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La superficie aérea de las plantas como hábitat, es conocido como la filosfera y 

comprende la capa de microorganismos que coloniza la superficie de las plantas, 

incluyendo sus hojas. Este hábitat es crucial para los ecosistemas, ya que contribuye a 

procesos como el ciclo de nutrientes, la fijación de nitrógeno, además de la defensa contra 

fitopatógenos. En este estudio se analizó la comunidad bacteriana en la filosfera de Zamia 

pseudoparasitica, evaluando su variación en relación con tres sitios (El Cope, Santa Fe y 

Palo Seco) y dos temporadas (seca y lluviosa) de muestreo. Los resultados mostraron que 

no existen diferencias significativas en la composición y diversidad bacteriana entre los 

sitios y las temporadas analizadas, lo que contrasta con hallazgos previos en ecosistemas 

tropicales, donde se ha observado que las comunidades bacterianas responden a factores 

geográficos y estacionales. Mediante el análisis de discriminación lineal (LDA), se 

identificaron géneros bacterianos característicos para cada sitio, sugiriendo adaptaciones 

locales a condiciones ambientales particulares; por ejemplo, 1174-901-12 fue 

predominante en Palo Seco, mientras que Acidothermus se destacó en Santa Fe. En El 

Cope, se registraron Pseudocardia durante la temporada seca y Granulicella en la 

temporada lluviosa. Estos hallazgos subrayan la necesidad de investigar más a fondo las 

interacciones microbianas en la filosfera y su impacto en la salud y adaptación de las 

plantas ante los desafíos ambientales contemporáneos. 

 

Palabras claves: filosfera, Zamia pseudoparasitica, microbiota, bacterias diazotróficas, 

fijación de nitrógeno. 
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The aerial surface of plants as a habitat, known as the phyllosphere, comprises the layer 

of microorganisms that colonize the surface of plants, including their leaves. This habitat 

is crucial for ecosystems, as it contributes to processes such as nutrient cycling, nitrogen 

fixation, as well as defense against phytopathogens. In this study we analyzed the 

bacterial community in the phyllosphere of Z. pseudoparasitica, evaluating its variation in 

relation to three sites (El Cope, Santa Fe and Palo Seco) and two sampling seasons (dry 

and rainy). The results showed that there are no significant differences in bacterial 

composition and diversity among the sites and seasons analyzed, which contrasts with 

earlier findings in tropical ecosystems, where it has been observed that bacterial 

communities respond to geographical and seasonal factors. Using linear discrimination 

analysis (LDA), characteristic bacterial genera were identified for each site, suggesting 

local adaptations to environmental conditions; for example, 1174-901-12 was 

predominant in Palo Seco, while Acidothermus was prominent in Santa Fe. At El Cope, 

Pseudocardia was recorded during the dry season and Granulicella during the rainy 

season. These findings underscore the need to further investigate microbial interactions 

in the phyllosphere and their impact on plant health and adaptation to environmental 

challenges. 

 

Keywords: phyllosphere, Zamia pseudoparasitica, microbiota, diazotrophic bacteria, 

nitrogen fixation. 
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INTRODUCCIÓN 

La filosfera, la superficie aérea de las plantas como hábitat para los microorganismos, 

incluyendo hojas, tallos, flores y frutos (Knief et al. 2010; Lindow y Brandl, 2003), 

representa uno de los hábitats más diversos de nuestro planeta, con una cobertura 

estimada de hasta 109 km2 a nivel mundial (Lindow y Leveau, 2002; Morris et al. 2002). 

Estas comunidades microbianas pueden desempeñar un papel fundamental en la aptitud 

y productividad de la planta huésped y, en consecuencia, en la dinámica del ecosistema 

(Laforest-Lapointe y Whitaker, 2019). Son capaces de alterar el crecimiento de las plantas 

(Sasse et al. 2018), aportando elementos esenciales como compuestos de azufre 

(Warshan et al. 2018) y contribuyendo considerablemente al balance de nitrógeno al fijar 

este elemento crítico, tanto para la defensa como para el crecimiento de las plantas 

(Laforest-Lapointe y Whitaker, 2019). Sin embargo, la filosfera de las plantas en el dosel 

de los bosques tropicales sigue siendo la frontera menos explorada (Freiberg, 1998). 

En comparación con los diversos ambientes microbianos como la rizosfera, la filosfera 

representa un ambiente de complejidad bacteriana reducida (Delmotte et al. 2009), en 

su mayoría aerobios estrictos, miembros de los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, 

Firmicutes y Proteobacterias; todos ellos expuestos a un entorno inestable de constantes 

variaciones ambientales como fluctuaciones de temperatura, humedad relativa y 

radiación solar (Truchado et al. 2019; Vorholt, 2012) que tiene un efecto directo sobre su 

diversidad y abundancia; esto combinado con el limitado acceso a nutrientes (Lindow y 

Leveau, 2002; Hirano y Upper, 2000) y la temporada del año (Redford et al. 2010) pueden 

influir en el ensamblaje de estas comunidades microbianas. El genotipo del huésped y la 

presencia de otras plantas en los alrededores, también son factores que contribuyen 

(Agler et al. 2016; Balint-Kurti et al. 2010; Hunter et al. 2010;). 

En el dosel del bosque, las epífitas vasculares enfrentan varias limitaciones respecto a la 

adquisición de nutrientes (Stanton et al. 2019), especialmente nitrógeno y fósforo. Y un 

ejemplo de la importancia de los microorganismos en la filosfera es una de las funciones 

mejor estudiadas, un grupo de bacterias capaces de utilizar nitrógeno atmosférico para 
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producir amoníaco mediante un proceso conocido como fijación de nitrógeno (Camelo et 

al. 2011).  

En el dosel de los bosques montanos panameños, solo hay una especie con nódulos en la 

raíz que albergan bacterias fijadoras de nitrógeno (del género Nostoc), la gimnosperma 

Zamia pseudoparasitica (Bell-Doyon et al. 2020). Sin embargo, se desconoce si su filosfera 

contiene microorganismos que también puedan fijar nitrógeno. 

Zamia pseudoparasitica Yates, es una cícada endémica del Istmo de Panamá que está 

clasificada como “amenazada” en la lista roja de la Unión Internacional Para La 

Conservación De La Naturaleza (UICN) (Taylor, 2010) debido a la deforestación y la 

extracción furtiva (Stevenson et al. 2003). Esta es la única especie de Zamia y 

gimnosperma estrictamente epífita en el mundo (Taylor et al. 2012), y se distribuye en 

bosques húmedos premontanos entre 50-1000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) 

en la vertiente atlántica del oeste de Panamá (Stevenson, 1993). Crece adherida a grandes 

troncos de árboles y anida en las bifurcaciones inferiores de grandes árboles de dosel a 

alturas entre 7 a 20 m (Monteza-Moreno, et al. 2022; Bell-Doyon y Villarreal, 2020a). Esta 

especie es uno de los miembros más comunes del dosel premontano tropical, y 

actualmente existe un creciente conocimiento sobre sus interacciones bióticas con otros 

organismos (Sierra et al. 2024; Monteza-Moreno, et al. 2022; Bell-Doyon y Villarreal, 

2020a; Bell-Doyon et al. 2020;), aunque aún se desconoce la diversidad de las 

comunidades microbianas en su filosfera. En este trabajo, nos preguntamos si existe una 

asociación específica planta-microorganismo en la filosfera de Z. pseudoparasitica, y 

cómo diferentes factores ambientales afectan en la composición de su comunidad 

bacteriana. Por lo que, se propone caracterizar las comunidades bacterianas en su 

filosfera, considerando la influencia de factores ambientales como la temperatura, 

humedad relativa, cobertura del dosel y temporada de muestreo. 
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MARCO TEÓRICO 

Diversidad de microorganismos en la filosfera 

La filosfera proporciona un hábitat definido por la disponibilidad de nutrientes y un 

refugio contra el estrés (Van Der Wal y Leveau, 2011; Lindow y Brandl, 2003), por lo que 

las hojas de diferentes especies hospederas filtran distintas fracciones de la reserva 

microbiana de la filosfera (Lajoie y Kembel, 2021), dando como resultado un recambio en 

la composición taxonómica y funcional de las comunidades microbianas de este hábitat 

(Lajoie et al. 2020). 

Las bacterias son consideradas el taxón más abundante de la filosfera, con alrededor de 

106 – 108 células por cm2 (Yadav et al. 2010). Entre los grupos de bacterias más comunes 

en este hábitat encontramos a las Proteobacterias, particularmente las α-

Proteobacterias, aunque a veces las γ-Proteobacterias son más frecuentes (Kembel et al. 

2014; Redford et al. 2010; Delmotte et al. 2009; Redford y Fierer, 2009) y en algunos 

casos, las β-Proteobacterias y Firmicutes representan una amplia porción de las 

comunidades bacterianas, y con menor frecuencia ocurren Actinobacterias, 

Acidobacterias y Cianobacterias. Estas variaciones en la frecuencia de cada taxón 

dependen de factores, como las características de la planta hospedera, temporada del 

año y la ubicación geográfica (Lambais et al. 2014; Rasche et al. 2006a, Rasche et al. 

2006b). 

Las familias frecuentemente reportadas en este hábitat son principalmente las 

Metilobacteriaceae y Sphingomonadaceae (α-Proteobacteria), siendo Pseudomonas, 

Sphingomonas, Methylobacterium, Bacillus, Massilia, Arthrobacter, y Pantoea los géneros 

más comunes (Delmotte et al. 2009). 

 

Factores que afectan el ensamblaje de la microbiota en la filosfera 

Debido a que la filosfera es un nicho abierto, la microbiota asociada proviene de múltiples 

fuentes y su ensamblaje está sujeto a diferentes variables ambientales, como 

fluctuaciones de la temperatura, radiación ultravioleta, estrés nutricional, humedad 
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relativa y desecación (Truchado et al. 2019; Zhou et al. 2019; Stone y Jackson, 2016; 

Vorholt, 2012), lo que indica que las comunidades de microorganismos que prevalecen 

en este hábitat, están muy bien adaptados a estas condiciones extremas. Sin embargo, 

debido a la dinámica que siguen las comunidades microbianas de la filosfera, se 

mencionan otros factores como la identidad de la planta hospedera, la posición 

geográfica y la temporada de muestreo (Qian et al. 2020; Bao et al. 2020; Vorholt, 2012; 

Lindow y Brandl, 2003), como determinantes en la composición y diversidad taxonómica 

de la microbiota de la filosfera (Bashir et al. 2022).  

 

Figura 1. Factores bióticos y abióticos que determinan la composición de la microbiota en la filosfera. 

 

Principales factores que influyen en el ensamblaje de la microbiota en la filosfera: 

- Identidad del hospedero: diferentes estudios han identificado diferencias en las 

comunidades microbianas en plantas de diferentes especies (Sapkota et al. 2015; Kembel 

et al. 2014; Redford et al. 2010).  

De acuerdo con lo antes mencionado, pareciera que el reclutamiento microbiano en la 

filosfera ocurre de acuerdo con la importancia funcional de las diferentes comunidades 

microbianas para las características de la planta y la estrategia ecológica de la planta 

hospedera. Esto fue evidenciado por Kembel et al. (2014), cuando realizaron un estudio 
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de la influencia de 57 especies de árboles hospederos en la composición de las 

comunidades bacterianas de la filosfera en un bosque en Panamá.  

- Temporada del año: las variaciones causadas por la temporada del año (temporada 

seca y temporada lluviosa), provocan cambios radicales en la temperatura, humedad y los 

niveles de radiación solar, produciendo variaciones en el ensamblaje y, por ende, en la 

estructura y composición de las comunidades bacterianas de la filosfera (Beattie, 2011; 

Joung et al. 2017). Uno de los primeros en estudiar esta dinámica en un periodo corto de 

tiempo fue Jackson et al. (2006), enfocándose en el efecto del cambio de temporada en 

la composición del microbioma de la filosfera. Encontrando una clara reducción desde 9 

linajes, a solo 4 linajes de bacterias después de las lluvias. Otros que atribuyeron la 

identificación de una variación microbiana a la diferencia entre temporadas del año 

fueron Laforest-Lapointe et al. (2006a).  

Estas variaciones provocadas por la temporada resaltan la importancia de considerar el 

tiempo de muestreo y la edad del hospedero, al realizar investigaciones de la ecología 

microbiana de la filosfera (Bashir et al. 2022). 

- Ubicación geográfica: muchos investigadores han explorado continuamente el patrón 

en los ensamblajes microbianos a través de diversas ubicaciones biogeográficas (Stone y 

Jackson, 2016; Qian et al. 2020). Diferentes estudios mencionan la ubicación geográfica 

como un factor importante que diferencia las comunidades microbianas de la filosfera 

incluso entre individuos de la misma especie (Finkel et al. 2011; Redford et al. 2010). 

Otros estudios han confirmado que, como las plantas, en las comunidades microbianas, 

también se observa endemismo (Bashir et al. 2020). Por ejemplo, Coleman-Derr et al. 

(2016) colectaron plantas de agave cultivadas en regiones geográficas lejanas y 

examinaron la composición de microorganismos en su filosfera, mostrando que el origen 

del hospedero representa un factor significativo que da forma al ensamblaje de hongos 

en la filosfera (Bonito et al. 2014). Otros estudios han demostrado una correlación 

negativa entre la distancia geográfica y la similitud de las comunidades microbianas en la 

filosfera (Stone y Jackson, 2016; Rastogi et al. 2013; Finkel et al. 2012) y esta relación 
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indica que las plantas que crecen más cerca tienen comunidades microbianas en la 

filosfera similares y esta similitud va decayendo con el aumento en la distancia (Stone y 

Jackson, 2016; Finkel et al. 2012). 

 

Funciones de la microbiota en la filosfera 

Una vez establecido completamente en la filosfera, entra en juego la interacción entre los 

microorganismos y el organismo hospedero, que puede ser positiva (mutualismo), neutra 

(comensalismo) o negativa (competencia, depredación, parasitismo) (Faust y Raes, 2012). 

Por ejemplo, en la filosfera se encuentra algunas bacterias promotoras del crecimiento 

vegetal como Microbacterium, Stenotrophomonas y Methylobacterium, que pueden 

mejorar el crecimiento y el estado nutricional de la planta hospedera mediante la 

producción de reguladores de crecimiento naturales (Ej., IAA) y la fijación de nitrógeno 

(Madhaiyan et al. 2015; Abadi et al. 2021). También, se puede encontrar bacterias 

metilotróficas predominantes, pertenecientes a los géneros Hyphomicrobium, 

Methylobacterium, Methylibium, Methylophilus, Methylocapsa, Methylocella y 

Methylocystis (Krishnamoorthy et al. 2018; Mizuno et al. 2013). Estas bacterias utilizan el 

metanol (CH3OH) o metano (CH4) como única fuente de carbono y energía, siendo útiles 

para la promoción del crecimiento de las plantas (Abanda-Nkpwatt et al. 2006). 

Comunidades en la filosfera pueden desempeñar un papel fundamental en el impulso de 

la aptitud y productividad de la planta hospedera, al afectar las funciones y longevidad de 

la hoja, crecimiento apical, floración y el desarrollo de la fruta. Al mismo tiempo que son 

clave en la eliminación de contaminantes (Liu et al. 2019; Stone et al. 2018; Thapa et al. 

2018) y en la considerable contribución al presupuesto de nitrógeno a través de la fijación 

de este importante elemento, tanto para la defensa como el crecimiento de la planta, lo 

que en consecuencia influye en la dinámica del ecosistema (Laforest-Lapointe y Whitaker, 

2019).  También, la microbiota de la filosfera influye en la reducción de las emisiones de 

metanol (Ej., metilotrofos) e isopreno a la atmósfera (Ej., bacterias del género Variovorax 

que degradan el isopreno) (Crombie et al. 2018; Abanda-Nkpwatt et al. 2006). 
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Principales funciones de la microbiota en la filosfera:  

- Adquisición de nutrientes: en los ecosistemas tropicales húmedos como nuestros 

bosques, la fijación de nitrógeno en la filosfera representa el principal mecanismo de 

adición de nitrógeno (Stanton et al. 2019; Abril et al. 2005), debido a la alta humedad y 

temperatura en la superficie de las hojas en los ecosistemas tropicales, lo que permite 

que estas importantes bacterias se encuentren activas, agregando el nitrógeno requerido 

en las superficies de las hojas (Fürnkranz et al. 2008).  

Además del nitrógeno, la microbiota de la filosfera también modifica la disponibilidad de 

otros nutrientes para su absorción por las plantas. Muchos estudios han confirmado la 

presencia de microorganismos solubilizadores de fosfato en la filosfera (Thapa et al. 2017; 

Mwajita et al. 2013). En este proceso, se han documentado diferentes bacterias de la 

filosfera consideradas como los mejores solubilizadoras de fosfatos para el crecimiento y 

desarrollo de la planta, encontrándose géneros como Bacillus sp. (B. alcalophilus, B. 

aryabhattai, B. thuringiensis); Pseudomonas sp. (P. fuscovaginae, P. fluorescens); 

Methylobacterium sp. (M. extorquens, M. mesophilicum, M. radiotolerans); Acetobacter 

sp., Celulosi microbium sp., Enterobacter sp., Arthrobacter humicola, Chryseobacterium, 

Delftia, Gordonia, Klebsiella terrigena, Paenibacillus amylolyticus, Phyllobacterium, 

Psychrobacter fozii, Rhodococcus, Serratia, etc. (Verma et al. 2014; Kumar et al. 2013; 

Souza et al. 2013). 

Otro proceso importante que también es llevado a cabo por microorganismos en la 

filosfera, es la solubilización de potasio (K). Se han registrado especies como Bacillus 

mucilagenosus, Paenibacillus amylolyticus, Psychrobacter fozii capaces de solubilizar el 

potasio (Verma et al. 2014). Además, algunos autores como Thapa et al. (2018); Fu et al. 

(2016) y Scavino y Pedraza (2013), han documentado que también algunos 

microorganismos de la filosfera producen sideróforos para obtener hierro. Mientras que 

Esitken et al (2010), también han documentado microorganismos de la filosfera 

involucrados en la absorción de otros micronutrientes como el zinc y cobre. 
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- Biocontrol de patógenos de plantas: uno de los efectos positivos de los 

microorganismos de la filosfera es el biocontrol de patógenos y plagas asociadas a 

enfermedades de las plantas. La microbiota mutualista de la filosfera puede desempeñar 

un papel vital en el mantenimiento de la salud de las plantas y en la supresión del 

crecimiento excesivo de patógenos vegetales. También, a esta asociación se le atribuye 

un mejoramiento del estado fitosanitario, otorgando resistencia a las enfermedades y a 

factores ambientales (Santos et al. 2021; Daval et al. 2020; Edwards et al. 2018; Foo et al. 

2017; Vorholt et al. 2017), como es el caso de los miembros del género Sphingomonas 

que pueden contribuir a la salud de las plantas, ya que mostró supresión de síntomas de 

enfermedades y reducción del crecimiento del patógeno foliar Pseudomonas syringae pv. 

cepa de tomate en Arabidopsis thaliana en condiciones de laboratorio (Innerebner et al. 

2011), interesantemente este beneficio a la planta hospedera solo se observó en aquellas 

cepas adaptadas a las plantas y no fue observada en aquellas aisladas del aire o agua.  

- Producción de hormonas de crecimiento de la planta: a los microorganismos asociados 

a la filosfera se les otorga la habilidad de modular el crecimiento de la planta a través de 

la producción de reguladores de crecimiento, como auxinas, ácido giberélico, etileno, 

citoquininas y ácido abscísico. Estos reguladores de crecimiento de las plantas son 

producidos por la microbiota de la filosfera y funcionan como contribuidores auxiliares a 

la usual pool de hormonas de la planta (Bashir et al. 2022). 

 

 

 

 

 



14 
 

 

Figura 2. Importancia de la microbiota de la filosfera. Las comunidades están representadas por 

microorganismos patógenos y no patógenos, quienes juegan un papel importante en funciones ecológicas 

y para la planta huésped. 

 

Plantas epifitas – microbiota en la filosfera de plantas del dosel 

El dosel de los bosques tropicales y subtropicales ha recibido mucha atención durante las 

últimas décadas, debido al desarrollo de técnicas de acceso al dosel que incrementaron 

el conocimiento sobre su importancia para la función del bosque, y la biodiversidad 

(Perry, 1985), albergando una gran diversidad de plantas epífitas.  

Las plantas epífitas (del griego epi que significa “sobre, y phyte, “planta”) son aquellas 

que crecen sobre otras plantas, adheridas a sus troncos y ramas principalmente, sin 

causar ningún daño al árbol hospedero. A diferencia de las plantas del suelo, las epífitas 

se enfrentan a un limitado acceso a nutrientes debido a que están desconectadas del pool 

de nutrientes del suelo, desplegando variados y novedosos mecanismos sin tomar nada 

del árbol hospedero, accediendo a los nutrientes necesarios a través de la precipitación e 

interactuando como mutualistas con microorganismos (Bell-Doyon et al. 2019).  
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En dosel de los bosque pre montanos panameños, entre 50-1000 m.s.n.m en el lado 

Atlántico del oeste de Panamá (Stevenson, 1993), crece la única gimnosperma 

estrictamente epífita conocida hasta ahora (Bell-Doyon y Villarreal, 2020; Taylor et al. 

2008, 2012, 2014; Stevenson, 1993), Zamia pseudoparasitica (Figura 4), una cícada 

endémica del Istmo que crece sobre troncos o en las bifurcaciones de grandes árboles a 

alturas de 7 a 20 m, lo que ha provocado un creciente interés en su historia natural 

(Monteza-Moreno et al. 2022; Bell-Doyon et al. 2020). Actualmente, se encuentra 

clasificada como “casi amenazada” según la lista roja de la UICN (Bell-Doyon y Villarreal, 

2020; Taylor 2010) debido a la deforestación y la extracción ilegal (Stevenson et al. 2003). 

Un ejemplo de esto es lo que ocurre en Donoso (Provincia de Colón), en donde sus 

bosques albergan miles de individuos de Z. pseudoparasitica, siendo una de las mayores 

poblaciones conocidas de esta especie (Bell-Doyon y Villarreal, 2020), y las actividades 

mineras son una de sus principales amenazas, ya que 12,955.1 hectáreas de este bosque 

serán deforestadas para trabajar la minería de cobre (First Quantum Minerals, Gaceta 

oficial de la Ley 406 del 2023). 

             

Figura 3. Individuo femenino con cono ovulado de la única gimnosperma estrictamente epífita del mundo, 

Zamia pseudoparasitica, epifita sobre árbol de 20 m en bosque premontano en el Parque Nacional Santa 

Fe (crédito de foto: Pedro Castillo-Caballero). 
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Microorganismos fijadores de nitrógeno (Bacterias diazotróficas) 

En los bosques tropicales, la interfaz entre la superficie de las hojas y la atmósfera es una 

vía fundamental para el ciclo de nutrientes (particularmente nitrógeno), hasta el punto 

de considerarse incluso más importante que la interfaz suelo-planta (Parker, 1994; Silver 

et al. 1996).  

El nitrógeno es un macroelemento esencial para las plantas, utilizado para la producción 

de proteínas, ácidos nucleicos, moléculas de transporte y energéticas (Mayz-Figueroa, 

2004). Además, es la principal limitante después del agua, en el desarrollo y productividad 

de las plantas (Arias et al. 1999). Este representa cerca del 80% entre los gases de la 

atmósfera, sin embargo, debido al triple enlace que forma su molécula (N≡N) no puede 

ser utilizado por la mayoría de los seres vivos, debido a que las plantas son incapaces de 

obtener este elemento de la forma en que se encuentra naturalmente, y solo un grupo 

de microorganismos conocidos como diazotrofos son capaces de extraerlo del aire para 

producir amonios y óxidos, haciéndolo disponible para las plantas, por medio de un 

proceso conocido como fijación biológica de nitrógeno (Camelo et al. 2011; Orozco, 

1999). La fijación biológica de nitrógeno contribuye con alrededor de la mitad de las 

entradas anuales de nitrógeno en la biosfera (Vitousek et al. 1997), siendo también una 

importante fuente de nitrógeno en los ecosistemas (Cleveland et al., 1999). Este proceso 

se lleva a cabo gracias a la nitrogenasa, un complejo enzimático que tiene dos 

componentes, un núcleo heterotetramérico codificado por nifD y nifK, y una subunidad 

dinitrogenasa reductasa codificada por nifH. De estos, el gen nifH es el biomarcador más 

utilizado para estudiar la ecología y evolución de las bacterias fijadoras de nitrógeno 

(Raymond et al. 2004), este es uno de los genes funcionales más secuenciados y >90% de 

sus secuencias han sido depositadas en la base de datos desde 2005.  

Existen diferentes estudios sobre la diversidad de este gen en una amplia gama de 

entornos, como ecosistemas marinos (Farnelid et al. 2011; Langlois et al. 2005; Zehr et al. 

1998), terrestres (Roesch et al. 2008; Izquierdo y Nusslein, 2006; Rosch et al. 2002) e 

hidrotermales (Mehta et al. 2003), entre otros (Gaby y Buckley, 2014). 
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Estudios previos han informado de correlaciones entre las comunidades bacterianas 

sobre las hojas y la actividad de fijación de N (Fürnkranz et al. 2008; Abril et al. 2005), 

reportando bacterias diazotróficas pertenecientes al grupo de las Proteobacterias como 

Azotobacter, Beijerinckia, y Klebsiella, también del grupo de las Cianobacterias como 

Nostoc, Scytonema, y Stigonema.  

El dosel de los bosques tropicales representa una amplia superficie que puede ser 

colonizada por fijadores de nitrógeno de vida libre. La identificación de estas bacterias de 

acuerdo con sus características metabólicas ha sido posible utilizando pruebas 

bioquímicas. Sin embargo, actualmente es muy común realizar identificación molecular, 

analizando secuencias de genes específicos para comprobar el género e inclusive la 

especie (Fernández et al. 2010). 

La identificación a nivel molecular de las bacterias fijadoras de nitrógeno se evalúa por la 

presencia de los genes nif, que hacen parte del complejo enzimático de la nitrogenasa 

(Oldroyd y Dixon, 2014). Estas moléculas pueden identificarse gracias a técnicas ya 

desarrolladas como la extracción y amplificación del ADN, y la secuenciación de 

fragmentos específicos, brindando múltiples beneficios, entre ellos, la certeza y precisión 

de los resultados que llega a ser muy cercana al 100% (Moreno y Galvis, 2013). 

 

Genes que participan en la fijación de nitrógeno 

El proceso de fijación de nitrógeno requiere de mucha energía (16 - 24 ATP) y se lleva a 

cabo por una serie de reacciones químicas (Figura 4). La reducción de N2 a amoniaco se 

realiza mediante un complejo enzimático que se conoce como nitrogenasa; que está 

compuesto por dos unidades proteicas: el componente reductasa o proteína Fe y el 

componente catalítico o proteína MoFe (Oldroyd y Dixon, 2014). 

Se han reportado tres clases de nitrogenasas homólogas: la de molibdeno (Mo), la de 

Vanadio (V) y la de hierro (Fe) (Seefeldt et al. 2013); de estas, la más estudiada es la 
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nitrogenasa Mo de Azotobacter vinelandii, que se encuentra formada por una proteína Fe 

(o nifH) y una proteína MoFe (o nifKD) (Hu y Ribbe, 2013). 

 

Figura 4. Reacciones químicas durante la fijación biológica de nitrógeno (Fuentes y Massol-Deyá, 2002). 

 

Métodos moleculares utilizados para la identificación taxonómica de comunidades 

bacterianas 

Las interacciones entre las plantas y su microbiota asociada son cruciales en el 

rendimiento y resiliencia del hospedero ante las perturbaciones del ambiente (p. Ej. El 

cambio climático) (Zhu et al. 2022) y estudios de aislamiento tradicional han demostrado 

que la diversidad de bacterias en la filosfera incluye microorganismos patógenos de 

plantas, descomponedores, productores de fitohormonas y antagonistas de patógenos 

de plantas (Fürnkranz et al. 2008; Morris y Kinkel, 2002; Hirano y Upper, 2000; Hicks y 

Silvester, 1985). Sin embargo, la mayoría de los microorganismos en este hábitat son no 

cultivables (Suda et al. 2008). Estudios recientes han pasado a utilizar técnicas basadas en 

el ADN ambiental para la identificación de las bacterias dominantes en las comunidades 

microbianas de las plantas (Banik et al. 2016). Métodos como la secuenciación del ARN 

ribosómico 16S (ARNr), la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y el análisis de 

polimorfismos de longitud de fragmentos restringidos de los genes del ARNr 16S (16S 

RFLP) o los análisis de restricción del ADN ribosómico amplificado (ARDRA) se han 

utilizado para explorar la diversidad y la estructura de las comunidades bacterianas de la 

filosfera (Venkatachalam et al. 2016; Soka et al. 2012). 



19 
 

Amplificación del gen ARNr 16S 

El gen ARNr 16S es un gen que codifica para el polirribonucleótido ARNr 16S y es una diana 

muy empleada para identificar bacterias. Tiene un tamaño de 1500 pb aproximadamente 

(Bou et al. 2011) lo que le da una alta resolución, ya que tiene áreas bien conservadas que 

permite la creación de cebadores universales para todos los filos de bacterias, y también 

presenta regiones altamente variables que permiten separar taxones, por lo que 

contienen suficiente información para análisis filogenéticos confiables (Amann et al. 

1995; Olsen et al. 2012). La secuenciación de este gen, es considerada una herramienta 

de gran importancia para estudios de diversidad en comunidades microbianas, 

principalmente por su alta resolución taxonómica, su bajo costo, sus extensas bases de 

datos, entre otros beneficios (Jang et al. 2021; Starke et al. 2021; Dunbar et al. 2000). 

Estas características han hecho que la secuenciación con el gen ARNr 16S, proporcione 

una base para investigar la diversidad y la composición de microorganismos en diversos 

ambientes sin recurrir solamente a métodos dependientes de cultivos microbiológicos 

(Amann et al. 1995). 

 

Amplificación del gen nifH 

La enzima nitrogenasa es utilizada por los microorganismos para la fijación de nitrógeno 

y está compuesta por dos unidades (dinitrogenasa y reductasa de dinitrogenasa) 

codificadas en el genoma bacteriano por los genes nif; nifH para Fe-proteína y nifD y nifK 

para MoFe-proteína (Levy-Booth et al. 2014). De los tres, el gen nifH ha sido el más 

secuenciado, convirtiéndose en el marcador de preferencia para diferentes estudios de 

filogenia, diversidad, y abundancia de microorganismos fijadores de nitrógeno.  

El detectar el gen nifH en bacterias de la filosfera, nos ayuda a estimar su potencial para 

la fijación de nitrógeno, aportando valiosa información, ya que por medio de estas 

bacterias la planta puede ser afectada positivamente en su crecimiento y desarrollo. 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Esta es una importante técnica que permite amplificar un pequeño fragmento de ADN y 

obtener millones de copias. Normalmente se emplean diferentes temperaturas y varias 

repeticiones que van a simular procesos naturales como la desnaturalización de la doble 

hélice, la unión de los cebadores y la síntesis de la cadena complementaria utilizando la 

enzima ADN polimerasa (Serrato et al. 2014). 

 

Secuenciación 

Desde el desarrollo de la cromatografía bidimensional en 1970, la secuenciación del ADN 

ha venido recorriendo un largo camino. La tecnología NSG (next generation) no solo ha 

producido un aumento masivo de la producción de datos, sino que también ha 

transformado la forma en que se piensa sobre la información genética, pudiendo analizar 

hoy día entre miles y decenas de miles de muestras en un solo año.  

La tecnología Illumina utiliza un método patentado que se basa en un terminador 

reversible que detecta las bases individuales a medida que se incorporan a las cadenas 

molde de ADN. Esta tecnología tiene menores tasas de error en bruto en comparación 

con otras, dando como resultado una secuenciación base a base de gran precisión que 

elimina prácticamente los errores específicos del contexto de la secuencia, incluso dentro 

de regiones de secuencias repetitivas y homopolímeros.  

 

JUSTIFICACIÓN 

Se han observado variaciones en la composición de la comunidad bacteriana en la 

filosfera de diferentes especies de plantas vecinas (Kembel et al. 2014; Vorholt, 2012), 

sugiriendo que la identidad de la planta tiene efectos en el reclutamiento de microbios 

del entorno circundante (Fitzpatrick et al. 2018). Además, la posición en el dosel, debe ser 

un factor que considerar en el estudio de plantas epífitas, ya que se ha observado que 

también puede influir en la composición de estas comunidades microbianas (Augusto et 

al. 2012).  
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Las comunidades bacterianas de la filosfera están enfrentando un incremento de estrés 

causado por el cambio climático, particularmente por el calentamiento y la sequía. Este 

estrés puede dar lugar a estados inestables de las comunidades microbianas, en los que 

una reducción de los taxones beneficiosos debilita la resistencia de las plantas a la 

invasión de patógenos y al desarrollo de enfermedades. Siendo esta una de las principales 

razones por la que los estudios de la microbiota en la filosfera, están actualmente 

enfocados en conocer la composición de sus comunidades, su distribución, dinámica 

temporal y, lo más importante, su función para el ecosistema o el hospedero (Vorholt et 

al. 2017). 

Debido al tamaño del hábitat de la filosfera y su importancia para la ecología microbiana, 

se necesitan estudios sobre la composición de sus comunidades, especialmente en 

especies como Z. pseudoparasitica, una cícada endémica del Istmo de Panamá, que, 

debido a este endemismo y a su hábito epífito único en el grupo de las Zamias, hacen que 

esta especie sea una candidata prometedora en temas de ecología. 

Este estudio representa la primera caracterización de las comunidades bacterianas de la 

microbiota en la filosfera de Z. pseudoparásitica y los resultados obtenidos serán un 

importante aporte al conocimiento de la ecología de esta especie y su conservación, que 

sumados a trabajos anteriores nos brindan una base de datos completa de los 

microorganismos asociados a Z. pseudoparasitica, permitiéndonos hacer inferencias en 

cuanto a la salud del ecosistema y sirviéndonos como indicadores de la salud de la planta 

hospedera (Trevelline et al. 2019).  
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OBJETIVOS: 

Objetivo General: 

Evaluar la influencia de factores ambientales sobre la interacción planta-microbio en la 

filosfera de Z. pseudoparásitica. 

 

Objetivos específicos:  

1) Caracterizar las comunidades bacterianas totales en la filosfera de Z. pseudoparásitica. 

2) Identificar potenciales bacterias fijadoras de nitrógeno en la filosfera, a través del uso 

del gen nifH.  

3) Evaluar la influencia de diferentes factores ambientales como la ubicación geográfica, 

temperatura, cobertura del dosel y temporada del año en la diversidad de comunidades 

bacterianas sobre hojas de Z. pseudoparásitica. 

 

 

 

 

HIPÓTESIS DE TRABAJO 

  

Ho:  

● Zamia pseudoparasitica albergará una comunidad bacteriana específica al huésped, 

determinada por interacción biótica huésped-filósfera y no debida a condiciones abióticas 

asociadas a variaciones climáticas y estacionales.  

● La filosfera no se encuentra compuesta por una diversidad de bacterias fijadoras de 

nitrógeno. 

● La diversidad de comunidades bacterianas sobre las hojas de Z. pseudoparásitica no 

está influenciada por los diferentes factores ambientales. La ubicación geográfica, la 

temperatura, la densidad boscosa y el mes de muestreo no afectan de manera relevante 

la composición y abundancia de las bacterias asociadas a estas hojas. 
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H1:  

● La filosfera de Z. pseudoparasitica alberga una diversidad de comunidades bacterianas, 

con una composición específica que puede variar según las condiciones ambientales y la 

ubicación geográfica. 

● La filosfera de Z. pseudoparasitica está compuesta por una diversidad de bacterias 

fijadoras de nitrógeno que expresan el gen nifH. Estas bacterias podrían estar 

desempeñando un papel crucial en la fijación de nitrógeno atmosférico, convirtiéndolo 

en formas asimilables por la planta hospedante. Además, se espera que la abundancia y 

diversidad de estas bacterias varíe según la ubicación geográfica y las condiciones 

ambientales. 

● La diversidad de comunidades bacterianas sobre las hojas de Z. pseudoparásitica está 

influenciada por diferentes factores ambientales. La ubicación 

geográfica, temperatura, densidad boscosa y el mes de muestreo tienen efecto en la 

composición y abundancia de las bacterias asociadas a estas hojas. 
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CAPÍTULO II 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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METODOLOGÍA 

Sitios de estudio  

El estudio se realizó en tres áreas protegidas en el lado Atlántico del occidente panameño: 

Bosque Protector Palo Seco, Bocas del Toro (Palo Seco); Parque Nacional Santa Fe, 

Veraguas (Santa Fe) y Parque Nacional de División General Omar Torrijos Herrera, Coclé 

(El Cope) (Figura 5), en donde se distribuye Z. pseudoparásitica (Yates, 1854). Todos los 

sitios están compuestos por bosque húmedo tropical premontano.  

 

 

Figura 5. Área de estudio mostrando las ubicaciones de los tres sitios de colecta en áreas protegidas de 

Panamá. 

 

Muestreo en campo 

En cada sitio se seleccionaron 10 individuos medianos de Z. pseudoparasitica (con más de 

5 y menos de 10 hojas (Bell-Doyon y Villarreal, 2020) (Figura 14), creciendo a una altura 

media del árbol hospedero (entre 5 y 10 m del suelo). Para medir la altura a la que se 

encontraban las plantas, se utilizó un hipsómetro y la colecta de los foliolos se realizó 

utilizando una vara de colecta botánica. Por cada individuo se colectaron dos foliolos de 

la parte apical de la hoja, libres de briofitas y líquenes epífilos. A cada foliolo se le tomaron 

fotografías para conocer su área foliar utilizando ImageJ 1.53e (Wayne Rasband y 

contribuidores, National Institutes of Health, USA). Los foliolos colectados se colocaron 
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inmediatamente en bolsas estériles, utilizando también estériles. Las muestras se 

transportaron al laboratorio a 4°C (Figura 16), y luego se colocaron a -20°C hasta su 

extracción (Figura 6).  

Se realizaron dos salidas a campo, para la colecta de muestras. La primera durante la 

temporada lluviosa, en el mes de octubre del 2022 y la segunda durante la temporada 

seca, en abril 2023.  

Para cada colecta se tomaron medidas de diferentes parámetros ambientales en cada 

sitio, como la cobertura del dosel (utilizando GLAMA - Gap light Analysis Mobile App) 

(Tichý, 2015), la humedad relativa y temperatura del sitio (utilizando un higrómetro) y la 

temperatura local del foliolo colectado (utilizando un termómetro infrarrojo).  

 

 

Figura 6. Muestreo en campo. 1) Selección de los individuos de Z. pseudoparasitica entre 5-10 m del suelo. 

2) Colecta de dos foliolos por cada planta, colocados en bolsas estériles debidamente rotuladas. 3) El 

transporte de las muestras a 4°C utilizando una nevera portátil. 

 

Extracción de ADN y secuenciación de amplicones 

En total se colectaron 120 muestras, cada una con su respectiva réplica (Figura 7). Una 

vez en el laboratorio, se colocaron 50 mL de una solución de lavado diluida 1:50 (1 M Tris, 

5 M NaCl, 0.5 M EDTA, 1.2% CTAB) en las bolsas estériles que contenían cada foliolo y se 

agitaron durante 10 min a 340 rpm (Figura 17). La solución aislada fue transferida a tubos 
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tipo Falcon y centrifugada a 10,000 x g por 20 min, y al precipitado resultante, se le realizó 

la extracción de ADN (Kembel et al. 2014) utilizando el Kit de PowerSoil (QIAGEN, USA) 

siguiendo el protocolo del fabricante.  La concentración y calidad del ADN se evaluó 

observando los valores de ng/µl usando un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo 

Scientific, USA).  

Para caracterizar molecularmente la comunidad de bacterias en la filosfera de Z. 

pseudoparasitica se utilizaron los cebadores específicos de bacterias que excluyen el ADN 

de cloroplastos 799F (5′- AACMGGATTAGATACCCKG -3′) y 1115R (5′- 

AGGGTTGCGCTCGTTG -3′) (Chelius y Triplett, 2001; Redford y Fierer, 2009) para amplificar 

la región v5-v6 del gen ARNr 16S. 

Para amplificar los marcadores moleculares del gen ARNr 16S, se llevó a cabo una PCR en 

dos pasos y doble índice diseñado específicamente para instrumentos Illumina. En el 

primer paso, el gen específico secuenciado se fusionó con los cebadores de secuenciación 

Illumina TruSeq y se llevó a cabo una PCR. Esta reacción de PCR se realizó en un volumen 

de 10 µL, conteniendo 2.42 µL de agua Sigma grado PCR, 0.2 µL 799F Forward primer (10 

µM), 0.2 µl 1115R Reverse primer (10 µM), 5.08 µL de Kapa Taq 2X Mastermix (Roche), 

0.1 µL BSA y 2 µL ADNc. La reacción del ciclo térmico inició con la desnaturalización a 95°C 

por 3 min, seguido por 30 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 s, el anillamiento a 

52°C por 30 s, y la extensión a 72°C por 1.5 min, seguido por una extensión final a 72°C 

por 10 min y 15°C ∞. 

Para caracterizar la comunidad de bacterias diazotróficas, utilizamos los cebadores 

específicos polF (5′- TGCGAYCCSAARGCBGACTC -3′) y PolR (5′- ATSGCCATCATYTCRCCGGA-

3′) (Gaby y Buckley, 2012) para amplificar los marcadores moleculares del gen nifH. 

También, se llevó a cabo una PCR en dos pasos y doble índice diseñado específicamente 

para instrumentos Illumina. El primer paso se realizó igual que el mencionado para el gen 

ARNr 16S. Y la reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen de 25 µL, conteniendo 

13.17 µL de agua Sigma grado PCR, 1 µL PoIF Forward primer (10 µM), 1 µL PoIR Reverse 

primer (10 µM), 5.08 µL Kapa Taq 2X Mastermix (Roche), 0.5 µL BSA, 1.25 µL Magnesio y 
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3 µL ADNc. La reacción del ciclo térmico inició con la desnaturalización a 95°C por 3 min, 

seguido por 35 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 s, el anillamiento a 52°C por 30 

s, y la extensión a 72°C por 1.5 min, seguido por una extensión final a 72°C por 10 min                                                                                                                     

y 15°C ∞. Se realizaron triplicados de cada muestra, para cada uno de los genes. 

Para la PCR2 se combinaron cada uno de los triplicados y se añadieron los barcodes de la 

siguiente forma: Ilumina Flow Cell Adapter + Index + Ilumina Read Primer Sequence. En 

esta segunda PCR se utilizó una composición de reacción similar con un volumen de 10 

µLy los cebadores de índices (no específico a un gen de interés). Cada muestra recibió una 

combinación única de cebadores en la PCR2 para facilitar el multiplexing de las muestras 

en la librería. Los cambios del ciclo térmico fueron: desnaturalización inicial de 94°C por 

3 min, seguido por 5 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 30 s, y 72°C por 45 s,                                                                                                                                                                                                                                                                 

con una extensión final de 72°C por 5 min. La calidad del producto PCR purificado se 

comprobó en un gel de agarosa al 1.5%. 

Posteriormente, se purificaron y normalizaron cada una de las muestras (producto de la 

PCR2) utilizando el Kit Just-a-Plate PCR normalization Plates (Charm Biotech, USA) y se 

construyó la librería de secuenciación mezclando una alícuota de 10 µL de cada muestra 

limpia y se concentró la librería con perlas magnéticas (KAPA). La calidad y concentración 

de la librería se verificó en el equipo BioAnalyzer (Agilent). Por último, se secuenció la 

librería utilizando el equipo MiSeq de Illumina, en el Laboratorio de Genómica Ecológica 

y Evolutiva (EEG) en Naos, utilizando un cartucho de v.2, 2 x 250 pb. 
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Figura 7. En total se colectaron 120 muestras. Divididas en 20 muestras por cada sitio, y en diferentes 

temporadas. 

 

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 

Procesamiento de datos de secuencias de amplicones  

Todos los análisis se realizaron con el software R v.4.4.0. Las secuencias bacterianas 

fueron filtradas, limpiadas e identificadas utilizando el paquete de R dada2 v.1.32.0 

(Callahan et al. 2016; R Core Team, 2023a). Este proceso infiere variantes de secuencia de 

amplicones (ASV), que ofrecen mejor resolución, precisión y reproducibilidad que otros 

métodos y no están estrictamente limitadas por una base de datos de referencia (Callahan 

et al. 2017).  

Se eliminaron los cebadores utilizando cutadapt v3.0 (Martin, 2011). Las secuencias de 

baja calidad (definidas como secuencias con más de un error esperado según las 

puntuaciones de calidad) se eliminaron con la función filterAndTrim. Las ASVs se 

dedujeron para cada muestra utilizando la función dada, las lecturas directa e inversa se 

emparejaron con la función mergePairs y las secuencias quiméricas se eliminaron con la 

función removeBimeraDenovo. Se asignó la taxonomía a cada una de las ASVs, utilizando 

la base de datos taxonómica silva v.132 (Callahan, 2018) y la base de datos nifH (Heller et 
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al. 2014) para bacterias y bacterias diazotróficas, respectivamente, implementando la 

función assignTaxonomy de dada2. Se encontraron ASVs de bacterias en 117 y 86 

muestras para el gen 16S y nifH, respectivamente. 

Se utilizó el paquete de R phyloseq v.1.48.0 (McMurdie y Holmes, 2013) para transformar 

la tabla de secuencias en un objeto phyloseq para procesar los datos ASV. En el proceso 

de eliminación de contaminantes, se eliminaron todas las muestras conteniendo menos 

de 10 lecturas al final de la curación de los datos.  Se eliminaron todas las ASVs de 16S y 

nifH no asignadas al nivel de phylum o que coincidían con secuencias de cloroplastos y 

mitocondrias. Luego, se estimó el tamaño de la biblioteca por muestra y se eliminó los 

posibles contaminantes mediante el paquete decontam v.1.24.0 (Davis et al. 2018), 

utilizando los métodos de frecuencia y prevalencia de forma independiente. También, se 

calculó la prevalencia de ASV para seleccionar aquellos en al menos el 5% de las muestras.  

 

Composición de la comunidad bacteriana en la filosfera de Z. pseudoparasitica  

Para comparar la composición de la comunidad bacteriana asociada a Z. pseudoparasitica 

en cada uno de los sitios, se transformó el conteo de taxones de 16S y nifH a datos de 

abundancia relativa utilizando phyloseq. La abundancia relativa por phylum y orden 

fueron comparadas entre cada sitio de muestreo. Hicimos un subset de cinco y tres de los 

taxones más abundantes para 16S y nifH, respectivamente, y se comparó su abundancia 

relativa por phylum entre cada sitio. Se normalizó la tabla de taxones para comparar la 

diversidad alfa entre cada sitio usando la abundancia relativa y la multiplicamos por una 

constante de 1000 para obtener los datos de conteo. Para evaluar el efecto de cada sitio 

y factor ambiental, se evaluó la diversidad alfa entre cada sitio utilizando la abundancia 

relativa, y para esto normalizamos la tabla de taxones. Se estimó el índice de Shannon 

utilizando la tabla normalizada y el índice de Chao1 con la tabla con datos sin normalizar. 

Adicionalmente, se calculó la diversidad filogenética de Faith considerando las relaciones 

filogenéticas de los taxones, utilizando la distancia por pares derivada del árbol 

filogenético (Faith DP, 1992).  
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El árbol filogenético se construyó utilizando un algoritmo de neighbour-joining con el 

modelo GTR+GAMMA en phangorn v.2.11.1 (Schliep KP., 2011) para los datos de 16S y 

nifH. Se aplicó la prueba de normalidad Shapiro para seleccionar la prueba estadística 

apropiado y evaluamos las diferencias en los índices de Shannon, Chao1 y Faith tanto para 

16S como para nifH, entre cada uno de los sitios de muestreo por temporada utilizando 

la prueba de Mann-Whitney en R v.4.1.3 (R core Team, 2023). 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Todos los análisis estadísticos se realizaron con R 4.40 (R Core Team, 2023a).  

 

Efecto de la temporada y sitio en la composición de la comunidad bacteriana  

Se realizó un análisis multivariante permutacional de la varianza (PERMANOVA) usando 

la función de adonis2 del paquete vegan (Oksanen et al. 2022). Para visualizar los 

resultados, se realizó un análisis de componentes principales (PCoA) basándonos en 

ordenaciones UniFrac ponderadas. Para visualizar las diferencias en la composición de la 

comunidad entre cada sitio y cada temporada, se realizó un análisis discriminante lineal 

del tamaño efecto (LEfSe) sobre la abundancia relativa de cada género. 
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RESULTADOS 

Composición de la comunidad bacteriana en la filosfera de Z. pseudoparasitica 

La comunidad bacteriana en la filosfera de Z. pseudoparasitica contó con un total de 2,969 

ASVs en 115 muestras, dominada principalmente por el phylum Proteobacteria (52.4%), 

seguido por Actinobacteriota (31.6%), Bacteriota (5.6%), Acidobacteriota (5.6%) y 

Chloroflexi (2.4%), representando el 97.3% de las ASVs totales (Gráfica 1A). Los 10 órdenes 

bacterianos más abundantes (con más del 3% de abundancia) fueron Rhizobiales (30.3%), 

Frankiales (11.7%), Pseudonocardiales (6.1%), Acetobacterales (5.6%), Caudobacterales 

(4.6%), Sphingomonadales (4.5%), Acidobacterales (4.3%), Solirubrobacterales (3.9%), 

Cytophagales (3.4%) y Burkholderiales (3.0%). Siendo Beijerinckiaceae la familia más 

abundante. Pudimos identificar 242 géneros, representados principalmente por 

Methylocella (13.3%), 1174-901-12 (9.3%) y Jatrophihabitans (5.7%). 

La amplificación del gen nifH resultó en un total de 970 ASVs en 84 muestras. La 

comunidad de bacterias diazotróficas estuvo dominada principalmente por el phylum 

Cyanobacteria (92.4%), seguido por Proteobacteria (4.7%) y Firmicutes (2.4%), siendo 

Scytonemataceae (33.5%) y Nostocaceae (14.7%) las familias más predominantes (Gráfica 

1B). Pudimos identificar 32 géneros de bacterias diazotróficas, representados 

principalmente por Brasilonema (32.6%), Stigonema (3.4%) y Methylocystis (3.3%). 

La estimación de la diversidad alfa muestra que no existen diferencias significativas en la 

diversidad de especies entre cada uno de los sitios para el gen ARNr 16S (Shannon pvalue 

= 0.77 y Chao1 pvalue = 0.1), ni para el gen nifH (Shannon pvalue = 0.69 y Chao1 pvalue = 

0.66). 

La estructura de la comunidad, basándonos en la abundancia de ASVs se visualizó 

utilizando el análisis de coordenadas principales (PCoA) del paquete VEGAN; y para 

comparar la diversidad en cada sitio considerando los diferentes factores ambientales se 

utilizó el análisis multivariante permutacional de la varianza (PERMANOVA) en el paquete 

VEGAN versión 2.4 (Oksanen et al. 2022). Encontramos que la estructura de la comunidad 
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bacteriana no mostró diferencia significativa entre los sitios (R2 = 0.06348 y p = 0.002**). 

Los resultados del análisis de PERMANOVA se muestran en la tabla (Tabla 2).  

 

Variación en los factores ambientales entre cada sitio y temporada de muestreo 

En la tabla 1 mostramos los valores promedio de los factores considerados para cada sitio 

de colecta, incluyendo los factores ambientales, como aquellos vinculados con la planta 

hospedera, como la altura y tamaño de la planta, y el área y temperatura del foliolo. No 

se observaron diferencias significativas en la composición de la comunidad bacteriana en 

la filosfera de ninguno de los sitios (Figura 3), ni se observaron variaciones significativas 

en las mediciones de cada uno de los factores (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Valores promedio de los factores medidos durante cada colecta, para cada uno 

de los sitios. 
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Figura 8. A) Abundancia relativa de los 5 phylum más abundantes asociados a la filosfera de Z. 

pseudoparasitica entre los tres sitios de muestreo, basado en el gen 16S ARNr. El phylum con mayor 

abundancia relativa fue Proteobacteria con un 52.4%; los phylum con menos de 1% de abundancia relativa 

fueron agrupados y se muestran como otros. Las muestras por cada sitio se dividen de la siguiente forma: 

Palo Seco (N = 37), Santa Fe (39) y El Cope (N = 39). B) El phylum más abundante en cada uno de los sitios 

muestreados fue Cyanobacteria con un 92.4% de abundancia relativa, seguido por Proteobacteria con un 

4.7% y Firmicutes con 2.4%. Los phylum con menos de 1% de abundancia relativa fueron agrupados y se 

muestran como otros. 
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Figura 9. Diversidad alfa de las comunidades de la filosfera de Z. pseudoparasitica basada en A) taxones 

bacterianos (16S rRNA) y B) la comunidad diazotrófica (nifH). El índice de Shannon, Chao1 y el índice 

filogenético de Faith se estimaron mediante valores recogidos para cada estación. Los recuadros 

representan el primer cuartil, la mediana y el tercer cuartil, con los bigotes indicando los valores máximo y 

mínimo, los valores atípicos se representan como puntos negros para cada conjunto de datos en todos los 

sitios. 

 



37 
 

 

 

Figura 10. Ordenaciones del Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) de las variaciones en la 

composición de la comunidad microbiana entre estaciones y lugares de muestreo basadas en ordenaciones 

UniFrac ponderadas para A) comunidades bacterianas totales y B) comunidades diazotróficas en la filosfera 

de Z. pseudoparasitica. Los datos se recogieron en dos estaciones diferentes (identificadas por la forma de 

los puntos) en tres lugares (identificados por colores diferentes). 

 

Tabla 2. Variación de la composición de la comunidad microbiana de la filosfera explicada 

por factores de estación y lugar (PERMANOVA sobre disimilitudes UniFrac ponderadas). 

Nota: Los modelos presentados para la comunidad microbiana en la filosfera de Z. pseudoparasitica se 

calcularon con los datos recogidos en ambas temporadas y en cada sitio. Los asteriscos indican los 

resultados del PERMANOVA. 

(∗p ≤ 0,05; ∗∗p ≤ 0,01; ∗∗∗p ≤ 0,001) 

 

A) B) 
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Composición de la microbiota de la filosfera asociada a cada sitio y temporada 

Identificamos los géneros característicos mediante el análisis LEfSe para explorar la 

respuesta especifica de la comunidad bacteriana a los sitios y temporada de muestreo. 

Observamos que las comunidades bacterianas tenían más géneros característicos con los 

sitios de Palo Seco y El Cope, en comparación con Santa Fe.  

El análisis de LEfSe mostró una mayor asociación del género 1174-901-12 

(Spirosomaceae) al sitio de muestreo de Palo Seco; y el género Acidothermus 

(Acidothermaceae) asociado a Santa Fe, durante ambas temporadas de muestreo; 

mientras que en El Cope mostró mayor asociación del género Granulicella 

(Acidobacteriaceae) durante la temporada seca y del género Pseudonocardia 

(Pseudonocardiaceae) durante la temporada lluviosa. 

 

    

 

A) 
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Figura 11. Análisis Linear Discriminante (LDA) con el efecto del tamaño (LEfSe) de la abundancia de 

diferentes especies entre cada sitio, y cada una de las temporadas de muestreo. Palo Seco (verde), Santa 

Fe (naranja) y El Cope (lavanda). A) Géneros asociados a cada sitio durante la temporada seca. B) Géneros 

asociados a cada sitio durante la temporada lluviosa. El umbral para la puntuación del análisis logarítmico 

discriminante fue 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 
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DISCUSIÓN 

Los taxones predominantes de bacterias en la filosfera fueron principalmente 

Proteobacteria y Actinobacteria, lo cual se alinea con hallazgos reportados en estudios 

previos por Delmotte et al. (2009) y Rastogi et al. (2013). Además, se detectaron 

concentraciones significativas de los filos Bacteroidetes, Acidobacteria y Chloroflexi. 

Investigaciones anteriores han demostrado que la estructura filogenética de la 

comunidad microbiana en la filosfera está compuesta por un número relativamente 

limitado de filos, con predominancia de Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y 

Bacteroidetes, los cuales generalmente dominan la composición de la comunidad 

bacteriana (Carvalho et al. 2020; Grady et al. 2019; Durand et al. 2018; Kecskeméti et al. 

2016; Kembel et al. 2014; Reisberg et al. 2013; Redford et al. 2010). Las bacterias 

pertenecientes al filo Proteobacteria son reconocidas por su rica diversidad metabólica y 

su amplia gama de funciones dentro de la comunidad bacteriana de la hoja, incluyendo 

metilotrofía, nitrificación, fijación de nitrógeno y fotosíntesis anoxigénica (Watanabe et 

al. 2016; Atamna-Ismaeel et al. 2012; Fürnkranz et al. 2008). Adicionalmente, los filos 

Bacteroidetes y Actinobacteria desempeñan funciones ecológicas diversas en el contexto 

de la filosfera (Romero et al. 2016). Los géneros bacterianos más prominentes, como 

Methylobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Massilia, Sphingomonas, Arthrobacter y 

Pantoea, constituyen el núcleo de los taxones microbianos presentes en esta región (Knief 

et al. 2012; Rastogi et al. 2013; Rausch et al. 2001). En este estudio, se observó que los 

géneros con mayor abundancia relativa en la filosfera de Z. pseudoparasitica fueron 

Methylocella (13.3%), 1174-901-12 (9.3%) y Jatrophihabitans (5.7%), junto con otros 

géneros menos abundantes como Pseudonocardia (4.8%), Acidothermus (4.4%), 

Sphingomonas (3.8%) y Methylobacterium-Methylorubrum (2.7%). Las interacciones 

entre las comunidades microbianas de la filosfera pueden proporcionar mecanismos de 

protección a la planta hospedera (Innerebner et al. 2011; Ottesen et al. 2015). Un estudio 

realizado por Aitana et al., evidenció que los géneros 1174-901-12 (Rhizobiales), 

Sphingomonas, Methylobacterium-Methylorubrum y Pseudomonas tienden a aumentar 
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en plantas infectadas por Pseudomonas syringae pv. actinidiae, lo que sugiere las 

potenciales propiedades antagonistas de estas bacterias frente a hongos fitopatógenos. 

Los microorganismos de la filosfera desempeñan un papel crucial en el ciclo del carbono 

y del nitrógeno mediante la utilización directa de carbohidratos liberados por las plantas 

o secretados por artrópodos, la interceptación de contaminantes atmosféricos de amonio 

por bacterias nitrificantes, así como a través de la fijación biológica de nitrógeno. Diversos 

estudios enfocados en las bacterias diazotróficas de la filosfera (Rico et al. 2014; 

Fürnkranz et al. 2008; Freiberg, 1998) han demostrado que la diversidad de bacterias 

fijadoras de N₂ tiende a aumentar en condiciones de sequía, sugiriendo que su 

reclutamiento podría mejorar la capacidad de adaptación de las plantas a ambientes 

estresantes (Rico et al. 2014). Entre las bacterias diazotróficas reportadas en la filosfera 

de bosques tropicales se incluyen tanto Proteobacteria (Ej., Beijerinckia, Azotobacter y 

Klebsiella) como Cianobacteria (Ej., Nostoc, Scytonema y Stigonema) (Fürnkranz et al. 

2008; Bao et al. 2019). En este estudio, mediante el análisis del gen nifH, se identificaron 

los géneros diazotróficos con mayor abundancia relativa como Brasilónema (32.6%), 

Stigonema (3.4%) y Methylocystis (3.3%), además de otros géneros menos abundantes 

como Desmonostoc (1.7%), Hassalia (1.5%) y Nostoc (1.3%). 

En relación con la variación de la comunidad bacteriana en función de los diferentes sitios 

y temporadas, nuestros resultados no mostraron diferencias significativas, lo que 

contradice nuestra hipótesis inicial de que la comunidad bacteriana en la filosfera de Z. 

pseudoparasitica respondería a las variaciones de los sitios y las temporadas de muestreo. 

Esta falta de variación también contrasta con hallazgos previos en zonas tropicales, donde 

se ha observado que la composición y diversidad de la comunidad bacteriana son 

dinámicas a lo largo de las estaciones (Bao et al. 2020; Copeland et al. 2015; Rastogi et al. 

2013; Redford y Fierer, 2009). Además, se ha demostrado que la estructura de la 

comunidad microbiana en la filosfera difiere significativamente entre plantas de la misma 

especie en función de su ubicación geográfica (Finkel et al. 2011; Redford et al. 2010) y 

que la composición de dicha comunidad es claramente específica del huésped (Finkel et 
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al. 2012; Rastogi et al. 2013). En contraste con estas observaciones, nuestros resultados 

indicaron que la comunidad bacteriana en cada sitio y temporada era similar. Los análisis 

de discriminación lineal (LDA) revelaron los géneros diferenciales presentes en cada sitio: 

Palo Seco se caracterizó por el género 1174-901-12, mientras que Santa Fe estuvo 

dominado por el género Acidothermus, tanto en la temporada seca como en la lluviosa. 

En El Cope, se identificó el género Pseudocardia durante la temporada seca y el género 

Granulicella en la temporada lluviosa.  
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CONCLUSIONES  

1. Los resultados de este estudio indican que la comunidad bacteriana en la filosfera de 

Z. pseudoparasitica no presenta variaciones significativas en función de los diferentes 

sitios y temporadas de muestreo. 

  

2. Esta falta de variación, desafía nuestra hipótesis inicial y contrasta con hallazgos 

previos en zonas tropicales, donde se ha documentado que la composición y diversidad 

de las comunidades bacterianas son dinámicas y responden a factores estacionales. 

 

3. Sin embargo, el análisis de discriminación lineal (LDA) revela la presencia de géneros 

específicos que caracterizan cada sitio.  

 

4. Lo que sugiere que, aunque las comunidades bacterianas en general pueden ser 

similares, existen adaptaciones locales que reflejan las particularidades ambientales de 

cada hábitat.  
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RECOMENDACIONES 

1. Estos hallazgos subrayan la importancia de investigar más a fondo las interacciones 

microbianas en la filosfera y su impacto en la salud y adaptación de las plantas, 

especialmente en un contexto de cambio climático. 
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Figura 12. A) Abundancia relativa de los géneros más abundantes asociados a la filosfera de Z. 

pseudoparasitica entre los tres sitios de muestreo, basado en el gen 16S ARNr. 
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Figura 13. A) Abundancia relativa de los géneros más abundantes asociados a la filosfera de Z. 
pseudoparasitica entre los tres sitios de muestreo, basado en el gen nifH.  

 

Figura 14. Selección de individuos de Z. pseudoparasitica y medición de la altura (entre 5-10 m de altura 
del árbol hospedero). 
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Figura 15. Colecta de hojas utilizando una vara de colecta. 

 

Figura 16. Colecta y transporte de foliolos a 4°C. 
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Figura 17. Bolsas estériles conteniendo cada foliolo agitándose durante 10 min a 340 rpm. 

 

Figura 18. Luego de agitar en la bolsa estéril, la solución fue pasada a tubos falcon de 50ml y luego fue 

centrifugado. El pellet resultante fue el utilizado para realizar el proceso de extracción utilizando el Kit de 

extracción PowerSoil. 


