularidad de Galédpagos. A nivel mundial existe gran desconocimiento de la

microbiologia del suelo.

Un estudio realizado por Morugan et al., (12) sefiala la falta de estudios de investigacion
sobre metagendmica del suelo, usando secuenciacién de nueva generaciéon (NGS), y que
comparen el efecto de diferentes practicas de gestion sostenible en la produccién
agricola. Los métodos metagendmicos tienen un gran potencial para explorar la
abundancia y composicion de grupos microbianos especificos (ej. Bacterias, hongos)

mediante el uso de NGS y bioinformatica (13).

Nuevas regulaciones, politicas y estrategias en todo el mundo defienden el uso de
practicas de gestion sostenible que mejoran la biodiversidad del suelo (14). Sin embargo,
se necesita evidencia cientifica al seleccionar aquellas practicas que son mas propensas a
fomentar aumentos en la biodiversidad del suelo y grupos microbianos beneficiosos. En
este sentido, Morugan et al., (12) sugiere a la comunidad cientifica realizar experimentos
gue generen conocimiento sobre como las practicas de manejo afectan la estructura de la
comunidad microbiana del suelo y la biodiversidad en las tierras agricolas, de manera que
los tomadores de decisiones y los formuladores de politicas dispongan de datos sélidos
(12).

Adicional a esto, es importante sefialar que los suelos agricolas son mas susceptibles a la
acumulacion de metales pesados debido al uso indiscriminado de fertilizantes y otros
agroquimicos (15). Segun una expedicion realizada entre el afio 2016 y 2017 en
Galapagos, en el suelo de las islas existen altas concentraciones de metales pesados como
Cd, Zny Cu, mismos que pueden estar influenciados por el uso de fertilizantes fosforados,
especialmente en la isla Santa Cruz (16). Este estudio ademas revelo que los contenidos
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totales de Cd, Co, Cr, Cu, Niy Zn, estan por encima del valor umbral de muchos de los
suelos estudiados, lo cual indica posibles riesgos ecologicos o para la salud. Es importante
considerar ademas que la fraccion biodisponible de estos elementos es baja en el suelo,
por lo cual se puede deducir que la presencia de estos metales no es producto de material

parental del propio suelo sino de fuentes externas (16).

El uso indiscriminado de insumos agricolas ha alterado de forma significativa los
constituyentes organicos y los organismos del suelo, y con ello el equilibrio ecologico,
modificando principalmente las actividades metabdlicas de las diferentes poblaciones
microbianas del agroecosistema. Con el fin de subsanar este problema resulta de gran
interés restaurar la microbiota de los suelos mediante estrategias que permitan mejorar su

calidad en relacion con la productividad agricola de manera no contaminante (17) (18).

Enfrentado esta problematica, en Galapagos existen fincas que han realizado practicas de
manejo organico del suelo durante un tiempo considerable, usando técnicas con
microbiologia nativa, y han obtenido mejoras notables en su produccion agricola. Es asi
que, con fines del presente proyecto de investigacion se analizé la diversidad bacteriana
del suelo de dos fincas agroecoldgicas en la isla Santa Cruz y se realiz6 una comparacion

entre suelo tratado y no tratado (con microorganismos nativos).

El procedimiento consiste en la transferencia de microorganismos de montafia a suelos
de cultivo con la finalidad de reestablecer la microbiota del suelo. Este tratamiento o
técnica es utilizada como imitadora de las funciones de un bosque, pero para sistemas de
produccion de alimento, logrando que estos sistemas de cultivo puedan, al igual que un
bosque, mantener la integridad bioldgica y produccién en la ausencia de agentes

quimicos.

Utilizar el manejo organico de estas fincas como un modelo a replicar seria un gran aporte
al medio ambiente de Galapagos. Es por ello que, el presente proyecto de investigacion
ha direccionado sus esfuerzos a la exploracion de la microbiologia del suelo de fincas
agroecologicas, mediante el analisis de los distintos grupos microbiolégicos que se
encuentran y sus potenciales interacciones, con la finalidad de establecer una linea base

sobre los beneficios que conlleva el manejo organico en mismas.

A manera de antecedentes para el presente proyecto de investigacion es necesario

considerar el tipo de manejo que ha tenido cada finca a lo largo del tiempo, puesto que



esta ha servido como un indicador importante de comparacién microbiolégica. En este
sentido, segun informacion brindada por la propietaria una de las fincas de estudio
“Huerta Luna” (Ing. Karina Bautista MSc.) y conocedora del manejo de la segunda finca
“Lava Java”, se tiene que: finca Huerta Luna ha tenido un manejo agroecoldgico
consciente desde su adquisicion hace cinco afios® y el manejo con microorganismos lleva
el mismo tiempo, usando a su vez el suelo de bosque como un recurso ecolégico? (fuente

de microorganismos), con la menor intervencion posible.

Cabe resaltar que, previo a este manejo, Huerta Luna (HL)? se mantuvo histéricamente
como un bosque natural sin intervencion humana. Esta finca maneja técnicas de
permacultura, agricultura regenerativa, bosques comestibles, foresteria andloga y otros,
todo esto sin alterar el paisaje sino haciendo una intervencién muy paralela al mismo

proceso natural del bosque.

Por su parte, Lava Java (LJ) posee 12 afios haciendo uso de un manejo y control de plagas
organico, mediante el uso de biol y técnicas de compostaje propias. Considerando que
desde el afio 2020 apenas, LJ* comenzd a aplicar los principios de agricultura
regenerativa de manera mas global e informada. Sin embargo, previo a estos 12 afios la

finca tuvo un manejo convencional.

1.1.3. Pronostico.

Galapagos es un ecosistema fragil, por tanto, se debe trabajar en nuevas alternativas para
protegerlo de uno de los tipos de contaminacion méas importantes: las malas précticas
agropecuarias. El uso desmedido de agroquimicos a largo plazo puede generar dafios
irreversibles a los ecosistemas. Por lo tanto, la restauracion y enriquecimiento del suelo
mediante el uso de microrganismos nativos es una opcion prometedora para obtener un
suelo de mejor calidad, protegiendo su poder natural regenerativo, mientras se garantiza

una soberania alimentaria en las islas y un entorno mejor conservado.

En las islas Galapagos, particularmente en la isla Santa Cruz existen fincas agroecoldgicas
que han decidido tomar accién sobre esta problematica, haciendo conciencia de las
implicaciones del uso de agroquimicos a corto y largo plazo. Una de ellas es la finca

! Los tiempos mencionados en relacion con las fincas tienen como referencia/guia el afio de toma de las muestras (2021).
2 Dentro del manejo de Huerta Luna se han dejado zonas sin intervenir como bosques, con fines ecoldgicos.

% Entiéndase a Huerta Luna como “HL”.

4 Lava Java



“Huerta Luna” que realiza tratamientos microbioldgicos en el suelo cultivable con la
finalidad de obtener alimentos méas sanos y causar el menor impacto posible al medio
ambiente. Esto ha servido como modelo para fincas como “Lava Java” que ha imitado
este procedimiento, evidenciado claras mejoras en su produccion al tener un suelo mas
diverso y equilibrado, con mayores posibilidades de combatir patdgenos y con menos
necesidades en general (ej., fertilizante externos), dado el rol de los microorganismos en

el suelo.

Si bien estos esfuerzos empiricos han brindado informacion valiosa sobre esta alternativa
frente al uso de agroguimicos, es necesario el desarrollo de informacion especifica sobre
los microorganismos que intervienen en estos tratamientos. Conocer qué
microorganismos, 0 combinaciones de microorganismos, son responsables de las mejoras

de produccion permitird una toma de decisiones mas informada en futuros tratamientos.

Galapagos lucha dia a dia por la consecucion de una soberania alimentaria que poco a
poco se va haciendo realidad. Este trabajo pretende brindar informacion cientifica que
permita a las fincas agroecoldgicas entender la composicion microbioldgica de sus suelos,
y, por lo tanto, tomar decisiones que ayuden a mejorar sus condiciones de produccién a
largo plazo. Es imperativo que Galapagos disminuya el uso de agroquimicos y la
dependencia del Ecuador continental para el abastecimiento de productos. Este proceso
debe tomarse con profunda seriedad, asi como de manera responsable tanto para nuestra

salud como para el medio ambiente.

1.1.4. Formulacién del problema.

¢Es posible corroborar mediante la identificacion de bacterias de suelo, usando técnicas
moleculares, la eficacia de técnicas de manejo organico utilizadas en la mejora de la

produccion agroecologica en la isla Santa Cruz en Galapagos?



1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo general.

Analizar la diversidad y composicion microbiana del suelo en dos fincas agroecolégicas

de la isla Santa Cruz, Galapagos, mediante el uso de técnicas moleculares.

1.2.2. Objetivos especificos.

. Caracterizar mediante analisis moleculares la composicion microbiana del suelo

de las fincas agroecoldgicas.

« Corroborar si la técnica de transferencia de microorganismos es efectiva al
comparar la diversidad y composicion de microorganismos entre tres tratamientos

dentro de cada finca.

« Proporcionar una linea base sobre el microbioma del suelo de sistemas
agroecoldgicos para futuras investigaciones en la mejora de una agricultura mas
sostenible y responsable, mediante una revision bibliografica sobre la interaccion

de los microorganismos presentes en las muestras con las plantas.

1.3. Justificacion.

Para lograr una éptima produccion agricola, es imprescindible considerar a la fertilidad
del suelo como un factor clave, misma que no sélo depende de su composicion quimica,
sino también de la naturaleza cuantitativa y cualitativa de los microorganismos que
habitan en él (3). Es por ello que se debe intentar suplir los requerimientos del suelo en la
medida posible sin alterar su estado natural, es decir, otorgandole las cantidades justas
segun su necesidad. De esta manera se podria evitar alterar su composicion
microbioldgica de manera dréstica; considerando el hecho de que las poblaciones de
microrganismos estan inmersas de manera directa en la calidad del suelo vy

consecuentemente en el desarrollo de los cultivos.
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La presente investigacion tuvo como objetivo realizar un analisis de metabarcoding
molecular del microbioma de suelo de fincas agroecoldgicas de la isla Santa Cruz —
Galédpagos. Santa Cruz es una isla de edad intermedia entre las tres principales pobladas
(San Cristébal, Santa Cruz e Isabela). Las muestras fueron colectadas de dos fincas
agroecoldgicas con diferentes periodos libres de uso de agroquimicos, por lo cual se
espera caracterizar el microbioma del suelo de ambas fincas y corroborar las causas de la
eficiencia de tratamientos realizados en los cultivos con la inoculacién de

microorganismos nativos.
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CAPITULO 1.
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

A continuacion, se describen conceptos clave para el desarrollo de esta investigacion y

que seran parte de las secciones siguientes de este proyecto de investigacion.

2.1.1. ADN.

El acido desoxirribonucleico (ADN) es el codigo genético Gnico que se encuentra en la
mayoria de las células de los seres vivos. Es un polimero de nucledtidos, es decir, una
larga estructura molecular compuesta por unidades llamadas nucledtidos
(polinucledtido). Cada nucleédtido estd formado a su vez por una base nitrogenada, un
azucar (la desoxirribosa) y un grupo fosfato. Las bases nitrogenadas que pueden formar
parte del ADN son cuatro: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T). Los
nucledtidos se unen entre si formando cadenas largas que se diferencian unas de otras por

las secuencias de sus bases (19).

2.1.2. 16S ARNTr.

El fragmento 16S ARNr es un polirribonucledtido de aproximadamente 1,500
nucle6tidos. Se pliega y adquiere una estructura secundaria que se caracteriza por tener
segmentos de doble cadena que permiten la formacion de asas y hélices. Esta molécula
ha sido reconocida como un poderoso marcador universal en técnicas de barcoding
genético debido a que se encuentra en todos los organismos conocidos. La secuenciacién
de este gen es una técnica ampliamente utilizada para la identificacion de cepas
bacterianas a nivel de género, y en ciertas ocasiones a nivel de especie (20).

2.1.3. Microbiota del suelo.

La microbiota 0 microbioma del suelo comprende organismos no visibles a simple vista,
denominados microorganismos, tales como bacterias, hongos, protozoos y nematodos.
Estos microrganismos contribuyen en el funcionamiento de los ecosistemas, y de ellos
depende la descomposicion de la materia organica, el mantenimiento de la estructura del

suelo, y la disponibilidad y reciclaje de agua y nutrientes (21).
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2.1.4. Microorganismos.

Son organismos descomponedores de restos organicos que luego los transforman en
compuestos inorganicos, cerrando el ciclo de los elementos. Componen cerca del 85% de

la fraccion viva del suelo (22).

2.1.5. Microorganismos de montafa.

Los microorganismos de montafia hacen referencia a hongos, bacterias, micorrizas,
levaduras y otros organismos benéficos que existen en el suelo de montafias y bosques,
donde en los ultimos tres afios no se haya presentado intervencién de productos quimicos,

de tal forma que estos se hayan desarrollado en un ambiente natural (23).

2.1.6. Nanoporos.

La secuenciacion del ADN basada en nanoporos implica ensartar hebras de ADN
monocatenario a través de poros muy diminutos en una membrana. Las bases de ADN se
leen una a la vez a medida que pasan por el nanoporo. Las bases se identifican al medir
las diferencias en el efecto que producen en los iones y la corriente eléctrica que fluye a
través del poro. El objetivo de esta tecnologia es optimizar el proceso de secuenciacion
(menor costo por muestra) (24). Sin embargo, una de las mayores ventajas del uso de
secuenciacion con nanoporos (y con el dispositivo MinlON) es su tamafio y
funcionamiento ya que son portatiles, y de esta manera los experimentos pueden

realizarse en lugares remotos.

2.1.7. PCR.

PCR, por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), probablemente sea la
tecnologia mas importante cuyo protocolo esté dirigido al estudio del ADN. La funcion
de la PCR es replicar millones de veces una secuencia especifica de ADN blanco
mediante una poderosa catéalisis llevada a cabo por una enzima conocida como ADN
polimerasa, de tal forma que cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y

copiadas fielmente para analizarse con diferentes fines (25).
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2.1.8. MinlON.

MinlON es un dispositivo portatil de secuenciacion de ADN y ARN creado por la
empresa britanica Oxford Nanopore Technologies. Utiliza la tecnologia de secuenciacién
mediante nanoporos, a través de la cual se analiza el ADN de forma directa al empujarlo
através de un poro suspendido en una membrana. Los nucle6tidos que componen el ADN
se diferencian debido a los cambios de corriente eléctrica que se producen durante su paso
por la membrana, pues cada nucle6tido tiene una carga eléctrica Gnica. Ademas, dispone

de su propio programa de analisis (26).
2.1.9. Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion del ADN hace referencia a la determinacion del orden de los cuatro
componentes basicos quimicos, llamados "bases” (adenina, citosina, timina y guanina),
que forman la molécula de ADN. La secuencia especifica de nucledtidos determina la
funcién del fragmento de ADN, sea estructural (como el ARNTr) o codificante como los

genes que sintetizan proteinas (27).

2.1.10. Analisis de coordenadas principales (PCoA).

Analisis estadistico para estudiar la similitud o diferencia de un conjunto de datos, y crea
variables sintéticas (componentes principales) para describir la variacion de los datos a
través de la reduccion de su dimensionalidad (28). Por lo general, los primeros dos o tres
ejes de variacién en el ranking de componentes contienen la mayor variacion y se utilizan

para su visualizacion.

2.1.11. NCBI.

El Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) crea sistemas automatizados
para almacenar y analizar conocimientos sobre biologia molecular, bioquimica y
genética. Un objetivo importante de NCBI es facilitar el uso libre de tales bases de datos
y softwares por parte de la comunidad cientifica para la investigacion en medicina y otras

areas. También promueve investigaciones sobre métodos avanzados de procesamiento de
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informacion molecular basado en computadora (bioinformatica) para analizar la

estructura y funcion de moléculas biolégicamente importantes (29).

2.1.12. Permacultura.

La permacultura es el disefio y mantenimiento consciente de ecosistemas
agricolas. Integra la tierra, los recursos, las personas y el medio ambiente a través de
sinergias mutuamente beneficiosas, imitando los sistemas de circuito cerrado sin
desperdicio que se observan en diversos sistemas naturales. La permacultura estudia y
aplica soluciones holisticas aplicables en contextos rurales y urbanos a cualquier escala
(30).

2.1.13. Bosque comestible.

Es un espacio destinado para la produccién de alimentos imitando y modificando
beneficiosamente el ecosistema de cada region, para la generacion de alimentos. Basado
en incorporar arboles frutales, maderables, arbustos, hierbas aromaticas, enredaderas,
hortalizas, etc., y ademas sirve de refugio para la fauna y flora endémica de cada region,
de las que el humano obtiene beneficios. Esto se logra mezclando especies para que

crezcan en una sucesion de capas para crear un habitat forestal (31).

2.1.14. Foresteria analoga (FA).

Es un sistema que busca establecer ecosistemas con estructuras y funciones ecologicas
similares a la vegetacion original (i.e., sistema analogo). La FA es una forma compleja
de agroforesteria, donde el ecosistema es dominado por arboles, pero que, a su vez, ofrece
especies con valor comercializable, que proveen sustento socioeconémico a las
comunidades rurales. Ademas, los productos derivados de FA ofrecen un valor agregado
a la hora de comercializarlos, pues se ha desarrollado un sistema de certificaciones

denominado Productos de Jardines Forestales o FGP, por sus siglas en inglés (32).
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2.1.15. Biol.

El Biol es un abono orgénico liquido que se origina a partir de la descomposicion de
materiales organicos en ausencia de oxigeno, como estiércoles de animales, plantas
verdes, frutos, entre otros. Contiene nutrientes que son asimilados facilmente, por las
plantas haciéndolas mas vigorosas y resistentes. La técnica empleada para obtener biol es

a traves de biodigestores (33).

2.2. Marco referencial.

2.2.1. Islas Galapagos.

Las Islas Galapagos, con una superficie total de 799,540 ha, se encuentran ubicadas en el
Pacifico Oriental, aproximadamente a 1,000 km al oeste de la costa ecuatoriana. Lo
conforman, siete islas mayores: Isabela, Santa Cruz, Fernandina, Santiago, San Cristobal,
Floreana y Marchena; 14 islas menores: Espafiola, Pinta, Baltra, Santa Fe, Pinzon,
Genovesa, Rabida, Seymour Norte, Wolf, Tortuga, Bartolomé, Darwin, Daphne Mayor y
Plaza Sur; 12 islas adicionales; 64 islotes y 136 rocas (Fig.1). Todo el archipiélago es de
origen volcanico. Posee un rango altitudinal entre 0—1,707 msnm (siendo el punto mas
alto la cima del volcan Wolf en Isabela), y una precipitacion en las zonas éridas de 0-300
mm/afio y en la parte alta de 300-1,700 mm/afio. De mayo a diciembre su temperatura

oscila entre 19-26 °C; y de enero a mayo entre 31-33 °C (34).

Tiene una zona costera caracterizada por plantas y animales que dependen de la
proximidad al mar; una zona arida y de transicion caracterizada por largos periodos de
sequia y carente de humedad; y una zona himeda de tierras altas donde puede haber
periodos de sequia (34). En las islas generalmente a mayor altura existe mayor humedad,
y por ende, mayor retencion de agua en el suelo. De esta manera, las tierras altas del
archipiélago proveen condiciones favorables para el desarrollo de la agricultura y la

ganaderia en las islas pobladas.
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Figura 1.

Mapa de las islas Galapagos.
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2.2.2. Poblacion de Galapagos y sostenibilidad agroalimentaria.

De la superficie terrestre de las islas, el 96,7% es zona protegida por el Parque Nacional
Galapagos Nacional de Galapagos (PNG) y el 3,3% corresponde a areas de asentamiento
humano (urbano y rural), de las cuales 19,010 ha son tierras destinadas a actividades
agricolas identificadas como Unidades de Produccion Agricola (UPAs) (35). Segun el
Censo de Poblacién y Vivienda de Galdpagos (2015), la poblacion de Galapagos es de

28,000 habitantes, entre residentes temporales y permanentes (36).

Segun Pedraza et al. (2010), la ineludible demanda de una produccién sustentable de
alimentos y biocombustibles y un ecosistema saludable para las generaciones futuras son
cuestiones en la actualidad importantes para la poblacion mundial. En este sentido, es de

vital importancia el empefio de la comunidad cientifica en la persecucion constante de
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alternativas posibles para que el crecimiento de la produccion agricola esté garantizado y
en sintonia con una buena calidad ambiental (3). Esta necesidad es particularmente
evidente en Galapagos debido al crecimiento poblacional no planificado y a su aislamiento
(4), que supone la importacion de productos alimentarios de primera necesidad desde el
Ecuador continental y al uso de agroguimicos/técnicas convencionales en los cultivos
producidos localmente. Estas actividades amenazan la sustentabilidad de la poblacion y el

ecosistema.

La baja productividad agropecuaria en las islas no ha permitido satisfacer la demanda
alimentaria de la poblacion; por tanto, las importaciones son la mayor fuente de alimentos
del archipiélago. Aproximadamente el 75% del suministro de alimentos agricolas fue
transportado desde el continente en 2017, lo que puede aumentar al 95% en 2037 si no se
producen cambios en las politicas alimentarias locales (37).

2.2.3. Secuenciacion del fragmento 16S y su uso como marcador
molecular.

El tamario total del ADN bacteriano posee un rango que puede oscilar entre los 160,000
- 12 millones de pares de bases. El fragmento de ADN que codifica para la subunidad
16S ribosomal (16S ARNTr), relne ciertas particularidades que lo hacen muy interesante
para el estudio de la taxonomia bacteriana: se trata de un gen comdn a todas las bacterias
y arqueas, Yy al poseer una alta tasa de acumulacion de mutaciones es ideal para estudiar
patrones de deriva genética en la evolucion de las especies. De esta manera, este
fragmento permite la identificacién de especies, y ha sido ampliamente utilizado en
estudios de “barcoding” genético. Se compone de aproximadamente 1,500 pares de bases,

que se clasifican en regiones conservadas y variables (6).

Para que una region de ADN sea considerada como un marcador molecular para estudios
de barcoding (codigo de barra) y/o en cualquier estudio taxonémico o de evolucién, debe
cumplir con las siguientes caracteristicas: contener una variabilidad y una divergencia
genética significativa a nivel de especie; poseer sitios conservados adyacentes, que
permitan el disefio de iniciadores universales, para su amplificacion por PCR; y tener una
longitud adecuada que permita la extraccién y secuenciacion de forma facil, reproducible
y precisa. Es asi que, estas bases han permitido que las secuencias del 16S ARNTr sean
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utilizadas como una herramienta importante en la reconstruccién de relaciones

filogenéticas (20).

Actualmente el 16S sigue siendo utilizado como un excelente marcador molecular y se
han planteado nuevas estrategias de estudio, aprovechando las bondades de las nuevas
técnicas gendmicas. Debido a la rapida generacién de informacién genémica y a la
caracterizacion de las secuencias del 16S ARNTr, en los ultimos afios se ha observado un
cambio significativo en los métodos para la identificacion de especies bacterianas y una

aceleracion en la asignacion de especies (20).

2.2.4. La biodiversidad del suelo.

La biodiversidad del suelo refleja la variedad de organismos vivos presentes en él.
Comprende innumerables organismos no visibles a simple vista: microorganismos
(ej. Bacterias, hongos, protozoarios y nematodos), la mesofauna (ej. acaros, colémbolos)
y la més reconocida macrofauna (ej. lombrices y termitas). Estos diversos organismos
interacttan entre si, con el sustrato del suelo y con las plantas del ecosistema, formando

un complejo sistema de actividad bioldgica (38).

Los organismos del suelo aportan una serie de servicios fundamentales para la
sostenibilidad de todos los ecosistemas. Estos servicios no sélo son decisivos para la
funcion de los ecosistemas naturales, sino que constituyen un recurso fundamental para
el manejo sostenible de los sistemas agricolas. Estos organismos actlan como agentes
primarios para la conduccién del ciclo de los nutrientes, la regulacién de la dinamica de
la materia organica del suelo, el secuestro del carbono en el suelo y las emisiones de gases
invernaderos, modificando la estructura fisica del suelo y el almacenamiento de agua,

aumentando la cantidad y disponibilidad de nutrientes para la vegetacion (38).

2.2.5. Biodiversidad microbiana y su efecto en la calidad del suelo.

En los sistemas agricolas la biodiversidad del suelo desempefia servicios ecologicos, mas
alla de la produccién de alimento, fibra, combustibles e ingresos monetarios. Entre los
ejemplos se incluyen el ciclado de nutrientes, control del microclima local, regulacion de
procesos hidroldgicos locales, regulacion de la abundancia de organismos con impacto
negativo, y detoxificacién de productos quimicos nocivos. Estos procesos de renovacion

y servicios de los ecosistemas son en gran parte microbiologicos, por lo tanto, su
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persistencia depende del mantenimiento de la biodiversidad microbiana nativa o exdgena
del suelo (3).

Los microorganismos son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico, de proveer una mayor
absorcion de agua y nutrientes, e incluso estan involucrados en la produccién de
hormonas reguladoras del crecimiento, como auxinas, citoquininas y giberelinas (5).
Estas hormonas son parte fundamental del desarrollo vegetal ya que pueden llegar a
modificar la morfologia, superficie y actividad enzimatica radical, asi como también el
crecimiento de la parte aérea. La produccidn de sustancias que inhiben el desarrollo de
patdgenos vegetales es otra funcion de los microorganismos, participando asi de manera

directa en el desarrollo 6ptimo de los cultivos agricolas y su produccién (39).

2.2.6. Agricultura convencional.

Se entiende por agricultura convencional al modelo productivo derivado de la
implementacion de los principios de la revolucion verde (40). Este modelo se caracteriza
por el predominio del monocultivo, el uso de variedades con alto potencial de rendimiento
(generalmente hibridas o transgénicas), en lugar de conservar una alta variabilidad
genética para adecuarse a la gran diversidad de ambientes ecologicos y socioculturales
(42).

La agricultura convencional también involucra el uso de semillas que han sido alteradas
genéticamente utilizando una variedad de métodos tradicionales de cultivo, excluyendo
la biotecnologia, y que no estan certificadas como ecoldgicas. Algunos métodos de
cultivo convencionales se han utilizado durante miles de afios, a menudo para desarrollar
plantas con un crecimiento mas rapido, mayor rendimiento, resistencia a plagas y

enfermedades, semillas mas grandes o frutos mas dulces (42).

2.2.7. Agricultura regenerativa.
La agricultura regenerativa es un sistema de principios y practicas agricolas que busca

rehabilitar y mejorar todo el ecosistema de la granja otorgando una gran importancia a la

salud del suelo, prestando atencion también a la gestion del agua, el uso de fertilizantes y
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maés. Es un método de cultivo que mejora los recursos que utiliza, en lugar de destruirlos

0 agotarlos (43).

2.2.8. Agricultura organica.

La agricultura organica es un sistema de produccion que trata de utilizar al maximo los
recursos de la finca, dandole énfasis a la fertilidad del suelo y la actividad biologica, y
paralelamente, a minimizar el uso de los recursos no renovables y no utilizar fertilizantes
y plaguicidas sintéticos para proteger el medio ambiente y la salud humana. Asi, la

agricultura organica involucra mucho mas que no usar agroquimicos (44).

2.2.9. Agroecologia.

La agroecologia es un enfoque holistico e integrado que aplica simultdneamente
conceptos y principios ecoldgicos y sociales al disefio y la gestion de sistemas agricolas
y alimentarios sostenibles. Pretende optimizar las interacciones entre las plantas, los
animales, los seres humanos y el medio ambiente, a la vez que aborda la necesidad de
sistemas alimentarios socialmente equitativos en los que las personas puedan elegir lo

que comen y como y donde se produce (45).

La agroecologia es a la vez una ciencia, un conjunto de practicas y un movimiento social,
y ha evolucionado como concepto en las Gltimas décadas para pasar de centrarse en los
campos y las granjas, a abarcar la totalidad de los sistemas agricolas y alimentarios. Ahora
representa un campo transdisciplinar que incluye las dimensiones ecoldgica,
sociocultural, tecnoldgica, econémica y politica de los sistemas alimentarios, desde la
produccion hasta el consumo (45).

2.2.10. Uso de microorganismos de montaiia.

El uso de la tecnologia de microorganismos para la agricultura fue desarrollado en los
afios 80°s en Japon, por el Dr. Teruo Higa y a raiz de esto se han ido perfeccionando
nuevas técnicas para reproducir los microorganismos que viven naturalmente en los
bosques. Estos microorganismos son denominados usualmente “Microorganismos de
Montafia” (MM). Gran parte de ellos cumplen roles benéficos en los procesos bioldgicos
de los suelos y agroecosistemas y pueden ser encontrados en la capa superficial de todo

suelo de un ecosistema natural donde no haya habido intervencion del ser humano (46).
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Para la activacién de los microorganismos estos deben tener un minimo de 30 dias en la
fase de reproduccion anaerobica, esto se puede realizar en barriles con la adiciéon de
diversos componentes a eleccion que contribuyan a su fermentacién, como la melaza, por
ejemplo. Los microorganismos de montafia activados (MMA) son una mezcla de
bacterias, hongos, levaduras y otros microorganismos benéficos. Estos microorganismos
pueden incorporarse en el suelo, en los abonos organicos y como una solucién que
contribuya al control plagas y enfermedades en los cultivos, incluso las levaduras que
prevalecen luego de 14 dias de activados los MM son las que se usan para la produccion

de abono organico fermentado (46).

2.2.11. indices de diversidad.

En cada unidad geografica, a diferentes escalas, se encuentra un numero variable de
comunidades de organismos. Por ello, para comprender los cambios de la biodiversidad
con relacion a la estructura del paisaje, la separacion de los componentes alfa, beta y
gamma (47) es de gran utilidad. Esta forma de analizar la biodiversidad resulta muy
conveniente en el contexto actual ante la acelerada transformacion de los ecosistemas

naturales (48).

La diversidad alfa (a) es la riqueza de especies de una comunidad particular a la que
consideramos homogénea (diversidad local), la diversidad beta () es el grado de cambio
o reemplazo en la composicion de especies entre diferentes comunidades en un paisaje o
region, y la diversidad gamma (y) es la riqueza de especies del conjunto de comunidades
que integran un paisaje (diversidad regional), resultante tanto de las diversidades alfa

como de las diversidades beta (47).

2.2.11.1. Diversidad Alfa (a).

La diversidad alfa esta constituida por la diversidad intrinseca de una comunidad bajo
condiciones similares en un paisaje. Existen tres medidas de diversidad alfa; riqueza,
equitatividad y diversidad. La riqueza, se refiere al nimero de especies en un
determinado sitio, independiente de las abundancias de cada una. La equitatividad se
refiere a la variabilidad en las abundancias relativas de cada una de las especies de la

comunidad. Es una medida que permite entender el reparto de recursos entre las
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especies dentro de la comunidad, y por tanto cual es el aporte de cada una de las

especies a la comunidad (49).

Por otro lado, los indices de heterogeneidad estan basados en la relacion entre
equitatividad y riqueza. Los indices de Shannon-Weaver y de Simpson son los mas
comunes para medir diversidad alfa. La meta fundamental detras del disefio de la
mayoria de los indices de heterogeneidad es unificar dos elementos de la diversidad,
la equitatividad, o sea la variabilidad en las abundancias relativas de las especies de la
comunidad, y la riqueza, o sea el nimero total de especies que componen la comunidad
(49).

La diversidad alfa alberga dos subgrupos: Riqueza especifica y Estructura de la
comunidad (48), de los cuales, para el presente estudio se hara uso de los siguientes;
dentro los indices de riqueza especifica se empleara la riqueza de especies, mientras que
dentro del grupo estructura, un modelo no paramétrico a usar sera Chaol y dos indices
de abundancia proporcional, uno de dominancia (InvSimpson) y un indice de equidad
(Shannon).

Riqueza especifica (Richness). EI concepto mas viejo y usado de la diversidad es el
numero de especies (riqueza). Mclntosh (1967) sugiere el término alterativo de riqueza
de especies que de una forma u otra relaciona al nimero de especies encontradas con la
cantidad de individuos colectados o el area de la muestra (medida de esfuerzo de
muestreo). En este caso las comparaciones se hacen tomando en cuenta un ndmero de

individuos o areas uniformes (50).

Estructura>Modelos no paramétricos

Chao 1. Es un estimador del nimero de especies en una comunidad basado en el nUmero
de especies raras en la muestra (51) (52). S es el nimero de especies en una muestra, a es
el nimero de especies que estan representadas solamente por un Unico individuo en esa
muestra (numero de “singletons”) y b es el numero de especies representadas por

exactamente dos individuos en la muestra (51) (52).
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Estructura>indices de abundancia proporcional>indices de dominancia

Iindice inverso de Simpson (InvSimpson). Valor menor posible es 1 (comunidad con
solo 1 especie); a mayor diversidad mayor es el indice; el valor maximo es el nimero de

especies de la comunidad (riqueza de especies) (53).

Estructura>indices de abundancia proporcional>indices de equitatividad

Indice de Shannon-Wiener. Expresa la uniformidad de los valores de importancia a
través de todas las especies de la muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en
predecir a que especie pertenecera un individuo escogido al azar de una coleccion (54).
Asume que los individuos son seleccionados al azar y que todas las especies estan

representadas en la muestra.

Equitatividad o regularidad (evenness). Este concepto representa el grado de
homogeneidad existente en las abundancias relativas de las especies. El término
homogeneidad (evenness) se refiere a la absoluta igualdad de las abundancias relativas,
mientras que "equitatividad™” (equitability), se refiere al grado de homogeneidad relativa
a un estandar especifico (55).

2.2.11.2. Diversidad Beta (p).

La diversidad beta o diversidad entre habitats es el grado de reemplazamiento de especies
0 cambio bidtico a través de gradientes ambientales (47). A diferencia de las diversidades
alfa y gamma que pueden ser medidas facilmente en funcion del nimero de especies, la
medicion de la diversidad beta es de una dimension diferente porque esta basada en
proporciones o diferencias (54).

Estas proporciones pueden evaluarse con base en indices o coeficientes de similitud, de
disimilitud o de distancia entre las muestras a partir de datos cualitativos
(presencia/ausencia de especies) o cuantitativos (abundancia proporcional de cada
especie medida como numero de individuos, biomasa, densidad, cobertura, etc.), o bien

con indices de diversidad beta propiamente dichos (54).
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2.2.12. Abundancia relativa.

Indica el porcentaje de participacion que tiene cada una de las especies en una
determinada area y se expresa como la relacion porcentual entre el nimero de individuos
de una especie determinada con el total de individuos en un area determinada (56).
Ademas, el medir la abundancia relativa de cada especie permite identificar aquellas
especies que por su escasa representatividad en la comunidad son mas sensibles a las

perturbaciones ambientales (54).

2.3.  Investigaciones relacionadas con el tema de investigacion.

Existe investigacion en lo que respecta al estudio de microorganismos patégenos en la
mora silvestre de Galapagos (Rubus niveus), lo cual es un gran avance para la erradicacion
de esta maleza que genera inconvenientes notorios en los cultivos agricolas debido a
facilidad de crecimiento en el medio islefio (57). Ademas, estudios sobre las propiedades
fisicoquimicas del suelo de las islas en relacion con su edad y clima también se encuentran
disponibles. Entre estos, existe un estudio que indica que en las islas de mayor edad existe
una acumulacion de Al y Fe (16). Este estudio también indicé que factores como la
conductividad eléctrica, el Ph, retencion de fosfatos tienden a disminuir en las islas mas
jovenes (16). La presente investigacion pretende sumarse a los estudios realizados en el
suelo de las islas para tener asi una base solida de informacion y servir en la toma de
decisiones en la agricultura a futuro. No obstante, este estudio provee evidencia molecular
de la composicion microbiana de suelos bajo manejo ecoldgico, un aporte nuevo a la

problematica descrita en la seccion 1.1. “Problema de investigacion™.
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CAPITULO IIlI.
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

Los analisis moleculares se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular del Galapagos Science Center (Universidad San Francisco de Quito -
University of North Carolina at Chapel Hill), en la Isla San Cristébal, provincia de
Galapagos. Las muestras de suelo analizadas en el presente estudio fueron colectadas en
la Isla Santa Cruz, en dos fincas agroecologicas: 1) “Finca agroecoldgica Huerta Luna”
(HL), ubicada en la parroquia Bellavista, cuya latitud es 00°42.507, longitud 90°19.398’
y una altitud de 206 msnm; y 2) “Finca Lava Java”, ubicada en la Via al Cascajo, km 4,
latitud S 00°42°00”, longitud W 90°18°55,7” y una altitud de 183 msnm. Ambas fincas
se encuentran en la parte alta de la Isla Santa Cruz (Fig. 2).

Figura 2.

Area de estudio en las islas Galapagos: Isla Santa Cruz (coleccion de muestras de suelo
en dos fincas agroecoldgicas: Huerta Luna en Bellavista y Lava Java en El Cascajo e
Isla San Cristobal (procesamiento en laboratorio).
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Elaboracion: José Daniel Gonzélez MSc. y autora.
Software: RStudio v2022.017.1+554 - "Spotted Wakerobin™
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3.2. Condiciones climaticas.

Tabla 1.

Condiciones meteoroldgicas Bellavista, isla Santa Cruz (Julio,2019) (58).

Parametro Promedio
Temperatura 19.3°C
Humedad relativa 95 %
Precipitacion 4.9 mm
Nubosidad 8 octa

3.2. Tipo de investigacion.

3.2.1. Linea de investigacion.

De acuerdo con la Secretaria de Investigacion Ciencia y Tecnologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo el presente trabajo pertenece a la siguiente linea y Sublinea
de investigacion: Agricultura, Silvicultura y Produccién animal. Desarrollo de
conocimiento y tecnologias de agricultura alternativa aplicable a las condiciones del

tropico humedo y semihtimedo del Litoral Ecuatoriano.

3.2.2. Trabajo de campo.

Se colecto un total de 24 muestras de suelo: 12 pertenecen a la “Finca Lava Java”y 12
pertenecen a la “Finca agroecologica Huerta Luna”. En cada finca las muestras
comprenden tres tratamientos con cuatro repeticiones cada uno (ver Tabla 2). Ademas, se
realizo la georreferenciacion de los sitios de toma de muestras mediante un GPS. La
vegetacion presente al momento de la colecta de muestras en cada tratamiento y finca se

encuentra en la Tabla 3.

Tabla 2.

Tratamientos empleados en el analisis de suelo.

Tratamiento Tipo de suelo
Tl Bosque mixto, parcialmente manejado (Fuente de microorganismos
para suelos de cultivo)
T2 Suelo de cultivo (donde se inoculan los microorganismos)
T3 Suelo no manejado que sera empleado como control
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Tabla 3.

Vegetacion presente en los sitios de colecta de muestras.

Tratamiento Finca Vegetacion
Tl LJ  Hibiscus, Scalesia pedunculata, guaba, platano verde, café
HL

Aguacate, café, balsa, cedrela, puma rosa, sauco, guaba,
helechos, musgo, maracuya

T2 LJ  Cafe, Scalesia pedunculata, guayabillo, cedrela, cereza
HL
Espinaca, cafia de azUcar, aji, ajo, cebolla, arveja, keil
dinosaurio, ruda, hiebraluisa, frejol negro, mostaza, matico,
curcuma
T3 LJ  Café, cedrela, Hibiscus
HL
Cafe, balsa, cedrela, laurel, maracuya

3.2.3. Experimental.

Las muestras recolectadas (alrededor de 1 kg/muestra) fueron transportadas en
refrigeracion al laboratorio. De la muestra fresca se tomaron 15 ml en un tubo Falcon para
su almacenaje a -20 °C y posterior uso en extraccion de ADN. El resto de la muestra fue
pesado, secado y almacenado. Se realizd una extraccién de ADN con el kit DNeasy
PowerSoil Pro-Kit de QIAGEN (ver anexo D) de las muestras para luego realizar una
PCR del fragmento 16S RNAr (ver primer utilizados en Tabla 4) y finalmente hacer uso
del dispositivo de secuenciacién portatil MinlON y el kit de secuenciacién 16S barcoding
(SQK-16S024) de Oxford Nanopore Technologies. Este dispositivo generd para este
fragmento un aproximado de 200K- 4M de reads (secuencias generadas) por

secuenciamiento.

El secuenciador MinlON gener6 archivos FAST5® y archivos FASTQ®. Adicionalmente,
realiza un basecalling’ y demultiplexing®. Luego se visualizo la distribucion de calidad y

tamario de las muestras con el fin de conocer el resultado de la secuenciacion y comprobar

5> Datos crudos con informacion eléctrica, especificos de Oxford Nanopore Technologies.
6 Archivos de texto obtenidos a partir del basecalling de los FAST5 - Formato comun en secuenciacion de ADN

7 Asignacion de la secuencia de nuclectidos
8 Separacion de la libreria por barcode
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si el procedimiento fue exitoso. A partir de esto, se genera una tabla de resultados con el

tamafio y calidad promedio a partir de los archivos FASTQ.

Se utiliz6 Python y R para hacer la limpieza de datos y un control de calidad de la libreria
(QC). Finalmente se utiliz6 el 16S workflow del EPI2ME (Oxford Nanopore
Technologies) para la identificacién de especies. Este software hace busquedas de las
reads en bases de datos mundiales, en este caso GenBank de NCBI. Los archivos que
contenian la identificacion de cada read fueron importados nuevamente en para los

analisis subsiguientes de diversidad.

Tabla 4.

Primers empleados para el secuenicamiento del fragmento 16S RNAr.

Primer SEQ

16S F 5S-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCAGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’

16SR 5’-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCGGTTACCTTGTTACGACTT -3’

3.3. Método de investigacion.

3.3.1. Método comparativo.

El método comparativo permitié evaluar las diferencias entre tratamientos para conocer
finalmente la efectividad de las técnicas de manejo microbioldgicas aplicados. Las
comparaciones se realizaran en base a los siguientes criterios: tiempo de las fincas bajo

manejo agroecoldgico y la diversidad existente entre tratamientos.

Tabla 5.

Tiempo de manejo de las fincas al momento de toma de la muestra (Agosto 2021).

Finca agroecoldgica ~ Tiempo de manejo organico  Tiempo bajo tratamientos

(afos) con microorganismos (afios)
Huerta Luna 40 5
Lava Java 12 1
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3.3.2. Método analitico.

Mediante la aplicacion del método analitico se logro establecer las causas de la eficiencia
de las técnicas de manejo aplicadas y la importancia de los microrganismos para los

cultivos agricolas.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

La literatura consultada para el presente trabajo de investigacion se basé en libros y

articulos cientificos.

3.5. Disefno del experimento.

En la presente investigacion se realizd la caracterizacion de especies de microorganismos
a partir de las secuencias generadas (reads) mediante un analisis de datos utilizando el
software EPI2ME de Oxford Nanopore Technologies (basado en la base de datos de

GenBank, NCBI®), obteniendo la clasificacion taxondémica de cada read por muestra.

Se realiz6 ademas una comparacion de la diversidad y composicion de especies entre
tratamientos para conocer el efecto de la inoculacidon de microorganismos desde los suelos
fuente (T1) en los suelos de cultivo (T2). Adicionalmente, se realizd de un PCoA
(Anélisis de Coordenadas Principales) de la composicion de la comunidad de
microorganismos para conocer que tan distintas o similares son las comunidades entre
tratamientos. El analisis PCoA es un método de analisis de reduccion de dimensionalidad
de datos no vinculante que se puede utilizar para estudiar la similitud o diferencia de la
composicion de muestras y observar las diferencias entre individuos o grupos (28).

Ademas de los resultados de la identificacion de especies, el software empleado
(EPI2ME) brinda informacion sobre la proporcion de cada tipo de microrganismo por
muestra o tratamiento lo cual resulta favorable como un indicador que contribuya a

discutir que procesos estan sucediendo en los suelos estudiados.

9 National Center for Biotechnology Information
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Los andlisis mencionados se realizaron para cada finca, para conocer, ademas, si el tiempo
de manejo con esta técnica ha tenido un efecto importante. Considerando que la finca
Lava Java tiene un afio produciendo alimentos bajo el uso de tratamientos con
microorganismos, mientras que Huerta Luna llevaba cinco afios al momento de toma de

la muestra.

3.6. Instrumentos de investigacion.

La fase de laboratorio de la presente investigacion se realizé en la isla San Cristdbal,
Galapagos en las instalaciones del Galapagos Science Center, USFQ. Para lo cual se
realizd una extraccion de ADN de las muestras colectadas, PCR y secuenciacion con los
protocolos establecidos para el fragmento 16S y finalmente el analisis de los datos
haciendo uso de plataformas bioinformaticas, incluida la propia del dispositivo de

secuenciacion (MinlON).

Para la fase de campo, empezada en la isla Santa Cruz, se tomaron 4 muestras de suelo
bulk por tratamiento y, tres tratamientos (total 12 muestras), en dos fincas agroecoldgicas
diferentes. Las muestras fueron colectadas en agosto de afio 2021 dentro del componente
Microbiomas del proyecto “Barcode Galapagos”, del cual la autora de la presente

investigacion formo parte desde su inicio en Noviembre del 2020 hasta Abril del 2022.

El proyecto Barcode Galapagos tuvo como objetivo principal la caracterizacion de la
diversidad genética de las islas, para este fin, durante aproximadamente un afio se
recolectaron muestras de suelo de diferentes islas con el fin de evaluar la diversidad de
microbiomas de diferentes suelos y ecosistemas de las islas, muestras de agua marina y
dulce para caracterizacion de eDNA, y de grupos taxondmicos especificos animales (egj.

rayas, tiburones) y plantas (ej., mora y Scalesia).

3.6.1. Variables por evaluar en la investigacion.

* Diversidad de microrganismos presentes en cada tratamiento y finca
* Variacion de la composicion de comunidades microbianas entre tratamiento y finca

* Variacion de diversidad microbiana entre fincas con base al tiempo de manejo

agroecolégico
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3.7. Tratamiento de los datos.

o EPI2ME: plataforma de analisis basada en la nube que proporciona workflows
analiticos en tiempo real
e RStudio v2022.017.1+554 - "Spotted Wakerobin"

e Principal Coordinate Analysis (PCoA), indices de diversidad: Ohchibi: Scripts R (Dr.
Dario Ramirez)
o Excel

3.8. Recursos humanos y materiales de la investigacion.

3.8.1. Recursos humanos.

Los integrantes del presente proyecto de investigacion son:

« Tutor de la unidad de titulacién: Dr. Camilo Mestanza Uquillas

« Tutores USFQ-GSC: Dra. Diana Pazmifio, MSc. Diego Ortiz, Ing. Agr. Karina
Bautista MSc, José Daniel Gonzales BSc. (Hons)

« Dr. Dario Ramirez

. Autora del proyecto de investigacion: Daniela Martinez VVargas

3.8.2. Recursos materiales.

Tabla 6.
Recursos materiales empleados.
Materiales de campo Materiales de laboratorio
Guantes de jardineria DNeasy PowerSoil Pro Kit -QUIAGEN
Alcohol al 70% (Kit de extraccidn)
Pala de mano MinlON (secuenciador)
Papel Flowcell
Fundas ziplock medianas Kit de secuenciacién - 16S Barcoding Kit
Cooler con hielo (Nanopore protocol)
GPS MM Taq polimerasa
Pipetas, puntas
Centrifuga

Termociclador
Céamara de electroforesis y visualizacion
Céamara de bioseguridad
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3.8.3. Presupuesto

Tabla 7.

Recursos materiales de campo.

Material o equipo Valor ($)
Guantes de jardineria 3.00
Alcohol al 70% 5.00
Pala de mano 5.00
Papel 0.50
Fundas ziplock medianas 10.00
Cooler con hielo 25.00
GPS 70.00

Nota: Los materiales y algunos equipos usados son propiedad del Proyecto “Barcode
Galapagos” y otros del Galapagos Science Center-USQ, Laboratorio de Microbiologia y

biologia molecular.

Tabla 8.

Recursos materiales de laboratorio.

Material o equipo Valor ($)
DNeasy PowerSoil Pro Kit 1,600.00
MinlON (secuenciador) 5,000.00
Kit de secuenciacion 8,000.00
Flowcell 700.00
Master mix Taq polimerasa 600.00
Pipetas, puntas (0.5-10uL, 10-100uL, 100-1000uL) 200.00
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3.9. Diagrama de flujo metodologia.

Figura 3.
Diagrama de flujo de la metodologia de la investigacion
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados y discusién.

4.1.1. Resultados de la secuenciacion de las muestras de suelo.

La secuenciacion de muestras de microbioma de suelos de las fincas agroecoldgicas,
empleando el fragmento 16S, generé 5°254,032 secuencias (reads), con un promedio de
218,918 secuencias por muestra. Huerta Luna (HL) posee una suma total de 2°626,312
secuencias y un promedio de 218,859.33 por muestra. EI T1 (bosque) de Huerta Luna obtuvo
un total de 956,517 secuencias y un promedio de 239,129.25 por muestra; en T2 (cultivo) un
total de 1°391,250 secuencias y un promedio de 347,812.5 por muestra y en T3(control) un
total de 278,545 secuencias y un promedio de 69,636.25 por muestra.

Por su parte Lava Java obtuvo un total de 2°627.720 secuencias y un promedio de 218,976.67
por muestra. De estas, 466,699 secuencias pertenecieron a T1, con un promedio de 116,674.75
por muestra. T2 obtuvo 789,890 secuencias con un promedio de 197,472.5 secuencias por
muestra. Finalmente, T3 obtuvo 1°371,131 secuencias y un promedio por muestra de
342,782.75.

4.1.2. Abundancia relativa por tratamiento a nivel de Filo de bacteriay
arquea.

La abundancia relativa por tratamiento a nivel de filo de bacteria y arquea con abundancia
mayor a 0.05 en las fincas agroecoldgicas Huerta Luna y Lava Java se muestra en la Figura 4.
El grafico de barras sefiala las composiciones microbianas de los 10 filos principales
encontrados entre tratamientos. El eje horizontal representa los distintos tratamientos; mientras
que el eje vertical representa la abundancia relativa de los diferentes filos. Diferentes colores

representan diferentes filos bacterianos.

El filo Proteobacteria (color celeste) es el mas abundante en todas las muestras y tratamientos
en ambas fincas. Esto es, corroborado a nivel mundial en estudios que reportan este filo como
el mas abundante, puesto que contiene alrededor del 30% del numero total de especies
bacterianas (59). Este filo bacteriano posee una enorme diversidad de caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas, comprendiendo la mayoria de las bacterias Gram negativas de uso
agricolas como Bradyrhizobium. Ademas de bacterias que participan en los ciclos del carbono,
el azufre y el nitrdgeno, el filo incluye también bacterias fototroficas (organismos que obtienen
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energia de la luz) y no fototréficas, bacterias aerdbicas y anaerdbicas (59). En las dos fincas

existe similitud en la abundancia relativa para este filo.

Figura 4.

Abundancia relativa por tratamiento agrupadas a nivel de Filo de bacteria y arquea con
abundancia mayor a 0.05 en las fincas agroecologicas Huerta Luna y Lava Java en
Galépagos, Ecuador.
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A nivel regional, un estudio realizado en suelos asociados a la rizosfera de Mortifio (Vaccinium
Floribundum Kunth) en los paramos de Ganquis y Cubillin de la Provincia de Chimborazo —
Ecuador (Arcos-Torres et al.)., reveld mediante un analisis metagenémico de la poblacion
microbiana que el filo Proteobacteria fue el mas abundante (53.3%), seguido de Bacteroidetes
(26.67%); Actinobacteria (13.33%) y Firmicutes (6.67%) (Arcos-Torres et al.). Este estudio
coincide con la presente investigacion al sefialar al filo proteobacteria como el mas abundante
(=40%). Otro filo que tuvo similitud entre ambos estudios fue Actinobacteria con un ~7% en
esta investigacion (60). La similitud entre estudios posiblemente se deba a que ambos fueron

realizados en suelos poco intervenidos y de origen volcanico.

Por otro lado, hubo una notable diferencia entre el estudio de Arcos-Torres et al. (60) y el
presente (Galapagos) en la abundancia de Firmicutes que fue mayor (=20%) y Bacterioidetes
cuya abundancia fue baja (=2%) en ambas fincas. Estas diferencias pueden deberse a la
diferencia de alturas, puesto que el presente estudio fue realizado en las Islas Galapagos (200

msnm), mientras que el estudio en comparacion fue realizado en el paramo (3,857 msnm).
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Las muestras colectadas para el presente estudio han sido tomadas de fincas agroecologicas,
por tanto, la incidencia de reactivos sintéticos ha sido casi nula, considerando ademas que el
tratamiento T1 (fuente de microorganismos) es un bosque mixto y poco intervenido, por lo cual
alberga gran diversidad de flora nativa de las islas. Esto coincide con el paramo en estos
términos puesto que, Ledn-Yanez (2011) (61), sugiere que son alrededor de 1,500 especies
vegetales las cuales habitan en los paramos en Ecuador, lo que convierte, en relacion con su
tamafio, el pais con la flora mas diversa de la regién andina para este ecosistema. En este
sentido, el suelo de las fincas agroecoldgicas y el paramo coinciden en sus filos mas abundantes
(incluyendo el mas abundante en ambos casos) probablemente debido a su alta diversidad

vegetal.

Existe ademas un estudio desarrollado por investigadores del IVIC?, INABIO*!, Universidad
Espiritu Santo, y Universidad de Chile, el cual determin6 que la diversidad bacteriana en el
suelo aumenta con la presencia de plantas invasoras, especificamente plantas herbaceas que
generan sustancias alelopéticas en ecosistemas forestales de zonas templadas. Proporcionaron
evidencia de que las plantas invasoras afectan la biota del suelo de manera diferente (62). En
este sentido, cabe sefialar que en las fincas agroecoldgicas ha prevalecido el comportamiento

organico de la naturaleza y por tanto existe una gran diversidad de flora nativa en sus predios.

Una vez mas en términos de diversidad microbiana, se comprueba que existe relacion
directamente proporcional en suelos que poseen mas vegetacion. Una posible explicacion de
esto es que al poseer cobertura vegetal la capa superficial del suelo es capaz de albergar mayor
humedad, favoreciendo asi la propagacion de microorganismos, ademas, luego de cumplir su

ciclo de vida, estas plantas se transforman en materia organica util para los microorganismos.

Una alta diversidad de flora vascular puede mejorar la productividad primaria neta, lo que
aumenta la entrada de carbono al suelo, debido al uso més eficiente de los nutrientes, y a la
rotacion mas rapida de la biomasa vegetal que produce una mayor exudacion radicular, que

puede afectar positivamente a la comunidad microbiana (63) (64).

Zapata (65) en su estudio denominado “Caracterizacion del microbioma en ¢l cultivo de banano
(Musa % paradisiaca L.) bajo sistema de produccion organico y convencional” revelo que, el

tipo de manejo agricola tiene un efecto significativo sobre la composicion microbiana. Sefiald

10 Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
1 Instituto Nacional de Biodiversidad
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ademas que el filo Proteobacteria y Bacteroidetes estan mayormente enriquecidos en el suelo
y rizosfera organica, mientras que se detectd un aumento de miembros de los filos

Acidobacteria y Actinobacteria en el manejo convencional (65).

Estos resultados coinciden en parte con lo esperado en base al estilo de vida de estos
microrganismos, pues se considera que los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobaceria
son principalmente copiotréficos (66), es decir, crecen rapido en ambientes ricos en nutrientes
como es el manejo organico. Mientras que, Acidobacteria es considerado principalmente
oligotrofico, es decir que crecen lento en ambientes pobres en nutrientes (66), por lo que se

espera que se encuentren enriquecidos en el manejo convencional (65).

En concordancia con el presente estudio, donde el filo Proteobacteria es el mas abundante,
Zapata (65) sugiere que el suelo de las fincas debe la presencia de este grupo de bacterias a su
alto contenido de materia organica. Sin embargo, existe una leve diferencia entre la abundancia
de este filo entre tratamientos dentro de cada finca. En Huerta Luna se evidencia mayor
abundancia de Proteobacterias en el T1 (bosque mixto-fuente de microorganismos), mientras
que, en contraste, en Lava Java el T1 es el que posee el nivel mas bajo de este filo. Esto podria
explicarse debido a la diferencia de tiempo que poseen las dos fincas con manejo agroecoldgico
0 a los diversos tipos de vegetacion que estuvieron presentes en la toma de la muestra. El
tratamiento T1 en Huerta Luna registré una vegetacion mas variada al momento de colectar las

muestras en comparacion con Lava Java (ver Tabla 3).

Aunque el tiempo de manejo y el tipo de vegetacion presentes en cada finca parecen ser los
factores mas importantes que podrian explicar diferencias entre fincas, otro factor adicional es
la altitud. Huerta Luna se encuentra ubicada en la parroquia Bellavista a una altitud de 206
msnm, mientras que Lava Java posee una altitud de 183 msnm. Los cambios en altitud generan
una ordenacion de las formaciones vegetales en pisos, ya que a mayor altitud aumentan las
precipitaciones y desciende la temperatura lo cual también podria influir en los ecosistemas

subterraneos.

Un estudio completo de la diversidad de Acidobacterias del suelo mediante pirosecuenciacion,
en el cual recolectaron un total de 87 suelos Unicos que representan una amplia gama de
caracteristicas del suelo y del sitio en toda América del Norte y del Sur, cerca del pico de la
temporada de crecimiento de las plantas evidencio que, en todos los suelos, las acidobacterias

representaron el 30.9 % de todas las secuencias bacterianas clasificadas detectadas (67). Este
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resultado coincide con la presente investigacion, en la cual se ha obtenido alrededor del 20-
30% de Acidobacteria, lo cual sugiere que el suelo de las fincas se encuentra dentro del rango

“normal”.

Otro de los filos mas abundantes dentro del presente estudio es Firmicutes (=20%). Las
bacterias de este filo participan en el proceso de reduccién de sulfatos en el suelo, siendo que
pueden oxidar compuestos de carbono a través de esta via, incluyendo la reduccion de sulfato
(SO4% ) a sulfuro (S*) a través de sulfito (SO3> ) en una reaccion de disimilacion'? (68). Este
proceso es particularmente importante en suelos agricolas debido a que, segin Narayan, et al.
(69), el azufre es uno de los nutrientes esenciales que se requiere para el adecuado crecimiento

y desarrollo de las plantas.

La mayor parte del azufre en el suelo esta presente en la materia organica y, por lo tanto, no es
accesible para las plantas si no se reduce a sulfato (SO4% ) ya que esta es la principal fuente de
azufre para las plantas considerando ademas que este elemento generalmente esta presente en
cantidades minimas en el suelo. Cabe sefialar que es soluble en agua, por lo que se filtra

facilmente del suelo (69).

El proceso de absorcion de azufre para las plantas ocurre directamente del suelo mediante el
uso de transportadores de sulfato propios de las plantas. Sin embargo, las plantas también
utilizan organismos asociado simbidticamente, como bacterias y hongos, para absorber azufre
del suelo, especialmente en condiciones de agotamiento de azufre. La deficiencia de azufre
conduce a un crecimiento atrofiado de las plantas y, en dltima instancia, a la pérdida de

rendimiento (69).

Es necesario sefialar esto debido a que, como es mencionado por Narayan, et al. (69) y la FAO
(68), el proceso de absorcion y sintesis del azufre del suelo para su aprovechamiento por las
plantas es en gran medida producto del trabajo de microorganismos del suelo. Este es solo un
ejemplo de lo que ocurre con distintos elementos que la planta necesita para su correcto
desarrollo y crecimiento, de tal manera que, proteger la microbiota del suelo debido a sus
funciones reguladoras y mas, es un factor que no debe ser ignorado. Un correcto manejo del
suelo es capaz de preservar estos organismos tan necesarios dentro del proceso alimentario

humano.

12 Conversion de sulfato en oxidacion de sulfuro de un donante de electrones para la conservacion de energia que posteriormente se utiliza
para el crecimiento y el mantenimiento (94).
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Un estudio denominado “Efecto de las diferentes practicas de agricultura sobre las
comunidades bacterianas en suelos del Valle del Yaqui” en el cual se investigo el efecto de tres
diferentes practicas agricolas: sistemas de labranza, manejo de residuo y aplicacién de
fertilizante N (0 o 300 kg N/Ha) obtuvo que los taxones indicadores para los tratamientos de
camas permanentes con labranza cero fueron principalmente miembros de Actinobacteria
(Actinomycetospora, Clavibacter, Mycobacterium, Sphaerisporangium) (70). Otro estudio
donde la abundancia relativa de Actinobacteria incremento en los sistemas de labranza cero se

ubica en un campo experimental del CIMMY'T ubicado en el altiplano central de México (71).

Dentro del presente estudio, exceptuando el grupo de otros filos con abundancia < 0.05%
(“other™), el filo Actinobacteria es el cuarto mas abundante y su presencia dentro del grupo de
muestras puede resultar como un indicador de buenas practicas agricolas, en este caso la
minima intervencién mecanica en el suelo de las fincas. En estudios llevados a cabo en otros
agroecosistemas se evidencié que la labranza es la préactica agricola que mas afecta la estructura

de las comunidades bacterianas (72).

Los sistemas de cero labranza mantienen el suelo cubierto con residuos del cultivo, resultan en
menos erosion que los sistemas de labranza convencional ya que el mantener una cobertura
permanente del suelo sirve como una proteccidn fisica contra los efectos del sol, la lluvia y el
viento; maximiza la infiltracion de agua mediante la formacidn de una barrera fisica y mejora
la estructura fisica del suelo. Del mismo modo, mejoran la aireacion del suelo, reducen las
fluctuaciones de temperatura y humedad, incrementan el contenido de carbono en la superficie
del suelo, reducen la compactacion en la zona de las raices y permite a los agricultores usar

practicas variadas de herbicidas y fertilizantes (73).

Segun la Figura 4, el filo Cyanobacterias es el menor dentro del top 10 de los filos més
abundantes, sin embargo, el que aparezca como filo principal entre todos los que se han
obtenido del presente estudio (31 en total) es un excelente indicador de un suelo sano puesto
que

Segun un estudio de Chamizo et al. (2018) donde se inoculd dos especies de cyanobacterias:
Phormidium ambiguum (no fija N) y Scytonema javanicum (fija N), en suelos de diferente
textura (desde franco limoso hasta arenoso) y se explord la evolucién de las propiedades
fisicoquimicas del suelo durante tres meses en condiciones de laboratorio se evidencio que S.
javanicum promovié un mayor aumento en el contenido total de C organico y N total y que P.
ambiguum fue més eficaz para aumentar el contenido total de exopolisacaridos (EPS) y la
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resistencia a la penetracion del suelo. Se obtuvo ademas una mejora en la fertilidad del suelo
en comparacion con los suelos no inoculados en suelos arenosos y limosos, que originalmente
tenian la fertilidad méas baja. En general, la mejora en la fertilidad y estabilidad del suelo
respalda la viabilidad del uso de cianobacterias para restaurar suelos aridos degradados (74).
Este grupo de bacterias que se encuentran presentes en las fincas agroecoldgicas puede ser
empleada para su inoculacion en suelos poco fértiles como los empleados en el estudio de
Chamizo et al. y futuros esfuerzos en las fincas agroecoldgicas de Galapagos podrian enfocarse

en incrementar la proporcion de este filo en sus suelos.

4.1.3. Abundancia relativa por tratamiento a nivel de Familia de bacteria y
arquea.

La abundancia relativa por tratamiento agrupadas a nivel de familia de Bacteria y Arquea con
abundancia mayor a 0.05 en las fincas agroecoldgicas Huerta Luna y Lava Java se muestra en
la Figura 5. El gréfico de barras sefiala las composiciones microbianas de las 20 familias
principales entre las 24 muestras de suelo. El eje horizontal representa las distintas muestras y
respectivos tratamientos por finca; mientras que el eje vertical representa la abundancia relativa

de los diferentes familias. Diferentes colores representan diferentes familias bacterianas.

Figura 5.

Abundancia relativa por tratamiento agrupadas a nivel de familia de Bacteria y Arquea con
abundancia mayor a 0.05 en las fincas agroecoldgicas Huerta Luna y Lava Java en
Galapagos, Ecuador.
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En general, la familia mas abundante en todas las muestras y tratamientos pertenece al filo
Firmicutes; la familia Bacillaceae (azul marino). Los miembros de la familia Bacillaceae se
encuentran entre las bacterias mas fuertes de la Tierra, lo que se debe principalmente a su
capacidad para formar endosporas resistentes. Bacterias de esta familia desempefian funciones
fundamentales en la ecologia del suelo como el ciclo de la materia organica, en la salud de las
plantas y la estimulacion del crecimiento, por ejemplo, mediante la supresion de patégenos de

las plantas y la solubilizacién de fosfato (75).

Debido a su capacidad para formar endosporas que brindan alta resistencia al calor, la
radiacion, los productos quimicos y la sequia, estas bacterias pueden sobrevivir en condiciones
adversas durante un periodo prolongado de tiempo (75). El género Bacillus, se encuentra dentro
de esta familia y es actualmente el género mas diverso dentro de Bacillaceae, con al menos
226 especies (76). Este género presenta una amplia diversidad metabélica involucrada en el
control biologico de fitopatogenos, es asi como, actualmente, diversas formulaciones
comerciales cuentan como ingrediente activo cepas del género Bacillus, para su aplicacion en
campo, mitigando a fitopatdgenos e indirectamente promoviendo el crecimiento vegetal con la

mejora de la salud de la planta (77).

Bacilos como B. subtilis, B. cereus, y B. mycoides son conocidas por sus funciones como
rizobacterias beneficiosas que promueven el crecimiento de las plantas (biofertilizantes) o
protegen las plantas de los patdgenos de las plantas (bioplaguicidas) (76). Gran parte de los
integrantes del género Bacillus son saproéfitos heterotrofos aerobios (78), son capaces de
degradar una gama de sustancias carbonosas poliméricas. Por lo tanto, estos organismos
pueden prosperar en microhabitats donde el carbono y el nitrégeno no estan muy limitados. Se
sabe que varios miembros del género Bacillus son habitantes tipicos de los Ilamados puntos
calientes de actividad microbiana en habitats terrestres, por ejemplo, donde abunda la materia

organica (79).

Es importante reconocer a importancia de esta familia de bacterias debido a sus grandes aportes
dentro de la salud y mantenimiento del suelo, lo cual provee una posible explicacion para la
mejora observada en la produccién de cultivos en ambas fincas agroecoldgicas estudiadas en
Galapagos. La presencia de estos microorganismos (Bacillaceae) en el suelo de las fincas
puede ser un indicador de la calidad del suelo que se encuentra en ellas. De manera particular,
en el T3(control) de la finca Huerta Luna se evidencia en la réplica 2 una diferencia

significativa de esta familia en comparacion a las demas muestras, abarcando
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aproximadamente un 40% del total de la muestra. Esto puede ser debido a que las muestras del
tratamiento 3 fueron tomadas de una zona no manejada, lo cual parece reflejar condiciones

naturales del suelo de la isla.

Existen informes donde se evidencia que varios enddfitos, como Bacillus y Paenibacillus
(también abundante dentro del presente estudio), inhiben los fitopatégenos del suelo de los
cultivos de leguminosas mediante la produccion de sideréforos, enzimas hidroliticas,
antibioticos y cianuro de hidrégeno (80). Esto puede sugerir que los tratamientos empleados
en las fincas son capaces de mantener un suelo mas equilibrado y con menos prevalencia de
enfermedades en los cultivos. La familia Paenibacillaceae, muestra mayor abundancia en la
muestra LJT1-2, perteneciente a Lava Java, lo cual puede ser explicado debido a que la muestra

pertenece al T1, correspondiente a bosque mixto con poca intervencion.

Otra familia particularmente abundante dentro de todas las muestras es Acidobacteriaceae
(color rojo), una de las tres familias del filo Acidobacteria. Diversos estudios develan la
capacidad de estas bacterias de degradar una amplia gama de compuestos de carbono simples,
asi como polisacaridos vegetales y microbianos, incluida la celulosa. Dos géneros de esta
familia son anaerobios facultativos; el resto son quimioheterétrofos'® aerobios (81). Existen
ademas estudios donde se observaron diferencias en el crecimiento y la diversidad de varios
taxones de Acidobacteriaceae cuando se afiadié carbono facilmente oxidable o polimeros
vegetales como sustratos en los enriquecimientos de suelos agricolas (82). Otro estudio
evidencio que el total de Acidobacterias disminuyo significativamente en los suelos de cultivo
enmendados con fertilizantes inorganicos (83). Los miembros de la subdivision 1 también
fueron significativamente menos abundantes en los suelos de tundra acida enmendados con

nitrogeno inorganico (84).

La informacion anterior es de particular importancia dado en enfoque ecoldgico de la presente
investigacion, donde dos fincas agroecoldgicas fueron empleadas como modelo de
sustentabilidad. El tiempo de las fincas con manejo organico ha contribuido a que bacterias
benéficas, como son las de esta familia Acidobacteriaceae se encuentren en altas proporciones

dentro del sistema productivo a traves de los tratamientos.

Generalmente, las Acidobacterias se asocian con ambientes acidos, no obstante, dentro del

presente estudio se ha encontrado en buena proporcién, la primera familia dentro de

13 Organismos que utilizan compuestos organicos como fuente de carbono y energia.
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sd6 Acidobacteria , las Vicinamibacteraceae (85). Los miembros de esta familia son aerdbicos,
neutrofilicos, psicrotolerantes a los quimioheterdtrofos meséfilos (85). Segun diversos analisis
del cultivo de comunidades microbianas en todo el mundo, las acidobacterias

sd6 prevalecen en suelos con pH neutro (86) (67).

Segun Jones, et al., el pH del suelo regula fuertemente la abundancia de Acidobacteria (en
relacion con todas las bacterias) en comunidades individuales (67). Ademas, un estudio
encontrd que la disponibilidad de carbono organico era el mejor predictor de la abundancia de
Acidobacteria en los suelos (66). Esto concuerda con el analisis fisico - quimico de suelo
realizado en Huerta Luna, el cual reporta un pH neutro con un valor correspondiente a 6.9 y un
nivel de materia organica muy bueno (4.73%). Estos valores han aumentado progresivamente
con el paso de los afios para HL y es posible que, en la actualidad con las mejoras
implementadas por la finca, se encuentren en mejores condiciones aun (Bautista K., com.

pers.).

Es importante sefialar, ademas, que para la abundancia relativa por familia, el grupo de otras
(“other”) se ha presentado como el mas abundante, en algunos casos abarcando mas el 50% del
total de la muestra (ver Figura 5). Esto supone una gran diversidad de otras familias, pero con

abundancias muy bajas.

4.1.4. Diversidad.

4.1.4.1. Diversidad alfa (a).

La riqueza y los indices de Shannon, Chaol, InvSimpson y de uniformidad fueron estudiados
en dos diferentes niveles: a nivel de fincas y a nivel de tratamientos. La figura 6 muestra la
estimacion de la riqueza, y los indice de Shannon y uniformidad de especies a nivel de fincas
por el método de diagrama de caja. Las lineas horizontales divisorias de la caja indican la media
de cada tratamiento, su margen inferior y superior representan los cuartiles 25% y 75%

respectivamente y los bigotes determinan el limite para la deteccion de valores atipicos.
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Figura 6.

Diagrama de caja de los indices de diversidad alfa para: riqueza (Richness), Shannon y
Uniformidad (Evenness) para los tres tratamientos estudiados en las fincas Huerta Luna y
Lava Java en Galapagos, Ecuador.
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Segun los indices de diversidad presentados a nivel de finca, no se observa diferencia

significativa entre fincas cuanto a los indices de uniformidad y Shannon, lo cual sugiere una

abundancia relativa muy similar con respecto a la proporcién de especies de microrganismos

por tratamiento y finca. Sin embargo, el indice de riqueza (Richness) muestra un mayor nimero

de especies para Huerta Luna, como también se puede corroborar en la Tabla 9. Esta diferencia

probablemente sea ocasionada por la historia de manejo en cada finca previo a incorporar un

modelo de manejo organico. Lava Java mantuvo un manejo convencional por un tiempo
considerable, a diferencia de Huerta Luna que en ha sido una finca agroecoldgica y con la

minima intervencion en toda su extension durante un tiempo significativo (i.e., 40 afios). Pese

a esto, la diferencia no es grande puesto que un afio previo a la colecta de muestras para el

presente estudio, LJ comenzd a aplicar un manejo mucho mas consiente en su suelo.

Tabla 9.

a - diversidad por finca.

FINCA

Richness Chaol Shannon

Huerta Luna

Lava Java

1,285.42 1,687.39 5.10
1,139.17 1,733.08 4.07

invSimpson Evenness
59.62 0.77
58.51 0.75
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Se reportan diferencias numéricas entre fincas, Huerta Luna muestra los valores més altos en
todos los indices de diversidad (Tabla 9). Sin embargo, adicional al tiempo de manejo orgéanico,
existen otras diferencias entre fincas como la localizacién y altitud. Huerta Luna, ubicada en la
Parroquia Bellavista, se encuentra a una mayor altitud que Lava Java. Segun Gentry (1988),
entre los factores que determinan la riqueza de especies se encuentra la ubicacién geografica,
variaciones de temperatura, precipitacion, disponibilidad de luz, tipo de suelo, las cuales son

muy variables de un lugar a otro (87).

Segun Espinoza (49), el indice de Shannon (H) normalmente toma valores entre 1 y 4.5.
Valores encima de 3 son tipicamente interpretados como “diversos” (49), como es el caso
de la presente investigacion al tratarse de suelos con manejo organico. La Tabla 9 indica que
la diversidad de especies para la finca Huerta Luna muestra valores de 5.10 (H), mientras
que para Lava Java fue 4.07 07 (para indice de Shannon), y valores de uniformidad de 0.77

y 0.75 respectivamente.

Otros estudios muestran mayores indices de diversidad en suelos sujetos a manejo organico
comparados con manejo convencional. En un estudio realizado por la Universidad
Auténoma Metropolitana (México) se tomaron muestras de suelo bajo dos practicas
agricolas diferentes: un sistema convencional (labranza normal, remocion de residuos de
cultivos, aplicacion de fertilizantes inorganicos y aplicacion de fertilizantes inorganicos,
herbicida aplicacion de herbicidas y monocultivo de maiz) y el suelo de un sistema de milpa
organica (labranza cero, retencion del 100% de los residuos de los cultivos, aplicacion de
fertilizantes organicos, manejo de malezas y rotacién de maiz, calabaza y frejol), durante

tres afos (88).

En este estudio se obtuvo para el estimador de riqueza Chaol en el sistema convencional un
valor de 2,308 mientras que en milpa organica 2,660. Un indice de Shannon de 8,993 en manejo
convencional y en milpa organica 9,432 (88). El aumento de la materia organica del suelo
debido a la adicion de fertilizantes organicos, la retencion de los residuos de los cultivos y
el laboreo minimo incremento la actividad microbiana del suelo, como lo demuestra su
estudio, siendo el sistema de milpa organico el que obtuvo una mayor diversidad microbiana,
corroborando asi la eficiencia del uso de un manejo organico en el suelo en comparacién al

convencional.

En el presente estudio se han obtenido una media de valores de 5.10 y 4.07 para el indice de
Shannon en la finca HL y LJ respectivamente, mientras que para Chaol se obtuvo 1,687.39
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y 1,733.08. Sin embargo, en la Tabla 10, donde se muestran los valores obtenidos por
tratamiento, se observan valores, en Chaol de 2,209.76 para el T1 en LJ y un indice de
Shannon de 5.67 para el tratamiento 2 de HL. Revelando asi diferencias entre los
tratamientos puesto que de manera individual algunos tratamientos influyen mas sobre la

media que otros.

En este sentido, si bien es cierto que en el presente estudio se han obtenido valores de
diversidad mas bajos en comparacion al estudio por Moreno- Espindola, et al (2018) (88),
es importante considerar la diferencia de factores ambientales y geograficos. El presente
estudio fue realizado en un suelo volcanico, donde a partir de los 120 msnm hasta los 450
msnm (dentro de la zona agricola), se encuentran suelos con espesores de hasta 1 m, con una
textura arcillosa y en algunos casos franco limosa a arenosa fina (89). Sin embargo, las fincas
agroecoldgicas han logrado con sus técnicas de manejo aprovechar y mejorar este suelo de la
mejor manera, lo cual es evidenciado en la presencia de grupos de bacterias de importancia en

suelos saludables.

A nivel de diversidad por tratamiento, la Figura 7 muestra la estimacion de la riqueza de
especies, el indice de Shannon y Chaol por el método de diagrama de caja. La linea horizontal
divisoria de la caja indica la media, su margen inferior y superior representan los cuartiles 25%
y 75% respectivamente y los bigotes determinan el limite para la deteccidn de valores atipicos.

Los valores atipicos estan representados por un punto.

Un estudio realizado por Balon y Vera en las islas, denominado “Andlisis de fertilidad de los
suelos agricolas de las Islas Galapagos - Santa Cruz, San Cristobal, Isabela y Floreana”, reveld
que el uso agricola intensivo ha reducido fuertemente la biomasa microbiana del suelo de las
islas. Segun los autores, esto fue relevado por la disminucién del carbono organico disuelto en
suelos agricolas por los efectos toxicos de los agroquimicos. Adicionalmente, encontraron que
en las cuatro islas habitadas de Galapagos el uso de agroquimicos (herbicidas, fungicidas e
insecticidas), representa una préctica agricola extendida y de uso frecuente (90).

Considerando los resultados presentados en este estudio, los antecedentes de la fertilidad del
suelo en Galapagos (90) y el estudio realizado por Moreno- Espindola, et al., (88), es posible
sugerir que las malas practicas agricolas en los suelos de las islas en general podrian derivar en
una diversidad de microorganismos mucho mas baja que la de las fincas agroecologicas,

ocasionando asi una menor productividad agricola y un mayor impacto ambiental. Sin
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embargo, un estudio como el presente, en suelos bajo manejo convencional puede ser un gran

aporte para la comparacion de las técnicas de manejo agricolas y futuras tomas de decisiones.

Segun el libro técnico “Productividad y sostenibilidad de los sistemas de produccion
agropecuaria de las islas Galapagos-Ecuador” (INIAP, 2019). A nivel de Galapagos los
organismos e instituciones de investigacion alrededor del tema de suelos y agua, no han
generado ningun tipo de investigaciones que demuestren con bases técnicas y cientificas la

cuantificacion de las pérdidas de suelo (91).

Por tanto, se deberia impulsar investigaciones que se encaminen a mantener y mejorar la
capacidad productiva de los suelos para la produccion de los cultivos predominantes en cada
isla como el presente estudio; reducir la degradacion, mediante la implementacion de practicas
mecénicas y agronomicas de conservacion de suelos; evaluar la pérdida de suelo bajo diferentes
sistemas de manejo; evaluar el manejo de nutrientes por sitio especifico, bajo sistemas de
labranza minima, reducida o cero; y estimar los pools y flujos de carbono en los suelos, que
permitan mantener la humedad del suelo, y establecer su importancia en la cantidad total de
carbono en el suelo (91). Por ser las zonas de las islas de alto valor social y ecoldgico, se
recomienda actividades de conservacion, control de especies invasoras, monitoreo ecolégico,
monitoreo y reintroduccidn de especies nativas y endémicas propias de cada isla, y creacion de

zonas ecoldgicas (91).

Los distintos tratamientos estan representados por los colores rojo, verde y azul, estos
representan los tratamientos T3, T2 y T1 respectivamente (ver Tabla 2). Para lo cual, como
consta ademas en la Tabla 10, se evidencia que para la finca Huerta Luna, los indices de
Riqueza, Shannon, Chaol y uniformidad (eveness) del T2 (suelo de cultivo) son los mas altos
en comparacion a los demas tratamientos, mientras que InvSimpson fue mayor en el T1 que es
el suelo fuente. Obtener los valores mas altos en el suelo de cultivo de HL, probablemente no
fue lo esperado. Sin embargo, es algo favorable para las plantas alli establecidas puesto que se
ven beneficiadas de un suelo altamente diverso y con menos posibilidades de afecciones por
patdgenos en general, por lo ya mencionado en el andlisis de abundancia relativa y las familias
encontradas en este estudio. Esto posiblemente haya sido ocasionado por las distintas labores
culturales y manejo empleado en el suelo de cultivo especialmente a fines de tener una mayor

produccidn de manera organica.
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Figura 7.

Diagrama de caja de los indices de diversidad alfa de Riqueza, Shannon y Chao 1 para las
muestras de suelo agrupadas por tratamiento en dos fincas agroecolégicas en Galapagos,
Ecuador.
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Se observan ademas valores atipicos en todos los indices. En el indice riqueza, T3 de HL, se
observa un valor atipico casi al mismo nivel del T2 que es el mas alto, este valor corresponde
a la réplica 1, tiene un valor de riqueza de 1,362. Esto puede sugerir que dependiendo del sitio
de muestreo y la vegetacion presente a la toma de la muestra, la microbiologia puede variar,

inclusive a escalas muy refinadas.

Tabla 10.

TRATAMIENTO/FINCA  Richness Chaol Shannon invSimpson Evenness

HLT1 1,234.50 1,619.37 5.49 72.79 0.77
HLT?2 1,395.75 1,830.00 5.67 45.45 0.79
HLT3 1,226 1,611.74 4.15 60.65 0.75
LJT1 1,210.75 2,209.76 4.21 61.60 0.77
LJT2 1,115.50 1,967.40 4.06 62.55 0.75
LJT3 1,091.25 1,022.07 3.95 51.38 0.74

a - diversidad por tratamiento.

Nota: Los valores mas altos por finca estdn marcados en color verde.

Por su parte, Lava Java, contrario a Huerta Luna, muestra sus valores mas altos de diversidad

en el T1 (suelo fuente), a excepcion de InvSimpson que lo tiene en el T2 (cultivo). Esto puede
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explicarse debido a que, en los Ultimos afios, pese a que LJ ha mantenido un manejo organico,
este no ha sido tan eficiente en comparacion a HL. Como se ha mencionado, un afio antes de
la toma de muestras, LJ comenz6 su proceso por una agricultura orgdnica mas
consistentemente. Por esto, el tratamiento T1, perteneciente al suelo fuente de
microorganismos y muy poco intervenido ha resultado en valores mayores. Pese a esto, los

valores entre tratamientos no se encuentran tan distantes entre si.

Torres, et al. (92) en el afio 2021 realizdé una evaluacién del uso de microorganismos de
montafa activados en el cultivo de rosas en México empleando variables como longitud del
tallo, diametro del tallo, nimero de hojas, tamafio de la flor y vida de anaquel. En este estudio
se obtuvo diferencias estadisticas significativas a mayores concentraciones de aplicacion. Se
propone el uso de MM (microorganismos de montafia) como una alternativa para reducir la
aplicacion de fertilizantes sintéticos, disminuyendo asi los costos de produccion, la proteccion

de los recursos naturales y la salud de los agricultores locales.

Otro estudio realizado con microorganismos de montafia, por Umafia, et al. (93), sefiala el
efecto de los MM sobre sistemas edaficos productivos, demostrando ser altamente
beneficiosos. Ademas de mostrar respuestas positivas de las plantas ante una dindmica mas
acelerada de microorganismos beneficiosos. Sus resultados presentaron cambios fenotipicos
significativamente notables que muestran el potencial de la biofertilizacion en la consecucion

de una produccién de alimentos més sanos y con huellas de carbono menores.

Los estudios mencionados en concordancia con el presente corroboran la eficiencia del uso de
microorganismos de montafia en los sistemas agricolas. Si bien es cierto que en los tratamientos
se han observado variacion de valores de diversidad de bacterias y arqueas, se aprecia que los
suelos de cultivos expresan los valores mas altos de diversidad en HL. En LJ por el contrario,
los valores de diversidad no son los mas altos en los suelos de cultivo pero tampoco distan
mayormente de los tratamientos con los valores més altos. En general, en ambas fincas se
aprecia un suelo diverso y equilibrado, que contienen grupos taxonémicos asociados a efectos

positivos para la produccion.
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4.1.4.2. Diversidad beta (p).

Correlacion diversidad — finca. El Gréafico de coordenadas principales empleando la distancia
de Bray-Curtis de la composicion de especies muestra las relaciones que existen entre muestras,

tratamientos y fincas, donde suelo fuente de microorganismos corresponde a T1 (m), suelo de

cultivoa T2 (A) y el control al T3 (e).

Figura 6.

Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) para muestras de microbioma de suelo de dos
fincas agroecoldgicas en la isla Santa Cruz, Galapagos. Cada punto representa un muestra
distinta, su color se basa en las dos fincas agroecologicas: Huerta Luna (rojo) y Lava Java
(azul) y la distancia entre los puntos representa cudn diferentes en composicion son las
muestras entre si. La correlacion canonica de cada eje del PCoA esté colocada en paréntesis
e indica el porcentaje de variacion explicado del conjunto de datos.
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Cada punto representa un muestra distinta, su color se basa en las dos fincas agroecoldgicas:
Huerta Luna (rojo) y Lava Java (azul) y la distancia entre los puntos representa cuan diferentes

en composicion son las muestras entre si. La correlacion candnica de cada eje del PCoA esta
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colocada en paréntesis e indica la fuerza de la asociacion entre los datos multivariados y la

hipdtesis de diferencias entre tratamientos por finca.

Como primera observacion a resaltar dentro del presente analisis se puede mencionar que la
mayor diferenciacion entre muestras (eje PCoAl) separa dos muestras pertenecientes al T1
(una de cada finca) a la derecha del grafico versus un grupo de muestras de ambas fincas a la
izquierda (Fig. 6). El segundo eje de variacion (PCoA2) muestra una separacion de las muestras
de cada finca. Es decir que, aunque existen diferencias entre tratamientos en algunos casos, las
muestras de todos los tratamientos tienen similitud dentro de cada finca. Esta clara
diferenciacion se da principalmente debido a que, aunque las dos fincas se encuentran en la
misma isla, HL se encuentra ubicada en una zona mas alta que LJ, este en un factor importante
para la composicion de las comunidades microbianas. No obstante, hay varias muestras que se

agrupan entre fincas entre los suelos fuente de HL con muestras de suelos control de LJ.

Es importante sefialar ademas que, aunque Huerta Luna lleve cinco afios empleando los
tratamientos microbioldgicos, segun su propietaria, esta finca posee alrededor de 40 afios sin
intervencion. Sin embargo, pese a que Lava Java posee 12 afios bajo manejo agroecolégico y
un afio con tratamientos microbioldgicos consistentes, anterior a ello hubo intervencién de
insumos quimicos. Esto puede ser una posible explicacion al nivel de dispersion de las muestras
ya que, como se puede evidenciar en la Figura 6, las muestras de HL se encuentran mas
dispersas que las de LJ. Esto sugiere que, aunque HL posee mayor variacion de comunidades
en sus diferentes suelos. Otro aspecto importante por considerar es que la finca LJ posee un
sistema agroforestal enfocado en el cultivo de café, sin embargo, su composicion y abundancia

microbiolOgica es bastante similar entre tratamientos.

En HL, las muestras pertenecientes a suelo de cultivo se muestran significativamente
separadas entre ellas, lo cual se podria atribuir a la diversidad de cultivos que posee, que
modifican la microbiologia del lugar donde se encuentran. Particularmente, las dos muestras
de suelo cultivo al extremo derecho del grafico, probablemente son muy diferentes a las demas.
Estas muestras son las que menor nimero de reads tuvieron en la secuenciacion, posiblemente
esto haya interferido en las especies recuperadas de estas muestras en comparacion a las demas

muestras.
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

Se ha logrado identificar mediante analisis molecular de la diversidad microbiana del
suelo que las especies mas abundantes en las fincas agroecoldgicas son el filo

Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacterioidetes, entre otros.

Mediante los indices de diversidad se corrobora que la técnica de transferencia de
microorganismos de montafia en suelo de cultivo ha resultado efectiva dado que, entre
tratamientos, la diversidad microbiana se muestra similar, e incluso en una de las fincas

mayor en el suelo de cultivo.

La finca Huerta Luna muestra mayor diversidad microbiana en comparacion a Lava
Java, por tanto, al llevar mas tiempo de manejo organico muestra una clara mejora en

la microbiota del suelo.

5.2. Recomendaciones.

Se recomienda realizar un estudio en el cual las muestras sean seleccionadas de fincas
con manejo convencional para en contraste con la presente investigacion poder hacer

una comparacion.

Realizar més estudios sobre la diversidad microbiana incluyendo otros grupos
taxondmicos ademdas de bacterias, puesto que microorganismos como hongos,

protozoarios y nematodos son importantes en la produccion agricola también.

Se recomienda a los sistemas agricolas de Galdpagos incluir practicas de manejo
agronémico de las fincas agroecoldgicas, considerando los beneficios no solo
ecoldgicos que conlleva sino también una posible mejora en la produccién y la

obtencion de alimentos inocuos.
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CAPITULO VII.
ANEXOS



Pesticide use per hectare of cropland, 2017

Average pesticide application per unit of cropland, measured in kilograms per hectare.

No data 0 kg

0.25 kg

0.5 kg

1 kg

[ |

Source: UN Food and Agricultural Organization (FAO)

2.5kg 5kg

OurWorldInData.org/pesticides/ « CC BY

10 kg

Anexo A. Pesticidas usados por hectérea de tierra (FAO, 2017)

LOS RIOS
RESIDUOS LMR DETECTADO | LMR PERMITIDO TIPO DE
MUESTRA
DETECTADOS {ppb) {ppb) PLAGUICIDA
Malation 2575-475 20 Insecticida
Cacao

Oxamil 74,25 50 Insecticida
AITozZ Methiocarb 124,45 100 Insecticida
Banano Oxamil 54,25 - 219,25 10 Insecticida

Anexo B. LMR provincia de Los Rios (Agrocalidad)

Our World
in Data
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Anexo C. Mapa digital de fertilidad quimica Ecuador.

Se consideran ocho propiedades quimicas del suelo para determinar el nivel de fertilidad:
materia organica, potencial hidrogeno, fosforo, potasio, saturacion de bases, suma de bases,
conductividad eléctrica y capacidad de intercambio catiénico

Escala: 1:4000000 Copyright 2022 SIPA-MAG
(http://geoportal.agricultura.gob.ec/)
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Quick-Start Protocol May 2019
DNeasy® PowerSoil® Pro Kit

Solution CD2 should be stored at 2-8°C upon arrival. All other reagents and kit components

should be stored at room temperature (15-25°C).

Further information
e DNeasy” Pc er5oil® Pro Kit Handbook: www.giagen.com/HB-2495

Safety Data  ~ts: www.qiagen.com/safety

Technical assistance: support.qiagen.com

Notes before starting

Ensure that the PowerBead Pro Tubes rotate freely in the centrifuge without rubbing.
If Solution CD3 has precipitated, heat at 60°C until precipitate dissolves.

Perform all centrifugation steps at room temperature (15-25°C).

. Spin the PowerBead Pro Tube briefly to ensure that the beads have settled at the botiom.

Add up to 250 mg of soil and 800 pl of Solution CD1. Vortex briefly to mix.

. Secure the PowerBead Pro Tube horizontally on a Vortex Adapter for 1.5-2 ml tubes (cat.

no. 13000-V1-24). Vortex at maximum speed for 10 min.

Note: If using the Vortex Adapter for more than 12 preps simultaneously, increase the
vortexing time by 5-10 min.

Note: For more information about other bead beating methods, see the “Protocol: Detailed”
section of DNeasy® PowerSoil® Pro Kit Handb%o_k_.a__ €000 QPM

Centrifuge the PowerBead Pro Tube at 15,000 x g for 1 min.

Transfer the supernatant fo a clean 2 ml Microcentrifuge Tube (provided).
Note: Expect 500-600 pl. The supernatant may still contain some soil particles.

5. Add 200 pl of Solution CD2 and vortex for 5 s.

Centrifuge at 15,000 x g for 1 min at room temperature. Avoiding the pellet, transfer up
to 700 pl of supernatant to a clean 2 ml Microcentrifuge Tube (provided).
Note: Expect 500-600 pl.

Add 600 pl of Solution CD3 and vortex for 5 s.

— Sample to Insight QIAGEN —

Anexo D. Protocolo empleado para la extraccion de ADN de suelo.
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8. Load 650 pl of the lysate onto an MB Spin Column and centrifuge ot 15,000 x g for
1 min
9. Discard the flowthrough and repeat step 8 to ensure that all of the lysate has passed
through the MB Spin Column.
10. Carefully place the MB Spin Column into a clean 2 ml Collection Tube (provided). Avoid
splashing any flow-through onto the MB Spin Column.
11. Add 500 pl of Solution EA to the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for
1 min.
12. Discard the flowthrough and place the MB Spin Column back into the same
2 ml Collection Tube. PR wokes
13. Add 500 pl of SekstomCS fo the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min.
14. Discard the flow-through and place the MB Spin Column into a new 2 ml Collection Tube

(provided).
15. Centrifuge at up to 16,000 x g for 2 min. Carefully place the MB Spin Column into a
new 1 8 ml Flution Tube [nrovided). (ytca\m\‘c-.(b a °C

%
16. Add 50=T00 pl of Solution C6 o the center of the white filter membrane.
17. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min. Discard the MB Spin Column. The DNA is now ready

for downstream applications.
Note: We recommend storing the DNA frozen (-30 to —15°C or =90 to -65°C) as Solution
Cé does not contain EDTA. To concentrate DNA, please refer to the Troubleshooting

Guide.

For up-o-date licensing information and product specific disclaimers, see the respective
QIAGEN kit handbook or user manual.

Trademarks: GIAGEN®, Sample 1o Insight”, DNeasy®, PowerSoil* (QIAGEN Group). 1117569 05/2019 HB-2494003 © 2019 QIAGEN, all rights reserved.

Ordering www.giagen.com/contact | Technical Support support.qiagen.com | Website www.giagen.com

Anexo D. Protocolo empleado para la extraccion de ADN de suelo.
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Anexo E. indices de diversidad a nivel de finca.
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Anexo F. Indices de diversidad a nivel de tratamientos.
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Anexo G. Preparacion de libreria para secuenciacion, instalaciones de Galapagos Science Center -
USFQ

Anexo H. Cargado de libreria en el dispositivo de secuenciacién Minlon.
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Dispositivo de secuenciacién Minlon.
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