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Resumen

El microbioma rizosférico del banano cumple funciones clave en la promocion del crecimiento
vegetal y la supresion de enfermedades del suelo. Se plantea un estudio con el objetivo de analizar
la diversidad funcional y taxondémica del microbioma en suelos rizosféricos de diez fincas
bananeras en la provincia de El Oro, Ecuador, considerando dos estados fenologicos de la planta.
La propuesta tiene un enfoque metagendmico shotgun, complementado con anotaciones
funcionales (eggNOG), analisis de redundancia (RDA) y redes funcionales y de correlacion con
el estado sanitario de la planta. Ademas del levantamiento de datos metagendémicos asociados al
microbioma de la rizésfera del banano, se espera la identificacion de genes promotores del
crecimiento vegetal (PGPG), como ginA, phoD, acdS e ipdC, distribuidos en multiples taxones.
Se espera también identificar taxones microbianos especificos cuya presencia o abundancia
correlacione con incidencia de Dickeya dadantii y Pectobacterium carotovorum, lo que podria
sugerir un rol protector del microbioma. Estos organismos podrian constituir candidatos para
estrategias futuras de biocontrol o biofertilizacion.

Palabras clave: rizosfera, metagenémica, KEGG, PGPG, supresividad.
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Abstract

The rhizospheric microbiome of banana plays key roles in promoting plant growth and
suppressing soil-borne diseases. This study proposes to analyze the functional and taxonomic
diversity of the microbiome in rhizospheric soils from ten banana farms located in the province of
El Oro, Ecuador, considering two phenological stages of the plant. The approach is based on
shotgun metagenomics, complemented with functional annotations (eggNOG), redundancy
analysis (RDA), and the construction of functional and correlation networks in relation to the
plant's health status. In addition to generating metagenomic data associated with the banana
rhizosphere microbiome, the study aims to identify plant growth-promoting genes (PGPG), such
as glnA, phoD, acdS, and ipdC, distributed across multiple taxa. It is also expected to identify
specific microbial taxa whose presence or abundance correlates with the incidence of Dickeya
dadantii and Pectobacterium carotovorum, which could suggest a protective role of the
microbiome. These organisms could represent candidates for future biocontrol or biofertilization
Strategies.

Keywords: rhizosphere, metagenomics, KEGG, PGPG, suppressiveness.
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

El banano es uno de los cultivos de mayor importancia para Ecuador. A nivel mundial
existen varios patogenos de importancia que ponen en riesgo a este cultivo, como Fusarium
oxysporum f. sp. cubense R4T (Foc), Ralstonia solanacearum filotipo Il raza 2 (agente causal de
la enfermedad llamada Moko), Banana Bunchy Top Virus (BBTV), Dickeya dadantii,
Pectobacterium carotovorum, entre otros (Zheng et. al., 2024). Estudios sobre el microbioma de
suelo agricolas han evidenciado que ciertos suelos poseen mecanismos que modulan la presencia
y expresion de microrganismos que son agentes causales de enfermedades de importancia para los
cultivos (Borsetto et. al., 2019; Arif, Batool &Schenk, 2020; De Corato, 2020; Ding et. al., 2021;
Zhang et. al., 2021; Mitsuboshi et. al., 2022; Couso et. al., 2023, Fan et. al., 2024; Spooren et. al.,
2025), por lo tanto, el comprender cuales son los procesos involucrados en estos mecanismos se
han convertido en un reto en la lucha contra los fitopatogenos (Zhong et. al., 2018; Lv et. al.,
2024).

La variacion del microbioma a lo largo del ciclo fenoldgico del cultivo, su diversidad
funcional (KEGG), y la presencia de genes asociados a la promocién del crecimiento vegetal
(PGPG) o supresividad son lineas de investigacion emergentes (Santoyo, 2022; Garcia et al.,
2024). Si bien se ha reportado el efecto positivo de microorganismos bioestimulantes, persiste una
brecha de conocimiento respecto al impacto de las practicas agricolas sobre el microbioma

funcional del suelo, en especial a lo largo de los estados fenologicos.

1.2 Descripcion del Problema

El crecimiento y sanidad del cultivo de banano esta influenciado por factores
fisicoquimicos del suelo, el manejo agrondémico y, en particular, por la composicién y
funcionalidad del microbioma rizosférico. En fincas bananeras de El Oro, la principal provincia
productora de banano de Ecuador, se ha observado una variabilidad significativa en el microbioma

rizosférico debido en gran parte a las diferencias en cuanto a practicas de fertilizacion, riego,



rotacion de cultivos y control bioldgico. Sin embargo, ain se desconoce cual es el grado de
influencia de estas variables sobre la diversidad microbiana y sus funciones asociadas al estado

sanitario de la plantacion.

1.3 Justificacion del Problema

Comprender la estructura y funciones del microbioma rizosférico del banano en diferentes
contextos agricolas y estados fenoldgicos permite identificar estrategias potenciales para mejorar
la salud del suelo y de la planta, y asi promover la productividad sostenible del cultivo. Este estudio
busca generar informacion clave sobre la abundancia y diversidad del microbioma rizosférico en
fincas de El Oro, asi como investigar los mecanismos microbianos asociados a la potencial
actividad supresiva o promotora en banano. Ademads, el estudio plantear caracterizar redes

funcionales que podrian aplicarse en el desarrollo de insumos bioldgicos adaptados al cultivo.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la funcionalidad del rizobioma de plantas de banano mediante andlisis

metagenomico para determinar el potencial benéfico sobre la sanidad del cultivo.
1.4.2 Objetivos especificos

1. Analizar la composicion taxondmica y funcional del microbioma rizosférico de plantas
de banano mediante secuenciacion Illumina, identificando genes clave asociados a funciones
PGPQG, supresivas (NRPS/PKS) y rutas metabdlicas (KEGG).

2. Determinar el impacto del microbioma rizosférico sobre el estado sanitario de plantas

de banano a través de evaluaciones de presencia/ausencia de patdgenos y sus sintomas.



1.5 Marco tedrico

1.5.1 Aspectos ecologicos del cultivo del banano y relaciones entre las etapas fenoldgicas

El banano (Musa spp.) es un cultivo que requiere suelos con buena estructura, drenaje
adecuado, alto contenido de materia organica y un pH cercano a la neutralidad. Su desarrollo esta
fuertemente influenciado por la disponibilidad de nutrientes como nitrégeno, fosforo, potasio,
calcio, magnesio y micronutrientes, los cuales deben aportarse a lo largo de sus cinco etapas
fenoldgicas: yema, F10, diferenciacion, floracion y cosecha. En cada una de estas etapas se
modifican las demandas fisiologicas del cultivo, asi como la actividad del sistema radical, lo cual
influye directamente sobre la interaccién con el microbioma del suelo. Diversos estudios han
demostrado que el microbioma rizosférico responde dindmicamente a estas fases, modulando la
disponibilidad de nutrientes y la resistencia a patogenos (Garcia et al., 2024). Por tanto, el analisis
conjunto del microbioma en cada estado fenoldgico permite identificar momentos clave para
intervenciones agricolas y/o aplicaciones de bioestimulantes. Ademas, se ha observado que ciertos
genes funcionales del microbioma, como los relacionados a la fijacion de nitrégeno y
solubilizacion de fosforo, pueden activarse diferencialmente a lo largo del ciclo fenolédgico, lo cual
representa una oportunidad para sincronizar el manejo del suelo con la fisiologia del cultivo (Cao
et. al., 2024). Esta sinergia temporal puede ser clave para optimizar la eficiencia en el uso de

bioinsumos y reducir la dependencia de fertilizantes sintéticos.
1.5.2 Anadlisis de genes funcionales, supresivos y promocion del crecimiento vegetal

El andlisis funcional del microbioma mediante anotaciones KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) permite identificar rutas metabolicas asociadas a funciones ecolédgicas clave.
Entre ellas se incluyen procesos como el ciclado de nitrégeno, sintesis de sider6foros, produccion
de hormonas vegetales, resistencia a estrés y transporte de nutrientes (Wang et. al., 2023). Estas
rutas no solo permiten evaluar el potencial ecoldgico del microbioma, sino también compararlo

entre ambientes agricolas y fases fenoldgicas.



Los genes NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetases) y PKS (Polyketide Synthases)
estan asociados a la sintesis de metabolitos secundarios con efectos antibidticos y de biocontrol,
como iturinas, surfactinas o fenazinas, los cuales contribuyen a la supresividad del suelo frente a
patdgenos (Fan et al., 2024; Spooren et al., 2025). Por lo tanto, estos genes pueden ser considerados
marcadores funcionales de la potencial actividad biocontroladora de los microbiomas.

Por otro lado, los genes considerados como marcadores PGPG (Plant Growth-Promoting
Genes), como nifH, phoD, acdS, budA, ginA, trpA, Sigma54, amp-binding, ABC tran, PALP e
ipdC, estan relacionados con la fijacion bioldgica de nitrégeno, solubilizacion de fosforo, sintesis
de fitohormonas, produccion de sider6foros o compuestos volatiles beneficiosos. La presencia de
estos genes en el microbioma permite inferir su rol en la promocion del crecimiento vegetal y su
posible uso como indicador de salud del suelo.

A este grupo funcional también se suman los hongos promotores del crecimiento vegetal
(PGPF), los cuales no solo actian en la solubilizacioén de nutrientes, sino también en la activacion
de respuestas de defensa en plantas. Géneros como Trichoderma, Penicillium, Aspergillus,
Chaetomium 'y Talaromyces han sido reconocidos por mejorar la resistencia sistémica y favorecer
el crecimiento en condiciones de estrés, a través de la produccion de acido indolacético (AIA),
sideroforos, y enzimas como la fosfatasa acida. En el contexto del cultivo de tomate afectado por
Fusarium oxysporum, los PGPF han demostrado capacidad para mitigar la enfermedad y promover
el desarrollo vegetal al modular las comunidades microbianas y activar mecanismos sistémicos de
defensa (Attia et. al., 2022).

La identificacion y cuantificacion de estos genes permite evaluar el potencial funcional del
microbioma rizosférico, comparando entre ambientes agricolas distintos o entre etapas del cultivo.
Asimismo, el andlisis de su redundancia funcional y coocurrencia con otros genes clave posibilita

construir redes funcionales que reflejan la complejidad y robustez ecologica del sistema rizosférico



en banano. En conjunto, estas aproximaciones permiten avanzar hacia una agricultura mas precisa,

basada en el conocimiento funcional del ecosistema suelo-planta-microorganismo.



Capitulo 2



2. Materiales y métodos

2.1 Sitio de estudio y recoleccion de muestras

El estudio se llevara a cabo en diez unidades de produccion agricola ubicadas en la
provincia de El Oro, Ecuador. Dichos sitios serdn seleccionados en base a los distintos sistemas
de manejo del cultivo de banano (Musa acuminata sp.) y a distintas condiciones edafoclimaticas.
En cada finca se seleccionaran plantas representativas en cinco etapas fenologicas distintas (yema,
F10, diferenciacion, floracion y cosecha, Figura 1). En cada finca se marcaran 180 plantas para

evaluacion destructiva en estado fenoldgico 2 al 5 (en estado 1 solo se muestrea el suelo frente a

la yema).

Figura 1

Estados fenologicos del cultivo de banano, adaptado de CENIBANANO (2023).
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Para cada combinacion de finca y estado fenologico se recolectardn tres muestras

compuestas, cada una formada por 12 submuestras de suelo rizosférico de plantas marcadas para



evaluacion destructiva, siguiendo la metodologia de McPherson et al. (2018) adaptado para cultivo
de banano. Al momento del muestreo, se registrara el nivel de incidencia de plantas afectadas (no
marcadas) cuyos sintomas visuales indiquen presencia de Dickeya dadantii y Pectobacterium
carotovorum, las cuales son ampliamente reportadas en cultivos de banano a nivel nacional y
causan pudriciones blandas en el cultivo. Las submuestras seran extraidas a 30 cm de profundidad
a una distancia de 30 cm de la base del pseudotallo, en la zona de raices activas, y se
homogeneizaran en condiciones axénicas para formar cada muestra compuesta. Las muestras seran

almacenadas a -80°C hasta la extraccion de ADN metagendémico.
2.2 Analisis metagenomico rizosférico mediante Illumina Shotgun

El ADN total serd extraido a partir del suelo rizosférico usando el kit comercial DNeasy
PowerSoil® (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante para
maximizar el rendimiento y la pureza del ADN. La calidad y concentracion del ADN extraido se
verificard mediante espectrofotometria usando un NanoDrop™. Las bibliotecas metagendémicas
seran preparadas a partir de las muestras de cada estado fenoldgico y finca. La secuenciacion
masiva tipo shotgun seré realizada usando la plataforma Illumina NovaSeq (lectura paired-end de

150 pb), empleando los servicios de Macrogen Inc. (Corea del Sur).

2.3 Procesamiento bioinformatico de datos metagendomicos

Las secuencias crudas obtenidas seran sometidas a control de calidad y andlisis
bioinformatico, siguiendo un pipeline estructurado reproducible. En primer lugar, las lecturas
FASTQ seran descargadas y la calidad de éstas evaluada mediante FastQC (v0.11.9) y visualizadas
usando MultiQC (v1.14). Para la eliminacién de adaptadores y el recorte de baja calidad en las
lecturas crudas, se utilizara la herramienta Cutadapt v4.4 aplicando un limite minimo de longitud
de 25 pb para conservar lecturas informativas y un filtro de calidad con umbral Q20. Para eliminar

posibles contaminantes vegetales, particularmente secuencias del genoma del banano, se empleara
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BBMap (v39.01), alineando las lecturas contra un el genoma de referencia de Musa acuminata.
Las lecturas no alineadas seran utilizadas como entrada para el ensamblaje de contigs mediante el
ensamblador metagenémico MEGAHIT (v1.2.9), empleando una longitud maxima de lectura de
150 pb y una estrategia de ensamblaje multinivel con k-mers de longitud 21, 29, 39, 59, 79, 99,
119 y 141. A partir de los contigs ensamblados, se realizaran predicciones de marcos abiertos de
lectura (ORFs) utilizando Prodigal (v2.6.3) en modo metagenémico. Las proteinas resultantes
seran anotadas funcionalmente mediante eggNOG-mapper (v2.1.10), empleando el database
eggNOG 5.0. En paralelo, se realizard la clasificacion taxondémica de las lecturas utilizando
Kraken2 (v2.1.2) con la base de datos Estandar PlusPF 16Gb, y posteriormente se refinaran las
abundancias mediante Bracken (v2.6.0), generando reportes a nivel de especie, género y filo. Los
datos resultantes seran procesados y analizados en RStudio (v4.3.1). Para validar la exactitud de
las asignaciones taxondmicas obtenidas por Kraken2 y Bracken, se implementarda un
procedimiento adicional que incluya la extraccion de lecturas asociadas a taxones de interés, su
ensamblaje con MEGAHIT, y posterior verificacion mediante BLASTn contra la base de datos nt

de NCBI en el entorno de RStudio.

2.4 Analisis funcional del microbioma

Las anotaciones funcionales obtenidas mediante eggNOG-mapper seran procesadas para
identificar funciones de interés relacionadas a genes de promocion del crecimiento vegetal
(PGPGQG), supresividad del suelo (genes de biocontrol), y funcionalidad metabdlica general basada
en rutas KEGG. Se definirdn como genes funcionales PGPG aquellos involucrados en fijacion
bioldgica de nitrogeno (nifH), solubilizacion de fésforo (phoD), produccion de fitohormonas
(acdS, ipdC, budA), transporte de nutrientes (ABC tran, Sigma54, PALP), biosintesis de
aminoacidos (trpA, glnA), y sintesis de compuestos bioactivos (amp-binding). Por su parte, los
genes de supresividad incluiran aquellos asociados a sintesis de metabolitos antimicrobianos

(NRPS, PKS, phz, chid), quorum sensing (/uxR, luxI, quorum), transporte de compuestos y
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resistencia (ABC membrane, MFS 1, Aldeh, adh_short). Ademas, se agruparan rutas KEGG
relacionadas a procesos ecoldgicos relevantes como fijacion de nitrogeno, metabolismo del azufre,
biosintesis de sider6foros, exopolisacaridos, biofilm, motilidad bacteriana (flagelina, quimiotaxis),
transduccion de sefiales (cheA, MCPs), estrés oxidativo, resistencia a antibidticos y movilidad
genética (transposasas, integrasas). La abundancia relativa de estas funciones sera normalizada por
muestra y analizada por categorias (PGPG, supresiva, KEGQ). Se evaluaran patrones diferenciales
entre fincas y estados fenoldgicos, y se calcularan indices de redundancia funcional, coocurrencia

y distribucién diferencial.

2.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos del andlisis taxonomico y funcional del microbioma, asi como de las
variables edaficas y fisiologicas del cultivo, seran procesados en el entorno estadistico R (v4.3.1).
Para el analisis de diversidad se calculard la diversidad alfa (Shannon, Chaol) a partir de la
abundancia y se compararan entre grupos mediante pruebas de Kruskal-Wallis. La diversidad beta
se evaluard mediante analisis de coordenadas principales (PCoA) usando distancias Bray-Curtis,
y se contrastardn grupos mediante andlisis de disimilitud permutacional (PERMANOVA). En lo
que refiere al andlisis funcional, las funciones KEGG, PGPG y supresivas se analizaran mediante
matrices de abundancia relativa por funcidén, segmentados por finca y estado fenoldgico. Se
calcularan indices de redundancia funcional (nimero de funciones por categoria presentes en cada
grupo) y su comparacion estadistica se realizara con pruebas no paramétricas.
2.6 Analisis de datos metagenomicos versus respuesta de las plantas a enfermedades

causadas por patégenos del suelo

A partir de los datos generados por los andlisis metagendmicos, se construirdn matrices de
abundancia microbiana y funcional, considerando taxones a nivel de género o especie por muestra,
asi como sus respectivas rutas metabolicas. Estos datos se correlacionaran con matrices fenotipicas

que reflejan el nivel de dafio causado por Dickeya dadantii y Pectobacterium carotovorum, junto
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con estado fenoldgico. Para identificar taxones asociados positiva o negativamente con la
incidencia de la enfermedad, se aplicaran analisis de correlacion de Spearman entre las matrices

de abundancia microbiana y las variables fenotipicas.



Capitulo 3
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3. Resultados esperados
3.1 Caracterizacion detallada del microbioma rizosférico de banano

Se anticipa la identificacion de una comunidad microbiana diversa y diferenciada entre
fincas y estados fenoldgicos, tanto a nivel taxondmico (filo, género, especie) como funcional. La
diversidad alfa (Shannon, Chaol) y beta (Bray-Curtis) permitirdn establecer patrones de
estructuracion microbiana en funcion del manejo agricola y las condiciones edafoclimaticas.
3.2 Identificacion de genes funcionales clave del rizobioma

A través de las anotaciones con eggNOG y KEGG, se espera detectar genes asociados a la
promocion del crecimiento vegetal (PGPQ), tales como nifH, phoD, acdsS, ipdC, y a funciones de
supresividad del suelo, incluyendo genes como NRPS, PKS, phz, luxR, chi4. La abundancia y
distribucion de estos genes permitird inferir el potencial funcional del microbioma rizosférico.
3.3 Relacion entre funcionalidad microbiana y sanidad del cultivo

Se espera encontrar correlaciones estadisticamente significativas entre la abundancia de
ciertos taxones y funciones microbianas con los niveles de incidencia de Dickeya dadantii y
Pectobacterium carotovorum. Estas relaciones permitirdn proponer mecanismos microbianos
asociados a tolerancia o susceptibilidad a enfermedades.
3.4 Diferenciacion funcional del microbioma entre estados fenologicos

Se prevé que las distintas etapas de desarrollo de la planta influencien la composicion y
funcionalidad del rizobioma. Por ejemplo, podrian observarse funciones PGPG maés abundantes
en etapas vegetativas tempranas, y funciones de defensa o supresividad mas representadas en
etapas reproductivas o de mayor estrés.
3.5 Deteccion de taxones indicadores y potenciales biocontroladores

Se espera identificar taxones microbianos especificos cuya presencia o abundancia

correlacione negativamente con la incidencia de plantas con pudriciéon blanda, lo que podria
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sugerir un rol protector del microbioma. Estos organismos podrian constituir candidatos para
estrategias futuras de biocontrol o biofertilizacion.
3.6 Generacion de matrices funcionales y modelos exploratorios

Los datos permitirdn construir matrices multivariadas que integren abundancia
taxonomica, funcionalidad microbiana y estados fenologicos del cultivo. Estas matrices podrian

usarse para modelar el impacto del rizobioma sobre la sanidad de las plantas por estado fenologico.



Capitulo 4
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4. Conclusiones y recomendaciones

Uno de los aportes mas relevantes serd la identificaciéon de taxones microbianos y
funciones génicas (PGPG y supresivas) que se correlacionen con niveles de incidencia de
pudricion blanda. Esto podria sugerir un efecto protector del microbioma rizosférico y abrir nuevas
lineas para el desarrollo de consorcios microbianos con fines de biocontrol. Asimismo, la
deteccion de genes asociados a la supresividad del suelo —como NRPS, PKS o [uxR— puede
aportar informacioén valiosa sobre los mecanismos moleculares implicados en la competencia
microbiana, inhibicion de patégenos y estimulacion de respuestas defensivas en la planta.

La diferenciacion funcional del microbioma a lo largo de los estados fenoldgicos permitira
discutir como la planta regula o selecciona su comunidad rizosférica en funciéon de sus
requerimientos fisioldgicos, y cdmo esta comunidad responde a factores de estrés biodtico. Esta
perspectiva holistica podria demostrar que el microbioma no es estatico, sino dindmico y
coevolutivo con el hospedero, influenciado por su desarrollo y el entorno edafico.

Ademas, la integracion de datos metagendmicos con variables agrondmicas y sanitarias
permitira establecer modelos multivariados que expliquen parte de la variabilidad observada en la
severidad de la enfermedad. Esto no solo contribuiré al conocimiento cientifico sobre microbiomas
funcionales, sino que también puede tener aplicaciones practicas. Por ejemplo, las fincas que
presenten perfiles microbianos mas sanos podrian servir como referencia para practicas agricolas
regenerativas o estrategias de transferencia microbiana dirigida.

El estudio aqui propuesto no solo contribuira al avance del conocimiento cientifico sobre
la funcionalidad del microbioma rizosférico, sino que también tendrd implicaciones directas para
el sector bananero ecuatoriano, uno de los pilares economicos del pais. Al identificar
microorganismos y funciones asociadas a una menor incidencia de enfermedades por patégenos
de suelo, se podran proponer estrategias innovadoras de manejo bioldgico del cultivo, adaptadas a

las condiciones locales. Ademas, los perfiles microbianos caracterizados podrian emplearse como
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indicadores de salud del suelo, facilitando diagnésticos mas precisos y sostenibles. Estos hallazgos
abriran la puerta al desarrollo de practicas agricolas mas resilientes, con menor dependencia de
pesticidas, y orientadas a preservar la productividad y sanidad del cultivo de banano en Ecuador a
largo plazo. El proyecto aqui propuesto tiene atin mas relevancia debido a los recientes brotes de
la enfermedad Moko, asi como el riesgo actual de una primera incursion de Foc, tanto en banano
como en platano en Ecuador. La ejecucion de este proyecto podria brindar luces sobre

interacciones existentes entre microbiomas benéficos y es importante patégeno asociado al suelo.
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