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RESUMEN
El patdgeno sigatoka negra (Pseudocercospora fijiensis) es el agente causal de la enfermedad
foliar mas devastadora en plantaciones de banano Cavendish (Musa x paradisiaca). Los
microorganismos endofitos asociados a la herida del patdgeno podrian presentar beneficios
para la planta tales como antagonismo o promocién de la inmunidad vegetal Ademas, cambios
en la diversidad y estructura microbiana, dan una idea importante de la interaccion entre el
estado de la enfermedad y su microbioma asociado. Sin embargo, las variaciones microbianas,
al entrar un patogeno en la fil6sfera de una planta, ain no estan bien caracterizadas. Por ende,
este estudio pretende caracterizar el microbioma bacteriano y fungico de la hoja de banano en
estado sano y enfermo evaluando manejo agrondémico organico y convencional. Para esto se
realizd una busqueda sistematica de literatura donde se encontr6 que la diversidad del
microbioma foliar varia dependiendo de la forma de vida del patdégeno. Por otro lado, se
recolect6 muestras de hojas de banano sanas e infectadas con sigatoka negra de la provincia de
El Oro, para posterior secuenciamiento y andlisis de las regiones 16S (V3-V4) e ITS. Los
resultados de este estudio sugieren que el microbioma enddfito de la hoja proveniente del
sistema de cultivo organico es mas diverso que el convencional en su estado basal. Ademas, el
microbioma en presencia del patdgeno responde diferente en la comunidad fungica
dependiendo del sistema de cultivo. El organico disminuye su diversidad y el convencional
aumenta. Nuestros resultados revelan que un ASV correspondiente al género Pseudomonas sp.
se encuentra aumentado en la hoja orgénica sana y se ubica dentro del clado de la especie P.
fluorescens, un microorganismo benéfico para las plantas. Sin embargo, para comprobar los
resultados es necesario realizar bioensayos con aislados. En resumen, el microbioma de banano
es dependiente del sistema de cultivo y esta condicion influye significativamente en los

cambios del microbioma con la presencia de la sigatoka negra.

Palabras clave: Microbioma endofito, fildsfera, organico, convencional, Pseudomonas sp.



ABSTRACT
The black leaf streak or black sigatoka (Pseudocercospora fijiensis) is the pathogen causal
agent of the most devastating foliar disease in Cavendish banana plantations (Musa x
paradisiaca). Endophytic microorganisms associated with the pathogen's wounding could
benefit the plant with characteristics such as antagonism or promotion of plant immunity.
Detecting changes in the composition of microbial diversity and structure gives us an important
idea of the interaction between the disease state and the microbiome associated. However, the
microbial variations, as a pathogen enters a plant's phyllosphere, is not yet well characterized.
Therefore, this study aims to characterize the bacterial and fungal microbiome of the banana
leaf in healthy and diseased states, evaluating organic and conventional agronomic
management. To fulfill this objective, a systematic literature search was conducted, we found
that the diversity of the foliar microbiome varies depending on the pathogen's lifestyle. On the
other hand, samples of healthy banana leaves infected with black sigatoka from EI Oro province
were collected for subsequent sequencing and analysis of the 16S (V3-V4) and ITS. The results
of this study suggest that endophytic microbiome of banana leaves from the organic farming
system is more diverse than the conventional one in its basal state. Furthermore, in the presence
of the pathogen, the phyllosphere microbiome responds differently in the fungal community
depending on the farming system. The organic leaves decrease its diversity and the
conventional increases. Our results also reveal that an ASV corresponding to the genus
Pseudomonas sp. it is found increased in the healthy organic leaf and is located within the clade
of the species P. fluorescens, a beneficial microorganism for plants. However, to verify the
results it is necessary to carry out bioassays with isolates. In summary, the banana’s leaf
endophyte microbiome is dependent on the cultivation system and this condition significantly

influences the changes in the microbiome with the presence of black leaf streak disease.

Key words: Endophyte microbiome, phyllosphere, organic, conventional, Pseudomonas sp.
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INTRODUCCION
Las plantas son organismos multicelulares que proveen diversos ambientes o nichos

ecologicos que son ocupados por una amplia gama de microorganismos (Trivedi et al., 2020),
estos, a su vez forman asociaciones complejas y presentan diferentes roles esenciales en el
desarrollo del hospedador entre ellos propiedades patogénicas, beneficiosas y algunos pueden
no presentar un efecto directo sobre su hospedador (Liu et al., 2020). Esto ocurre en los
6rganos situados bajo el suelo, al igual que los que se encuentran en la superficie. La filosfera
hace referencia a las regiones aéreas de la planta, que en su mayoria son hojas (Vorholt,
2012) y en ellos habitan microorganismos en la superficie, conocidos como epifitos, asi como

dentro del tejido de la hoja, llamados enddfitos (Liu et al., 2020).

Por lo tanto, el microbioma hace relacion a todos los microorganismos asociados a
una planta o a una region especifica de ella (Vorholt, 2012). Ensayos cultivo independientes,
realizados en su mayoria en la ultima década, han permitido descifrar la composicion
taxondmica del microbioma asociado a plantas en diferentes estados y bajo varios estimulos
(Kim et al., 2012). El ensamblaje microbiano revelado en estos estudios no ocurre al azar
(Vorholt, 2012), al contrario, se ha determinado que es producto de una seleccion derivada,
principalmente, del genotipo de la planta y, posteriormente, de otros factores como estimulos
bioticos y abidticos (Humphrey & Whiteman, 2020). La enddsfera de las hojas presenta una
composicion poblacional similar entre especies y que se diferencia significativamente del
resto de la planta (De Souza et al., 2016). 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 (Trivedi et al.,

2020).

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
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degradar la pared celular vegetal y activan en el huésped especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Liu etal., 2017). Se conoce que en las raices cuando hay deficiencia de nutrientes
especificos el estado inmunoldgico de la planta se reprime y esta recluta microorganismos
que colonizan la planta creando un ensamblaje microbiano especifico que incrementa la
biodisponibilidad de los nutrientes en deficiencia (Bodenhausen et al., 2019; Castrillo et al.,
2017), moviliza los nutrientes dentro del hospedador y ademas puede cambiar el metabolismo
de la planta mediante la excresion de moléculas para redireccionar la energia generada a otros

destinos metabolicos (Lu et al., 2018).

Asi mismo, la presencia de comunidades heterogéneas en la endosfera del hospedador
le provee a este ultimo modificaciones metabolicas que le confieren resistencia a patbgenos
ademas de secretar sustancias antimicrobianas que los repelen (Cha et al., 2015). Ensamblajes
microbianos especificos confieren tolerancia al estrés abiotico (Rastogi, Coaker & Leveau,
2013). En conjunto, el microbioma puede modificar el proceso evolutivo de una especie
incrementando el fitness de la planta. En este contexto, se considera que el microbioma
asociado a un organismo es un genoma extendido que juega un rol fundamental en el
desarrollo del hospedador (Fitzpatrick, Mustafa & Viliunas, 2019; Eida et al., 2018). Estas
propiedades estan bien caracterizadas en las comunidades microbianas asociadas a la raiz,
tanto en la endosfera como en la rizésfera, sin embargo, en la region superior de la planta los
estudios son escasos y actualmente existen muy pocos ensayos que demuestran el defecto del

microbioma de la filosfera (Lei Lei, 2020; Chen et al., 2020).

El microbioma de la filésfera sana se encuentra bien caracterizado, es bastante
consistente entre especies y sigue patrones claros en cuanto a abundancia relativa de los filos
Proteobacteria y Firmicutes. Disbiosis es la condicién en la que existe un desbalance en la
microbiota y éste se encuentra asociado a un fenotipo de enfermedad (Chen et al., 2020), al

analizar el microbioma bajo esta condicion, esto describe un cambio en la composicion
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microbiana asociado a un fenotipo enfermo, siendo mas especificos en presencia de un
patdgeno, existe un drastico aumento de la poblacion del filo Proteobacteria y disminucién de
Firmicutes que ha sido reportado en ataques de patdgenos fangicos, bacterianos e insectos
(Purahoug et al., 2018; Humphrey & Whiteman, 2020; Smets & Koskella, 2020; Chen et al.,
2020). Ademas de la disminucion en la diversidad (Li et al., 2020; Purahough et al., 2018;
Chen et al., 2020). Aunque a diferencia de la rizésfera este cambio en disbiosis en la mayoria
de los casos reportados no es beneficioso para el hospedador, es decir, en la hoja, no se estan
reclutando microorganismos que mejoren la respuesta vegetal contra el patdgeno (Smets &
Koskella, 2020; Humphrey & Whiteman, 2020). Un estudio reciente realizado por Chen y
colaboradores logré demostrar que un ensamblaje microbiano disbidtico es el agente causal
del fenotipo en la planta (Chen et al., 2020). 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 (Smets & Koskella, 2020).

El banano (Musa spp.) es el cuarto producto de interés agronémico méas importante a
nivel global, para esta gran demanda Ecuador es el mayor exportador abarcando el 34% del
mercado (Evans & Ballen, 2018). A nivel mundial los cultivos de banano Cavendish se ven
afectados por el patogeno foliar mas devastador para estas plantaciones Pseudocercospora
(antes Mycosphaerella) fijiensis 0 cominmente denominado Sigatoka Negra, es un hongo
Ascomyceto hemibiotrofico heterotalico (Churchill, 2011). Actualmente, el Unico manejo
fitosanitario en plantaciones afectadas es la aplicacion semanal de fungicidas sintéticos
(Manzo-Sanchez et al., 2019). Lo que representa un porcentaje considerable de los costos de
produccion (Churchill, 2011), ademas de tener como consecuencia impactos negativos a nivel

ecologico y de salud publica (Kimunye et al., 2020).

Los estudios realizados en microbioma de banano se enfocan, casi en su totalidad, en

los 6rganos que se encuentran bajo la superficie de la tierra (Fu et al., 2017; Liu et al., 2019;
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Xue et al., 2015). El estudio realizado por Kdbrel y colaboradores es el Unico reportado que
explora el microbioma de la filésfera del banano, sin embargo se enfoca en el
secuenciamiento de Gammaproteobacterias evaluando diferentes manejos agronémicos y
regiones geograficas. Este estudio revela gran abundancia de los 6rdenes Pseaudomonadales,
Enterobacteriales, Legionellales y Xanthomonadales en la endosfera de la hoja siendo

Enterobacterias el grupo dominante (Koberl et al., 2015).

Los objetivos del presente estudio son determinar patrones de cambios en el
microbioma frente a enfermedades foliares en una revision sistematica de literatura y, por
otro lado, caracterizar el microbioma enddfito 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.
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METODOS

Revision sistemética de literatura

Para abordar los términos de la basqueda sistematica en bases de datos relevantes, se
definid previamente las siguientes preguntas: ¢ Cuél es el estado actual en estudios de
microbioma de la filésfera en relacion con patogenos foliares?; ¢Existen patrones de
respuesta del microbioma frente al ingreso de patdgenos?; si es asi, ¢ Cuales son los patrones
y de qué dependen?; ¢ Existen estudios del microbioma endofito de la hoja en banano? Las
bases de datos usadas para abordar estas preguntas fueron Scopus y Schoolar Google; los
términos y operadores l6gicos booleanos fueron "Phyllosphere microbiome™, "Leaf
microbiome”, “Phyllosphere microbiota”, “Leaf microbiota”, para cada uno de estos las
variaciones AND “pathogen” y OR “disease” como se muestra en la Tabla 1. La busqueda
incluyd estudios desde el 2014 hasta el 13 de septiembre del 2020, fecha de finalizacion de
busqueda. El primer filtro de seleccion se realizo observando los titulos, incluyendo estudios
asociados a enfermedad y salud de la planta. EI segundo se realiz6 analizando los abstracts.
En el altimo filtro se analizé el cuerpo del estudio, principalmente los objetivos y la

metodologia (Mengist et al., 2020).

Recoleccion de muestras

En el mes de mayo del 2019 con localizacion en el canton Santa Rosa, provincia de El
Oro, se recolecté muestras de hojas de banano de dos plantaciones. La primera es la hacienda
“Central, San José” con coordenadas 3°21°18.0”S 79°54°05.8”W, esta posee un manejo
fitosanitario organico usando controladores biol6gicos, compostaje y fertilizantes organicos.
Mientras que la hacienda “Cueva” cuya coordenada es 3°21'33.7"S 79°54'58.3"W, 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

plantas muestreadas aleatoriamente con y sin sintomatologia de sigatoka negra. En el campo
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se realiz6 un lavado con una solucion estéril compuesta por bifosfato de sodio 45.9 mM,
fosfato disddico 61.6 mM y 0.1% Tween 20. Posteriormente, se conservo a 4°C para su

transporte al laboratorio (Lu-Irving et al., 2019).

Desinfeccion y conservacion

Una vez en el laboratorio, las hojas se cortaron en secciones pequefias con el fin de
facilitar su procesamiento. Se desinfecto 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 eliminé los residuos del desinfectante en
agua destilada estéril durante dos minutos méas. Finamente, se dejaron secar las muestras en
papel estéril (Lu-Irving et al., 2019). Cuando las muestras se secaron se las congel6 con

nitrogeno liquido previo a liofilizarlas, con el fin de conservar la poblacion de endofitos.

Recuperacion de endofitos

La digestidn enzimatica se llevo a cabo con un buffer 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 diacido monobasico 65 uM ajustado a un pH de 5.7. La cual, se incubd con las
muestras en un shaker que se encontraba a 28°C, 125 rpm, durante 12 horas, en una relacién

5:1 buffer (Jiao et al., 2006).

Pasadas las 12 horas de digestion del tejido foliar se realizé dos centrifugaciones
seriadas a 200rpm durante cinco minutos, rescatando el sobrenadante y evitando incluir restos
de tejido foliar. La ultima centrifugacién se llevé a cabo a 3000 rpm durante veinte minutos,
con el fin de rescatar los microorganismos endofitos presentes en la solucion. El pellet se

resuspende en solucion salina y se conserva a -20°C en tubos Eppendorf (Jiao et al., 2006).
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Extraccion de ADN y secuenciamiento de microbioma

La extraccion de ADN de hongos y bacterias endéfitas recuperadas se realizé con el
kit comercial DNeasy Powersoil ® (Qiagen, Hilden, Alemania) usando el protocolo estandar
establecido en el kit (Lu-Irving et al., 2019). 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 (Finkel et al., 2019). Cada reaccién 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 5ul de Kapa Enhancer, 5 ul de
Kapa Buffer A, 1.25 ul of 5 uM de cada primer y 0.375 ul de una mezcla de PNAs, 0.5 ul de
Kapa dNTPs, 0.2 ul Kapa Robust Taq (Kapa Biosystems, Wilmington, MA), 8 ul dH20, 5 ul
DNA. Las condiciones de temperatura son: 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 (Finkel et al., 2019). 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 llevo a cabo usando
10 pM en el equipo llumina MiSeq (llumina, San Diego, CA) como describen (Finkel et al.,

2019).

En cuanto a la region ITS los primers usados son ITS1-F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS2 (5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3") ().
Las muestras de ADN se diluyeron a concentraciones de 3.5 ng pl™. Luego se prepararon

reacciones por triplicado compuestas por 10 ng de ADN, 1 U de buffer, 0.3% de suero bovino
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de albumina, 2 mM de cloruro de magnesio, 200 uM de dNTPs, 300 nM de cada primer y 2
U de DFS-Tag DNA polimerasa (Bioron, Ludwigshafen, Alemania). Las condiciones del
ciclo son 2 minutos a 94°C, 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 30
segundos a 72°C, finalmente, la terminacién del protocolo se realiz6 a 72°C durante 10
minutos (Finkel et al., 2019). El producto del PCR atraves6 un proceso de purificacion con
exonucleasas. Ademas, se realiz6 un segundo protocolo de PCR con el fin de afiadir los
barcodes especificos para las muestras. Luego, se purificd los amplicones con el kit AMPure
XP. Finalmente, se unieron las muestras en proporciones iguales y se diluyé a 10 pM para su
posterior secuenciamiento. El secuenciamiento se llevo a cabo en el equipo llumina MiSeq

usando el kit 600-cycle V3 (Finkel et al., 2019).

Procesamiento de datos

Los datos producto de la secuenciacion del 16S se procesaron mediante MT-Toolbox
(Yourstone et al., 2014). Los reads que se obtuvo como output de MT-Toolbox fueron
filtrados mediante Sickle, evitando Q scores menores a 20 (Joshi & Sickle, 2011). Luego del
primer filtro, todas las secuencias que poseian reads menores a 1000 fueron descartadas.
Posteriormente, usando el paquete de R DADAZ2 version 1.8.1 se colapsaron las secuencias
resultantes del quality filtering. Por altimo, la asignacion taxondmica de ASVs se llevo a
cabo mediante el método naive Bayes kmer en DADAZ2, usando la base de datos Silva 132

(Callahan et al., 2016).

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

de datos UNITE (Callahan et al., 2016; Schloss et al., 2009).
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Anélisis de datos

Las tablas de conteo resultantes se analizaron con los paquetes de R Ohchibi,
ComplexHeatmap y Pheatmap. Los parametros de a-diversidad y los filogramas se realizaron
con el paquete Ohchibi (Finkel et al., 2019). Por otro lado, el paquete ComplexHeatmap se
uso para realizar los UpSet plots que permitieron determinar el core microbiome (asignacion
taxondmica de ASVs), que en este caso se define como todos los microorganismos endéfitos
presentes en la hoja independientemente del estado de salud o sistema de manejo agronémico
bajo el que se encuentre la planta; asi como otros consorcios de ASVs en comun entre
muestras (Gu, 2020). Ademas, el paquete Pheatmap se uso para realizar heatmaps que
permiten determinar ASVs enriquecidos y disminuidos sobre la media en cada muestra,
basandose en el Z-score (Kolde, 2019). Finalmente, se realiz6 un arbol filogenético mediante
el algoritmo Maximum Likelihood y modelo Namuri Tei para comparar los ASVs de interés

con secuencias de la base de datos RDP para procariotas (Adhikari et al., 2015).
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RESULTADOS

Influencia del estilo de vida del patdgeno en diversidad microbiana: Revision
sistematica de literatura.

Los términos de busqueda, que se muestran en la Tabla 1, se concentran
principalmente en microbioma de la fildsfera en patogénesis, con ciertas variaciones en los
términos. La revision se realizé en Scopus, que es una base de datos internacional que
compila publicaciones peer-reviewed mundial, y Scholar Google que permite cubrir
publicaciones que no se encuentran en la base de datos anterior. Se obtuvo un total de 1536
articulos cientificos, Figura 1., de los cuales se selecciona 104 basandose en el titulo.
Después de realizar la revision del abstract, el cuerpo del estudio y, en mas detalle, la
metodologia se obtuvo un total de 14 articulos cientificos experimentales que se muestran en
detalle en la Tabla 2. Se muestra que, en cuanto a bacterias, 9 de los 14 articulos analizan
diversidad Alphay en 7 estudios la diversidad disminuye independientemente de la forma de

vida del patdgeno, en 1 aumenta y en 1 se observan cambios.

Por otro lado, solo 5 de los 14 articulos analizan diversidad alpha de la comunidad
fangica. De estos, en 3 disminuye la diversidad en presencia del patégeno, los mismos en los
que el patégeno estudiado tiene forma de vida bidtrofa. Mientras que, en los 2 articulos
restantes la diversidad alpha aumenta y esto ocurre cuanto el patdgeno es hemibidétrofo. En
particular, el estudio de Luo y colaboradores publicado en 2019 analiza un estadio inicial de
la infeccion, un estadio intermedio y uno final. En el estudio demuestran que, en la fase
intermedia, fase biotréfica, la diversidad disminuye y en la fase final de la infeccién, fase
necrétrofica, la diversidad vuelve a aumentar. En cuanto a la composicion filogenética, el filo

bacteriano mas abundante es Proteobacteria y para hongos es Ascomicetos.
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Diversidad Alpha y composicion filogenética microbiana en estado basal:
Experimentacion in situ.

En este estudio, se colect y secuencio los datos de 4 muestras de las hojas de banano.
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 analisis de las secuencias éstos se clasifican en 410 ASVs
bacterianos y 234 ASVs fungicos. Los indices de diversidad Alpha, Chaol, Shannon, Inv
Simpson y Evennes, de bacterias y hongos analizados en el estado basal se encuentran en la
Tabla 3. Se observa que tanto para bacterias como para hongos todos los parametros de

diversidad son mayores en el sistema de manejo agronémico organico.

En la Figura 3 se observa la abundancia relativa de la composicién filogenética, en la
seccion (a) el filo bacteriano mas abundante en ambas plantaciones es Proteobacteria con
77.67% y 96.29% de abundancia relativa en convencional y organico respectivamente. Se
muestra baja abundancia de Firmicutes, en general, pero la abundancia es mayor en la hoja
convencional con 21.08%. A nivel de género, se observa que el mas abundante es Pantoea
spp. con una media de 65.61% de abundancia relativa. El segundo género mas abundante en
sistema organico es Pseudomonas spp. con 31.46% y en convencional un género no

identificado de la familia Clostridiaceae con 20.86%.

En la seccion (b) la comunidad flngica de la plantacion organica muestra distribucién
uniforme en los érdenes presentes, siendo Erotiales y Malasseziales los mas abundantes con
23.32% y 25.23% respectivamente. Por otro lado, la hoja de la plantacion convencional se ve
dominada, en su mayoria por los érdenes Cystobasidiales y Sporidiobolales con 53.89% y

31.14% respectivamente. En cuanto a género, la distribucion se observa similar, siendo
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Cystobasidium spp. con 53.89% y Rhodotorula spp. con 31.14% los géneros que dominan la

poblacion de la hoja convencional.

Cambio del microbioma en presencia de P. fijiensis

La Tabla 4 muestra que todos los parametros de diversidad Alpha del microbioma
bacteriano en la plantacion organica disminuyen en presencia del patégeno. Por otro lado, en
la hoja sometida a manejo convencional los parametros de diversidad Alpha disminuyen en
presencia del patégeno, con excepcion de el indice de Shannon que va de 1.95 en estado sano
0 basal, a 1.97 en enfermo. La comunidad fangica muestra mayor diversidad Alpha en todos
los parametros del estado sano de la plantacion organica, mientras que en la plantacion
convencional el estado enfermo se muestra con mayor diversidad, con excepcién de Chaol de

varia de 38 en sano a 31 en enfermo (Figura 7).

En cuanto a la composicion filogenética que se muestra en la Figura 4, la comunidad
bacteriana en la seccién (a), la hoja organica muestra incremento de la poblacion del filo
Firmicutes de 0.83% a 54.79% y disminucion de Proteobacteria de 96.29% a 41.38% en
presencia de P. fijiensis. Mientras que la hoja convencional muestra el efecto contrario, y
Proteobacteria domina la poblacién de 77.67% en estado sano hasta 98.54% al final de la
infeccion. Por otro lado, en la poblacién fangica de la plantacion organica el orden
Pleosporales domina la poblacién en patogénesis con 66.30%. Mientras que, en
convencional, cuando entra el patdgeno la poblacién fangica que se ve mas uniforme, el

orden mas abundante es Capnodiales.

Identificacién de microorganismos de interés
La Figura 5 muestra los ASVs bacterianos presentes en todas las muestras. Se
observa que las muestras de la plantacion organica presentan clusters definidos de escasos

ASVs que se encuentran altamente enriquecidos sobre la media. Ademas, todos los ASVs que
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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 plantacion organica 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 6
expone un arbol filogenético creado para el ASV3 correspondiente al género Pseudomonas
sp. enriquecido en la muestra sana organica, en él se observa que el ASV3 se ubica en el

clado exclusivo de Pseudomonas fluorescens y se separa del clado de Pseudomonas syringae.

Core microbiome

La seccion (a) de la Figura 7 muestra mayor riqueza de ASVs bacterianos en las
muestras del manejo agronémico convencional incrementando el nimero de ASVs de sano a
enfermo. Mientras que el manejo organico muestra menor nimero de ASVs en general y
estos disminuyen a alrededor de la mitad en presencia del patdgeno. EI core microbiome, que
en este caso corresponde a los ASVs que se comparten independientemente del manejo
agrondmico y el estado de salud vegetal. La composicion del core bacteriano se encuentra en
la seccion (a) de la Figura 8, la composicion del core se encuentra dominada por ASVs
asignados al género Pantoea sp., varios ASVs de la familia Enterobacteriaceae y un ASV
asignado a Pseudomonas sp. Se observa que la composicion se diferencia dependiendo del
estado de salud del huésped y claros clusters definidos para cada muestra. El cluster a que se
compone por dos ASVs del género Pantoea sp. se encuentran incrementados de manera
exclusiva en la muestra orgénica enferma, el cluster b compuesto por Enterobacterias y

Pantoea sp. se incrementa en la muestra convencional enferma, ademas del cluster c.2
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compuesto por diferentes ASVs con las mismas asignaciones taxondémicas. Por otro lado, el
cluster ¢ es compartido por las muestras del manejo convencional siendo el ¢.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.

La seccion (b) de la Figura 7 muestra que la riqueza fangica presente en las muestras
pertenecientes a la hoja organica sana es mas de cuatro veces mayor que la presente en las
otras muestras. Ademas, el core fungico solo comprende a tres ASVs que en la seccién (b) de
la Figura 8 pertenecen a los géneros Malassezia sp., Purpureocilium sp. y ASV no

identificado. Los ASVs de las muestras sanas no se encuentran incrementados.
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DISCUSION
Los estudios de microbioma enddfito de la filosfera son cada vez mas informativos
debido a recientes estudios que demuestran causalidad de un ensamblaje microbiano
especifico sobre efectos dishioticos en el fenotipo foliar de la planta (Chen et al., 2020). Sin
embargo, estos estudios en planta de banano son escasos y frente a diversos patdgenos
amenazando la seguridad alimentaria de la fruta mas consumida a nivel mundial, existe un

creciente interés en generar opciones que contribuyan a la sostenibilidad agronémica.

Estilo de vida del patégeno define diversidad microbiana

Los mecanismos de patogénesis de los microorganismos varian dependiendo de su
estilo de vida. De la misma manera, la respuesta en la planta a nivel molecular es diferente.
Un patdgeno bidtrofo toma nutrientes de la planta mediante estructuras especializadas
manteniendo al huésped vivo, este tipo de patdgenos desencadena una cascada de reacciones
en la planta llamada resistencia sistémica adquirida mediada por la hormona acido salicilico.
Por otro lado, los patdgenos necrotrofos liberan toxinas que matan los tejidos vegetales y la
reaccion en la planta se denomina resistencia sistémica inducida y se ve dirigida por la
molécula acido jasmoénico. Existe también una combinacion de los dos estilos de vida que
depende del estado de desarrollo del patégeno y se denomina hemibiétrofo (Pieterse et al.,

2009).

La revision sistematica de literatura realizada en este estudio y los resultados
obtenidos sugieren que el estilo de vida el patdgeno ademas de definir patrones moleculares
de respuesta, también determina la diversidad fungica en la hoja de una planta huésped
(Tablas 2 y 4). Cuando un patégeno biotrofo coloniza la superficie foliar, al mantener vivo el
tejido, este domina la poblacion microbiana y consecuentemente se observa disminucion en
la diversidad fangica (Li et al., 2020; Zhang et al., 2018, 2019). Por otro lado, si un patégeno

hemibiotrofo infecta se observa un incremento en la diversidad fungica al final de la
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infeccion, cuando el patdgeno se encuentra necrosando el tejido foliar debido a que puede
encontrarse debilitado el tejido Ilegando microorganismos saprofitos que colonizan los tejidos
y se benefician de estos (Griffiths et al., 2020; Luo et al., 2019). Sin embargo, el patdgeno
con forma de vida hemibidtrofo se comporta como bioétrofo al inicio de la infeccion y en un
estado intermedio la diversidad fangica disminuye para luego incrementar en necrosis (Luo et
al., 2019). Por otro lado, la composicién bacteriana independientemente del estilo de vida del
patdgeno muestra disminucion en la diversidad. Ademas, se observa que no existen estudios
detallados de microbioma de la hoja en plantas de banano. Existe un estudio que evalua la
diversidad y composicion filogenética del grupo Gammaproteobacteria, de la hoja bajo
diferentes ubicaciones geograficas. Este estudio revela que el microbioma de la hoja se
encuentra dominado por los géneros Pseudomonas sp. y Enterobacteria sp. (Kdberl et al.,

2015).

Mayor diversidad microbiana en plantacion organica

Los microbiomas en su estado basal entre sistemas de manejo agrondmico presentan
diferencias estructurales y de diversidad claras. Aunque en comparacion con otros estudios lo
revelado en el presente estudio no es precisamente consiste en términos de alpha diversidad.
Al igual que este estudio, existe otra evaluacion en plantas de uva que demuestra un aumento
de diversidad en la plantacion organica (Perazzolli et al., 2014). Sin embargo, se realizé un
estudio similar en trigo que no demuestra diferencias significativas (Gdanetz & Trail, 2017).
En composicion filogenética, Proteobacteria corresponde al filo de bacterias mas abundante
en microbioma vegetal, independientemente de la region, el manejo de cultivo y de la
fraccion de la planta (Trivedi et al., 2020). EI aumento del filo Firmicutes en la plantacién
convencional se ha observado antes en la fildsfera de maiz (Gdanetz & Trail, 2017). Por otro
lado, evaluando a nivel de género Pantoea sp. corresponde al género de bacterias mas

comunes en la filosfera de la planta (Wagner et al., 2020). Los patrones bacterianos se
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encuentran bien documentados, sin embargo, los estudios que caractericen las poblaciones
microbianas fungicas en diferentes manejos agronémicos son nulos. Es necesario tomar en
cuenta que los manejos agronémicos organicos pueden variar mucho en las préacticas
aplicadas en el cultivo de una misma especie y en diferentes especies, por lo que es necesario

tomar en cuenta este factor en la evaluacion del microbioma.

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 plantacién organica (Chen et al., 2020; Humphrey & Whiteman,
2020; Purahong et al., 2018; Smets & Koskella, 2020). En la respuesta observada en la
plantacion organica no se ha reportado anteriormente en evaluaciones de microbioma foliar
frente a disbiosis. Por otro lado, la disminucion en la diversidad bacteriana en disbiosis ha

sido reportada anteriormente (Chen et al., 2020; Li et al., 2020; Purahong et al., 2018).

Aunque los hongos del microbioma han sido, en general, escasamente explorados, los
pocos reportes existentes demuestran que Ascomicetos es el filo mas abundante en la
filosfera de plantas sanas y enfermas (Griffiths et al., 2020; Li et al., 2020; Luo et al., 2019;
Zhang et al., 2018, 2019), y la clase Dothideomycetes incrementa en la entrada de un
patogeno (Griffiths et al., 2020; Li et al., 2020). La diversidad en hemibidtrofos, al igual que
el patdgeno de interés P. fijiensis, incrementa al final de la infeccién lo que ocurre en la
plantacion convencional (Griffiths et al., 2020; Luo et al., 2019). Sin embargo, la plantacion
organica una vez necrosado el tejido la diversidad disminuye, lo que no se ha reportado

anteriormente en la literatura.
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Esto sugiere que realmente existen patrones de respuesta en la diversidad y
composicion filogenética que se ajustan mas a lo que ocurre en la hoja de banano de una
plantacion convencional. Lo observado en las comunidades fungicas de plantacion organica
no se ha reportado anteriormente, por lo tanto, es un punto de investigacion interesante para
prospeccién sobre microorganismos que probablemente estan interviniendo de manera activa

en el control sobre el desarrollo del patdgeno.

Pseudomonas sp. como potencial controlador bioldgico

Entre los microorganismos que se encuentran aumentados en la muestra del planta
organica sana se encuentra el género Pseudomonas sp. Este género comprende cientos de
especies que poseen caracteristicas como potenciadores de crecimiento y controladores
bioldgicos mediante diversos mecanismos (Hesse et al., 2018). Sin embargo, dentro de este
género también se encuentra una especie fitopatogena que en las Gltimas décadas se ha
convertido en un modelo de estudio que ha llevado a la ciencia vegetal a comprender diversos
patrones de patogénesis (Katagiri et al., 2002). Existen varias cepas de la especie
Pseudomonas fluorescens que han sido evaluadas como prometedoras en plantas de banano
para el control de Fusarium oxysporum (Selvaraj et al., 2014). Desde entonces, se han
realizado varias evaluaciones de esta especie como antagonistas a diversos fitopatdogenos
como Fusarium wilt (F. oxysporum f. sp. ciceris), blight del arroz (Rhizoctonia solani), blast

del arroz (Pyricularia oryzae), entre otras (Bubici et al., 2019).

Pseudomonas fluorescens Pfl 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 (Akila et al., 2011). En base a estos reportes
se han realizado diversos ensayos demostrando la efectividad de varios formulados y
protocolos de aplicacion de P. fluorescens Pf1 contra Fusarium Wilt. Ademas, se conoce que

la aplicacion de formulados de esta cepa provee mayor proteccion a estrés ambiental a plantas



27

de banano (Bubici et al., 2019). P. fluorescens Pf1 es un ejemplo de microorganismos que
atraviesan procesos evolutivos de especializacién con la planta huésped de banano para
conferirle caracteristicas que le provean beneficios para combatir la colonizacion del tejido
vegetal por fitopatdgenos. Hemos mencionado que el potencial de interaccion planta
microbioma en la regién inferior, es decir, bajo la superficie de la tierra, ha sido ampliamente
explorado (Trivedi et al., 2020). Por esto, explorar y explotar el potencial del microbioma
foliar que se encuentran en la region de infeccion en la planta interactuando directamente con

el patdgeno es un area muy interesante por explorar.
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CONCLUSIONES
La revision sistematica de literatura muestra que la diversidad bacteriana de la
filosfera disminuye su diversidad en presencia del patégeno independientemente de su
forma de vida. Mientras que el microbioma flngico si responde frente a la forma de
vida del patdgeno disminuyendo cuando este es biotrofo y aumentando cuando es
hemibidtrofo.
El microbioma endofito de las hojas de banano en estado basal es méas diverso para
bacterias y hongos en el manejo agronémico organico, siendo Proteobacterias 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 mas abundante es
Firmicutes.
El microbioma bacteriano disminuye en términos de diversidad cuando P. fijiensis
necrosa la hoja. La respuesta del microbioma flngico frente al patdgeno varia
dependiendo del sistema de manejo agronémico. En el caso de la plantacion
convencional la diversidad aumenta al final de la infeccion, mientras que en el manejo
organico la diversidad disminuye.
El hallazgo del ASV asociado a la especie de controladores biologicos P. fluorescens,
sugiere 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.
El core microbiome se encuentra compuesto por 21 ASVs bacterianos y 3 flngicos,
dominados por el género Pantoea, la familia Enterobacteriaceaa y lo géneros flngicos
Malassezia sp. y Purpureocilium sp. Observandose agrupacion por el estado de salud

en cuanto a bacterias y manejo agronémico para hongos.
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TABLAS

Tabla 1. Términos de busqueda empleados el nimero total de publicaciones para cada base

de datos

Bases de datos

Scopus

Scholar google

Términos de basqueda NUmero de articulos
"Phyllosphere microbiome" 39
"Leaf microbiome" 29
"Phyllosphere microbiota" 45
"Leaf microbiota" 24
"Phyllosphere microbiome" AND "pathogen™ OR "disease" 17
"Leaf microbiome" AND "pathogen” OR "disease" 14
"Phyllosphere microbiota” AND "pathogen” OR "disease" 22
"Leaf microbiota" AND "pathogen” OR "disease" 14
"Phyllosphere microbiome" 20
"Leaf microbiome" 323
"Phyllosphere microbiota” 611
"Leaf microbiota" 359
"Phyllosphere microbiome” AND "pathogen™ OR "disease" 5
"Leaf microbiome" AND "pathogen™ OR "disease" 4
"Phyllosphere microbiota” AND "pathogen” OR "disease" 5
"Leaf microbiota” AND "pathogen” OR "disease" 5

Para los motores de blsqueda Scopus y Scholar Google se escogio6 4 términos con una variacién
para cada uno, se delimito el tiempo de busqueda desde el 2014 hasta el 2020 debido a ser el
periodo de mayor densidad de investigaciones en microbiomas de la filosfera.



Tabla 2. Mejores hallazgos de articulos experimentales resultado de la revision sistematica de literatura
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Diversidad alpha Filograma
Afio  Primer autor Especie Pat6geno Forma de vida Hongos indice Bacterias indice Hongos Bacterias
Arabidopsis Hyaloperonospora Pseudomonadaceae
2020 Karasov thaliana arabidopsidis Biotrofo - - Disminuye Shannon (sin datos) Peronosporaceae Burkholderaceae
) Grapevine Plasmopara viticola y 5
2020 Perazzolli Erysiphe necator Biotrofo - - - - - Pseudomonadaceae
Rhizobiales
Fagus . . A
- Litylenchus crenatae Rumularia Bradyrhizobium
2020 Burke grandifolia Bidtrofo - - - - (Mycosphaerella) Wolbachia*
Sordariomycetes*
- . L Eurotiomycetes*
Citricos Diaporthe citri Dothideomycetes*
2020 Li Bidtrofo Disminuye Evennes (0.76 - 0.68) Diminuye Evennes (0.48 - 0.36) Agaricomycetes* Alphaproteobacteria
Arabidopsis Betaproteobacteria*
2020 Chen thaliana Sin patégeno Disbiosis - - Disminuye Shannon  (4.02 - 1.4) - Firmicutes
Zymoseptoria tritici o Shannon (2.9 -2.3) Proteobacteria*
2020 Seybold Trigo Mycospherella graminicola ~ Hemibi6trofo - - Disminuye Richness (57 - 35) - Actinobacteria*
Cardamine _ Evennes  (sin datos)
2020 Humphrey cordifolia S. nigrita Necrétrofo (Insecto) - - Disminuye Shannon  (sin datos) - Pseudomonadaceae
Euonymus Sobs (334 -105) Sobs (890 - 803) Actinobacteria
. o Erysiphe sp. Shannon  (1.75-0.08) Shannon (4.25 - 3.54) Proteobacteria
2019 Zhang Japonicus Bidtrofo Disminuye Simpson  (0.32-0.78) Disminuye Simpson  (0.07 - 0.14) Ascomycetes Firmicutes
Alphaproteobacteria
. Dothideomycetes Cytophagia
Ash tree Hymenoscyphus fraxineus Richness  (sin datos) Tremellomycetes Betaproteobacteria
2019 Griffiths Hemibiétrofo Aumenta Evennes (sin datos) No diferencias - Leotiomycetes Actinobacteria
Tres estadios: Actinobacteria
Psuedomonas syringae pv. Primero disminuye, Shannon  (3.28-2.79-3.1) Proteobacteria*
2019 Luo Pepino Lachrymans Hemibiétrofo luego aumenta. Richness (350 - 220 - 325) Aumenta Richness (130 - 97 - 180) Ascomycetes Firmicutes
Cochliobolus heterostrophus
2019 Wagner Maiz y Setosphaeria turcica Hemibiétrofo - - - - Pantoea sp.
Richness  (182.25 - 110.25)
Shannon  (1.23-0.90)
Inv Simpson (2.03 - 1.61)
2018 Zhang Calabaza Powdery mildew Bidtrofo Disminuye Chaol (279.47 - 181.91) - - Ascomycetes -
Richness (492 - 246) (256-59)
Shannon (4.02 - 2.95) (2.99 - 0.57) Proteobacteria sp.
2018 Purahong Kiwi Pseudomonas syringae Hemibiétrofo - - Disminuye Simpson  (11.93 - 8.09) (7.16 - 1.23) - Firmicutes*
Arabidopsis Pseudomonas
2016 Ritpitakphong thaliana Botrytis cinerea Biotrofo - - - - - Rhizobium

La tabla muestra el detalle de los mejores hallazgos de articulos experimentales, se especifica los indices analizados y la variacion de éstos entre
paréntesis, mostrando primero el dato de la muestra sana y luego su variacion en presencia del patégeno, las columnas de filogramas muestran

diferentes niveles taxondmicos analizados por los articulos.
* Clados que incrementan en presencia del patdgeno.



Tabla 3. Diversidad Alpha segiin manejo agrondémico en estado sano
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Organismo Manejo agronémico Shannon Chaol InvSimpson  Evennes
i Organico 2.20 160.00 5.62 0.47
Bacterias -
Convencional 1.95 235.44 4.22 0.41
Orgénico 3.52 134.00 16.50 0.71
Hongos -
Convencional 1.54 38.00 2.85 0.42

Se analizan 4 parametros de diversidad alpha lo que sugiere que el sistema de manejo
agronémico organico es el mas diverso independientemente del sistema de manejo

agronoémico.

Tabla 4. Diversidad Alpha segin manejo agrondmico en presencia de P. fijiensis

Organismo  Manejo agronémico Estado Shannon Chaol InvSimpson  Evennes
L. Sano 2.20 160.00 5.62 0.47
Organico
. Enfermo 1.50 60.56 2.92 0.38
Bacterias
. Sano 1.95 235.44 4.22 0.41
Convencional
Enfermo 1.97 179.38 3.63 0.40
. Sano 3.52 134.00 16.50 0.71
Organico
Enfermo 1.63 31.00 2.22 0.47
Hongos
. Sano 1.54 38.00 2.85 0.42
Convencional
Enfermo 3.21 31.00 22.00 0.93

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

convencional aumenta.
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Figura 1. Esquema de filtros realizados para la revision sistematica de literatura

La figura muestra la cantidad total de articulos para cada motor de busqueda obteniendo un
total de 1536 articulos que se seleccionaron progresivamente bajo los criterios especificados
hasta obtener un total de 14 articulos como mejores hallazgos basados en resultados para hacer
comparaciones.



Figura 2. Clasificacién general de los mejores 46 articulos escogidos
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Articulos escogidos en base al cuerpo entre el afio 2014 y 2020, se seleccionan en diferentes
categorias, detalle en el Anexo A.

Relative abundance

Relative abundance

Figura 3. Composicion filogenética de hojas de banano en estado basal (a) del gen 16S
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La hoja del sistema de manejo convencional presenta mayor abundancia de Firmicutes y menor
abundancia de Proteobacterias comparado con el organico. En general, el filo mas abundante
es Proteobacteria. La comunidad fungica del sistema de manejo orgénico presenta mayor
uniformidad, mientras que el convencional estad dominado por los 6rdenes Cystobasidiales y
Sporidiobolales.
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Figura 4. Cambio en composicion filogenética en presencia de P. fijiensis (a) para el gen 16S
rRNAY (V3-V4) y (b) laregion ITS.

La respuesta de la composicion filogenética del microbioma bacteriano es contraria en los
sistemas de manejo, en términos de proporcién de los filos Firmicutes y Proteobacteria. La
comunidad fangica del sistema de manejo organico se ve dominada por el orden
Cystobasidiales en presencia del patégeno, mientras que el convencional se vuelve mas

uniforme.
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Figura 5. Heatmap ploteado con ASVs de muestras bacterianas. EI grafico muestra el
enriquecimiento diferencial de ASVs dependiendo del estado de salud y el manejo

agronoémico.

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 orgéanica sana son de
interés para prospeccion.
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ASV3 Pseudomonas €¢—

S000015155 Pseudomonas fluorescens Biotype A ICMP 13622 ATCC 17555 AJ308303
$000138857 Pseudomonas fluorescens CCUG32456A AY321588

S000005688 Pseudomonas fluorescens Biotype C ICMP 13624 ATCC 17559 AJ308305
S000008333 Pseudomonas fluorescens Biotype G ICMP 13621 ATCC 17518 AJ308307
S000022278 Pseudomonas fluorescens bv. G PC18 AF228366

5000008436 Pseudomonas fluorescens AF 137359

S000022197 Pseudomonas fluorescens DSM 50090T (type strain) Z76662
S000006788 Pseudomonas fluorescens Biotype F ICMP 13616 ATCC 12983 AJ308306
S000126932 Pseudomonas fluorescens Q2-87 AJ278813

5000009478 Pseudomonas fluorescens CCCO8 AF511433

S000140379 Pseudomonas fluorescens 10CW AJ576246

S000012289 Pseudomonas syringae A0 AF 130950

S000140380 Pseudomonas syringae Lz4W AJ576247

S000009688 Pseudomonas syringae ATCC 19310 D84026

S000012408 Pseudomonas syringae LMG 1247t1T (type strain pathovar reference strain) Z76669
S000361312 Pseudomonas syringae RM29.1a AY574914

S000264378 Pseudomonas syringae pv. pisi PP105 AB109218

S000361311 Pseudomonas syringae PNA29.1a AY574913

S000130583 Pseudomonas fluorescens F113 AJ278814

Figura 6. Arbol filogenético realizado con Maximum Likelihood entre el
ASV3_Pseudomonas, P. fluorescens y P. syringae.

El arbol filogenético se realiza con el modelo Namura Tei y el método Maximum Likelihood
usando un Bootstrap de 10000. EI ASV3 de interés se ubica dentro del caldo de Pseudomonas

fluorescens.
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Figura 7. Riqueza de ASVs por muestra y compartidos organico (O), convencional (C), sano
(S) y enfermo (E) para (a) bacterias y (b) hongos.

El core microbiome 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.
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Figura 8. Heatmap ploteado con el core microbiome (a) bacteriano correspondiente a 21
ASVsy (b) fangico correspondiente a 3ASVs.

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 agrondémico.
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ANEXO A: ARTICULOS SELECCIONADOS PARA CLASIFICACION GENERAL Y DETALLES
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Plant organ

Afo  First author Species
2014 Perazzolli Grapevine

2014 Bodenhausen
2016 Ritpitakphong
2016 Vogel

2016 Allard

2016 Ottesen

2016 Laforest-Lapointe
2016 Laforest-Lapointe2
2017 Gdanetz

2017 Whitaker

2017 Wassermann

2017 Thapa

2017 Laforest-Lapointe

2018 Purahong
2018 Berg
2018 Zhang
2018 Wallace
2018 Taudiére
2018 Qian
2018 Carlstrom
2019 Seybold
2019 Luo
2019 Wagner
2019 Griffiths
2019 Hu

2019 Bruisson
2019 Nerva
2019 Zhang
2019 Toju
2019 Cernava
2019 Beilsmith
2019 Darlison
2020 Humphrey
2020 Chenl
2020 Seybold
2020 Ulrich
2020 O'keeffe
2020 Eitzen
2020 Tao

2020 Karasov
2020 Li

2020 Burke
2020 Perazzolli
2020 Doan
2020 Miebach
2020 Jean

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Tomato
Tomato

Various
Various
Wheat
Asteraceae
Brassica
Arroz
Various

A. deliciosa cv. Hayward y A. chinensis cv. Hort16A
Tomato

Pumpkin (C. moschata: nenzaol)
Maize

Corsican pine

Mussaenda pubescens var. Alba
Arabidopsis thaliana

Wheat

Cucumber

Maize

Ash tree

Wheat

Grapevine

Grapevine

Euonymus japonicus

Tomato

Té (Camelia sinensis (L.))
Arabidopsis thaliana

Spinach and Rocket

Cardamine cordifolia

Tobacco (Nicotiana tabacum L.)
Wheat

Native ash

Lolium arundinaceum
Arabidopsis thaliana

Apple

Arabidopsis thaliana

Citrus

Fagus grandifolia

Grapevine

Various

Arabidopsis thaliana (Col-0)
Hylocomium splendens and Pleurozium schreberi.
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Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere

Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere

Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere
Phyllosphere

Microbiome Analysis Pathogen Pathogen life-style Experiment type
Epiphytes Health Conv. Vs. Org (Healthy) - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health SynCom - Bio-essay
Epiphytes Disease B. cinerea Necrotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Disease Transcriptome in Pseudomonas syringae Biotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health Amendment - Bio-essay
Endophytes Health Diversity - Bio-essay
Host species identity, site and time drive

Epiphytes Health temperate - Samples
Epiphytes Health Variation - Samples
Epiphytes and endophytes (together) Disease Disease protection - Samples
Epiphytes and endophytes (together) Health Feedback - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health Health - Samples
Epiphytes and endophytes (together) Health Nutrition - Samples
Epiphytes and endophytes (together) Health Plant diversity - Bio-essay
Epiphytes Disease Pseudomonas syringae Hemibiotrophic Samples
Epiphytes Disease Bacterial speck (Pseudomonas syringae) Biotrophic Bio-essay
Epiphytes Disease Powdery Mildew Biotrophic Samples
Epiphytes and endophytes (together) Health Descriptive - Bio-essay
Endophytes Health Diversity of ascomycetes - Samples
Epiphytes and endophytes (together) Health Nutrition - Samples
Epiphytes and endophytes (together) Health SynCom (keystone species) - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Disease Zymoseptoria tritici Necrotrophic Bio-essay
Epiphytes Disease Psuedomonas syringae pv. Lachrymans Hemibiotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Disease Disease resistance Hemibiotrophic Samples
Epiphytes and endophytes (together) Disease H. fraxineus Hemibiotrophic Samples
Epiphytes and endophytes (together) Disease Septoria triticiblotch and yellow leaf spot Hemibiotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes Disease Botrytis cinerea and Phytophtora infestans Biotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Disease Erysiphe necator Biotrophic Bio-essay
Epiphytes Disease Erysiphe sp. Biotrophic Samples
Endophytes Health Association - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health Conv. Vs. Org (Healthy) - Samples
Epiphytes and endophytes Health GWAS - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health Mineral content - Bio-essay
Endophytes Disease Insect (S. nigrita) Necrotrophic Samples
Endophytes Disease Rhizopus oryzae Necrotrophic Samples
Epiphytes and endophytes (together) Disease Zymoseptoria tritici Necrotophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes Disease Hymenoscyphus fraxineus Hemibiotrophic Samples
Endophytes Disease Parasite Biotrophic, necrotrophic, hemibiotrophic ~ Samples
Epiphytes Disease Albugo laibachii Biotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Disease Gymnosporangium yamadae Biotrophic Samples
Epiphytes and endophytes Disease Hyaloperonospora arabidopsidis Biotrophic Bio-essay
Epiphytes and endophytes Disease Melanose (Diaporthe citri) Biotrophic Samples
Epiphytes and endophytes Disease Nematode (Litylenchus crenatae) Biotrophic Samples
Epiphytes Disease Plasmopara viticola and Erysiphe necator Biotrophic Bio-essay
Epiphytes Health Microbial dispersion - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health Microbiome interactions - Bio-essay
Epiphytes and endophytes (together) Health Nitrogen fixation - Samples
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Greenhouse
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In vitro
Greenhouse
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Greenhouse
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In vitro
Field

In vitro
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