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production systems

Abstract

Banana (Musa x paradisiaca L.) is one of the most important farming crops in many
countries around the world, while also being the most consumed fruit worldwide. In
order to increase the yield and productivity of the crops, chemical fertilization is widely
used as a common practice. A variety of literature has examined how soil properties
change with different methods of fertilization. While the microbiome of plants has an
important role in both health and productivity, few studies focus on the effects of using
different agricultural management on microbiome communities. This study reports on
the structure, diversity, and richness of the microbiome community in soil, rhizosphere,
and leaves from banana plants under organic and conventional management. Samples
were obtained from two plantation sites located in El Oro, a province in Ecuador
were banana production is among the highest in the country. Analyses were based
on sequencing the region V3-V4 from 16s rRNA gene for bacteria, and ITS2 region for
fungi, in order to generate ASVs, DNA sequences with only one nucleotide change
that differentiates them between each other, thus permitting characterization and
distinction of microorganisms. The study found that the agricultural managements
had a significative effect in the composition and diversity of the bacterial and fungi
population. In general terms, the richness and uniformity of the microbial community
was higher in the soil and rhizosphere under conventional management in comparison
to the organic. The soil and rhizosphere using the organic management showed
association with higher abundance of Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes, and
exhibited an overrepresentation of microbial genera known as plant growth promoters
and genera involved in important carbon cycle processes for the ecosystem. It was
also found that various microorganisms from the same genera had different responses
to both agricultural managements in soil and rhizosphere. On the other hand, the
bacterial communities from leaves were more similar in both types of agricultural
systems. Comprehension on how the methods of long-term cropping management
systems modified the microbial diversity and structure, as shown in this study, can
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help design methods in agriculture with high profitability from banana cultivation by
stimulating growth promoter bacteria and soil-borne disease suppressors.

Keywords: diversity, ecosystem functions, soil micro-organism, agroecosystem,
agricultural management, banana, plant microbiome

Resumen

El cultivo de banano (Musa x paradisiaca L) es una de las actividades agricolas mas
importantes para muchos paises y es la principal fruta consumida mundialmente. La
fertilizacion quimica es una de las practicas mas comunes utilizada para aumentar
el rendimiento y productividad de los cultivos. Una gran cantidad de literatura
ha examinado los cambios en las propiedades del suelo asociados con diferentes
regimenes de fertilizacion. A pesar del papel fundamental del microbioma en la salud
y la productividad de las plantas, los efectos de los diferentes sistemas de gestion
agricola sobre las comunidades microbianas son poco estudiados. Este estudio
informa sobre la estructura, diversidad y riqueza de la comunidad microbiana del suelo,
rizosfera y hoja de las plantas de banano bajo manejo orgénico y convencional. Se
obtuvieron muestras de dos plantaciones ubicadas en El Oro, una de las provincias
con mayor productividad bananera en Ecuador. El andlisis se basé en la secuenciacion
de la region V3-V4 del gen del ARNr 16S para bacterias y la region ITS2 para hongos,
para luego generar ASVs, que son secuencias de ADN diferenciadas entre si por
un unico cambio de nucledtidos, lo que nos permitio caracterizar y distinguir a los
microorganismos. Se encontré que el sistema de manejo agricola tuvo un efecto
significativo en la composicion y diversidad de la poblacién bacteriana y fungica. En
términos generales, la riqueza y uniformidad de la comunidad microbiana fue mayor
en el suelo y rizosfera bajo manejo convencional en comparacion con el organico. El
suelo y la rizosfera bajo agricultura orgdnica se asociaron con una mayor abundancia
de Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes, y exhibieron una sobrerrepresentacion
de géneros microbianos conocidos como promotores del crecimiento de plantas, asf
como géneros involucrados en procesos importantes del ecosistema como el ciclo
de carbono. También encontramos que varios microorganismos del mismo género
responden diferente a los dos tipos de manejo agricola en el sueloy la rizosfera. Por otro
lado, las comunidades bacterianas en las hojas fueron méas similares en ambos tipos de
manejo. Comprender cémo los sistemas de gestion de cultivos a largo plazo modifican
la diversidad y la estructura microbiana, como se presenta en esta investigacion, puede
ayudar a disefar sistemas agricolas que puedan mantener una alta rentabilidad de los
cultivos de banano mediante la estimulacion de bacterias promotoras del crecimiento
y supresoras de las enfermedades transmitidas por el suelo.

Palabras clave: diversidad, microorganismos del suelo, agroecosistema, manejo agricola,
banano, microbioma vegetal

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v14i2.2298


https://doi.org/10.18272/aci.v14i1.2269

Articulo/Article
Seccién B/Section B

Vol. 14, nro. 2
1D: 2298

avances
en ciendias e
ingenierias

Microbioma del banano en sistema organico y convencional
Zapata-Raman / Paladines-Montero / Ramirez-Villacis / Leon-Reyes (2022)

INTRODUCCION

Entre 1969 y 2015 hubo una expansion del uso de la tierra y recursos naturales
destinados a la agricultura. Esto fue impulsado por las tecnologias, industrializacion y
globalizacién de la agricultura en la Revolucion Verde cuando la productividad de los
cultivos mejord significativamente, creciendo mas del triple [1,2]. Sin embargo, a pesar
de dichas mejoras, el rendimiento se ha empezado a ralentizar, pues existe una gran
presion sobre los suelos y recursos hidricos que impiden que la frontera agricola pueda
expandirse alin mas [3]. Esto supone una amenaza para el abastecimiento de alimentos
en cantidades ideales para una poblacién en aumento, pues para el 2050 se estima que
la poblacion humana alcanzard los 9700 millones de personas [1].

El cultivo de banano es una de las actividades agricolas de mayor importancia para
la economia y seguridad alimentaria de varios paises incluido el Ecuador. En el 2019
la superficie cosechada de banano en Ecuador fue de 183 mil hectéreas y se exportd
cerca de 6,6 millones de toneladas. Las provincias de Los Rios, El Oro y Guayas suman
el 84% de la superficie total cosechada de este producto [4,5]. Sin embargo, asi como
todos los demés cultivos, el banano es susceptible a una serie de plagas y enfermedades
que constituyen un factor limitante para su produccién ocasionando grandes
pérdidas econdmicas. Para combatir dichas amenazas se ha empleado fungicidas
preventivos como mancozeb o clorotalonil y otros sistémicos como benzimidazoles,
triazoles, morfolinas y estrobilurinas, que se aplican en las plantaciones con ayuda de
avionetas [6]. El aumento del uso de estos quimicos junto con el aporte de fertilizantes
sintéticos ha incrementado la productividad del cultivo de banano [7], a costa de una
creciente preocupacion sobre los impactos negativos en el ambiente y salud de los
trabajadores. Adicionalmente, este manejo agricola convencional estd relacionado
con la contaminacion de aguas subterrdneas, pérdida de biodiversidad, aumento de
emisiones de gases de efecto invenadero y deterioro de la funcion del suelo [8,9].

Actualmente se busca lograr una transicién hacia una agricultura que optimice las
técnicas y recursos disponibles, reduciendo los impactos sobre el ambiente, y permita
el desarrollo y mayor rendimiento de los cultivos. La agricultura organica se ha asociado
a una mayor fertilidad del suelo y un alto rendimiento agricola, con un menor impacto
en el ambiente [10]. En Ecuador, en el 2018 el banano orgénico representd el 7,2% de
las exportaciones y para el 2020 este aumentd a 10%. En este contexto las exigencias
sanitarias de diferentes paises y la tendencia saludable que cada dia toma mas fuerza
entre los consumidores han permitido el crecimiento de la demanda del banano
orgénico en el mundo [11]. Sin embargo, auin se necesita una vision mas amplia sobre
todos los componentes de los sistemas de produccion.

Las comunidades microbianas estan involucradas en una serie de servicios
ecosistémicos modulando el ciclo de nutrientes e interacciones simbidticas y patdégenas
con las plantas, por lo que su rol en la productividad de los agroecosistemas es esencial
[12,13]. Varios estudios han demostrado que la intensificacién agricola puede afectar al
microbioma asociado a las plantas y como consecuencia a su rol ecosistémico [14,15].
Dada la importancia de los microorganismos en la agricultura, explorar el efecto de
las practicas agricolas sobre la diversidad y la estructura microbiana sirve para tener
un mejor entendimiento de los procesos ecosistémicos, y, de esta forma, desarrollar
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sistemas de agricultura sostenible. Para esto, las tecnologias de secuenciacién masiva
presentan grandes oportunidades ya que permiten detectar una gran proporcion de
microorganismos cultivables y no cultivables [16]. El secuenciamiento de amplicones,
en este caso 16s IDNA e ITS2, permite la obtencidn de ASVs (por sus siglas en inglés
"Amplicon Sequence Variant”), que son secuencias de ADN Unicas que se distinguen
entre si por un Unico cambio de nucledtidos. Estos se utilizan para clasificar grupos de
especies encontrando variaciones bioldgicas y ambientales para finalmente determinar
patrones ecoldgicos [17].

Con base en investigaciones previas llevadas a cabo en sistemas agricolas similares,
tenemos la hipétesis de que el tipo de manejo agricola impactard significativamente
las estructura, riqueza y uniformidad de comunidades flungicas y bacterianas asociadas
al banano. Para probar esta hipotesis, en este estudio se caracterizd el microbioma
asociado a la rizosfera, suelo y hoja de plantas de banano, mediante secuenciacion de
amplicones, en dos plantaciones en la provincia del Oro: bajo sistema de produccién
orgénicoy convencional. Para nuestro conocimiento este es el primer estudio en banano
que evalla el efecto del sistema agricola enfocado en tres compartimentos de la planta.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de sitio y recoleccion de muestras

El muestreo se llevo a cabo en dos haciendas bananeras localizadas al sur del Ecuador
en el cantdn Santa Rosa, provincia de El Oro, en mayo 2019. La hacienda “Central, San
José” (3,355000, -79,901611) con manejo fitosanitario orgénico desde hace 5 afos, se
caracteriza por usar controladores biolégicos, composta vy fertilizantes orgdnicos. La
hacienda “Cueva” (-3,359361, -79,916194) con manejo convencional por 60 afos, utiliza
fungicidas, insecticidas y fertilizantes sintéticos, con un incremento en la frecuencia de
aplicaciones de dichos quimicos (mensual) a lo largo de los afos.

La recoleccién de muestras se realizd en los dias de cosecha. Dentro de cada hacienda
se seleccionaron plantas ubicadas en el centro de las plantaciones a una distancia 50 m
entre sf, con minimo 5 hojas. Las muestras de suelo se recolectaron de una ubicacion
al azar alrededor de la planta a una distancia de 50 cm y una profundidad de 20 a 30
cm. Para obtener las muestras de rizosfera, las raices se retiraron del suelo con una pala
a una profundidad de 10 a 15 cm vy luego se agitaron suavemente para limpiar la tierra
que no estaba firmemente adherida, para su posterior procesamiento. Finalmente,
para las muestras de las hojas, se selecciond el tercio medio de la cuarta hoja. En total
se obtuvieron cuatro muestras de suelo, cuatro de rizosfera y cuatro de hojas. Todas las
muestras se colocaron en bolsas de polietileno y se guardaron en una nevera portatil hasta
su transporte al laboratorio. En este estudio, los diferentes érganos o compartimientos
analizados (suelo, rizosfera y hoja) se denominaron como “fracciones”de la planta.

Procesamiento de muestras y extraccion de DNA

Se midieron cuatro pardmetros quimicos (K, Ca?*, Na*, NO%) y conductividad de la fraccién
suelo. Para esto se tomd 25 gramos de cada muestra de suelo previamente recolectada
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y se colocd sobre un filtro, se roci¢ agua destilada sobre la muestra y se recuperaron
dos gotas (0,6 ml) del liquido resultante para luego colocarlas en los sensores de los
medidores de bolsillo LAQUATwin de HORIBA®.

Las hojas se desinfectaron superficialmente sumergiendo pedazos de hoja de 2 x 2
cm [18] en una solucion de NaClO 10% y Tween 0,1% por dos minutos. Los residuos
del desinfectante se lavaron con dH,O durante dos minutos [19]. Las muestras se
congelaron con nitrogeno liquido vy se liofilizaron para luego ser colocadas en una
solucion enzimatica (Macerozima 0,1%, Celulasa 1%, 0,7 M de D-Manitol, 5 mM de
MES, 9 uM de Cloruro de calcio dihidratado, 65 uM de Fosfato didcido de potasio, pH
5,7) en una relacion 5:1. Se incubd en un agitador a 28 °C, 125 rpm, durante 48 horas.
Posteriormente, se realizo tres centrifugaciones seriadas a 500 rcf por 5 min, rescatando
el sobrenadante, y otra a 3000 rcf por 20 min. El pellet obtenido, se resuspendié con PBS
y una vez colocado en tubos Eppendorf 1,5 ml, se centrifugd una ultima vez a 13 000
rom por 1 min. Se descarto el sobrenadante y se conservo a -20 °C [20].

Para obtener la rizosfera, las raices se colocaron en tubos Falcon con PBS, y se agitd en
el vortex por 10 min para desprender la rizosfera. Se extrajeron las raices del tubo y se
centrifugd a 500 rcf durante 10 min. Se descarté el sobrenadante y se conservé a-20°C [21].

La extraccion de ADN de la comunidad microbiana de las tres fracciones de la planta
(raiz, suelo y rizosfera) se realizd con el kit comercial DNeasy Powersoil® segun las
instrucciones del fabricante (Qiagen, Hilden, Alemania). La concentracién y calidad del
ADN extraido se verifico con el flurémetro Qubit 4 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
USA) y electroforesis en gel de agarosa.

Preparacion de las librerias y secuenciamiento

Se amplificd la region V3-V4 del gen 16S rRNA usando los cebadores 338F
(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3") 'y 806R  (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3"). Se
anadieron dos barcodes y seis cambios en marcos de lectura en el extremo 5’ de los
cebadores [22]. Cada reaccion de PCR se realizd por triplicado, cada una incluyd una
mezcla Unica de tres cebadores con cambio de marco de lectura para cada plato. El
protocolo de PCR se realizd con 5 pl de Kapa Enhancers, 5 ul de Kapa Buffer A, 1,25 ul de
cada primer (5 uM) y 0,375 pul de una mezcla de dcidos nucleicos peptidicos bloqueadores
de genes de ARNr, 0,5 pl de Kapa dNTPs, 0,2 pl de Kapa Robust Taq (Kapa Biosystems,
Wilmington, MA), 8 ul de dH20 y 5 pl ADN. Los ciclos de temperatura fueron: 95 °C
durante 60 segundos, 24 ciclos a 95 °C por 15 segundos, 78 °C durante 10 segundos, 50
°C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos y finalmente, 4 °C hasta su uso [22]. Para la
purificacion de amplicones se usaron perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter,
Brea, CA) y luego se cuantificaron con el fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Para la amplificacion de la region ITS2 se usaron los cebadores ITS1-F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS2 (5"-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3"). Las muestras de
ADN se diluyeron a concentraciones de 3,5 ng pl”'. Se prepararon reacciones por triplicado
compuestas por 10 ng de ADN, 1 U de buffer, albumina de suero bovino al 0,3%, 2 mM de
Cloruro de magnesio 200 uM de dNTPs, 300 nM de cada primer, y 2 U de la polimerasa DFS-
Tag DNA (Bioron, Ludwigshafen, Alemania). Los ciclos de temperatura fueron: 2 minutos a
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94 °C, 25 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72 °C por 30 segundos,

y 10 minutos a 72 °C para finalizar [22]. Los productos de PCR pasaron a una purificacion
avances  enzimética con exonucleasas. Se realizo una segunda amplificacion por triplicado con 3 ul
Ingenierias o prel

delos productos de PCR purificados y cebadores con barcodes especificos para las muestras

con ciclos bajo las condiciones previamente mencionadas [22]. Los amplicones fueron

purificados con el kit Agencourt AMPUre XP (Beckman Coulter, Krefeld, Germany).

Finalmente, los amplicones de bacterias y hongos se unieron en proporciones iguales y
fueron diluidas hasta obtener una concentracién de 10 pM por secuenciamiento, mismo
que se llevo a cabo en la plataforma de lllumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA) usando
el kit 600-cycle V3 [22], en las instalaciones de la Universidad de Carolina del Norte.

Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas de la region 16S se clasificaron por muestras segun sus
codigos de identificacion y se eliminaron adaptadores y cebadores usando MT-Toolbox
[23]. Las secuencias procesadas se filtraron en Sickle eliminando aquellas de baja
calidad (Q scores < 20) y con lecturas menores a 1000 [24]. Las secuencias resultantes
se colapsaron en ASVs con ayuda del paquete DADA2 en R v4.0.2. Dichos ASVs se
clasificaron taxondémicamente usando el método naive Bayes kmer contra la base
de datos Silva v132 generando finalmente la tabla de ASVs [25]. Las secuencias de la
region ITS2 se procesaron de igual manera. Sin embargo, para la asignacion taxondémica
de estas secuencias se utilizd la base de datos UNITE con el paquete MOTHUR [25].
Se obtuvo un total de 233 595 lecturas de la region V3-V4 16s rRNA para bacterias y
1670504 lecturas de la region ITS2 para hongos de 12 muestras (dos tipos de manejo,
tres fracciones de la planta, dos réplicas). Luego de normalizar los datos, 28 800 lecturas
de bacterias y 30 0000 de hongos fueron retenidas para el andlisis. Las secuencias de alta
calidad generaron 2190 ASVs para bacteriasy 1118 ASVs para hongos. Todos los datos se
encuentran depositados en https://github.com/darioxr/ACI_banano_cultivo

Analisis estadisticos

Se compard las comunidades microbianas entre las muestras usando tres métricas amplias:
diversidad, composicion y abundancia con los pagquetes OhChibi y vegan en R. Se calculd
Chaol, Inverso de Simpson e Eveness de las comunidades de bacterias y hongos como
medida de diversidad alfa. Asimismo, se probd la similitud de la composicién microbiana
de las multiples fracciones usando un andlisis de coordenadas principales (PcoA) junto
con PERMANOVA para calcular la variacién en la B-diversidad explicada por la variable
fraccion. Para maximizar la discriminacion entre los diferentes sistemas agricolas, organico
y convencional, se usé un andlisis canénico de coordenadas principales (CAP) en base a las
matrices de disimilitud Bray-Curtis. Se llevaron a cabo ordenaciones separadas para bacterias
y hongos. También se analizaron las abundancias diferenciales para explorar que taxones
contribuyen a la variacién en la comunidad, tanto a nivel de filo para bacterias como a nivel
de clase para hongos [26,27]. El paquete VennDiagram se utilizo para construir diagramas de
Venn de los dos tipos de manejo por cada fraccion para observar el nimero de ASVs Unicos y
compartidos entre los diferentes sistemas agricolas [28]. Finalmente, se realizaron mapas de
calor usando el paquete pheatmap, para explorar cambios en las comunidades microbianas
en cada fraccién seguin el tipo de manejo a una escala taxondmica mas fina [29].
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RESULTADOS
Sistemas de manejo agricola y propiedades fisico-quimicas del suelo
Se encontré que la concentracion de los parametros K, Na*, NO,, (ppm) y conductividad

(uS/cm) fueron mayores en el sistema agricola convencional, mientras que la
concentracion de Ca** (ppm) fue ligeramente mayor en el manejo orgénico (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién de los pardmetros fisico-quimicos de las muestras de suelo analizadas.

Fraccion Suelo

Manejo agricola Convencional Organico
K 10 ppm 9,5 ppm
Ca** 40,5 ppm 50 ppm
Na* 33,5 ppm 16,5 ppm
NO, 86,5 ppm 63,5 ppm
Conductividad 0,00037 pS/cm 0,000271 pS/cm

Efecto de las diferentes fracciones y regimenes de fertilizacion sobre la
diversidad alfa

Tanto la diversidad alfa de las comunidades de bacterias como de hongos, se vio
afectada segun el érgano de la planta analizado (fraccion). Los indices de diversidad
Chaol, Inverso de Simpson e Eveness fueron mayores en la rizosfera, seguida del
suelo y finalmente la hoja, a excepcién del Inverso de Simpson en la comunidad de
los hongos el cual fue mayor en suelo (Tablas 2-3). Por otro lado, el efecto del tipo
de manejo agricola sobre la diversidad alfa de las comunidades bacterianas y fungicas
se analizd por separado para cada fraccion. Se observé que los tres indices analizados
mostraron consistentemente una mayor diversidad alfa en el manejo convencional en
comparacion con el organico, en las fracciones rizosfera y suelo. Al evaluar las hojas, los
indices Inv Simpson e Eveness, excluyendo a Chaol, respaldaron una mayor diversidad
bacteriana en el manejo orgénico, mientras que en el caso de la comunidad fungica de
la hoja dichos indices fueron mayores en el manejo convencional (Tablas 2-3).

Tabla 2. Pardmetros de a-diversidad para la comunidad de bacterias determinados para los dos tipos de manejo
dentro de cada fraccion.

Fraccion Tipodemanejo  Chao'1 Sin|1?>‘§0n Eveness
Convencional 4731 1886 09
Suelo
Organico 148,5 22,6 08
Convencional 5257 166,4 09
Rizosfera
Organico 2674 81,0 09
Convencional 207,4 39 04
Hoja
Organico 1103 4,3 0,4
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Tabla 3. Pardmetros de a-diversidad para la comunidad de hongos determinados para los dos tipos de manejo
agricola dentro de cada fraccion.

Fraccion Tipo de manejo Chao 1 InvSimpson Eveness
Convencional 352,8 253 0,7
Suelo
Organico 85,5 23,1 09
Convencional 2847 14,5 08
Rizosfera
Organico 1745 229 09
Convencional 34,5 124 0,7
Hoja
Orgénico 82,5 94 0,6

Efecto de las diferentes fracciones y regimenes de fertilizacion sobre la
diversidad beta

Los cambios en la diversidad beta de la comunidad microbiana fueron evaluados
calculando las disimilitudes de Bray-Curtis. Se encontré que las comunidades bacterianas
se separaron en clusters diferentes segun los érganos de la planta. La coordenada 1, que
representd el 29,9% de la variacion, separd las fracciones subterrdneas (rizosfera y suelo)
de la aérea (hoja). El andlisis PERMANOVA mostré que la variable fraccion tuvo un efecto
significativo (p<0,05) sobre la composicién de la comunidad de bacterias asociadas a las
plantas de banano explicando el 43% de la variacion (Fig. TA).

En el caso de la comunidad fungica, este efecto fue menor pero igualmente significativo
(p<0,05) y se observé que los clusters de las distintas fracciones se encuentran mas
dispersos. EIl PERMONOVA corroboré las observaciones mostrando que la variacion
explicada por la variable fraccion fue de 26% (Fig. 1B).

Mediante anélisis candnico de coordenadas principales (CAP), se observé que el tipo
de manejo agricola tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre las comunidades de
bacterias y hongos, y fue mayor para los hongos con 11% de varianza en comparacién
con el 9,3% de varianza para la comunidad bacteriana. Al observar las gréficas, se
identifican dos clusters segun el tipo de manejo separados por la coordenada 1 para
ambas comunidades microbianas (Fig. 1C-1D).
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Figura 1. Efecto del tipo de la fraccion y tipo de manejo en la estructura de las comunidades bacterianas y
flngicas. Ordenaciones PCo en base a disimilitudes Bray-Curtis para A) bacterias y B) Hongos. La varianza
explicada por cada coordenada estd colocada en paréntesis. Ordenaciones CAP de comunidades C) de bacterias
y D) de hongos maximizando la discriminacion entre los diferentes sistemas agricolas, orgdnico y convencional.
La correlacion candnica de cada eje CAP se da entre paréntesis. La varianza explicada se encuentra en la esquina
superior izquierda (con 95% de intervalo de confianza, significancia evaluada con 104 permutaciones).

Composicion de bacterias y hongos en las diferentes fracciones analizadas
y manejos agricolas

La abundancia relativa de las bacterias fue investigada a nivel de filo. De los 18 filos
detectados, los mas abundantes, independientemente del tipo de manejo o fraccion,
fueron Proteobacterias (49,6%), Firmicutes (11%), Bacteroidetes (10,5%), Acidobacteria
(7,8%) y Actinobacteria (6,6%). La composicion de filos fue similar para el suelo y rizosfera,
pero en la hoja hubo una abundancia relativa predominante de Proteobacteria (78,4%)
y Firmicutes (19,3%).

Dentro de cadafraccion hubo cambios enladistribucion de filosen funcién de los diferentes
tipos de manejo. El manejo orgénico aumentd la abundancia relativa de Proteobacteria en
el suelo y rizosfera, pero disminuyé en la hoja en comparacion con el convencional. El filo
Firmicutes se encontré en mayor proporcion en el suelo y hoja organica, y en la rizosfera
convencional. El manejo orgénico enriquecié a Bacteroidetes en las tres fracciones,
mientras que Acidobacteria, Actinobacteria, Patescibacteria y Chloroflexi aumentaron
en el suelo y rizosfera convencional (Fig. 2A). Por otro lado, el manejo convencional tuvo
mas cantidad de variantes de secuencia de amplicones (ASVs) o microorganismos Unicos
asociados a este manejo en el suelo (723 ASVs) (Fig. 32B), rizosfera (621 ASVs) (Fig. 2C) y hoja
(111 ASVs) (Fig. 2D) en comparacion con el organico (247, 348 y 58 ASVs respectivamente).
La fraccion con la mayor cantidad de ASVs compartidos entre ambos manejos fue la hoja
(24%) seguido de la rizosfera (9,9%) y finalmente el suelo (2,7%). Finalmente, a una escala
taxondmica més fina (Fig. 3) se observé que el manejo organico en el suelo y rizosfera
tiende a enriquecer a la mayorfa de ASVs, mientras que en las hojas el enriquecimiento de
ASVs fue similar en ambos manejos.
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Figura 2. Composicion filogenética bacteriana asociada a los diferentes manejos agricolas en cada fraccion de
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Figura 3. Heatmap con la asignacién taxonémica para cada ASV de los diferentes tipos de manejo asociados a A) el
suelo, B) la rizosfera y C) las hojas. El heatmap muestra los recuentos de los 40 ASVs mas abundantes por muestra
para la comunidad de bacterias. Los ASVs estdn coloreados segtin su contribucion al recuento total (azul: aporta
un alto porcentaje de AVS a la muestra; verde claro: contribuye con un bajo porcentaje de ASVs).
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Por otro lado, la abundancia relativa de los hongos fue revisada a nivel de clase, siendo
las mas abundantes, independientemente de la fraccién o manejo, Sordariomycetes
(34,6%), Dothideomycetes (17,4%), Eurotiomycetes (11,9%), Agaricomycetes (8,6%) y
Mortierellomycetes (6,5%). En este caso las abundancias relativas de las clases varfan
mucha mas entre fracciones y entre manejos agricolas. En general, la abundancia de
Sordariomycetes se vio favorecida por el manejo convencional en las tres fracciones.
Dothideomycetes estuvo enriquecido en el suelo, rizosfera y hoja bajo manejo organico,
llegando predominar en esta Ultima fraccion. La hoja y suelo organico aumentaron
la abundancia de Malasseziomycetes. Finalmente, en la rizosfera, hubo un aumento
evidente de la clase Agaricomycetes bajo manejo convencional, mientras que,
Mortierellocytes fue muy abundante en el manejo orgénico (Fig. 4A).

En los diagramas de Venn se observé que el manejo convencional tiene més cantidad
de ASVs tanto en el suelo (496 ASVs) (Fig. 4B) como en la rizosfera (270 ASVs) (Fig. 4Q)
mientras que la hoja tuvo mds ASVs asociados al manejo organico (135 ASVs) (Fig. 4D).
La fraccion con la mayor cantidad se ASVs compartidos entre ambos manejos fue la
rizosfera (20,6%) seguido de la hoja (8,76%) y finalmente el suelo (8,4%). En los mapas de
calor a una escala taxonémica més fina, se observé que el enriquecimiento de ASVs es
mas equitativo entre ambos manejos en las tres fracciones (Fig. 5).
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DISCUSION

Las plantas han evolucionado en conjunto con microorganismos cuyo rol en los
agroecosistemas ha sido reportado extensamente en la literatura [30, 31], lo que ha
permitido acumular informacion sobre la estructura y dindmica del microbioma vegetal.
Sin embargo, alin no se conoce del todo bien cémo dichas comunidades responden a
los diferentes tipos de sistemas agricolas.

Los resultados sobre las propiedades quimicas del suelo varian entre estudios segun
los sistemas de fertilizacion y proteccion de plantas. La quimica del suelo ha sido
considerada como un determinante estadisticamente significativo de la estructura de la
comunidad microbiana del suelo [32,15]. Sin embargo, se ha encontrado que el tipo de
manejo agricola no altera de forma significativa el contenido quimico del suelo, o que
la diferencia de algunos pardmetros quimicos entre el manejo orgénico y convencional
es minima o no significativa [33,14,34], como se encontrd en este estudio; por lo que
la probabilidad de que esta diferencia tenga significancia bioldgica es minima [32].
Adicionalmente, en previos estudios se ha encontrado que las comunidades microbianas
de sistemas de manejo agricola con el mismo régimen de proteccién vegetal, mecanico
o quimico, comparten menos similitud que los sistemas con un estado nutricional similar,
pero diferentes regimenes de proteccion vegetal, lo que sugiere que el componente
fitosanitario tiene una importancia secundaria [32]. Por estos motivos, las enmiendas
colocadas en los diferentes sistemas de manejo agricola probablemente tengan un
efecto més directo en la estructura de la comunidad microbiana que indirectamente al
alterar el estado quimico del suelo [35].

Varios de los factores que dan forma a las comunidades de bacterias y hongos incluyen
el compartimento del hospedador, los factores ambientales y genotipo del hospedador
[36]. El compartimento o fraccién de la planta es probablemente la variable que induce
el mayor efecto sobre la estructura de las comunidades microbianas [37,38]. En este
estudio se encontré que las muestras se agrupan segun la fraccion de la planta analizada.
Las comunidades microbianas de la parte subterranea, es decir del suelo y rizosfera, se
asemejan mas en comparacion con las hojas (Fig. 1A). Esto no es sorprendente si se
considera que los microorganismos presentes en la rizosfera se reclutan y acumulan
a partir del suelo [39]. A parte de ensamblar una comunidad diferente de bacterias,
las hojas tienen menos diversidad que las otras fracciones analizadas (Tabla 2-3), lo
mismo que se ha reportado en un estudio en sorgo [40]. Se ha sugerido que existe
una disminucion progresiva de la diversidad desde suelo a la rizosfera y luego hacia la
parte aérea de la planta como las flores y hojas. Ademas, varios estudios sefialan que la
comunidad microbiana en las hojas estd influida fuertemente por factores especificos
del huésped, mientras que los factores del suelo no afectan significativamente a esta
fraccién de la planta [36].

Otro de los factores igual de importantes al ensamblar las comunidades microbianas
es el tipo de manejo agricola [41]. En este estudio este efecto fue mayor para las
comunidades fungicas en comparacion con las bacterias. El establecimiento de hongos
en las raices de las plantas parece verse més afectado por variaciones estocésticas y
responder diferente a los factores ambientales en comparacion con las bacterias [36] lo
que se corrobord a nivel de clase (Fig. 4) y a escalas taxondmicas mas finas (Fig. 5).

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v14i2.2298


https://doi.org/10.18272/aci.v14i1.2269

Articulo/Article
Seccién B/Section B

Vol. 14, nro. 2
1D: 2298

avances
en ciendias e
ingenierias

17

Microbioma del banano en sistema organico y convencional
Zapata-Raman / Paladines-Montero / Ramirez-Villacis / Leon-Reyes (2022)

En general, se considera que el manejo orgénico alberga mayor diversidad microbiana
debido a la aplicacion de sustratos ricos en nutrientes como la composta y practicas
bioldgicas sin la interferencia de compuestos sintéticos que ayudan a generar nichos
heterogéneos que pueden ser ocupados por una comunidad microbioma altamente
variable, mientras que, el estrés inducido por el uso de pesticidas disminuira la diversidad
para inhibir ciertos grupos de microorganismos [42]. Sin embargo, este efecto difiere
entre varios estudios seguin las metodologfas, contextos y variables analizadas. Se ha visto,
por ejemplo, que el efecto del tipo de manejo agricola varia en cada érgano y estadio
de crecimiento de la planta [37] en diferentes aflos de muestreo [32,43] ubicaciones
geograficas [44,45], e incluso al evaluar diferentes estrategias de secuenciamiento
[46]. Adicionalmente, las composiciones y tipos de fertilizantes sintéticos y organicos,
asi como estrategias de manejo varian entre estudios, pues algunos incluyen arado o
tratamientos para la salud del suelo [47]. Esto incluso se aplica a estudios de macrobiota,
pues se ha encontrado que los resultados varian entre grupos de organismos y paisajes
dado que la estructura y heterogeneidad del paisaje son factores que influyen en la
biodiversidad de las diferentes dreas geogréficas [48]. Por estos motivos, los efectos del
tipo de manejo agricola sobre el microbioma asociados a los cultivos son complejos y
diversos, y resulta dificil obtener conclusiones universales validas.

En este estudio se encontré que la diversidad fue mayor en el suelo y rizosfera bajo
manejo convencional. Se ha sugerido que la aplicaciéon intensiva de composta
puede llevar a la acumulacion de metales pesados lo que llevard a inhibir ciertos
microorganismos [49,50]. Asi mismo se tiene la hipdtesis de que la disponibilidad de
un sustrato rico en nutrientes, como los usados en el manejo organico, promueve el
crecimiento de organismos copiotroficos [32]. Al facilitar la reproduccién intensiva de
estos microorganismos, muchos otros se veran desplazados por lo que la diversidad
se verd reducida, principalmente en términos de uniformidad, dada la predominancia
Unicamente de ciertos microorganismos. En el caso de las hojas, los indices de diversidad
arrojaron diferentes resultados, por lo que no se puede concluir sobre el efecto del tipo
de manejo sobre la diversidad bacterianay fungica en esta fraccion. Esto en parte se debe
a que el microbioma de la hoja esta mayormente influido por la quimica y topologia del
tejido foliar y el ambiente alrededor, y menos limitado por propiedades del suelo [40],
esto se ve reflejado incluso en los mapas de calor (Fig. 5) donde el enriquecimiento de
los diferentes ASVs es similar en ambos manejos.

Al analizar la composicion microbiana, se encontré que la abundancia de los filos
Proteobacteria y Bacteroidetes es mayor en suelo y rizosfera bajo manejo organico,
mientras que los filos Acidobacteria y Actinobacteria fueron més abundantes en el
manejo convencional.

Estos resultados concuerdan parcialmente con lo esperado en base al estilo de
vida putativo de estos microorganismos. Los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y
Actinobacteria son principalmente copiotroficos [51], es decir, crecen rapido en
ambientes ricos en nutrientes como se considera al manejo orgénico [32]. Por otro lado,
el filo Acidobacteria se lo considera oligotréfico, es decir, crecen lento en ambientes
pobres en nutrientes [51] por lo que se espera que se encuentren enriquecidos bajo
manejo convencional [32]. Sinembargo, no todos los miembros de un grupo taxonémico
tienen las mismas caracteristicas ecoldgicas [52] y se espera que las respuestas a los
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diferentes manejos agricolas ocurran a niveles taxonémicos bajos [42]. En efecto, en los
mapas de calor (Fig. 3, 5) se observa que miembros del mismo grupo taxondmico, como
Bacillaceae, responden diferente a ambos manejos agricolas.

La hipotesis general es que la diversidad microbiana de las plantas es critica para su
integridad, funcionamiento y sostenibilidad de los ecosistemas, y una menor diversidad en
el manejo orgénico puede ser desafortunada [49], sin embargo, una mayor diversidad es
importante solo si esté ligada a un componente de funcionalidad ecoldgica [53]. En este
estudio se encontrd que el suelo y la raiz bajo manejo orgénico tuvieron menos diversidad
microbiana, pero enriquecen mas ASVs asociados a funciones ecoldgicas importantes
como es el caso de Acidobacteria, taxdén reconocido como keystone en el suelo [54],
asociado con la descomposicién de materia organica lo que implica su importancia en
del ciclo de carbono, ademés de incluir bacterias promotoras de crecimiento vegetal [55].
Burkholderiatambién se encuentraenriquecidoenel sueloyrizosfera bajo manejo orgénico,
este taxdn tiene especies promotoras de crecimiento vegetal y son capaces de reducir la
disponibilidad de metales pesados [56]. Finalmente, el taxdn Rhizobiales, enriquecido en el
suelo orgénico, ha sido reconocido por sus especies fijadoras de nitrédgeno y facilitadoras
de fitohormonas, esto en conjunto favorece el crecimiento de las plantas. También se ha
reportado su capacidad de degradar contaminantes organicos y resistir a la presencia de
metales pesados [57]. Por otro lado, al analizar las comunidades fungicas (Fig. 5), se observa
un enriquecimiento de Fusarium en ambos tipos de manejo, género que alberga especies
patégenas para varios cultivos incluido el banano [58]. También se observo la presencia
de hongos con funciones ecosistémicas importantes como Penicillium involucrado en la
solubilizacion del fosfato [59], este se encuentra enriquecido en las hojas orgénicos donde
podria estar jugando un rol de defensa induciendo el desarrollo de resistencia adquirida
como se ha observado en hojas de algodon y meldn [60].

Este estudio estuvo limitado por variables espacio temporales, se muestreo en un
punto de tiempo Unico a una escala local, por lo que los resultados no se pueden
generalizar a todos los sistemas agricolas. Las conclusiones deben ser confirmadas por
experimentos a largo plazo en condiciones ambientales diversas a escalas geogréficas
y temporales mas grandes.

CONCLUSIONES

El tipo de manejo agricola fue importante al momento de estructurar las comunidades
bacterianas y fungica. En la hoja este efecto fue menor dado que este tejido de la
planta se ve mas limitado con la genética del huésped, por lo que estudios con esta
tematica deben enfocarse en el suelo y la rizosfera que se ven mas influidos por el tipo
de manejo dado que estan en contacto directo con las diferentes enmiendas organicas
e inorgénicas. El manejo convencional albergé mayor diversidad microbiana en el suelo
y la raiz en comparacién con el organico, sin embargo, este Ultimo enriquecié més
bacterias y hongos con funciones ecoldgicas importantes.
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