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Preliminar study on the foliar microbiome in
banana and its variation in presence of Black Sigatoka
pathogen (Pseudocercospora fijiensis)

Abstract

We describe the bacterial and fungal microbiome of the banana (Musa x paradisiaca)
leaf in healthy and necrotic phases of Black Sigatoka or black leaf streak disease
(Pseudocercospora fijiensis), evaluated under organic and conventional agronomic
management in El Oro province, Ecuador. Samples were collected for subsequent DNA
sequencing and analysis of the 16S (V3-V4) and ITS markers. This study suggests that
the fungal diversity from the organic farming system decreased due to the pathogen’s
presence, while in the conventional farming system the diversity increased. Also, we
observed that an amplicon sequence variant (ASV) from the genus Pseudomonas was
more abundant in the healthy organic leaf. This ASV corresponded to the Pseudomonas
fluorescens clade, a known beneficial taxon for plants. The banana’s phyllosphere
endophyte microbiome depends on the cultivation system, and diseased conditions
significantly change the microbiome in the presence of black leaf streak disease.
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Resumen

Se describe el perfil taxonémico bacteriano y fungico de la hoja de banano (Musa x
paradisiaca) en presencia y ausencia de la enfermedad Sigatoka Negra (Pseudocercospora
fijiensis), evaluando manejos agronémicos organico y convencional en la provincia de
El Oro, Ecuador. Las muestras recolectadas se sometieron a secuenciamiento de ADN
y andlisis en las regiones 165 (V3-V4) e ITS. Se observé que la microbiota fungica de
las hojas de banano del cultivo organico disminuyen su diversidad en presencia del
patégeno, mientras que en el sistema convencional la diversidad aumenta. Ademas,
se observa un amplicon sequence variant (ASV) del género Pseudomonas en mayor
abundancia en la hoja sana orgénica. Este ASV proviene del clado de Pseudomonas
fluorescens, un taxén conocido como benéfico para las plantas. La microbiota enddfita
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presente en la filésfera del banano depende del sistema de cultivo y la presencia del
patégeno cambia significativamente la composicion microbiana.

Palabras clave: necrético, secuenciamiento, diversidad, ASV, filsfera, diversidad, patogeno

INTRODUCCION

Las plantas son organismos multicelulares que proveen diversos ambientes o nichos
ecoldgicos que son ocupados por una amplia gama de microorganismos [1], estos, a
su vez forman asociaciones complejas y presentan diferentes roles en el desarrollo del
hospedador entre ellos propiedades patogénicas, beneficiosas y algunos pueden no
presentar un efecto directo sobre su hospedador [2]. Esto ocurre en los érganos situados
bajo el suelo, al igual que los que se encuentran en la superficie. La filésfera hace
referencia a las regiones aéreas de la planta, que en su mayorfa son hojas [3]. En ellos
habitan microorganismos en la superficie, conocidos como epifitos, asi como dentro del
tejido de la hoja, llamados enddfitos [2].

La microbiota hace referencia al ensamblaje de microorganismos presente en un
ambiente definido [4]. Ensayos de microorganismos cultivo-independientes, realizados
en su mayorfa en la Ultima década, han permitido descifrar la composicion taxonémica
del microbioma asociado a plantas en diferentes estados y bajo varios estimulos [5]. El
ensamblaje microbiano revelado en estos estudios no ocurre al azar [3], al contrario, se ha
determinado que es producto de una seleccién derivada, principalmente, del genotipo
de la planta y, posteriormente, de otros factores como estimulos bidticos y abidticos
[6]. A niveles taxonémicos amplios la composicién microbiana de la enddsfera de la
hoja presenta patrones similares entre especies y esto se diferencia significativamente
del resto de la planta [7]. La comunidad bacteriana se encuentra dominada por los filos
Proteobacteria y Firmicutes, mientras que la vasta mayoria de hongos que colonizan la
enddsfera provienen de los filos Ascomycota y Basidiomycota [1].

Datos explorados anteriormente sugieren que los microorganismos con la capacidad de
colonizar la endosfera de la hoja tienen la necesidad de poseer motilidad, la habilidad
de degradar la pared celular vegetal y activar en el huésped respuestas inmunitarias
[7]. Se conoce que en las raices cuando hay deficiencia de nutrientes especificos el
estado inmunoldgico de la planta se reprime y esta recluta microorganismos creando
un ensamblaje microbiano especifico que incrementa la biodisponibilidad de los
nutrientes en deficiencia [8, 9], moviliza los nutrientes dentro del hospedador y ademas
puede cambiar el metabolismo de la planta mediante la excrecion de moléculas para
redireccionar la energia generada a otros destinos metabdlicos [10].

Asi mismo, la presencia de comunidades heterogéneas en la enddsfera del hospedador
le generan en este Ultimo modificaciones metabdlicas que le confieren resistencia a
patégenosademdas de secretar sustanciasantimicrobianas que los repelen [11].Ensamblajes
microbianos especificos confieren tolerancia al estrés abidtico [12]. En conjunto, el
microbioma puede modificar el proceso evolutivo de una especie incrementando el fitness
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de la planta. En este contexto, se considera al microbioma asociado a un organismo, como
un genoma extendido que juega un rol fundamental en el desarrollo del hospedador
[13, 14]. Estas propiedades estan bien caracterizadas en las comunidades microbianas
asociadas a la rafz, tanto en la enddsfera como en la rizésfera, sin embargo, en la regién
superior de la planta los estudios son escasos y actualmente existen muy pocos ensayos
que demuestran el efecto de la microbiota de la filésfera [15, 16].

La disbiosis es la condicién en la que existe un desbalance en la microbiota y este se
encuentra asociado a un fenotipo enfermo [16], en varios estudios se ha encontrado
que en presencia de un patégeno existe un drastico aumento de la poblacién del
filo Proteobacteria y disminucion de Firmicutes [6, 16-18], ademas de la disminucion
en la diversidad [16, 17, 19]. Estos hallazgos abren puertas al desarrollo de tecnologias
basadas en ensamblajes microbianos sanos que permitan revertir el estado disbidtico y
le devuelvan el estado sano al hospedador [18].

El banano (Musa spp.) se encuentra entre los productos de mayor interés agronémico
desde el punto de vista econémico. Ecuador es el mayor exportador abarcando el 34%
del mercado [20]. A nivel mundial los cultivos de banano Cavendish se ven afectados
por el patégeno foliar més devastador para estas plantaciones Pseudocercospora fijiensis,
antes conocido como Mycosphaerella fijiensis, © cominmente denominado Sigatoka
Negra, es un hongo Ascomyceto hemibiotréfico heterotalico [21]. Actualmente, el
Unico manejo fitosanitario en plantaciones afectadas es la aplicaciéon semanal de
fungicidas sintéticos [22]. Lo que representa un porcentaje considerable de los costos de
produccion, ademas de tener como consecuencia impactos negativos a nivel ecolégico
y de salud publica [21, 23].

El objetivo del presente estudio es la caracterizacion taxondmica de la microbiota
enddfita de la hoja de banano en presencia y ausencia de sintomatologia de Sigatoka
Negra (P, fijiensis) contrastando manejo organico y convencional en la provincia de El
Oro, Ecuador. Este estudio explora las poblaciones microbianas de la hoja de banano
encontrando posibles controladores bioldgicos para el patdgeno de interés.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

En el mes de mayo del 2019 se recolectaron muestras de hojas de banano de dos
plantaciones localizadas en el canton Santa Rosa, provincia de El Oro, (Fig. 1). La primera
estuvo ubicada en la hacienda “Central, San José’, con coordenadas 3° 21" 18.000" N y
79° 54'5.800"E, con un manejo fitosanitario organico usando controladores bioldgicos,
compostaje y fertilizantes organicos. La segunda plantacion estuvo ubicada en la
hacienda“Cueva’,cuyas coordenadas son 3°21'33.700"Ny 79° 54'58.300"E, y se encuentra
bajo manejo convencional usando fungicidas e insecticidas sintéticos de manera
rotatoria, ademas de fertilizantes sintéticos. Se selecciond el tercio medio de la cuarta
hoja de cinco plantas que fueron muestreadas aleatoriamente para cada tratamiento.
Con estas cinco muestras se realizd un pool para cada tratamiento, los tratamientos son:
plantas con sintomatologfa de Sigatoka Negra y plantas asintomaticas, esto para cada
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plantacion (organicoy convencional). En el campo se realizé un lavado con una solucion
estéril compuesta por bifosfato de sodio 45,9 mM, fosfato disédico 61,6 mM y 0,1 %
Tween 20. Posteriormente, se conservé a 4°C para su transporte al laboratorio [24].

Figura 1. Plantaciones de banano (Musa x paradisiaca) en la localidad Santa Rosa, El Oro. (A) Hacienda “San
José” con sistema de cultivo orgdnico, (C) hoja sana, (D) hoja enferma, (G) acercamiento a la hoja sanay (H) ala
hoja enferma. (B) Hacienda “El Cueva” con sistema de cultivo convencional, (E) hoja sana, (F) hoja enferma, (I)
acercamiento a la hoja sana y (B) a la hoja enferma.

Desinfeccion y conservacion

Una vez en el laboratorio, las hojas se cortaron en secciones pequenas con el fin de facilitar
su procesamiento. Se desinfectd la superficie foliar, dentro de una cdmara de flujo laminar
manteniendo condiciones de asepsia, con una solucion de hipoclorito de sodio al 10 %
y Tween al 0,1 % durante dos minutos. Luego se elimind los residuos del desinfectante
en agua destilada estéril durante dos minutos adicionales. Posteriormente, se dejaron

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v14i1.2299


https://doi.org/10.18272/aci.v14i1.2299

Articulo/Article
Seccién B/Section B

Vol. 14, nro. 1
1D: 2299

avances
en ciendias e
ingenierias

Estudio preliminar de la microbiota foliar de banano y su variacién en presencia del patdgeno Sigatoka Negra (Pseudocercospora fijiensis)
Paladines-Montero / Zapata / Ramirez-Villacis / Leon-Reyes (2022)

secar las muestras en papel estéril [24]. Cuando las muestras se secaron se las congeld con
nitrégeno liquido previo a liofilizarlas, con el fin de conservar la poblacién de enddfitos.

Recuperacion de enddfitos

Para la realizacion de la digestién enzimatica se tomd 0,5 g de tejido seco pulverizado de
cada planta (pool de 5g por tratamiento). A cada pool se afadié 25 mL (relacion 5:1 buffer)
de buffer de digestion compuesto por Macerozyme al 0,1 %, celulasa al 1 %, D-Manitol 0,7
M, MES 5 mM, cloruro de calcio di-hidratado 9 mM, fosfato didcido monobasico 65 uM
ajustado a un pH de 5,7. Se incubd en un shaker a 28°C, 125 rpm, durante 12 horas [25].

Pasadas las 12 horas de digestion del tejido foliar se realizé dos centrifugaciones seriadas
a 200 rpm durante cinco minutos, rescatando el sobrenadante y evitando incluir restos de
tejido foliar. La Ultima centrifugacion se llevd a cabo a 3000 rpm durante veinte minutos,
con el fin de rescatar los microorganismos enddfitos presentes en la solucion. El pellet se
resuspendié en solucion salina y se conservé a -20°C en tubos Eppendorf [25].

Extraccion de ADN y secuenciamiento de microbioma

La extraccion de ADN de hongos y bacterias enddfitas recuperadas se realizé con el kit
comercial DNeasy Powersoil® (Qiagen, Hilden, Alemania) usando el protocolo estandar
establecido en el kit [23]. La concentracién y el grado de pureza de las muestras se
midieron usando Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA).

Para bacterias se amplifico la region V3-V4 del gen 16S rRNA usando los primers 338F
(5"-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3") y 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3"). Se anadieron
dos barcodes y 6 cambios en marcos de lectura en el extremo 5'del primer 338F, y en el
primer 806R basado en el protocolo. Cada reaccion de PCR se realizé por triplicado y
cada una incluye una mezcla Unica de 3 primers con cambio de marco para cada plato.
El protocolo de PCR se realizé con 5 pl de Kapa Enhancer, 5 pl de Kapa Buffer A, 1,25 ul of,
5uM de cada primer y 0,375 ul de una mezcla de PNAs, 0,5 ul de Kapa dNTPs, 0,2 pul Kapa
Robust Tag (Kapa Biosystems, Wilmington, MA), 8 ul dH20, 5ul DNA. Las condiciones de
temperatura fueron: 95°C durante 60 segundos, 24 ciclos de 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. Los amplicones se purificaron con beads magnéticos AMPure XP (Beckman Coulter,
Brea, CA) y se cuantificaron mediante el uso del fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad,
CA). El secuenciamiento se llevd a cabo usando 10 pM en el equipo llumina MiSeq (Ilumina,
San Diego, CA) como describen Finkel y colaboradores [26].

Encuantoalaregion|TSlos primers usados son [TS1-F (5- CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3")
e [TS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3") (). Las muestras de ADN se diluyeron a
concentraciones de 3,5 ng ul'. Luego se prepararon reacciones por triplicado compuestas
por 10 ng de ADN, 1 U de buffer, 0,3 % de suero bovino de albdmina, 2 mM de cloruro de
magnesio, 200 uM de dNTPs, 300 nM de cada primery 2 U de DFS-Tag DNA polimerasa
(Bioron, Ludwigshafen, Alemania). Las condiciones del ciclo son 2 minutos a 94°C, 25 ciclos
de 30segundosa94°C,30 segundosa 55°Cy 30 segundos a 72°C, finalmente, la terminacién
del protocolo se realizd a 72°C durante 10 minutos. El producto del PCR atravesé un
proceso de purificaciéon con exonucleasas. Ademds, se realizé un segundo protocolo de
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PCR con el fin de anadir los barcodes especificos para las muestras. Luego, se purificd los
amplicones con el kit AMPure XP. Finalmente, se unieron las muestras en proporciones
igualesy se diluyd a 10 pM para su posterior secuenciamiento. El secuenciamiento se llevd
a cabo en el equipo llumina MiSeq usando el kit 600-cycle V3 [26].

Procesamiento de datos

Usando MT-Toolbox, se verifico que las secuencias obtenidas tengan el 100 % de la
secuencia del primer de amplificacion y se empalmaron entre sus respectivos pares [27].
Las secuencias resultantes se filtraron por calidad utilizando Sickle al no permitir ninguna
ventana con una puntuacion Q inferior a 20 [28]. Luego de este filtro, todas las muestras
que posefan menos de 1000 reads fueron descartadas. Posteriormente, las secuencias
resultantes se colapsaron en amplicon sequence variants (ASVs) utilizando el paquete
R DADA2 version 1.8.1. Por Ultimo, la asignacion taxondémica de ASVs se llevd a cabo
mediante el método naive Bayes kmer en DADA2, usando la base de datos Silva 132 [29].
Los ASVs hacen referencia a la recuperacién de secuencias exactas presentes en la muestra,
basdndose en un modelo estadistico de error, por lo tanto, cada ASV corresponde a una
Unica secuencia encontrada en la muestra correspondiente a un Unico taxén [30].

Por otro lado, las secuencias del ITS fueron procesadas con el paquete DADA, usando los
parametros default en los reads forward. La asignacion taxondmica de los ASVs se realizd
implementando el método naive Bayes kmer, usado en el paquete MOTHUR usando la
base de datos UNITE [27, 31].

Analisis de datos

Previo al andlisis de datos se normalizaron las muestras por medio de rarificacion a 1000
reads. Las tablas de conteo resultantes se analizaron con los paquetes de R Ohchibi,
ComplexHeatmap y Pheatmap. Los pardmetros de a-diversidad vy los filogramas se
realizaron con el paquete Ohchibi [26]. Por otro lado, el paquete ComplexHeatmap se
uso para realizar los UpSet plots que permitieron determinar el core microbiome, que
en este caso se define como todos los microorganismos enddfitos presentes en la hoja
independientemente del estado de salud o sistema de manejo agrondmico bajo el que
se encuentre la planta; asi como otros consorcios de ASVs en comun entre muestras [32].
Ademads, el paquete Pheatmap se uso para realizar heatmaps que permitieron determinar
de manera visual que ASVs tenfan un mayor nimero de conteos en comparacion a la media
en cada muestra, basandose en el Z-score [33]. Finalmente, se realizé un érbol filogenético
mediante el algoritmo Maximum Likelihood y modelo Tamura Nei para comparar los ASVs
de interés con secuencias de la base de datos RDP para procariotas [4, 34].

RESULTADOS
a-diversidad y composicion filogenética microbiana
En este estudio, se colectd y secuencié los datos de 4 pooles de las hojas de banano (Fig.

1). Se obtuvo un total de 52 717 conteos de la region 16S (V3-V4) y 575 599 conteos de la
region ITS. Una vez realizado el andlisis de las secuencias estos se clasifican en 410 ASVs
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bacterianos y 234 ASVs fungicos. Las secuencias resultantes se encuentran depositados
en la siguiente base de datos (https:/github.com/darioxr/ACl_banano_sigatoka).

En la Figura 2 se presenta la abundancia relativa de la composicion filogenética, en la
seccion (A) el filo bacteriano méas abundante en ambas plantaciones es Proteobacteria
con 7767 % y 9629 % de abundancia relativa en convencional y organico
respectivamente. Se muestra baja abundancia de Firmicutes en general, siendo mayor
en la hoja convencional con 21,08 %. La comunidad microbiana fungica de la plantacion
orgénica muestra distribucion uniforme, los drdenes Erotiales y Malasseziales son los
mas abundantes con 23,32 % y 25,23 % respectivamente. Por otro lado, la hoja de la
plantacion convencional se ve dominada, en su mayorfa por los 6rdenes Cystobasidiales
y Sporidiobolales con 53,89 %y 31,14 % respectivamente.
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Figura 2. Cambio en (A) composicion filogenética y (B) riqueza de ASVs en presencia de P, fijiensis para el gen
165 rRNA (V3-V4) y la regién ITS: organico (0), convencional (C), sano (S) y enfermo (E).

La respuesta de la composicién filogenética del microbioma bacteriano es opuesta
para cada sistema de manejo, en términos de proporcion de los filos Firmicutes y
Proteobacteria. La comunidad fungica del sistema de manejo orgénico se ve dominada
por el orden Cystobasidiales en presencia del patégeno, mientras que el convencional
se vuelve mas uniforme. El microbioma core estd compuesto por 21 ASVs bacterianos y
3 ASVs fungicos. En cuanto a hongos, la hoja organica sana posee una riqueza mayor en
comparacion con las demas muestras.

Todos los parédmetros de a-diversidad del microbioma bacteriano en la plantacion

orgdnica disminuyen en presencia del patdgeno (Tabla 1). Por otro lado, en la hoja
sometida a manejo convencional los parametros de a-diversidad en bacterias
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disminuyen en presencia del patégeno, con excepcion del indice de Shannon vy la
uniformidad (evenness) que se mantienen en un rango similar. La comunidad fungica,
al igual que la bacteriana, disminuye su diversidad en la plantacién organica, mientras
que en la plantacion convencional la a-diversidad aumenta en presencia del patégeno,
con excepcion de Chaol que se mantiene similar.

Tabla 1. a-diversidad segin manejo agronémico en presencia de P, fijiensis

Organismo  Manejo agronémico Estado Shannon Chaol InvSimpson  Evennes
. Sano 2,20 160,00 5,62 047
Orgénico
i Enfermo 1,50 60,56 2,92 0,38
Bacterias
. Sano 1,95 23544 4,22 041
Convencional
Enfermo 197 179,38 3,63 0,40
L Sano 352 134,00 16,50 0,71
Orgénico
Enfermo 1,63 31,00 2,22 047
Hongos
) Sano 1,54 38,00 2,85 042
Convencional
Enfermo 3,21 31,00 22,00 093

El microbioma bacteriano responde disminuyendo su diversidad en presencia del
patégeno, mientras que el fungico responde diferente dependiendo del sistema de
manejo agrondmico. En el microbioma de la hoja de banano organica disminuye la
diversidad, mientras que en el convencional aumenta.

En cuanto a la composicién filogenética que se muestra en la Figura 2, la comunidad
bacteriana en la seccién (A), la hoja organica muestra mayor abundancia de la poblacion
delfilo Firmicutes de 0,83 % a 54,79 %y de Proteobacteria de 96,29 % a 41,38 % en presencia
de P, fijiensis. Mientras que la hoja convencional muestra el efecto contrario, Proteobacteria
domina la poblacién cubriendo un 77,67 % en estado sanoy llegando hasta 98,54 % al final
de la infeccion. Por otro lado, en la poblacion fungica de la plantacién orgénica el orden
Pleosporales posee la mayor abundancia (66,30 %) en hojas que presentaron infeccién.
Mientras que, en convencional, en estado de infeccién la poblacion fingica aunque
presenta mayor uniformidad en su comunidad, el orden mds abundante es Capnodiales.

CORE MICROBIOME

Existe una mayor riqueza de ASVs bacterianos en las muestras del manejo agrondmico
convencional incrementando el nimero de ASVs de sano a enfermo (Figura 3B). Mientras
que el manejo orgdnico muestra menor nimero de ASVs en general y estos disminuyen
a alrededor de la mitad en presencia del patégeno. En este estudio se definié al core
microbiome al conjunto de ASVs que se comparten independientemente del manejo
agronémico vy el estado de salud vegetal. La composicién del core bacteriano se
encuentra dominada por ASVs asignados al género Pantoea sp., varios ASVs de la familia
Enterobacteriaceae y un ASV asignado a Pseudomonas sp. (Figura 3B). Se observa que la
composicién microbiana se diferencia principalmente dependiendo del estado de salud
del huésped, es decir, sano o enfermo. Ademads, es posible identificar clusters exclusivos
para cada tratamiento (Figura 3A). El“Cluster a"que se compone por dos ASVs del género
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Pantoea sp. se encuentran incrementados de manera exclusiva en la muestra organica
enferma, el “Cluster b” compuesto por Enterobacterias y Pantoea sp. se incrementa en la
avances  muestra convencional enferma, ademas del “Cluster ¢.2" compuesto por diferentes ASVs
T con las mismas asignaciones taxondmicas. Por otro lado, el “Cluster c"es compartido por
las muestras del manejo convencional siendo el “Cluster c.1” exclusivo para el estado
sano. Ademas, las muestras organicas sanas poseen ASVs incrementados de los géneros
Pantoea sp.y Pseudomonas sp. de manera exclusiva.
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Figura 3. Heatmap ploteado con ASVs de (A) muestras bacterianas y el microbioma core (B) bacteriano de 21
ASVsy (C) fingico de 3 ASVs. El gréfico muestra el enriquecimiento diferencial de ASVs dependiendo del estado
de salud y el manejo agrondémico.

9  DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v14i1.2299


https://doi.org/10.18272/aci.v14i1.2299

Articulo/Article
Seccién B/Section B

Vol. 14, nro. 1
1D: 2299

avances
en ciendias e
ingenierias

10

Estudio preliminar de la microbiota foliar de banano y su variacién en presencia del patdgeno Sigatoka Negra (Pseudocercospora fijiensis)
Paladines-Montero / Zapata / Ramirez-Villacis / Leon-Reyes (2022)

Los ASVs bacterianos incrementan de manera diferencial dependiendo del sistema de
manejo y del estado de salud de la hoja. Los ASVs incrementados en la muestra orgénica
sana son de interés para prospeccion. El core bacteriano se muestra dominado por
el género Pantoea sp. y géneros de la familia Enterobacteriaceae, mostrando clusters
definidos para cada muestra y agrupandose por estado de salud. El core fingico muestra
agrupacion por manejo agronémico.

La riqueza fungica presente en las muestras pertenecientes a la hoja orgénica sana es
mas de cuatro veces mayor que la presente en las otras muestras (Figura 2B). Ademas,
el core fungico solo comprende a tres ASVs que pertenecen a los géneros Malassezia
sp., Purpureocilium sp.y ASV no identificado (Figura 3C). Adicionalmente, los ASVs de las
muestras sanas no se encuentran incrementados.

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS DE INTERES

La Figura 3 en la seccién (A) muestra los ASVs bacterianos presentes en todas las muestras.
Se observa que las muestras de la plantacién organica presentan clusters definidos de
escasos ASVs que se encuentran altamente enriquecidos sobre la media. Ademés, todos
los ASVs que se encuentran sobre la media en el estado sano, disminuyen en presencia del
patégeno y en este Ultimo estado tres ASVs correspondientes al género Pantoea sp.y dos
géneros no clasificados pertenecientes a las familias Microbacteriaceae y Clostridiaceae
incrementan sobre la media. Por otro lado, las hojas del cultivo convencional muestran
un espectro mas amplio de ASVs aumentados, tanto en sano como en el estado enfermo.

El cluster que posee ASVs enriquecidos en la hoja de la planta sana que se encontraba
en la plantacién orgdnica es exclusivo de esta muestra, es decir, en ninguna de las otras
muestras se observa enriquecimiento evidente de estos ASVs. En este contexto, la Figura 4
muestra el arbol filogenético creado para el ASV3 correspondiente al género Pseudomonas
sp. enriguecido en la muestra sana organica, en él se observa que el ASV3 se ubica en el
clado exclusivo de Pseudomonas fluorescensy se separa del clado de Pseudomonas syringae.

ASV3 Pseudomonas <¢——
S000015155 Pseudomonas fluorescens Biotype A ICMP 13622 ATCC 17555 AJ308303
5000138857 Pseudomonas fluorescens CCUG32456A AY321588
F Biotype C ICMP 13624 ATCC 17559 AJ308305
5000008333 Pseudomonas fluorescens Biotype G ICMP 13621 ATCC 17518 AJ308307
78 bv. G PC18 AF228366
5000008436 Pseudomonas fluorescens AF137359
S000022197 Pseudomonas fluorescens DSM 50090T (type strain) Z76662
788 F Biotype F ICMP 13616 ATCC 12983 AJ308306
5000126932 Pseudomonas fluorescens Q2-87 AJ278813
5000009478 Pseudomonas fluorescens CCCO8 AF511433
5000140379 Pseudomonas fluorescens 10CW AJ576246
S000012289 Pseudomonas syringae A90 AF130950
5000140380 Pseudomonas syringae Lz4W AJ576247
syringae ATCC 19310 D84026
] L 5000012408 Pseudomonas syringae LMG 1247t1T (type strain pathovar reference strain) Z76669
42 S000361312 Pseudomonas syringae RM29.1a AY574914
E 5000264378 Pseudomonas syringae pv. pisi PP105 AB109218
51 5000361311 Pseudomonas syringae PNA29.1a AY574913
$S000130583 Pseudomonas fluorescens F113 AJ278814

38

Figura 4. Arbol filogenético realizado con Maximum Likelihood entre el ASV3_Pseudomonas,
P fluorescens y P syringae.
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El &rbol filogenético se realiza con el modelo Namura Tei y el método Maximum
Likelihood usando un Bootstrap de 10000. El ASV3 de interés se ubica dentro del caldo
de Pseudomonas fluorescens.

DISCUSION

Los estudios de microbioma enddfito de la filésfera son cada vez més informativos debido
a recientes estudios que demuestran causalidad de un ensamblaje microbiano especifico
sobre efectos disbidticos en el fenotipo foliar de la planta [16]. Sin embargo, estos estudios
en planta de banano son escasos y frente a diversos patégenos amenazando la seguridad
alimentaria de la fruta més consumida a nivel mundial, existe un creciente interés en
generar opciones que contribuyan a la sostenibilidad agrondmica.

Los microbiomas en su estado basal entre sistemas de manejo agronémico presentan
diferencias estructurales y de diversidad claras. Los resultados de a-diversidad de este
estudiono son consistentes con lamayorfainvestigacionesanteriores. Sinembargo, existe
otra evaluacion en plantas de uva que demuestra mayor diversidad en una plantacion
orgénica, que en una convencional [36]. Sin embargo, se realizé un estudio similar en
trigo que no demuestra diferencias significativas [36]. En composicion filogenética,
Proteobacteria corresponde al filo de bacterias méds abundante en microbioma vegetal,
independientemente de la region, el manejo de cultivo y de la fraccion de la planta [1].
El aumento del filo Firmicutes en la plantacion convencional se ha observado antes en
la filosfera de maiz [37]. Por otro lado, a nivel de género, Pantoea corresponde al mas
comun en la fildsfera de las plantas [38].

Es necesario tomar en cuenta que los manejos agronémicos organicos pueden variar
mucho en las practicas aplicadas en el cultivo de una misma especie y en diferentes
especies, por lo tanto, este factor es fundamental en la evaluacion del microbioma.
Este estudio considera como cultivo organico al conjunto de practicas para el manejo
integral de plagas que excluyen el uso de fungicidas de origen sintético. Se pretende
comparar entre la microbiota de préacticas organicas, descritas anteriormente, y practicas
convencionales que usan fungicidas sintéticos. Una de las limitaciones del estudio se
debe a que no se considera la influencia de las diversas practicas, dentro de los cultivos
orgdnicos, en los cambios de la microbiota.

Se conoce que al entrar un patégeno las comunidades microbianas que residen en
la enddsfera de la hoja atraviesan cambios en cuanto a estructura y diversidad. En el
caso de las bacterias, disminuye la diversidad y el patron general de disbiosis es que la
abundancia de Firmicutes disminuya y aumente en el filo Proteobacterias lo que ocurre
en la plantacion convencional, mas no en la plantacion orgénica [6, 16-18]. La respuesta
observada en la plantaciéon organica no se ha reportado anteriormente en estudios
publicados de evaluaciones de microbioma foliar. Sin embargo, la disminucion en la
diversidad bacteriana en disbiosis ha sido reportada en varios ejemplos [16, 17, 19].

Aunque los hongos del microbioma vegetal, en general, han sido escasamente

explorados, los pocos reportes existentes demuestran que Ascomicetos es el filo
més abundante en la filésfera de plantas sanas y enfermas [19, 39-42], y la clase
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Dothideomycetes incrementa en presencia de un patégeno [19, 38]. Estudios previos
que han estudiado el cambio en la diversidad de la hoja en presencia de un patégeno
hemibidtrofo han encontrado una mayor diversidad al final de la infeccion, lo que
también ocurre en la plantacién convencional infectada con P fijiensis en nuestro
estudio [39, 40]. Sin embargo, en la plantacién orgénica una vez necrosado el tejido la
diversidad disminuye, lo que no se ha reportado anteriormente en la literatura.

Esto sugiere que realmente existen patrones de respuesta en la diversidad y composicion
filogenética que se ajustan més a lo que ocurre en la hoja de banano de una plantacion
convencional. Lo observado en las comunidades fungicas de plantacién orgénica no
se ha reportado anteriormente, por lo tanto, es un punto de investigacién interesante
para prospeccion sobre microorganismos que probablemente estan interviniendo de
manera activa en el control sobre el desarrollo del patégeno.

Entre los microorganismos que se encuentran aumentados en la muestra de la planta
orgdnica sana se encuentra el género Pseudomonas sp. Este género comprende cientos de
especies que poseen caracterfsticas como potenciadores de crecimiento y controladores
biolégicos mediante diversos mecanismos [43]. Sin embargo, dentro de este género
también se encuentra una especie fitopatdgena que en las ultimas décadas se ha
convertido en un modelo de estudio que ha llevado a la ciencia vegetal a comprender
diversos patrones de patogénesis [44]. Existen varias cepas de la especie Pseudomonas
fluorescens que han sido evaluadas como prometedoras en plantas de banano para el
control de Fusarium oxysporum [45]. Desde entonces, se han realizado varias evaluaciones
de esta especie como antagonistas a diversos fitopatégenos como F. oxysporum f. sp.
ciceris (agente causal de la enfermedad Fusarium wilt), Rhizoctonia solani (agente causal
de blight del arroz), Pyricularia oryzae (agente causal de blast del arroz), entre otras [46].

Pseudomonas fluorescens Pf1 es una cepa bacteriana que produce sideoforos, cianido
de hidrégeno, antibidticos y pioluteorina, ademas induce la resistencia asociada
a enzimas en raices de plantas de banano para combatir Foc [47]. En base a estos
reportes se han realizado diversos ensayos demostrando la efectividad de varios
formuladosy protocolos de aplicacion de P fluorescens Pf1 contra el patbgeno de suelo
F. oxysporum. Ademds, se conoce que la aplicacion de formulados de esta cepa provee
mayor proteccién a estrés ambiental a plantas de banano [46]. P fluorescens Pf1 es un
ejemplo de microorganismos que atraviesan procesos evolutivos de especializacion
con la planta huésped de banano para conferirle caracteristicas que le provean
beneficios para combatir la colonizacion del tejido vegetal por fitopatégenos. Hemos
mencionado que el potencial de interaccion planta microbioma en la region inferior,
es decir, bajo la superficie de la tierra, ha sido ampliamente explorado [1]. Por esto,
explorary explotar el potencial del microbioma foliar que se encuentran en la regién
de infeccion en la planta interactuando directamente con el patégeno es un drea muy
interesante por explorar.

En este estudio, Proteobacterias se muestra como el filo mas abundante en ambas
plantaciones, con un ligero incremento del filo Firmicutes en la hoja perteneciente a
convencional. En cuanto a hongos el filo mds abundante es Ascomycota. De manera
detallada, el microbioma bacteriano disminuye en términos de diversidad cuando P
fijiensis necrosa la hoja independientemente del sistema de cultivo. Por otro lado, la
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respuesta del microbioma fungico frente al patégeno varia dependiendo del sistema
de manejo agronémico. En el caso de la plantacion convencional la diversidad aumenta
al final de la infeccién, mientras que en el manejo orgénico la diversidad disminuye.
El core microbiome se encuentra compuesto por 21 ASVs bacterianos y 3 fungicos,
dominados por el género Pantoea, la familia Enterobacteriacea y lo géneros fungicos
Malassezia sp. y Purpureocilium sp. Ademas, se encuentra un ASV asociado a la especie
de controladores biolégicos P, fluorescens, sugiriendo que la enddsfera de plantas que
no han estado expuestos a biocidas durante largos periodos de tiempo, posee gran
potencial de ser reservorio de microorganismos con propiedades beneficiosas para el
desarrollo vegetal y control bioldgico.
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