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RESUMEN

En los ultimos afios se ha propuesto una agricultura organica para mitigar el impacto
sobre el ambiente provocado por la agricultura convencional, pero los efectos de los diferentes
sistemas de gestion agricola en la respuesta de las comunidades microbianas son poco
conocidos. Este estudio informa sobre la estructura y diversidad de la comunidad microbiana
del suelo, rizosfera y hoja de las plantas de banano (Musa paradisiaca) bajo manejo organico
y convencional. En la revision sistematica de literatura se encontré que el efecto del sistema
agricola actta de forma significativa sobre la composicidn y estructura del microbioma, pero
su efecto sobre la diversidad cambia en funcion de otras variables. Para la fase experimental,
las muestras se obtuvieron de dos plantaciones bananeras ubicadas en la provincia de El Oro,
Ecuador. El analisis se baso en la secuenciacion de amplicones de la regién V3-V4 del gen del
ARNr 16S para bacterias e ITS2 para hongos. Se encontr6 una diferencia significativa entre
los sistemas de manejo sobre la composicion de la comunidad microbiana. En términos
generales, bajo un sistema de manejo convencional, la diversidad de la comunidad bacteriana
y flngica aumento en el suelo y rizosfera. El suelo y la rizosfera bajo agricultura organica
exhibieron una sobrerrepresentacion de géneros microbianos que se sabe que juegan un papel
importante en la supresion de patdgenos. También se encontré que los microrganismos (ASV)
del mismo género responden de manera diferente a los dos tipos de manejo agricola en el suelo
y la rizosfera, mientras que las comunidades bacterianas en las hojas fueron mas similares en
ambos tipos de manejo. Comprender cémo los sistemas de gestion de cultivos a largo plazo
modifican la diversidad y la estructura microbiana a nivel de taxones microbianos individuales,
como se presenta en esta investigacion, puede ayudar a disefiar sistemas agricolas que puedan
mantener una alta rentabilidad de los cultivos de banano mediante la estimulacion de bacterias
promotoras del crecimiento y los responsables de la supresion de enfermedades transmitidas
por el suelo.

Palabras clave: organico, convencional, microbioma, funciones ecosistémicas, diversidad.



ABSTRACT

In recent years, organic agriculture has been proposed to mitigate the impact on the
environment caused by conventional agriculture, but the effects of different agricultural
management systems on microbial communities' response are poorly understood. This study
reports on the structure and diversity of the microbial community of the soil, rhizosphere and
leaf of banana plants (Musa paradisiaca) under organic and conventional management. In the
systematic literature review, it was found that the effect of the agricultural system acts
significantly on the composition and structure of the microbiome, but its effect on diversity
changes depending on other variables. For the experimental phase, the samples were obtained
from two banana plantations located in the province of ElI Oro, Ecuador. The analysis was
based on amplicon sequencing of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene for bacteria and
ITS2 for fungi. It was found a significant difference on the composition of the microbial
community between the management systems. In general terms, under a conventional
management system, the diversity of the bacterial and fungal community increased in the soil
and rhizosphere. The soil and rhizosphere under organic agriculture exhibited an over-
representation of microbial genera that are known to play an important role in pathogen
suppression. It was also found that the microorganisms (ASV) of the same genus respond
differently to the two types of agricultural management in the soil and the rhizosphere, while
the bacterial communities in the leaves were more similar in both types of management.
Understanding how long-term crop management systems modify microbial diversity and
structure at the level of individual microbial taxa, as presented in this research, can help us to
design agricultural systems that can maintain high profitability of banana crops through
stimulation of growth promoting bacteria and those responsible for the suppression of soil-
borne diseases.

Keywords: organic, conventional, microbiome, ecosystem functions, diversity.
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INTRODUCCION

Gracias a las tecnologias, industrializacion y globalizacion de la agricultura en la
revolucion verde la productividad mejoro significativamente creciendo mas del triple entre
1969 y 2015 y se dio una expansion del uso de la tierra y recursos naturales destinados a
agricultura. Sin embargo, a pesar de dichas mejoras en la eficiencia agricola, el rendimiento
se ha empezado a ralentizar lo que puede dificultar el crecimiento de la produccion para
alimentar a una poblacion en aumento (FAQ, 2017; Khush, 1999).

Segun la FAO (2017), para el 2050 la poblacién humana mundial alcanzara los 9700
millones de personas, dicho crecimiento perjudicara las perspectivas de desarrollo. Si bien las
comunidades locales depende de la agricultura como fuente de empleo e ingresos, se cree que
esta no se puede desarrollar mas por la presion a la que se encuentran sometidas las tierras y
los recursos hidricos (Paul et al., 2014).

Por otro lado, el cultivo de banana 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 hectareas, siendo las
provincias de Los Rios, ElI Oro y Guayas que suman el 84% de la superficie total cosechada
de éste producto. Durante el 2019, el pais export6 cerca de 6,6 millones de toneladas
(FAOSTAT, s.f; Marquez, 2020).

Este cultivo, se ve constantemente amenazado por diversos problemas fitosanitarios,
algunos de ellos muy serios por las consecuencias que sufren los productores en el aspecto
econémico y de productividad. Para combatir dichas amenazas se ha empleado fungicidas
protectantes como mancozeb o clorotalonil asi como sistémicos como benzimidazoles,
triazoles, morfolinas y estrobilurinas, los cuales se distribuyen en las plantaciones con ayuda
de avionetas (Marin et al., 2003). El aumento del uso de estos quimicos junto con el aporte de

fertilizantes quimicos ha contribuido a aumentar la productividad del cultivo de banano. Sin
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embargo, existe una creciente preocupacion sobre los impactos negativos sobre el ambiente y
salud de los trabajadores.

El sector agricola y alimenticio contribuyen significativamente a las emisiones de
gases de efecto invernadero, y cada afio estos alcanzan niveles mas altos, y las previsiones
muestran gue seguiran aumentado hasta el 2050 (FAO, 2017; Gruber y Galloway, 2008).
Adicionalmente el manejo convencional ha estado involucrado en contaminacion de aguas
subterraneas, pérdida de biodiversidad y deterioro de la funcién del suelo (Yin et al., 2014).

Es por esto que actualmente se busca lograr una transicion hacia una agricultura mas
eficiente reduciendo los impactos sobre el ambiente. Las practicas de conservacion de los
recursos como la agricultura organica y climaticamente inteligente, asi como mejoramiento
genético constituyen nuevos métodos para lograrlo (Evenson y Gollin, 2003). En Ecuador, en
el 2018 el banano organico representd el 7.2% de las exportaciones y para el 2020 este
aumento 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 organico en el mundo (Agrocalidad, 2020). Sin embargo, ain se
necesita una visién mas amplia sobre todos los componentes de los sistemas de produccién.

Actualmente se ha empezado a estudiar el rol de las comunidades microbianas, antes
ignorado en la agricultura. Se conoce que estos estan involucrados en una serie de servicios
ecosistémicos modulando el ciclo de nutrientes e interacciones simbioticas y patdgenas con
las plantas, por lo que su rol en la productividad de los agroecosistemas es esencial (Bahram
et al., 2018; Bardgett, R. y VVan Der Putten, W. (2014). Varios estudios han demostrado que
la intensificacion agricola puede afectar al microbioma asociado a las plantas y como
consecuencia a su rol ecosistémico (Pershina et al., 2015; Bakker et al., 2018). Dada la

importancia de los microrganismos en una agricultura sostenible, explorar la diversidad y la
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estructura microbiana inducido por practicas agricolas puede contribuir a entender de mejor
forma los procesos ecosistémicos para desarrollar sistemas de agricultura sostenible.

Los rapidos avances en las tecnologias de secuenciacion masiva presentan grandes
oportunidades para el estudio y comprension de microbiomas en una diversa gama de
entornos desde perspectivas mas amplias (Clooney et al., 2016) las ventajas de estas
tecnologias permiten detectar una gran proporcion de microrganismos cultivables y no
cultivables, lo que ha facilitado a los investigadores obtener mayor conocimiento sobre la
ecologia microbiana. La secuenciacion de amplicones, en este caso 16s rDNA e ITS2, ha
jugado un papel clave en la comprensién de la composicion taxondmica microbiana (Cao et
al., 2017). Para determinar dicha taxonomia en base a amplicones, uno de los primeros pasos
es generar ASVs (por sus siglas en inglés “Amplicon Sequence Variant”), que son secuencias
de ADN Unicas recuperadas de la secuenciacion. Los ASVs nos permite diferenciar la
variacion entre secuencias mediante un Unico cambio de nucléotidos, asi estos se utilizan para
clasificar grupos de especies segun dicha secuencia encontrando variaciones bioldgicas y
ambientales para finalmente determinar patrones ecoldgicos (Callahan et al., 2017).

La diversidad en un habitat es el componente mas utilizado en la caracterizacion de
comunidades. Esta contempla tanto la riqueza de especies como la uniformidad. Chaol e
Inverso de Simpson cuantifican el nimero de individuos por muestra, es decir, la riqueza
asumiendo que la comunidad es uniforme. Los indices de equidad, como es Eveness, dan la
abundancia relativa de diferentes especies de una comunidad en términos de su distribucién.
Una comunidad, en la que las especies tienen el mismo nimero de individuos de diferentes
especies, tendra un indice de uniformidad mas alto. Por otro lado, una comunidad dominada
por una o pocas especies en términos de nimero de individuos, tendréa un indice de

uniformidad mas bajo (Thukral, 2017).
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Los objetivos de este estudio son determinar patrones de cambios en el microbioma
bajo diferentes sistemas agricolas reportados en la literatura por medio de una revision
sistematica, para posteriormente realizar la caracterizacion del microbioma asociado a la
rizosfera, suelo y hoja de plantas de banano en plantaciones en la provincia del Oro bajo

sistema de produccién organico y convencional.
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MATERIALES Y METODOS

Revision sistemética de literatura

La pregunta de investigacion fue: ¢Cual es la influencia del tipo de manejo en el
ensamblaje y diversidad del microbioma de las plantas? Se utilizaron las bases de datos
SCOPUS y ScienceDirect con los términos de busqueda "Microbiome™ AND "Organic
management™” OR "Conventional management" OR "Farming type" OR "Farming system™ en
el titulo, abstract y palabras clave. En los motores de busqueda se filtrd por lenguaje de
interés: inglés, espafiol y francés, se excluyeron revisiones, y se incluyo area de interés:
agricultura y ciencias bioldgicas, microbiologia, y genética y biologia molecular. Se filtraron
los estudios segun el titulo y abstracts, y posteriormente segun el texto completo, finalmente
se realiz6 una busqueda manual en Google Scholar (Guillemot, 2020; Jahan et al., 2016).
Seleccidn de sitio y recoleccion de muestras

El muestreo se llevo a cabo bajo el Contrato Marco MAE-DNB-CM-2018-0085 en
mayo 2019 en dos haciendas localizadas en Santa Rosa, provincia de El Oro, distanciadas con
1.8 km. Las plantaciones de banano se establecieron en ambas haciendas hace
aproximadamente sesenta afios bajo manejo convencional. Hace cinco afios la hacienda
“Central, San Jos¢” (3°21°18.0”S 79°54°05.8”W) paso a estar bajo manejo orgéanico
caracterizado por usar controladores biolégicos, compostaje y fertilizantes organicos,
mientras que la hacienda “Cueva” (3°21'33.7"S 79°54'58.3"W) se mantuvo bajo manejo
convencional aumentando la frecuencia de aplicacion de fertilizantes sintéticos a lo largo de
los afios hasta una vez al mes. Dentro de cada hacienda, se seleccionaron al azar dos plantas
de banano. Las muestras de suelo se recolectaron de una ubicacion aleatoria alrededor de la
planta a una profundidad de 20 a 30 cm. Para las muestras de rizdsfera, las raices se retiraron
del suelo con una pala a una profundidad de 10 a 15 cm. Para las muestras de las hojas, se

selecciond el tercio medio de la cuarta hoja. Todas las muestras se colocaron en bolsas de
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polietileno y se guardaron en una nevera portatil hasta su transporte al laboratorio (Gamboa et

al., 2003). Los diferentes érganos (hojas, rizésfera y suelo) se denominaran “fracciones”.

Procesamiento de muestras y extraccion de ADN

El protocolo para la obtencion de los enddfitos de las hojas se encuentra detallado en
el Anexo 2. Para obtener la rizdsfera, las raices se colocaron en tubos Falcon con PBS, y se
agito en el vortex por 10 min. Se extrajeron las raices del tubo y se centrifug6 a 500 rpm
durante 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y se conservo a -20°C (Schmidt et al., 2020).

La extraccion de ADN de bacterias y hongos, se realizé con el kit comercial DNeasy
Powersoil® segun las instrucciones del fabricante (Qiagen, Hilden, Alemania). La
concentracion y calidad del ADN se verifico con el flurometro Qubit 4 (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, USA) y electroforesis en gel de agarosa.

Preparacion de las librerias y secuenciamiento

Se amplificé la region V3-V4 16S rRNA usando los primers 338F (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3") y 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3"). Enel
extremo 5’ se afiadieron 2 barcodes y 6 cambios en marcos de lectura. Cada reaccion de PCR
se realizo por triplicado. El protocolo de PCR se realiz6 con las concentraciones de los
reactivos y ciclos que se encuentran detallados en el Anexo 3y 4 (Finkel et al., 2019). Para la
purificacion de amplicones se usaron perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter,
Brea, CA) y se cuantificaron con el fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Para la amplificacion de la region ITS se usaron los primers ITS1-F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS2 (5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3').
Las muestras de ADN se diluyeron a 3.5 ng ul™. Se prepararon reacciones por triplicado con
las concentraciones de los reactivos detallados en el Anexo 3y los ciclos de PCR en el
Anexo 4 (Finkel et al., 2019). Los productos de PCR fueron purificados con exonucleasas. Se

realizé una segunda amplificacion por triplicado con 3 ul de los productos de PCR
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purificados y primers con barcodes especificos para las muestras con las mismas condiciones
de los ciclos (Finkel et al., 2019). Los amplicones fueron purificados con el kit Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter, Krefeld, Germany).

Los amplicones de bacterias y hongos se unieron en proporciones iguales y fueron
diluidas a10 pM por secuenciamiento, mismo que se llevo a cabo en la plataforma de
[llumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA) usando el kit 600-cycle V3 (Finkel et al., 2019).
Andlisis bioinformético

Se usé MT-Toolbox para eliminar adaptadores y cebadores, luego se filtraron en
Sickle eliminando aquellas de baja calidad (Q scores < 20) y con lecturas menores a 1000.
Las secuencias resultantes se colapsaron en ASVs con el paquete DADA2 en R v4.0.2. Para
el analisis taxonomico se utilizé el método naive Bayes kmer contra la base de datos Silva
v132 generando finalmente la tabla de ASVs (Joshi y Sickle, 2011; Callahan et al., 2016).
Las secuencias de la regidn ITS2 se procesaron usando DADAZ2 con los parametros
establecidos por defecto en las lecturas forward. Se utilizé la base de datos UNITE con el
método naive Bayes kmer usando el paquete MOTHUR para la asignacién taxonémica
(Callahan et al., 2016).

Analisis estadisticos

Se usaron los paquetes OhChibi y Vegan de R para calcular indices de diversidad. Se
probo el efecto de la fraccion sobre la composicion microbianas usando PERMANOVA y se
calcul6 la variacion en la B-diversidad. Se realizé un analisis de componentes principales
(CAP) para maximizar el efecto del tipo de manejo en base a las matrices de disimilitud
Bray-Curtis y se contruyeron filogramas (Oksanen et al., 2016; Salas, 2019). Se realiz6
diagramas de Venn con el paquete VennDiagram para los dos tipos de manejo por cada
fraccion (Chen, 2018). Finalmente, se realizaron Heatmaps con los 40 ASVs mas abundantes

en los dos manejos en cada fraccion usando el paquete Pheatmap (Kolde, 2019).
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RESULTADOS

Efecto de las diferentes practicas agricolas en la composicion del microbioma: Revisidn
sistematica.

Tomando los resultados de las dos bases de datos se obtuvieron 1409 estudios
preliminares. En el Anexo 1 se observa el criterio de seleccion para obtener los resultados de la
revision sistematica de literatura. Al filtrar, usando los criterios de exclusion, se obtuvieron 47
estudios. Posteriormente, se realiz6 una busqueda manual en Google Scholar para recuperar
estudios no contemplados en las dos primeras bases de datos. Se recopilaron 11 estudios para, en
total, sumar 58 estudios incluidos en la revision.

Al evaluar la estructura de las comunidades bacterianas y fungicas, la mayoria de estudios
(88% y 82% respectivamente) encontraron que estas difieren significativamente segun el tipo de
manejo agricola aplicado. Dado que el efecto del microbioma de las partes de la planta (fraccion)
también se reporté como significativo, se analizé el efecto del tipo de manejo en cada 6rgano o
fraccion de la planta por separado.

Se encontrd que 24 de los 54 estudios enfocados en la comunidad bacteriana del suelo y 8
de los 23 en la raiz reportan mas diversidad de bacterias bajo manejo organico, mientras que 2 de
los 5 estudios que analizan la parte aérea de la planta encontraron mayor diversidad bacteriana en
el manejo convencional. Sin embargo, al evaluar la comunidad fangica, 8 de los 21 estudios en
suelos, 5 de los 8 en raiz, y 5 de los 11 estudios en la parte aérea de la planta reportaron que la
diversidad fungica no cambia segun el tipo de manejo agricola de forma significativa en ninguna
de las tres 6rganos de la planta (Figura 1).

De forma general, el 38.4% de estudios menciona que los sistemas organicos
promueven mayor diversidad de microrganismos, seguido del 33.9% que reporta que el tipo
de manejo no es afecta la diversidad microbiana de forma significativa'y 27.7% de estudios

gue el manejo convencional favorece la diversidad microbiana.
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Efecto de los diferentes dérganos de la planta y regimenes de fertilizacion sobre la
diversidad alfa.

Para los dos tipos de manejo muestreados, se obtuvo un total de 233,595 lecturas para
bacterias y 1,670,504 lecturas para hongos de 12 muestras (2 tipos de manejo, 3 érganos de la
planta, 2 réplicas). Luego de normalizar los datos, 28,800 lecturas de bacterias y 300,000 de
hongos fueron retenidas para el analisis. Las secuencias de alta calidad generaron 2,190
ASVs para bacterias y 1,118 ASVs para hongos.

Los indices de biodiversidad Chaol, Inverso de Simpson e Eveness fueron mayores
en la rizosfera, seguida del suelo y luego la hoja, a excepcién de Inv Simpson en la
comunidad fangica el cual fue mayor en suelo (Tabla 1y 2).

Por otro lado, al evaluar el efecto del tipo de manejo agricola sobre la diversidad alfa
de las comunidades microbianas para cada fraccion por separado, se observo que los tres
indices mostraron una mayor diversidad en el manejo convencional en comparacion con el
organico, siendo esto cierto para la rizosfera y suelo. Al evaluar las hojas, los indices Inv
Simpson e Eveness, respaldaron una mayor diversidad bacteriana en el manejo organico,
mientras que, en el caso de la comunidad fungica de la hoja, esta fue mas diversa en el
manejo convencional (Tablas 1y 2).

Efecto de los diferentes érganos de la planta y regimenes de fertilizacién sobre la
diversidad beta

Las comunidades bacterianas se separan en clusters diferentes segun la fraccion. La
coordenada 1, que representa el 29,9% de la variacidn, separa las fracciones subterraneas
(rizésfera y suelo) de la aérea (hoja). El analisis PERMANOVA mostro que la variable
fraccion tiene un efecto significativo (p<0.05) sobre la composicion de la comunidad
bacteriana explicando el 43% de la variacion. En el caso de la comunidad fangica, este efecto

fue menor pero igualmente significativo (p<0.05) y se observé que los clusters de las distintas
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fracciones se encuentran mas dispersos. EI PERMONOVA corroboro las observaciones
mostrando que la variacion explicada por la variable fraccion fue de 26% (Figura 2).

Al maximizar la discriminacion entre los diferentes sistemas agricolas, organico y
convencional, mediante analisis candnico de coordenadas principales (CAP), se observé para
ambos grupos de microrganismos dos clusters segun el tipo de manejo separados por la
coordenada 1. EI PERMANOVA indico que el tipo de manejo agricola tiene un efecto
significativo (p <0.05) sobre las comunidades bacterianas y fangicas, explicando un 11% de
la varianza en la poblacion de hongos en comparacion con el 9.3% en la comunidad de

bacteriana (Figura 2).

Composicion de bacterias y hongos en las diferentes 6rganos de la planta analizados y
manejos agricolas

La abundancia relativa de las bacterias fue investigada a nivel de filo, y los mas
abundantes en todas las muestras fueron Proteobacteria (49,6%), Firmicutes (11%),
Bacteroidetes (10,5%), Acidobacteria (7,8%) y Actinobacteria (6,6%). La composicién 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 cada fraccion, hubo cambios en la distribucion de filos en funcion de los
diferentes tipos de manejo. EI manejo organico aumento la abundancia relativa de
Proteobacteria en el suelo y rizosfera, pero disminuy6 en la hoja en comparacién con el
convencional. El filo Firmicutes se encontré aumentado en el suelo y la hoja organicay en la
rizosfera convencional. EI manejo organico enriquecio a Bacteroidetes en las tres fracciones,
mientras que Acidobacteria, Actinobacteria, Patescibacteria y Chloroflexi se encontraron
aumentados en el suelo y rizésfera convencional (Figura 3A). En la Figura 3 se observo que
el manejo convencional tiene mas cantidad de ASVs encontrados Gnicamente en este manejo

en el suelo (723 ASV5s), rizésfera (621 ASVs) y hoja (111 ASVs) en comparacion con el
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organico (247, 348 y 58 ASVs respectivamente). La fraccion con la mayor cantidad se ASVs
compartidos entre ambos manejos fue la hoja (24%) seguido de la rizésfera (9,9%) y
finalmente el suelo (2,7%). Finalmente a una escala taxonémica mas fina, en la Figura 5 se
observo que el manejo organico en el suelo y rizosfera tiende a enriquecer la mayoria de
ASVs, mientras que en las hojas el enriquecimiento es similar en ambos manejos.

Por otro lado, la abundancia relativa de los hongos fue revisada a nivel de clase,
siendo Sordariomycetes (34,6%), Dothideomycetes (17,4%), Eurotiomycetes (11,9%),
Agaricomycetes (8,6%) y Mortierellomycetes (6,5%) las mas abundantes independientemente
de la fraccion o manejo. En este caso la abundancia relativa de las clases varia 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 se encontrd ligeramente enriquecido en
el suelo y rizésfera bajo manejo organico, pero en la hoja la abundancia de esta clase de
hongos fue mucho mayor en el manejo organico. La hoja y suelo organico aumentaron la
abundancia de Malasseziomycetes. Finalmente en la rizésfera, hubo un aumento evidente de
la clase Agaricomycetes bajo manejo convencional, mientras que Mortierellocytes se vio muy
favorecido por un manejo organico (Figura 4A). En los diagramas de Venn (Figura 4) se
observé que el manejo convencional tiene méas cantidad de ASVs encontrados Unicamente en
este manejo en el suelo (496 ASVs) y rizosfera (270 ASVs) mientras que la hoja tuvo mas
ASVs asociados al manejo organico (135 ASVs). La fraccion con la mayor cantidad de ASVs
compartidos entre ambos manejos es la rizosfera (20,6%) seguido de la rizésfera (8,4%) y
finalmente el suelo (5,4%). En los mapas de calor de la Figura 6, a una escala taxonémica
mas fina, se observa que el enriquecimiento de ASVs es mas equitativo entre ambos manejos

en las tres fracciones.
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DISCUSION

El efecto del manejo agricola sobre los microrganismos varia en la literatura

Las plantas han evolucionado junto con microrganismos cuyo rol en los
agroecosistemas ha sido reportado extensamente en la literatura (Dos Santos y Olivares,
2021; Schlaeppi y Bulgarelli, 2015), lo que ha permitido acumular informacion sobre la
dinamica del microbioma vegetal. Sin embargo, ain no se conoce del todo cdmo dichas
comunidades responden a los diferentes tipos de sistemas agricolas. Los resultados obtenidos
en la revision sistematica de literatura muestran que el manejo organico generalmente tiene
efectos positivos sobre la diversidad. Sin embargo este efecto difiere entre varios estudios
segun la metodologias y variables evaluadas en cada estudio, por ejemplo, el 6rgano de la
planta y estadio de crecimiento (Longley et al, 2020), diferentes afios de muestreo (Hartmann
et al, 2015: Zhang et al, 2019), ubicaciones geogréaficas y composicion del fertilizante
(Zhang et al, 2021; Peruzzi et al, 2017), e incluso diferentes estrategias de secuenciamiento
(Aparna et al.,2014). 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. Similares resultados se han encontrado en la revision de
literatura realizada por Bengtsson et al. (2005) quienes evaltan la macrobiota de los
ecosistemas agricolas, encontrando que los resultados variarian entre grupos de organismos y
paisajes dado que la heterogeneidad del paisaje es un factor que influye en la biodiversidad
de las diferentes areas geogréficas.
El 6rgano de la planta y manejo agricola son factores importantes para la
estructuracion del microbioma

Varios de los factores que dan forma a las comunidades de bacterias y hongos incluye
el compartimiento de la planta, factores ambientales y genotipo del hospedador (Trivedi et al,

2020). El compartimento de la planta es probablemente la variable que induce el mayor
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efecto sobre la estructura de las comunidades microbianas siendo en muchos casos igual o
mas fuerte que el tipo de manejo y otras variables (Longley et al, 2020; Miura et al, 2019). En
este estudio se encontro que las muestras se agrupan segun el compartimento de la planta
analizada y, el suelo y rizésfera se asemejan mas en comparacion con las hojas (Figura 2A),
esto no es sorprendente si se considera que los microrganismos presentes en la rizosfera se
reclutan a partir del suelo (Qu et al, 2020). Otro de los factores importantes al ensamblar las
comunidades microbianas es el tipo de manejo agricola (Singh et al, 2020), en este estudio
este efecto fue mayor para las comunidades fungicas en comparacion con las bacterias. El
establecimiento de hongos en la rizosfera y en las raices de las plantas se ve mas afectado por
las variaciones estocasticas y responde de manera diferente a los factores ambientales que las
bacterias (Trivedi et al, 2020).

El manejo agricola convencional favorece a la diversidad microbiana

A parte de ensamblar una comunidad diferente de bacterias, las hojas tuvieron menos
diversidad que los otros compartimentos analizados (Tabla 1), lo mismo que reporta Sun et
al. (2021) en su estudio en sorgo. Se ha sugerido que existe una disminucion de la diversidad
del suelo a la rizosfera y luego hacia la parte aérea de la planta como las flores y hojas,
indicando la influencia de factores especificos del huésped en las diferentes interfaces
(Trivedi et al, 2020).

Al evaluar el efecto del tipo de manejo sobre la diversidad bacteriana y fangica, se
encontrd que esta fue mayor en el suelo y rizésfera convencional. En general se tiende a
pensar que el tipo de manejo organico albergard mayor diversidad microbiana dado que la
aplicacién de un sustrato rico en nutrientes como el compost generan nichos heterogéneos
gue pueden ser ocupados con una comunidad microbioma altamente variable, mientras que el
estrés inducido por el uso de pesticidas disminuira la diversidad el inhibir ciertos grupos de

microrganismos (Lupatini et al, 2017). Sin embargo, esto no se aplica en todos los casos y
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hay varios estudios que demuestran lo contrario. Se ha sugerido que la aplicacion intensiva de
compost puede llevar a la acumulacién de metales pesados lo que inhibira ciertos
microrganismos (Tian et al, 2015; Tian et al, 2015). Asimismo, se tiene la hipdtesis que la
disponibilidad de un sustrato rico en nutrientes como en el manejo organico, promueven la
reproduccion intensiva de organismos copiotroficos (Hartmann et al, 2015) desplazando a
otros, por lo que la diversidad se vera reducida dada la predominancia Gnicamente de ciertos
microrganismos afectando principalmente la uniformidad. 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 microbiana en este 6rgano. Esto en parte se debe a que
el microbioma de la hoja estd mayormente influido por la quimica y topologia del tejido
foliar y el ambiente alrededor, y menos limitado por propiedades del suelo (Sun et al, 2021).
El tipo de manejo agricola tiene un efecto significativo sobre la composicion microbiana

En este estudio, se observo que el filo Proteobacteria y Bacteroidetes estan
mayormente enriquecidos en el suelo y rizdsfera organica, mientras que se detect6 un
aumento de miembros de los filos Acidobacteria y Actinobacteria en el manejo convencional.
Estos resultados concuerdan en parte con lo esperado en base al estilo de vida de estos
microrganismos, pues se considera que los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y
Actinobaceria son principalmente copiotréficos (Fierer et al., 2007), es decir, crecen rapido
en ambientes ricos en nutrientes como se considera al manejo organico (Hartmann et al.,
2015). Por otro lado, Acidobacteria es considerado principalmente oligotréfico, es decir
crecen lento en ambientes pobres en nutrientes (Fierer et al., 2007) por lo que se espera que
se encuentren enriquecidos en el manejo convencional (Hartmann et al, 2015).

Se ha determinado que no todos los miembros de un grupo taxonémico tienen las
mismas caracteristicas ecoldgicas (Navarrete et al., 2013) y se espera que las respuestas a los

diferentes manejos agricolas ocurran a niveles taxonémicos bajos (Lupatini et al., 2017). En
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efecto, en los mapas de calor (Figura 5y 6) se observa que miembros del mismo grupo
taxonomico responden diferente a ambos manejos agricolas como es el caso del grupo
Bacillaceae.

La hipdtesis general es que la diversidad microbiana de las plantas es critica para la
funcionamiento y sostenibilidad de los ecosistemas, y se considera que una menor diversidad
en el manejo organico es desafortunado (Tian et al, 2015), sin embargo, una mayor
diversidad puede ser importante solo si esta ligado a un componente de funcionalidad
ecologica (Bonanomi et al, 2016). En este estudio se encontr6 que el suelo y la raiz bajo
manejo organico, tienen mas ASVs asociados a funciones ecoldgicas importantes como es el
caso de Acidobacteria, taxon reconocido como keystone en el suelo (Banerjee et al., 2016),
involucrada en el ciclo de carbono y consideradas como bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (Kalam et al., 2020). Asimismo, el manejo organico enriquecié al taxon Burkholderia
en el suelo y rizésfera el cual tiene especies promotoras de crecimiento vegetal y
degradadoras de materia organica recalcitrante (Touceda et al., 2015). Otro taxdn enriquecido
fue Rhizobiales, reconocido por sus especies fijadoras de nitrogeno, lo que cual aumenta el
crecimiento de las plantas y pueden resistir a la presencia de metales pesados reduciendo la
necesidad de aplicar fertilizantes (Teng et al., 2015). Por otro lado, al analizar las
comunidades fangicas a una escala taxondmica mas fina (Grafico 6), se observa un
enriquecimiento de Fusarium en ambos tipos de manejo, género que alberga especies
patogenas para varios cultivos incluido el banano (Ma et al., 2013). También se observo la
presencia de hongos con funciones ecosistémicas importantes como Penicillium involucrado
en la solubilizacién del fosfato (Wakelin et al., 2004), este se encuentra ademas enriquecido
en las hojas organicos donde podria estar jugando un rol de defensa induciendo el desarrollo
de resistencia adquirida como se ha observado en hojas de algodon y mel6n (Amaresan et al.,

2020).
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CONCLUSIONES

De los 58 estudios analizados, la mayoria (38%) reporta mayor diversidad microbiana
bajo manejo orgénico, seguido de un efecto no significativo del tipo de manejo sobre la
diversidad (33.9%).

La estructura de la comunidad microbiana se ve influida de forma significativa por el
tipo de 6rgano analizado, es decir, hoja, rizésfera y suelo. En la hoja este efecto fue
menor dado que este tejido de la planta se ve mas limitado por la genética del huesped. Es
por esto 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 inorganicas. Por otro lado, la estructura microbiana, se
ve influida por los diferentes tipos de manejo agricola pero se deben tomar en cuenta
otras variables importantes como tipo de suelo, estadio y variedad de la planta, entre
otros.

En las fincas de banano del Oro analizadas, existe mayor diversidad en el sistema de
manejo convencional, pero el organico enriquece microrganismos conocidos por su

importante rol en los ecosistemas y en la supresion de patégenos



TABLAS

Tabla 1. Parametros de a-diversidad para la comunidad de bacterias determinados para los

dos tipos de manejo dentro de cada 6rgano de la planta.
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Fraccion Tipo de manejo Chao 1 Inv Simpson Eveness
Convencional 473.07 188.62 0.93
Suelo Organico 148,58 22.61 0.81
o Convencional 525.69 166.41 0.92
Rizosfera Organico 267.42 80.98 0.89
_ Convencional 207.41 3.93 0.41
Hoja Organico 110.28 4.27 0.43

En negrita se encuentra el manejo con los indices mas altos de diversidad bacteriana a excepcion de la

hoja donde los indices difirieron en cada manejo.

Tabla 2. Parametros de a-diversidad para la comunidad de hongos determinados para los dos

tipos de manejo dentro de cada fraccion.

Fraccion Tipo de manejo Chao 1 InvSimpson Eveness
Suel Convencional 352.825 25.255 0.713
uelo
Organico 85.500 23.052 0.852
o Convencional 284.712 14.512 0.846
Rizosfera .
Organico 174.500 22.856 0.863
Hoi Convencional 34.500 12.430 0.681
oja
: Orgénico 82.500 9.363 0.597

En negrita se encuentra el manejo con los indices mas altos de diversidad fangica a excepcion de la

hoja donde los indices difirieron en cada manejo.



FIGURAS

Figura 1. Mapas solares del andlisis de los estudios incluidos en la revision sistematica.

Los estudios se analizaron en base a la fraccion de la planta analizada, Suelo A), Raiz B) y
Parte aérea C). Dentro de cada uno se separaron los estudios por bacterias y hongos. NO
SIGN indica gue no se ha encontrado un efecto significativo del tipo de manejo sobre la
diversidad microbiana, CONV, que el manejo convencional tuvo mayor diversidad y ORG
que el manejo organico tuvo mayor diversidad. Entre paréntesis se encuentra el nimero de

estudios encontrados para cada caso.
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Figura 2. Efecto del tipo de érgano de la planta y tipo de manejo en la estructura de las
comunidades bacterianas y fungicas.

Ordenaciones PCo de similitudes Bray-Curtis calculadas basado en abundancias relativas de
ASVs para A) bacterias y B) hongos que muestran diferencias importantes inducidas por la
parte de la planta. La varianza explicada por cada eje del PCo est4 colocada en paréntesis.
Ordenaciones CAP de comunidades C) de bacterias y D) de hongos maximizando la
discriminacion entre los diferentes sistemas agricolas, organico y convencional. La
correlacion candnica de cada eje CAP, que indica la fuerza de la asociacion entre los datos
multivariados y la hipdtesis de diferencias entre sistemas agricolas, se da entre paréntesis. La
varianza explicada se encuentra en la esquina superior izquierda de los graficos (con 95% de

intervalo de confianza, significancia evaluada con 10* permutaciones)
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analizadas y asociadas a diferentes tipos de manejo.
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Abundancia relativa de A) los filos de bacteria presentes en las diferentes fracciones de las

plantas de banano en dos tipos de manejo agricola diferente, convencional y organico.

Diagrama de Venn de los tipos de manejo, organico y convencional, asociados a B) el suelo

C) larizésferay D) la hoja. Los ASVs observados para cada tipo de manejo dentro de tres

fracciones se produjeron en el algoritmo UCLUST para mostrar las ASVs compartidas y

Unicas para las comunidades de bacterias.
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Figura 4. Cambios en la comunidad fungica en las diferentes fracciones de la planta

analizadas asociados a diferentes tipos de manejo.

Abundancia relativa de A) las clases de hongos presentes en las diferentes fracciones de las

plantas de banano en dos tipos de manejo agricola diferente, convencional y organico.

Diagrama de Venn de los tipos de manejo, organico y convencional, asociados a B) el suelo

C) larizosferay D) la hoja . Los ASVs observados para cada tipo de manejo dentro de tres

fracciones se produjeron en el algoritmo UCLUST para mostrar las ASVs compartidas y

Unicas para las comunidades de hongos.
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Figura 5. Heatmap de la presencia de microorganismos (ASVs) bacterianos en los diferentes

organos de la planta.

Se muestra la asignacion de taxonomia para cada ASV de los diferentes tipos de manejo

asociados a A) el suelo, B) la rizosfera 'y C) las hojas. El heatmap muestra recuentos de los 40

ASVs més abundantes por muestra para la comunidad de bacterias, donde los recuentos estan

coloreadas segun la contribucion de cada ASV al recuento total de ASVs presentes en la

muestra (azul: aporta un alto porcentaje de AVS a la muestra; verde claro: contribuye con un

bajo porcentaje de ASVs).
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Figura 6. Heatmap de la presencia de microorganismos (ASVs) fungicas en los diferentes

organos de la planta.

Se muestra la asignacion de taxonomia para cada ASV de los diferentes tipos de manejo

asociados a A) el suelo, B) larizésferay C) las hojas. EI heatmap muestra recuentos de los 40

ASVs mas abundantes por muestra para la comunidad de hongos, donde los recuentos estan

coloreadas segun la contribucion de cada ASV al recuento total de ASVs presentes en la

muestra (café: aporta un alto porcentaje de AVS a la muestra; amarillo: contribuye con un

bajo porcentaje de ASVs).
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ANEXO 1. CRITERIOS DE EXCLUSION PARA EL SCREENING LOS ESTUDIOS

ENCONTRADOS PARA LA REVISION SISTEMATICA DE LITERATURA

Identificacion

SCOPUS
(N=46)

ScienceDirect

(N=1363)

Revision de titulos

v abstracts

N=1409

Revision de texto

completo

Duplicados (N= 7)

Entradas nulas (N=1)

No estudio de interés (N=541)
No articulo (N = 40)

No microbioma (IN= 355)

No sistémas de manejo (N=224)
No comparacion (N= 20)

No secuenciamiento (N= 69)

N=152

Adicionales

Entradas nulas (N=1)

No articulo (N=4)

No estudio de interés (N= 1)
No microbioma (N=17)

No sistemas de manejo (N= 15)
No comparacién (N=9)

No secuenciamiento (IN= 56)

N=47

Btisqueda manual (N=11)

Incluidos

N=58
( estudios)
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ANEXO 2. PROTOCOLO PARA LA RECUPERACION DE ENDOFITOS DE LA

HOJA

Paso

Detalle del protocolo

Desinfeccion de la superficie foliar

(Lu-Irving et al., 2019; Gamboa,
Laureano y Bayman, 2003)

Sumergir pequefios pedazos de tejido en una solucion
de NaClO 10% y Tween 0.1% por dos minutos, y se
lavo los pedazos en ddH>O durante dos minutos

Conservacion de muestras

Nitrégeno liquido y liofilizacién

Digestion enzimatica

(Jiao et al., 2006).

Colocar la solucién enzimatica (Macerozima 0.1%,
Celulasa 1%, D-Manitol 0.7M, MES 5mM,
CaCl>-2H20 9uM, KH2PO4 65uM, pH 5.7) y las hojas
en una relacion 5:1

Incubacion
(Jiao et al., 2006).

En un shaker a 28°C, 125 rpm, por 48 horas.

Centrifugacion seriada

(Jiao et al., 2006)

Tres centrifugaciones seriadas a 500 rcf por 5 min,
rescatando el sobrenadante, y otra a 3000 rcf por 20
min. El pellet obtenido, se resuspende con PBS y una
vez colocado en tubos Eppendorf 1.5 ml, se centrifuga
una ultima vez a 13000 rpm por 1 min, se descarta el
sobrenadante y se conserva a -20°C
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ANEXO 3. DETALLE DE LA CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS USADOS
PARA LA PCR PREVIO A LA SECUENCIACION DE BACTERIAS Y HONGOS

Reactivos — Bacterias

Reactivos - Hongos

K Kapa Enhancers 5ul MgCl» 2mM
. fapa Kapa Buffer 5ul . Buffer 1U
Biosystems, 105 ul Bioron,
Wilmington, Cada primer <o Ludwigshafen, Cada primer 300 nM
de 5 uM .
MA — - Alemania
Acidos nucleicos
(Finkel et peptidicos 0375l | (Finkel etal, | Alouminade 50,
al., 2019) bloqueadores de genes 2019) suero bovina
B ARNr
Kapa dNTPs 0.5 ul dNTPS 200 uM
Kapa Robust Taq 0.2 ul DFS-Tag DNA 2U
dH20 8 ul DNA 10 ng
DNA 5ul
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ANEXO 4. DETALLE DE LOS CICLOS DE LA PCR PREVIA AL

SECUENCIAMIENTO PARA BACTERIAS Y HONGOS

Ciclos para Temperatura y tiempo Ciclos para hongos Temperatura y tiempo
bacterias
95°C x 60 segundos 94°C X 2 minutos
24 ciclos 95°C x 15 segundos 25 ciclos 94°C x 30 segundos
78°C x 10 segundos 55°C x 30 segundos
50°C x 30 segundos 72°C x 30 segundos
72°C x 30 segundos 72°C x 10 minutos
Conservacion 4°C Conservacion 4°C




