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RESUMEN

Phytophthora palmivora agente causal de la enfermedad mazorca negra, que
ocasiona grandes pérdidas econdmicas en el cultivo. El empleo de rizobacterias
permite disminuir la proliferacion de patdgenos y reduciendo el uso de
agroquimicos. El objetivo de la investigacidn es determinar el potencial antagonismo
de las rizobacterias sobre la estructura de resistencia y propagacion de P. palmivora.
La investigacidn se ejecutd en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular
de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), Ecuador. Se selecciond
la cepa de P. palmivora L8-1 y las rizobacterias Klebsiella variicola (BO3-4),
Enterobacter asburiae (BA4-19 y PM3-14), Pseudomonas putida (BMR2-4 y PB3-6) y
Pseudomonas spp. (PM4-13) el ensayo se dividié en tres fases: 1) Antagonismo de
extractos celulares sobre las estructuras de resistencias y diseminacién; 2) Niveles
de infecciéon en mazorcas y 3) Mecanismo de proteccién de plantas de cacao.
Losresultadosindicaron que alas 72 h despuésde laaplicacién, los extractos celulares
de PM3-14 y BA4-19 presentd lisis en clamidosporas (80%), ademas inhibieron la
germinacion vy lisis de zoosporas (68%). La aplicacion de los extractos celulares de
BA4-19 disminuyé el avance de infeccion de P. palmivora (50%) sobre la corteza de la
mazorca. A los 65 dias posteriores a la inoculacién (dpi), de las rizobacterias PM3-14
y BMR2-4 reduce la mortalidad de pléntulas de CCN-51 al (100%) en presencia de
P. palmivora. La aplicacion de las cepas de rizobacterias PM3-14, BA4-19 y BMR2-4
demostraron ser altamente efectivas en el control de P palmivora, logrando inhibir
su desarrollo y proporcionar una proteccion completa al cacao CCN-51, ademés de
promover su crecimiento.

Palabras claves: antagonismo, control biolégico, clamidosporas, lisis de zoosporas,
metabolitos secundarios, PGPR’s.

SUMMARY

Phytophthora palmivora causal agent of the black ear disease, which causes
great economic losses in the crop. The use of rhizobacteria allows reducing the
proliferation of pathogens and reducing the use of agrochemicals. The objective
of the research is to determine the potential antagonism of rhizobacteria on the
resistance structure and propagation of P. palmivora. The research was carried out at
the Microbiology and Molecular Biology Laboratory of the State Technical University
of Quevedo (UTEQ), Ecuador. P. palmivora strain L8-1 and the rhizobacteria Klebsiella
variicola (BO3-4), Enterobacter asburiae (BA4-19 and PM3-14), Pseudomonas putida
(BMR2-4 and PB3-6) and Pseudomonas spp. (PM4-13), the trial was divided into three
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phases: 1) Antagonism of cell extracts on resistance and dissemination structures;
2) Infection levels in pods and 3) Mechanism of protection of cocoa plants. The results
indicated that 72 h after application, cell extracts of PM3-14 and BA4-19 presented
lysis of chlamydospores (80%), and inhibited germination and lysis of zoospores
(68%). The application of cell extracts of BA4-19 decreased the advance of infection
of P. palmivora (50%) on the cob bark. At 65 days after inoculation (dpi), PM3-14
and BMR2-4 rhizobacteria reduced the mortality of CCN-51 seedlings (100%) in the
presence of P. palmivora. The application of rhizobacterial strains PM3-14, BA4-19
and BMR2-4 proved to be highly effective in controlling P. palmivora, inhibiting its
development and providing complete protection to cocoa CCN-51, in addition to
promoting its growth.

Index words: antagonism, biological control, chlamydospores, lysis of zoospores,
secondary metabolites, PGPR’s.

INTRODUCCION

Phytophthora palmivora, causante de la enfermedad de pudricion en mazorca negra, es responsable de
pérdidas en rendimiento del 40% a la cosecha mundial del cacao Theobroma cacao L (Alomia, Alomia y Vega,
2021). Ademas de infectar méas de 200 especies vegetales. (Bailey, Evans, Phillips, Ali y Meinhardt, 2018; Schmidt,
Puig, DuVal y Pfeufer, 2023). La presencia de Phytophthora en paises tropicales corresponde en su mayoria a
especies de: P. capsici, P. citrophthora, P. megakarya, P. hevea, y P. palmivora, esta Ultima es la méas frecuente
y agresiva en los cultivos horticolas y frutales (Bahia et al., 2015). El género de patdgenos Phytophthora spp.
incluye especies que causan enfermedades en plantas y destacan por su capacidad de adaptarse a diversos
ambientes. Sus caracteristicas morfoldgicas varian segun factores climéaticos y ambientales, lo que le permite
sobrevivir, infectar diferentes plantas y dificultar su control en la agricultura (Liu et al., 2022). La pared celular
de este patdégeno estd compuesto por glucanos y celulosa que genera proteccién de agentes antagonista y
efectos climéticos (Wang et al., 2009). La diseminacidn de este patégeno se basa en su rapida dispersion de sus
zoosporas, contenidos dentro de los esporangios y liberdndose en ambientes acuosos (Schroeder et al., 2013).

El mecanismo de infeccidn se produce por sus estructuras de resistencia, donde sus clamidosporas poseen
paredes gruesas que permite sobrevivir grandes periodos de tiempo en el suelo, en condiciones de humedad
y sequia (McCarren, McComb, Shearer y Hardy, 2005) Diseminando sus zoosporas biflageladas que tienen la
capacidad de colonizar los tejidos vegetales (raiz, tallo y hojas) (Hardham, 2001). El cacao es particularmente
vulnerable a P. palmivora, un patégeno que provoca diversas afecciones, como manchas necréticas en plantulas
y mazorcas, chancros en el tallo y pudricion de los granos (Bailey y Meinhardt, 2016).

Control de P. palmivora se emplean fungicidas cupricos, sugieren 6 aplicaciones por afio (Opoku, Akrofi,
Appiahy Owusu, 2000)y el sulfato de cobre genera contaminaciéon ambiental de (suelo y agua) (Cornu, Huguenot,
Jézéquel, Lolliery Lebeau, 2017). El incremento del grado de tolerancia y su efectividad es variable durante la alta
proliferacion de la enfermedad en estacion himeda (Guest, 2006). Como alternativas al control de Phytophthora
se ha empleado hongos enddfitos Colletotrichum gloeosporioides que disminuye la incidencia de enfermedad
en la mazorca (Mejia et al., 2008). Aplicaciones de formulaciones en campo de aceite agricola con Trichoderma
asperellum PR11 constituye una alternativa potencial al control de P. megakarya en T. cacao (Mbarga et al., 2020).

En las alternativas al control de Phytophtora spp, esté el empleo de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
en Plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR, por sus siglas en inglés), que induce la resistencia a
patégenos oomicetos, incluido Phytophthora (Zhang et al., 2010). Aplicaciones de Streptomyces cameroonensis
en cacao promueve el desarrollo y protege a P. megakarya (Boudjeko et al., 2017). La actividad antagdnica de las
rizobacterias esta vinculado a compuestos volatiles como: cianuro de hidrogeno (HCN), proteasa (PR), antibidticos
pirrolnitrina (Prn) y 4cido fenazina-1-carboxilico (PCA) estos metabolitos antagdnicos actian en la inhibicién de
fitopatdgenos al alterar sus membranas, metabolismo y respiracion celular (Fischer, Jofré, Cordero, Gutiérrez y
Mori, 2010). La presencia de PRy HCN por P, fluorescens UTPF5 tiene efecto inhibitorio al desarrollo micelial de
Rhizoctonia solani influenciadas en el rol a la degradacion de la pared celular y bloquea la respiracién celular
al interrumpir la actividad de la citocromo c oxidasa (Afsharmanesh, Ahmadzadeh, Javan-Nikkhah y Behboud;,
2010; Canchignia-Martinez et al., 2024a). Las PGPR son estudiadas por promover la resistencia sistémica inducida
(Induced Systemic Resistance, ISR, por sus siglas en inglés) (Zhang et al., 2010). El empleo de rizobacterias
suprime eficazmente varios patdgenos fdngicos, por una activacion rapida y coordinada de genes en defensa de
las plantas (genes R) que normalmente expresan susceptibilidad al patégeno (Goswami, Dhandhukia y Thakker,
2016). El objetivo se basd en determinar la eficiencia antagdnica de las rizobacterias a P. palmivora sobre sus
estructuras de resistencia, propagacion y su potencial proteccién a CCN-51.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacidn se ejecutd en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo (UTEQ), localizado en la Finca Experimental “La Maria” en el km 7.5 de la Via Quevedo -
El Empalme, cantén Mocache, provincia de Los Rios. Sus coordenadas geogréaficas 01° 06" Sy 79°29'0C,a 75 m
de altura. El estudio tuvo lugar durante un periodo de experimentacién que abarcé desde septiembre de 2021
hasta junio de 2022.

Obtencion de Estructuras de Resistencias y Propagacion de P. Palmivora

Phytophthora palmivora cepa (L8-1) procedente de Cerecita provincia del Guayas, se caracteriza por mayor grado
de agresividad, seleccionadas del Banco de Germoplasma del Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular
de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ). El hongo se incubd en placas Petri que contenian el medio
V8 (Jugo V8 200 ml L, carbonato de calcio 0.5 gL'y 15 g L' de agar) a (12 h luz por 12 h oscuridad) por 10 dias.

Para estimular la generacion de estructuras resistencia y propagacion (clamidosporas y zoosporas). Al final
de su incubacién en placas Petri, se afiadieron 10 mL de H,O con Tween al 0.01% para mejorar la visualizacién y
sectorizacion del mayor contenido de clamidosporas dentro de placa Petri. Recuperando los discos miceliales de
(1 cm &) con un promedio de (10.000 U) de sus organelos diferenciados.

La recuperacion de zoosporas se realizé con la metodologia propuesta por Cedefio-Moreira et al. (2020),
el patégeno crecié en agar V8 por fotoperiodo antes mencionado, se adicionaron 10 mL de H,O e incubado a
4 °C por 10 min, sometiendo a ondas de choque por ultrasonido (Diamond Back 3Q)/ 10 min, para la liberacién
de zoosporasy recuperando 1 mLy con 20 pL de azul de tripan para su inmovilizacién, determinando un volumen
de suspension de zoosporas 4x10° del patdgeno, verificado bajo conteo por cdmara de Neubauer.

Recuperacion de los Extractos Celulares de Rizobacterias

Del Banco de Germoplasma del Laboratorio de Microbiologia de la UTEQ, se seleccionaron seis rizobacterias
productoras de enzimas hidroliticas (Cuadro 1). Las bacterias se incubaron a 120 rpm a 27 °C por 48 h en un
agitador (Benchmark, Incu-Shaker), con 50 mL del medio liquido King B [(g L™"): peptona de carne, 20.0; glicerol,
15 mL; KHPO,, 1.5; MgSO, x 7H,O, 1.5; agar, 15; agua destilada (pH 7.2)], suplementado con chloramphenicol
(13 pg mL") y ampicilina (40 pg mL") (King, Ward y Raney, 1954), hasta alcanzar la concentracién de
1x107 (UFC x mL). Se recuperd 15 mL del cultivo celulary se centrifugo a 6.000 rom durante 5 min (Centrifuge 800-B),
proceso se realizé en triplicado. Recuperando el sobrenadante y re-suspendidas en un mismo volumen de H,O. Las
muestras se filtraron por Nalgene Syringe de 0.2 pm y sometidos a choque térmico de 15 min a 90 °C en (Memmert
WNB 22)y 15 min a- 40 °C en el ultra congelador (Eppendorf-Innova U725) y almacenados a 4 grados centigrados.

Cuadro 1. Rizobacterias productoras de enzimas hidroliticas.
Table 1. Antagonistic metabolite producing and mineral solubilizing rhizobacteria.

No. Organismos Cepas Metabolitos antagdnicos Sideréforos  Produccidn AIA Solubilizaciéon
PR HCN Prn P K
1 Klebsiella variicola BO3-4 + + + + + +
2 Enterobacter asburiae  BA4-19 + + + + +
3 Enterobacter asburiae  PM3-14 + + + + ++ + +
4 Pseudomonas spp. PM4-13 +
5 Pseudomonas putida ~ BMR2-4 + + + + +
6 Pseudomonas putida ~ PB3-6 + + - + ++ + +

Productoras de metabolitos secundarios y solubilizadoras de minerales: PR-Proteasa, HCN-cianuro de hidrégeno, Prn-pirrolnitrina, sideréforos, AlA-acido indol-3-
acetico, P-fésforo, K-potasio (Chavez, Guato, Pefiafiel, Mestanza y Canchignia, 2018; Canchignia-Martinez et al., 2024b).

Secondary metabolite producers and mineral solubilizers: PR-Protease, HCN-hydrogen cyanide, Prn-pyrrolnitrin, siderophores, IAA-indole-3-acetic acid,
P-phosphorus, K-potassium (Chavez, Guato, Pefiafiel, Mestanza, and Canchignia, 2018; Canchignia-Martinez et al., 2024b).
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Antagonismo de Extractos Celulares sobre las Estructuras de Resistencias y Diseminacion de P. Palmivora

Se adicioné 500 ul de extractos celulares de las rizobacterias al 20%, sobre discos miceliales del hongo
de (1 cm @), con sus organelos diferenciados a la presencia de clamidosporas. Incubados en placas de cultivo
celular de 24 pocillos de (1.9 cm? x 3.4 mL). al final de los tiempos de exposicion los discos miceliales se evalud
la generacién de lisis en clamidosporas. Observadas en porta objeto afiadiendo 0.5 ul de azul de tripan sobre
el micelio y fijando la muestra con mechero hasta desaparecer el agar nutritivo, empleando un microscépico
OLYMPUS (ocular 10X y objetivo 40X).

Se recuperd 50 ul de un contenido de 4 x 10° zoosporas y expuesta a un volumen similar de los extractos
celulares al 20%, contenidos en tubos Eppendorf de 2 mL. Al final de la evaluacién ese recuperdé 20 ul para evaluar
la inhibicidon en geminacién y lisis de zoosporas por cdmara de Neubauer a un campo de 70X. Todos los ensayos
de actividad antagonista de los estratos celulares de las rizobacterias se evaluaron a 24, 48 y 72 h, he incubado a
28 °C. Los tratamientos contenian cinco réplicas y cada una con tres unidades experimentales. Se evalué: % lisis =
(clamidosporas y zoosporas lisadasx 100) / total de clamidosporas y zoosporas observadas a (24,48 y 72 h).

Niveles de Infeccién por P. palmivora en Mazorcas de Cacao

Se evaluaron los niveles de infeccidén en mazorcas sanas de CCN-51 con 18 semanas de edad. Se realizé la
desinfeccién con H,O destilada y jabdn. Las mazorcas se sumergieron a NaClO al 10% durante 10s. Los materiales
bioldgicos se incubaron en bolsas de polipropileno més papel absorbente con 10 mL de H,O estéril para generar
cédmara hdmeda. Se aplicé 20 mL de los extractos celulares por mazorca bajo pulverizacidn. Se recuperd discos
miceliales de (1 cm @), con un promedio de (10.000 U) de esporangios, ubicados en los extremos de la mazorca
y almacenadas a temperatura ambiente por (12 h luz y 12 h oscuridad). El avance de infeccién a (24,48 y 72 h)
posterior a la incubacién del hongo. Se evalué el porcentaje de inhibicion micelial por los extractos celulares,
desde el borde del disco micelial hasta el crecimiento del hongo en (mm). Los tratamientos contenian cuatro
réplicas y cada una con 3 unidades experimentales.

Mecanismo de Proteccién de T. cacao a P. palmivora por Aplicacion Edafica de PGPR

Los ensayos de proteccidn por aplicacion de las rizobacterias en plantas de CCN-51 al patdgeno se realizd
acorde a la metodologia de Cedefio-Moreira et al. (2020) las semillas de cacao se desinfectaron y escarificacion
para la inoculacién de 10 uL de rizobacterias a una concentracién de 1x10? (UFC x mL). Se realizaron aplicaciones
por aspersién al suelo de 1 mL de suspensidn celular individual de (PB3-6, PM3-14, BMR2-4, BA4-19, PM4-13,
BO3-4) a (20 y 35 dias). Se mantuvieron en invernadero con humedad relativa al 75 % a 28 = 2 °C, por un
fotoperiodo de (12 h luzy 12 h oscuridad) y las plantulas control sin inoculante bacteriano.

Alos 40 dias post-inoculacidn (dpi) con las rizobacterias se inoculd 20 uL de zoosporas con una concentracién
superiora(2x10°)al 4pice de plantulas de CCN-51 con la cepa L8-1. Las pléntulas se trasladaron a cdmara himeda
para asegurar la supervivencia de las zoosporas. A los 70 dpi se evalud los niveles de proteccidn y peso fresco de
planta. Los tratamientos contenian cinco réplicas y cada una con cuatro unidades experimentales.

Analisis de Datos

Los valores para cada condicion se presentan como el promedio individual = desviacién estandar. Los datos
fueron analizados mediante ANOVA para evaluar la varianza y, posteriormente, se aplicé el procedimiento de
comparacion multiple de Tukey (SD) con un nivel de significancia de (P < 0.05), utilizando el software statgraphics
(Statgraphics Technologies, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Degradacién de las Estructuras de Resistencia Clamidosporas por Efecto de Extractos Celulares de
Rizobacterias

Los extractos celulares ocasionan lisis en las estructuras de resistencias (clamidosporas) de (PM3-14; BMR2-4;
PB3-6; BA4-19; PM4-13). Se evidencid una diferencia significativa entre los extractos celulares en funcion a los
tiempos de exposiciones. A las 24 h, se observa una respuesta temprana del extractor celular de PM3-14 que
ocasiona el 40% de lisis celular de las clamidosporas. A las 48 h se incrementan entre (69 y 71%) de lisis celular
por las exposiciones con los extractos de (BA4-19 y PM4-13). A 72 h de exposiciones con los extractos celulares
de PM3-14 y BA4-19 superan el 80% de efectividad (Figura 1). La ruptura de la pared celular de las clamidosporas
de P palmivora es provocada por la degradacién de la pared celular de compuestos como HCN y PRn
(Villarreal-Delgado, Villa, Cira y Estrada, 2018).
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Figura 1. Degradacion de las clamidosporas de P. palmivora por aplicacién de
extractos celulares de PGPR. Evaluacion de la actividad antagénica a 24, 48 y 72 h al
20% que ocasionan lisis en clamidosporas. Los valores con letras similares no presentan
diferencias estadisticas significativas al nivel de (P < 0.05), por el procedimiento de
comparacién multiple de Tukey. Las barras indican el ES individual para tratamiento ().
Figure 1. Degradation of P. palmivora chlamydospores by application of PGPR cell
extracts. Evaluation of the antagonistic activity at 24, 48 and 72 h at 20% causing lysis in
chlamydospores. Values with similar letters do not present significant statistical differences
at the level of (P < 0.05), by Tukey's multiple comparison procedure. The bars indicate the
individual ES for treatment ().

La produccion de metabolitos de actividad antagdnica por las rizobacterias ejerce deformaciones y lisis sobre
la pared celular de las clamidosporas durante el tiempo exposiciones. Se han reportado pocos estudios sobre el
biocontrol de clamidosporas de P. palmivora de cacao, sin embargo, se evidencia que Chromobacterium sp. JH7 y
P aurantiaca ST-TJ4 tienen la potencialidad de inhibir la formacién de clamidosporas y micelio en Cylindrocarpon
destructans y P. cinnamomi por la producciéon de 2.4 diacetilfloroglucinol (DAPG), proteasas, sideréforos y
fenazinas (Han, Park y Kim, 2017; Zhang, Kong, Wu y Li, 2022). La efectividad antagdnica de los extractos celulares
de las rizobacterias (PM3-14 y BA4-19), se relacionan por la capacidad de producir compuestos antimicrobianos
como: (pirrolnitrina, sideréforos y cianuro de hidrégeno) que estaria asociado al biocontrol de las clamidosporas
(Figura 2).

Antagonismo de Extractos Celulares de PGPR Sobre las Estructuras de Diseminacién Zoosporas

Las exposiciones directas de los extractos celulares en las zoosporas ocasionaron perdida en la movilidad de
las mismas, alterando el proceso de germinacién. Evidenciando diferencia significativa de (P < 0.05), entre los
extractos celulares en funciéon a los tiempos de exposiciones. El tiempo de exposiciones a 24 h de los extractos
celulares de (PB3-6 y BA4-19) incidieron con el 15% de lisis de sus zoosporas. A 48 h se incrementé la cantidad
de lisis en zoosporas entre (30 y 31%) por aplicacién de los extractos celulares de (BO3-4 y PB3-6). Al final de su
evaluacion, los extractos celulares ejercieron su actividad antagdnica ocasionando lisis celular de las zoosporas
superiores al 50% por aplicacion de los extractos celulares (Figura 3a).

Los extractos celulares inhibieron la formacién de su flagelo a diferencia de las células no tratadas llegando a
su estado de germinacion. Estos resultados sugieren que los metabolitos antagdnicos (PR, HCN y PRn) producidos
por las rizobacterias (BA4-19 y PM3-14) son fundamentales para el biocontrol de estructuras de proliferacion de
P. palmivora (Figura 3b). Estos compuestos generan un desequilibrio en la integridad y permeabilidad de la
membrana de las zoosporas (Rivera, Martinez, Osorio y Martinez, 2010).
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Figura 2. Clamidosporas bajo el efecto de sobrenadantes
bacterianos durante 24, 48 y 72 h. (D = deformaciones
de clamidosporas; L = lisis; C= clamidosporas sin extractos
celulares).

Figure 2. Chlamydospores under the effect of bacterial
supernatants for 24, 48 and 72 h. (D =chlamydospore
deformations; L = lysis; C = chlamydospores without cell
extracts).

Los ensayos in vitro de los extractos celulares a inhibir la germinacién de las zoosporas nos aproximan a
un proceso de reduccion de la diseminacion de P. palmivora e iniciar con perspectivas al control biolégico.
Siendo una de las estrategias para incrementar los niveles de proteccion de las plantas (Khatun et al., 2018).
Se evidencia que la rizobacteria E. asburiae ObRS-5 suprimela formacién de esporangios y germinacién de
zoosporas en Phytophthora drechsleri con 66.7%, reduciendo la movilidad e infeccién de células epidérmicas en
plantas (Lee, Ahn, Han y Park, 2020). La aplicaciéon de metabolitos secundarios de P, aeruginosa (dcido fenazina-
T-carboxilico, 2.4-diacetilfloroglucinol, oomicina, pioluteorina, pirrolnitrina, kanosamina y pantocina) ocasiond
lisis e inmovilizaciéon de zoosporas en P. capsici (Khatun et al., 2018; Kenawy et al., 2019). Se deduce que las
rizobacterias en estudio, al producir estos metabolitos minimizan la proliferacién de zoosporas siendo una
medida de biocontrol y estrategias a la aplicacién en campo.

Reduccién de Infeccion de P. palmivora en Mazorcas por Aplicaciones de Extractos Celulares

Las aplicaciones de los extractos celulares en mazorcas de T. cacao CCN-51, reduce el avance de infecciéon por
P. palmivora (mazorca negra). Los niveles de infeccién del patégeno a 24 h, de mazorcas tratadas con extractos
celulares mantienen una diseminacién similar de la enfermedad entre (0.51 y 0.58 mm), a diferencia del control
la colonizacién del hongo en la mazorca de 0.68 mm. El nivel de infeccion a 48 h, en mazorcas no tratadas se
incrementa con 6 mm de expansion del patégeno sobre la corteza de la mazorca. Los extractos celulares de
las cepas BA4-19 y PB3-6 inhibe el avance del patégeno sobre la corteza de la mazorca entre (2.23 y 2.61 mm).
El patégeno presenta una ligera expansion entre (3.56 y 4.47 mm) sobre la corteza de la mazorca bajo las
aplicaciones de los extractos celulares de las cepas (PM4-13; BO3-4; BMR2-4 y PM3-14). La incubacién del
patégeno a 72 h, presenta un desarrollo acelerado sobre la corteza de la mazorca con la expansién de 7.87 mm.
El extracto celular de BA4-19 detuvo el progreso de infeccién del hongo con un crecimiento minimo de 3.96 mm
sobre la corteza de la mazorca (Figura 4).
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Figura 3. Respuesta diferencial de extractos celulares en zoosporas de P. palmivora. A) Actividad antagénica
producidos por sobrenadantes bacterianos a 24, 48 y 72 h, causando lisis en zoosporas. (G = germinacién
de zoosporas; L = lisis y zoosporas sin germinacién). Los valores con letras similares no presentan diferencias
estadisticas significativas al nivel de (P < 0.05), por el procedimiento de comparaciéon multiple de Tukey. Las
barras indican el ES individual para tratamiento (). B) Inhibicién a germinacion y lisis de Zoosporas bajo efecto
de sobrenadantes bacterianos a 72 h.

Figure 3. Differential response of cell extracts on zoospores of P. palmivora. A) Antagonistic activity produced
by bacterial supernatants at 24, 48 and 72 h, causing lysis in zoospores (G = germination of zoospores; L = lysis
and zoospores without germination). Values with similar letters do not show significant statistical differences at
the level of (P < 0.05), by Tukey's multiple comparison procedure. Bars indicate individual ES for treatment ().
B) Inhibition to germination and lysis of Zoospores under the effect of bacterial supernatants at 72 h.
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Figura 4. Niveles de protecciéon a P. palmivora en mazorcas de cacao en respuesta de
extractos celulares. Evaluacion del avance de necrosis sobre la corteza de mazorcas de cacao a
24,40y 72 h. Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al
nivel de (P < 0.05), por el procedimiento de comparacién multiple de Tukey. Las barras indican el
ES individual para tratamiento ().

Figure 4. Levels of protection against P. palmivora in cocoa pods in response to cell extracts.
Evaluation of necrosis progress on the bark of cocoa pods at 24, 40 and 72 h. Values with similar
letters do not present significant statistical differences at the level of (P < 0.05), by Tukey's multiple
comparison procedure. Bars indicate individual ES for treatment ().
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El proceso de diseminacion del patdégeno a 72 h genera la formacion necrética sobre la corteza de mazorcas
y el avance de la enfermedad al interior de ella. Esto ocasiona dafio sobre la almendra de cacao a diferencia de la
aplicacién del extracto celular de la cepa BA4-19, deteniendo la formacién necrética en la corteza y el avance de
la enfermedad a la almendra de cacao (Figura 5). La condicién de infeccién en mazorcas sometidas a condiciones
de alta humedad incrementa la diseminacién y proliferacion del patdégeno (Cedefio-Moreira et al.,, 2020).
Las mazorcas de cacao inoculadas con Phytophtora tratadas con P. aeruginosa y Chryseobacterium proteolyticum
disminuye la infeccion en comparacién al control, a la produccién de enzimas hidroliticas (proteasa y lipasa),
compuestos volatiles y antibidticos (pirrolnitrina, pioluteorina y cianuro de hidrégeno) (Alsultan et al., 2019; Aras
et al., 2018; Miguelez-Sierra, Acebo, El Jaziri, Bertin y Hernandez, 2019; Sritongon, Boonlue, Mongkolthanaruk,
Jogloy y Riddech, 2023). Es posible que la rizobacteria BA4-19 disminuya el avance del P. palmivora alas 72 h por
produccién de proteasa y siderdforos, por tal motivo ejerce una accidn de proteccién en las mazorcas (Chévez,
Guato, Pefiafiel, Mestanza y Canchignia, 2018).

Reduccidn de Infeccion de P. palmivora en Plantas de CCN-51 por Aplicacion de PGPR

La reduccion de infeccion por el patégeno a la aplicacién individual de (E. asburiae PM3-14 y P. putida
BMR2-4) lograron un nivel de proteccion completo del 100% frente a P palmivora en plantas de T. cacao CCN-51
(Figura 6a). Esto contrastd con el control sin la presencia de indculo bacteriano, el 70% de las plantas experimentaron
mortalidad. Los agentes de biocontrol también pueden inducir respuestas de las plantas mediante la secrecién de
metabolitos secundarios (Lucke, Correa y Levy, 2020). La aplicacién de rizobacterias productoras de HCN, AlA y
peroxidasa disminuyé la severidad de la enfermedad (20%) de Phytophtora en plantas de cacao (Syamsuddin,
Marlina, Chamzurni y Maulidia, 2021). La adaptabilidad de las rizobacterias en distinto cultivares de cacao permite
proveer a través de sus compuestos antimicrobianos actividades inhibitorias contra el crecimiento del micelio, la
esporulacidénylagerminacién de zoosporas. El mecanismo de proteccidén en especies vegetaleslos microorganismos
promueven su desarrollo y mejorando asi sus relaciones beneficiosas con las ellas (Volynchikova y Kim, 2022).

24 h 72 h 72 h

PM4-13 BA4-19

CONTROL

Necrosis en la superficie Necrosis al interior de
de corteza corteza

Figura 5. Formacion de necrosis en mazorcas de cacao en respuesta
de extractos celulares. Inhibicién de formacién de necrosis mazorcas de
cacao a 24 y 72 h por aplicacién de extracto celular de BA4-19 y PM4-
13. Las (flechas negras) indican la formacién necrética en la superficie y
(flechas rojas) al interior de la mazorca a 72 horas.

Figure 5. Necrosis formation in cocoa pods in response to cell
extracts. Inhibition of necrosis formation in cocoa pods at 24 and 72 h
by application of cell extracts of BA4-19 and PM4-13. The (black arrows)
indicate the necrotic formation on the surface and (red arrows) inside the
cob at 72 hours.
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Figura 6. Efecto de la aplicacion de rizobacterias en plantas de cacao frente a P. palmivora
durante 70 dpi. a) Niveles de proteccién en plantas de cacao CCN-51. b) Peso fresco de la
planta. Las barras indican el ES individual para tratamiento (+). c) Proteccién del tejido foliar
al patégeno.

Figure 6. Effect of rhizobacteria application on cocoa plants against P. palmivora during
70 dpi. a) Levels of protection in CCN-51 cocoa plants. b) Fresh weight of the plant. Bars
indicate individual ES for treatment (+). ¢) Protection of leaf tissue to the pathogen by PGPR
application.

Los niveles de proteccidn se relacionan con el incrementé del peso de la planta de (7.5 g) por la aplicaciéon
de la rizobacteria PM3-14. A diferencia del control sin aplicaciones de rizobacterias el peso se reduce a (4.5 g),
siendo un indicativo de proteccién contra patégenos (Figura 6b). Las inoculaciones de cepas de rizobacterias al
género: Pseudomonas, Serratia, Acinetobacter incrementaron la biomasa en plantas de cacao por la produccién
de auxinas y citoquininas (Cedefio-Moreira et al., 2020; Akhtyamova et al., 2023; Macias-Holguin et al., 2023).
Las rizobacterias disminuyen la mortalidad de plantas de T. cacao CCN-51 causadas por Phytophthora palmivora
durante los 70 dias posteriores a la inoculacién (dpi) y, ademas, muestran un efecto sinérgico al aumentar el
peso fresco de las plantas (Figura 6c). Este efecto positivo en la estimulacion y el crecimiento de las plantas esta
relacionado con la capacidad de las rizobacterias para influir en las concentraciones de hormonas vegetales y
solubilizar nutrientes minerales, mejorando su disponibilidad para las plantas (Asari et al., 2017).

CONCLUSIONES

Las cepas de rizobacterias PM3-14 y BA4-19 controlaron eficazmente las estructuras de resistencia y de
P. palmivora con (80 y 68%).

Las cepas BMR2-4 y BA4-19 lograron inhibir a P palmivora en la seccién externa de la mazorca con (50%) de
la mazorca de cacao. Estas bacterias promovieron el crecimiento de plantas de cacao CCN-51y proteccidon contra
el patégeno del 100%.

La aplicacién de rizobacterias en plantulas y mazorcas de cacao combiné su capacidad para promover el
crecimiento de las plantas con la supresién de la enfermedad. Este efecto se debe a la accién de los metabolitos
secundarios y a la produccién de hormonas de crecimiento. Sin embargo, es fundamental realizar estudios de
campo adicionales para evaluar el impacto de estas cepas en la produccion del cultivo de cacao.
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