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RESUMEN

La Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (por sus siglas en inglés PGPR) se
han descrito por su capacidad de inducir en la planta resistencia y proteccién ante agentes
patdgenos y medio ambientales que atentan contra su normal fisionomia, asi también al
desarrollo mediante el estimulo con fitohormas. ElI hongo basidiomiceto Moniliophthora
perniciosa es el agente causante de la enfermedad denominada como ‘escoba de bruja’ en
Cacao (Theobroma cacao) presentando sintomas en brotes jovenes, cojinetes florales, yemas
vegetativas y en frutos; donde el desarrollo de sistemas de control eficaces y perdurables es
una medida sustitutiva ante el uso de pesticidas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
los efectos de las PGPR ante el patogeno Moniliophthora perniciosa, aplicandolas bajo
sistema foliar y a la rizosfera, ademas en semillas para verificar los efectos de las
rizobacterias. Se utilizaron PGPR aisladas de musas endémicas pertenecientes al laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, mientras la obtencién de
las esporas del patogeno se realiz6 con la desinfeccidn de ramas secas infectadas y camara
himeda. Se observaron los efectos de cinco cepas bacterianas en semillas pregerminadas las
cuales fueron colocadas en recipientes plasticos a una temperatura de 26°C, las PGPR fueron
lavadas con el buffer PBS (Phosphate Buffered Saline) e inoculadas dos veces con 400 ul y
en plantas de cacao que fueron trasplantas se inocul6 al 10% de la concentracidn bacteriana
durante un mes. La rizobacteria Acinetobacter calcoaceticus (BMR2-12) presento los
mayores resultados con una longitud radicular 8.29 cm y peso radicular 0.72 g en semillas,
y la aplicacion de PGPR en plantas demostré6 que hay un efecto estimulante con el
incremento del desarrollo radicular esto por aplicacion Pseudomona veronii (R4) con 6.77g.
Por consiguiente la aplicacion de las bacterias via foliar en presencia de Moniliophthora
perniciosa demuestran que el patdgeno ejerce sintomatologia caracteristicas como la es la
reduccion del diametro del hipocotilo donde la aplicacion de S. marcescens (PM3-8) obtuvo
el mayor promedio de 0.44 cm de diametro, por el contrario por efecto de inoculacion edafica

no se observaron cambios significativos.

Palabras claves: Hipocotilo, Rizobacterias, Acinetobacter calcoaceticus.
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ABSTRACT

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) have been described for their ability to
induce resistance and protection against pathogens and environmental agents in the plant,
which attenuate their normal appearance, as well as their development through phyto-plant
stimulation. . The basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa is the causative agent of
the disease known as ‘witch's broom' in Cacao (Theobroma cacao) presenting symptoms in
young shoots, floral bearings, vegetative buds and fruits; where the development of effective
and lasting control systems is a substitute measure when using pesticides. The objective of
this investigation was to evaluate the effects of the PGPR against the pathogen
Moniliophthora perniciosa, applying them under the foliar system and the rhizosphere, in
addition in seeds to verify the effects of the rhizobacteria. PGPR isolated from endemic
muses belonging to the Microbiology laboratory of the State Technical University of
Quevedo were used, while the spores of the pathogen were obtained with the disinfection of
infected dry branches and humid chamber. The effects of five bacterial strains were observed
in pregerminated seeds which were placed in plastic containers at a temperature of 26 ° C,
the PGPR were washed with PBS buffer (Phosphate Buffered Saline) and inoculated twice
with 400 pl and in plants of Cocoa that were transplanted was inoculated to 10% of the
bacterial concentration for a month. The rhizobacteria Acinetobacter calcoaceticus (BMR2-
12) presented the highest results with a root length of 8.29 cm and root weight 0.72 g in
seeds, and the application of PGPR in plants showed that there is a stimulating effect with
the increase in root development this by application Pseudomona veronii (R4) with 6.77g.
Therefore the application of the bacteria via foliar in the presence of Moniliophthora
perniciosa shows that the pathogen exerts characteristic symptoms such as the reduction of
the hypocotyl diameter where the application of S. marcescens (PM3-8) obtained the highest
average of 0.44 cm of diameter, on the contrary by effect of edaphic inoculation no

significant changes were observed.

Keywords: Hypocotyl, Rhizobacteria, Acinetobacter calcoaceticus.
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proteccién ante agentes patégenos y medio ambientales que atendan contra su normal
fisionomia, asi también al desarrollo mediante el estimulo con fitohormas. El hongo
basidiomiceto Moniliophthora perniciosa es el agente causante de la enfermedad
denominada como ‘escoba de bruja’ en Cacao (Theobroma cacao) presentando
sintomas en brotes jovenes, cojinetes florales, yemas vegetativas y en frutos; donde
el desarrollo de sistemas de control eficaces y perdurables es una medida sustitutiva
ante el uso de pesticidas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos de
las PGPR ante el patégeno Moniliophthora perniciosa, aplicAndolas bajo sistema
foliar y a la rizosfera, ademas en semillas para verificar los efectos de las
rizobacterias. Se utilizaron PGPR aisladas de musas endémicas pertenecientes al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
mientras la obtencidn de las esporas del patégeno se realizd con la desinfeccion de
ramas secas infectadas y camara himeda. Se observaron los efectos de cinco cepas
bacterianas en semillas pregerminadas las cuales fueron colocadas en recipientes
plasticos a una temperatura de 26°C, las PGPR fueron lavadas con el buffer PBS
(Phosphate Buffered Saline) e inoculadas dos veces con 400 pl y en plantas de cacao
que fueron trasplantas se inocul6 al 10% de la concentracion bacteriana durante un
mes. La rizobacteria Acinetobacter calcoaceticus (BMR2-12) presento los mayores
resultados con una longitud radicular 8.29 cm y peso radicular 0.72 g en semillas, y
la aplicacion de PGPR en plantas demostr6 que hay un efecto estimulante con el
incremento del desarrollo radicular esto por aplicacion Pseudomona veronii (R4) con
6.77g. Por consiguiente la aplicacion de las bacterias via foliar en presencia de
Moniliophthora perniciosa demuestran que el patdgeno ejerce sintomatologia
carécteristicas como la es la reduccion del didmetro del hipocétilo donde la
aplicacion de S. marcescens (PM3-8) obtuvo el mayor promedio de 0.44 cm de
didmetro, por el contrario por efecto de inoculacion edafica no se observaron cambios

significativos.
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INTRODUCCION

En el Ecuador existe un tipo de cacao (Theobroma cacao L.) Unico en el mundo conocido
con el nombre de “Nacional”, reconocidos por tener una fermentacion muy corta y dar un
chocolate suave de buen sabor y aroma, reconocido a nivel mundial con la clasificacion fino
de aroma. Persistiendo asi las enfermedades del cacao representan un factor importante en
la economia y cultura de nuestro pais, ellas causan pérdidas en la produccion y altos costos

para su control.

La enfermedad conocida como “Escoba de Bruja” del cacao, causada por el hongo
basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, fue reportada por primera vez en Surinam en
1895, luego se movid rapidamente, extendiéndose a Guyana en 1906, Ecuador en 1918,
Trinidad en 1928, Colombia en 1929, Granada en 1948 y Bahia-Brasil en 1989. Freire et al.,
(2017) destaca que M. perniciosa junto con M. roreri causan una disminucion en el
rendimiento del 50-90%

En su ataque a los frutos puede asociarse con otras enfermedades como la Moniliasis y
Antracnosis. El patégeno ataca tejidos meristematicos en crecimiento e induce hipertrofias

e hiperplasias, sintomas que varian de acuerdo a las condiciones ambientales esencialmente.

La variedad Nacional de cacao cultivada en el pais es susceptible al ataque del patdgeno M.
perniciosa en cuanto a las medidas estratégicas de control no logran ser eficaces lo cual

genera aumento de los costos de produccién y un declive en la productividad.

El control quimico tiende a ser el principal medio de control de patdgenos, los cuales generan
resistencia y amplian el problema. Nuevas alternativas de control son necesarias para el
reemplazo de los pesticidas tradicionales. Las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (PGPR) tienen la capacidad de producir efectos benéficos en estadios tempranos de
las especies vegetales, mejorando el desarrollo de la biomasa de las raices y brotes en plantas,
aumentando la germinacion de las plantulas, vigor, altura, contenido de nutrientes presencia
de clorofila, acelerando el tiempo de floracion y brindando proteccion frente a fitopatégenos
radicales. Entre los géneros bacterianos que han sido descritos como PGPR se encuentran

Pseudomonas spp. y Bacillus spp



CAPITULO |

CONCEPTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Diagnostico

El hongo M. perniciosa es el responsable de la enfermedad escoba de bruja que se manifiesta
con sintomas en brotes vegetativos, cojinetes florales y frutos; ocasionando la formacién de
escobas vegetativas y malformaciones en frutos conocidos como chirimoyas o frutos

zanahoria, con una reduccion en la produccion.

El inadecuado control de la enfermedad, sumado con la susceptibilidad del cacao tipo
“Nacional”, ha generado que el patdgeno se desarrolle facilmente, debido a la capacidad para

adaptarse a los cambios del entorno, repercutiendo en cuantiosas pérdidas econdémicas.

1.1.2. Planteamiento del problema

Los ineficientes métodos de control hacia M. perniciosa, por aplicacion de pesticidas
conllevan a la generacion de resistencia del patdgeno y la pérdida de la biodiversidad de los
microorganismos que habitan en el suelo entre ellos las rizobacterias que benefician al
desarrollo de las plantas. Esto sumado con la mayor incidencia del patdégeno en la época

Iluviosa donde es propicio para la produccion de basiodiosporas e infeccion en brotes tiernos.

La enfermedad escoba de bruja producida por el patdgeno M. perniciosa genera la reduccién

en la produccidn del cultivo de cacao esto con la susceptibilidad a la variedad Nacional.
1.1.3. Sistematizacién del problema

e ;Cudl de las rizobacterias presenta la mejor actividad antagénica a M. perniciosa?

e ;Cual método de aplicacidn de rizobacteria es el mas eficiente; edafico o foliar?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Determinar los efectos de PGPR a Moniliophthora perniciosa (escoba de bruja) en Cacao

(Theobroma cacao L.)

1.2.2. Objetivos Especificos

e Evaluar los efectos de las PGPR obtenidas en biofermentadores sobre semillas pre-
germinadas y plantulas de cacao.

e Establecer el grado de accidn de las rizobacterias por su inoculacion al follaje en
plantulas de cacao frente a M. perniciosa.

e Evaluar el grado de accidn de las rizobacterias por su inoculacion a la rizésfera en

plantulas de cacao frente a M. perniciosa.



1.3. Justificacién

El cacao Nacional tiene caracteristicas distintivas de aroma y sabor buscadas por los
fabricantes de chocolate siendo uno de los rubros de mayor importancia para el agricultor y
el pais, donde se busca alternativas al empleo de pesticidas y permitan un manejo eficiente

de los patdgenos en el cacao.

El constante empleo de pesticidas estd ocasionando cambios en la fisiologia y generan
resistencia al control del patégeno M. perniciosa. El sector agricola ha iniciado con trabajos
al empleo de PGPR, esto permite ejercer un control a patdgenos y sin causar dafio y cambios
al medio ambiente. La investigacion aportara con el desarrollo de tecnologia que permitan
el control al hongo M. perniciosa, por la aplicacion de rizobacterias y de esta manera tener
informacidn a la forma de aplicacién para un manejo adecuado de la enfermedad escoba de
bruja, beneficiando a: agricultores, productores y futuros estudios que continden en esta linea

investigativa.



CAPITULO I

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Escoba de bruja conceptualizacion

La escoba de bruja causada por el hongo M. perniciosa infecta brotes jovenes, cojinetes
florales, yemas vegetativas y en frutos jovenes. La enfermedad combinada con la monilia
del fruto M. roreri, causan pérdidas anuales que superan en ocasiones el 50% del total de
frutos producidos y en casos extremos pueden llegar hasta el 90% de pérdidas (Freire et al.,
2017).

El micelio del hongo en el interior del tejido muerto de la escoba seca, forma masas y bajo
condiciones de alta humedad relativa (80%), precipitacion de 1000 a 2000 mm. En el
laboratorio se puede simular las condiciones en cdmara himeda con rociadores de agua (8
horas de humedad y 16 horas de secado) (Pozo, 2006); y temperatura entre 22 a 28 °C (Purdy
y Schimidt, 1996).

Los basidiocarpos son el estado sexual del hongo, poseen un color purpura intenso, cuyo
pileo presenta un diametro de 5 a 30 mm con surcos radiales convexos y deprimidos en el
centro. La lamela (estructuras laminares existentes bajo el sombrero de algunos hongos) es
blanguecina con méas de 15 laminillas correspondientes a los surcos del pileo. El estipe es
hueco de color blanco cremoso y mide de 5 a 10 mm, su base es engrosada de color pardo
(Evans, 1978)

La enfermedad comienza cuando los hongos germinan e infectan tejidos meristematicos,
convirtiéndose en hifas biotréficas monocarioticas sin conexiones que ocupan lentamente el
espacio intercelular. Esta etapa se caracteriza por la apariciobn de ramas anormales
hipertréficas e hiperplésicas, y la formacion de frutos partenocarpicos. Las ramas infectadas,
conocidas como "escobas verdes", crecen sin dominancia apical, con orientacion fototropica
y mostrando epinastia de hojas. Después de dos o tres meses, el tejido infectado se vuelve
necrotico (escobas secas) y las hifas se vuelven saprotréficas con dos nucleos por célula 'y

conexiones de pinza (Mondego et al., 2008).

M. perniciosa se caracteriza por una fase biotrofica sintomatica y de larga duracion, que
puede durar mas de 60 dias en los tejidos vivos del cacao y es responsable de los sintomas
mas distintivos de la enfermedad, que comprenden cambios morfoldgicos drasticos en los

brotes infectados (Teixeira et al., 2014).



2.1.2. Banco de cepas de ecotipos de M. perniciosa a diferentes pisos altitudinales

El banco de cepas de ecotipos de M. perniciosa a diferentes pisos altitudinales de Theobroma

cacao demuestra la diversidad de especies a diferentes pisos altitudinales.

Tabla 1. Banco de cepas de ecotipos de M. perniciosa a diferentes pisos altitudinales
(Auhing, 2018)

Piso | Rango | Altura Cddigo Coordenada Canton Provincia
(m.s.n
.m)
1°40'40.4"S Los Rios
8 MpLRBA-101 79°38'37.4"W Baba
1 0-100 1°21'22.4"S Los Rios
32 MpLRVE-102 79°24'04.0"W Ventanas
1°05'04.5"S Los Rios
74 MpLRMO-103 79°29'54.5"W Mocache
80 MpGUBA-104 2°57'9"S 79°39'11"W Balao Guayas
117 MpLRBF-105 0°47'11.0"S Los Rios
2 100-200 79°28'44.7"W Buena Fe
140 MpLRBF-106 0°40'03.6"S Los Rios
79°27'08.3"W Buena Fe
193 MpBOLN-107 1°16'20.5"S Bolivar
79°19'20.7"W Las Naves
299 Santo
. MpSDSD-108 0°24'18.0"S Sto. Domingo Domingo
3 200-400 79°18'10.0"W de los
Tsachilas
358 Santo
MpSDSD-109 0°21'38.3"S Sto. Domingo Domingo
79°15'55.1"W de los
Tsachilas
455 Santo
SDSD-110 0°20'40.4"S Sto. Domingo Domingo
79°14'18.7"W de los
Tsachilas
Santo
4 400-500 470 MpSDSD-111 0°19'59.3"S Sto. Domingo Domingo
79°14'10.2"W de los
Tsachilas
Santo
518 MpSDSD-112 0°18'46.1"S Sto. Domingo Domingo
79°13'43.5"W de los
Tsachilas

Auhing (2018) determina al realizar ensayos de severidad en semillas pregerminadas y evaluar
los sintomas, la cepa ubicada en el canton Balao perteneciente a la provincia del Guayas a 80
msnm, como la que mas destaca al generar dafios en plantas de cacao sometidas a esporas de

M. perniciosa.



2.1.3. Factores que inciden en el desarrollo de la enfermedad

2.1.3.1.Concentracién de basiodiosporas del patégeno

El patogeno tiene una considerable capacidad de produccion de basiodiosporas que
favorecen a su diseminacion de la enfermedad, pero existen pocos datos que indiquen su
eficiencia, o por la genética del cacao. Ademas, el porcentaje de infeccion se ve reducido

con el decrecimiento de la dosis del indculo (Revelo, 2010).

Inoculaciones con alta concentraciones de basiodiosporas (37,500 a 200,000 esporas/ml)
resultan cerca del 100% de infeccion en todas las familias evaluadas y las diferencias en
el porcentaje de plantas enfermas entre familias resistentes y susceptibles fueron
detectadas con concentraciones de inéculo de 12,500 basiodiosporas/ml, en las
condiciones de Ecuador (Pozo, 2006).

2.1.3.2. Tamario del brote (Hospedero)

La edad del tejido de cacao en la inoculacién también influencia directamente la
infeccion, brotes jovenes particularmente yemas desarrolldndose son mas susceptibles,
pero a medida que el brote madura Ilega a ser mé&s resistente y las inoculaciones de brotes
con hojas duras y yemas en dominancia usualmente no son exitosas. Las mejores
diferencias entre familias resistentes y susceptibles en brotes de tamafio de la hoja de 0.3

a 1.5 cmen la inoculacién (Pozo, 2006).
2.1.3.3.Ambiente de inoculacién

Se sugiere mantener las plantulas inoculadas en camara himeda bajo condiciones de 24-
25°C y 100% de humedad relativa, donde se asegurard la maxima germinacion y
penetracion del tubo germinativo (Revelo, 2010). Se recomienda largos tiempos de
incubacidn (<48 horas), para evitar el escape incluso en genotipos susceptibles (Wheeler
y Suérez, 1993).

2.1.4. Método a nivel de invernadero en inoculaciones al meristemo apical

Frias (1987) propuso el “sistema semiautomatico de inoculacion”, o “belt spray”, el cual
se desarrollé a partir del método usado por Schmidt et al., (1999) para evaluar resistencia
del Pinnus spp. a la roya fusiforme causada por Cronartium quercuun en Florida. El

método consiste en la aspersion de una cantidad medida del inoculo sobre plantulas de



cacao transportadas a velocidad uniforme por una banda mecanica. Se ha planteado una
metodologia para la evaluacion de la resistencia a M. perniciosa utilizando discos de
hojas, que se basa en visualizar el crecimiento del hongo sobre hojas desprendidas, por la
accion de un compuesto fitotoxico (Glicerol) mezclado con la suspension del inoculo
(Schmidt et al., 1999).

La inoculacion en yemas usando una gota de inoculo en agar, Sreenivasan y Dabydeen
(1989) usaron este método para estudios en plantulas de cacao. Posterior se modificé al
depositar sobre el meristemo apical de plantulas, una gota (30 ul) de inoculo de M.
perniciosa conteniendo 350.000 esporas/ml, cuya solucidn final estaba diluida en 0.3%
de agar de agar (Revelo, 2010).

2.1.5. Efecto del patogeno en la planta

La enfermedad interfiere con la fisiologia normal de tejidos meristematicos del cacao. Al
interior el hongo, este degrada las moléculas de almacenamiento de carbohidratos y
lipidos (Teixeira et al., 2014).

En respecto al desbalance hormonal: las auxinas en plantas infectadas (escobas verdes)
se registra una alta concentracion de la misma, por los transportadores de auxinas (PIN)
se manifiestan fuertemente. Las Giberelinas se expresan altamente debido a la elongacion
y expansion celular y su expresion aumentada esta de acuerdo con las alteraciones
morfoldgicas observadas en los brotes de cacao infectados. La Citocinina no se expresa
diferencialmente, ya que genes relacionados con la degradacion de las citoquininas
(citoquininas oxidasas) o la inactivacion muestran un aumento en los niveles e
inactivando en la etapa. De manera similar a otras interacciones planta-patdgeno (Walters
y McRoberts, 2006), la manipulacién de la via de la citoquinina del cacao por M.
perniciosa podria favorecer la movilizacién de nutrientes hacia el sitio de la infeccion y

podria explicar la pérdida de dominancia apical.
2.1.6. Reaccion de la planta al patogeno

Los tejidos infectados de cacao parecen asignar carbono y energia a la produccion de
metabolitos secundarios indicadores de estrés y estdn implicados en la respuesta a
microbios y animales (flavonoles, antocianinas, terpenoides y alcaloides). Ademas, en

tejidos infectados existe la presencia de lignina posiblemente como parte de un intento de
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limitar la colonizacion de patogenos, los andlisis histoldgicos revelan la existencia de

refuerzo de la pared celular en los tejidos infectados (Teixeira et al., 2014).
2.1.7. Interaccion planta — patdgeno

Al colonizar el apoplasto de la planta y al carecer de estructuras especializadas de
alimentacion (es decir, haustorio), el micelio biotrofico de M. perniciosa podria tener la
capacidad de absorber compuestos solubles que se transportan a través del apoplasto.
Muchas proteinasas fangicas junto con un transportador de oligopéptidos son altamente
expresadas durante la infeccion lo que indica que este hongo degrada las proteinas
vegetales secretadas en el apoplasto y captura los péptidos resultantes. Ademas, es
probable que los sacéridos derivados de la degradacion de los azlcares complejos de la
pared celular de la planta, como la pectina, la celulosa y la hemicelulosa, y los azucares
traslocados durante la etapa de escobas verdes puedan ser absorbidas por M. perniciosa
y usarse como fuentes de energia. La célula vegetal interrumpe la comunicacion entre las
partes sanas e infectadas de la planta, interceptando la translocacién de nutrientes al brote
enfermo. En consecuencia, los tejidos infectados se aislan de la planta y se ven obligados
a utilizar sus propios almacenes y estructuras para la produccion de energia. Como
resultado, puede ocurrir una privacion de carbono, que culmina con el inicio de un
proceso de senescencia desencadenado por la falta de nutrientes., la senescencia, que es
un proceso altamente controlado y regulado por el desarrollo que conduce a la muerte del
tejido vegetal, parece ser responsable de la muerte inicial de las partes infectadas durante

el desarrollo de la enfermedad (Teixeira et al., 2014).

Curiosamente, un subproducto del catabolismo de pectina es el metanol, y un informe
reciente de Oliveira et al. (2012) demostraron que M. perniciosa puede crecer en metanol

como Unica fuente de carbono, incluso en concentraciones elevadas de este alcohol.
2.1.8. Sintomatologia

A nivel in vivo con inoculaciones artificiales, se han observado sintomas en plantulas a
partir de los 9 dias después de la inoculacion en semillas germinadas y el periodo de
incubacion de 19 dias en cruces muy susceptibles. En plantulas inoculadas en las hojas
primarias del meristemo apical en periodo de incubacion es de 18 a 22 dias (Pozo, 2006;
Revelo, 2010).
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Los principales sintomas en plantulas inoculadas en diferentes estados de desarrollo se

describen a continuacion:
2.1.8.1.Hipertrofia del hipocdtilo

Las semillas pregerminadas e inoculadas artificialmente (3 — 4 mm de longitud), dan

origen a plantulas hipertrofiadas en la base del hipocétilo (Tovar, 1991).
2.1.8.2.Hipertrofia del nudo cotiledonal

Segun Holliday (1954), este sintoma se presenta en algunos casos con el incremento del
tamafo del nudo a casi de su didmetro normal y los cotiledones permanecen adheridos al

nudo.
También se destacan:
2.1.8.3.Elongamiento de la yema terminal

En algunos genotipos, después de la inoculacion en la yema terminal, el elongamiento
exagerado de los entrenudos en un crecimiento acentuado de las plantulas en relacion a
las demas (Silva et al., 2002).

2.1.8.4.Superbrotamiento

Se ha observado también en algunos genotipos un desenvolvimiento de los entrenudos a
partir del punto inoculado. Las hojas desarrollan en cada una de los entrenudos un brote

terminal un aspecto de superbrotamiento (Silva et al., 2002).

2.1.9. Control de la enfermedad

En términos generales, hay cuatro estrategias principales que pueden adoptarse:

fitosanitaria, control quimico, resistencia genética y control bioldgico.

Se ha demostrado que la fitosanizacién, es decir, la eliminacion y destruccion de partes

de plantas enfermas, retrasa la epifitia de la enfermedad (Meinhardt et al., 2008)

El control quimico con protectores y fungicidas sistémicos no es una préactica habitual en
la produccidn de cacao debido a los altos costos y riesgos asociados con la contaminacion

de la almendra de cacao y la salud ambiental. Ademas, gran parte de la investigacion
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sobre el uso de fungicidas para el control de enfermedades del cacao no se ha publicado
formalmente (Meinhardt et al., 2008).

Laker y Ram (1992) sefialan que, al evaluar el efecto de fungicidas como el 6xido
cuproso, tebuconazol o clorotalonil y mezclas, conjunto con préacticas culturales como la
poda, demostré que ninguna de las formulaciones probadas protegié los brotes
vegetativos de la infeccion.

Existe resistencia del hospedero a la enfermedad en una serie de accesiones de cacao,

tanto en cacao silvestre como en selecciones de agricultores (Meinhardt et al., 2008).
2.1.10. Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR)

Las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés,
que viene de la denominacion Plant Growth Promoting Rhyzobacteria) tienen tres
caracteristicas: 1) capacidad para colonizar la raiz, 2) sobrevivir y multiplicarse en
microhabitats asociados a la superficie radical en competencia con la microbiota nativa,
al menos con tiempo para expresar su actividad promotora de crecimiento y 3) poseer
capacidad para promover dicho desarrollo (Bach y Diaz, 2008) (Ver Anexo 1).

Gutiérrez et al., (2003) sefiala que el efecto promotor de las PGPR al estimular la

germinacion del frejol (Phaseolus vulgaris) y el desarrollo de raices secundarias.

2.1.10.1. Pseudomonas spp

Es una bacteria gram negativa en forma de bastoncillo aislada de los suelos y las raices
de las plantas, también se ha estudiado ampliamente en las Ultimas décadas por sus
capacidades de control biolégico y mayor valor de aplicacion en la agricultura. Produce
metabolitos secundarios con actividad antibiética de amplio espectro (cianuro de
hidrégeno [HCN], 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), pirolonorina y pirrolnitrina)

asociada con la inhibicién de fitopatdgenos (Jousset et al., 2014).

Ciertas cepas también son capaces de colonizacion endofitica. Dentro de los tejidos, se
encuentran principalmente en los espacios intercelulares de la epidermis y la corteza
(Duijff et al., 1997). Son eficaces en la utilizacion de exudados de semillas y raices para

el crecimiento y pueden colonizar la rizosfera de manera agresiva.
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La competencia puede referirse a la adquisicion de sustratos organicos liberados por las
semillas y las raices (Kamilova et al., 2005), asi como los micronutrientes como el hierro
soluble, que a menudo es una cantidad limitada en el suelo. La adquisicion de hierro
implica la produccion de transportadores de hierro (sider6foros), piroverdinas
notablemente fluorescentes. Una vez complejados con el hierro férrico en el suelo o en la
zona de la raiz, los sider6foros se toman mediante los receptores de la membrana externa.
En un contexto de control bioldgico, la competencia por el hierro implica la sintesis de
sideroforos de mayor afinidad en comparacion con los sideroforos utilizados por los

fitopatogenos (Lemanceau et al, 1992)

El antibiotico 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) puede actuar como una sefial mediadora
en la comunicacién de interpoblacion entre dos cepas de Pseudomonas en su habitat de
rizosfera. Maurhofer et al., (2004) apunta a un mecanismo de control de retroalimentacion
mutua que permite P. fluorescentes CHAOQO para mantener la produccion de estos

antibidticos clave en niveles homeostaticamente equilibrados.

La produccién de antibi6ticos no solo es un mecanismo importante en la supresion de
enfermedades de las plantas por pseudomonas asociadas a la raiz, sino que probablemente
también es de suma importancia para la competencia rizosférica de estas bacterias. La
regulacion de la produccion de antibidticos es muy compleja e involucra mecanismos de
control de retroalimentacion positivo y negativo que responden a diversos factores
ambientales (Hass y Keel, 2003). Este complejo sistema regulador puede permitir que
estas bacterias se adapten rapidamente a los cambios en su habitat de la rizésfera, por
ejemplo. Favoreciendo la produccion de uno u otro antibidtico. Por lo tanto, la
sensibilidad de las pseudomonas a los cambios en su entorno probablemente sea también
una de las razones principales de su inconsistente desempefio de control bioldgico en el
campo. Bajo condiciones in vitro, se encontrd que la cepa P. veronii produce Acido
indolacético (IAA) a partir de triptéfano. Ademas de producir dos enzimas secretoras,
una proteasa y una lipasa (Montes et al., 2016).

Al aplicarla P. fluorescens CHAOQ, en semillas pre-germinadas de soja, tiene efecto
inhibitorio en nimero de raices y ademas la alteracién de la arquitectura del sistema
radicular en longitud de soja, esta vinculado a la produccién de fitohormona tipo auxinica
IAA (Saavedra et al., 2017).
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2.1.10.2. Enterobacter spp

Cepas del género Enterobacter interactlan y ejercen beneficiosos efectos sobre el
crecimiento de las plantas. Los efectos de las bacterias beneficiosas pueden ocurrir a
través de mecanismos directos o indirectos que incluyen la produccion de fitohormonas
0 enzimas que promueven el crecimiento de las plantas, aumento de la absorcién de

nutrientes y prevencion de dafios fitopatdgenos incluido nematodos (Glick et al., 1999).

Estudios realizados por Ye et al., (2009) muestran que al inocular E. asburiae en la
rizosfera para el control de Salmonella (Salmonella javiana) en tomate de 6 meses ejerce

una disminucion la infeccion (radicular) en un periodo de 4 semanas.

Esta cepa tiene la capacidad de solubilizar fosfato y mediante este proposito la planta
pueda incorporarlo de forma eficiente, ademas de la produccion de giberelinas (Kang et
al., 2009).

2.1.10.3. Acinetobacter spp

Es un género bacteriano omnipresente ampliamente distribuido en ambientes de suelo y
agua y actualmente incluye 17 especies validamente descritas y 14 especies genomicas

sin nombre (Berlanga, 2008)

A. calcoaceticus es un novedosa PGPR por su capacidad para promover el crecimiento
de las plantas causando una mejora por el Acido Abscisico (ABA) y Giberelinas (Gas)
(Kang et al., 2012).

Varios cepas de Acinetobacter promueven el crecimiento de la planta y pueden hacerlo
secretando giberelinas en el ambiente de la planta y convirtiendo el fosforo insoluble en
el suelo en formas solubles que estan facilmente disponibles para la planta. Ademas
poseen propiedades como la fijacién de nitrogeno, la solubilizacion de minerales,

sideroforo y la produccion de amoniaco (Kang et al., 2009).

Segun Sachdev et al., (2010) en una evaluacion en trigo tienen un efecto positivo en la
altura y longitud de la raiz. La cepa prospera en los exudados liberados por las raices de
la misma planta, posterior la multiplicacion de estas poblaciones bacterianas en la
rizosfera con la liberacion de IAA puede mejorar la rizogénesis (Rokhbakhsh, et al.,
2011)
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2.1.10.4. Serratia spp

Es un bacilo gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae. Existen estudios donde
Serratia marcescens actan como PGPR para activar el crecimiento en plantas para el
control de P. parasitica en citricos, donde redujo el 50% de la incidencia al activar el

Sistema de Resistencia Inducido (ISR) de la planta (Queiroz y Melo, 2006).

Cuando se aplican en la parte superior del suelo, las bacterias se establecen cerca de la
base de la raiz, en el proceso disminuyen su concentracion hasta llegar a la punta de las
raices donde aumentan las mismas. La eficiencia de la bacteria se muestra al introducirla
mediante el sistema de goteo, donde al agregar bacterias diariamente se aumenta la

densidad de poblacion en el suelo (Ordentlich, 1987).

En la aplicacion de las bacterias al suelo se demostré un aumento en el tallo y la longitud
de la raiz de las plantulas de té en 6.0 cm y 4.7 cm respectivamente en plantas tratadas en

condiciones de suelo estéril después de 45 dias de plantacion (Purkayastha et al., 2018).

Las quitinasas, junto con otras enzimas hidroliticas, degradan las paredes celulares de los
hongos e inhiben su crecimiento. Serratia es uno de los productores mas competentes de
quitinasas, cuya produccion, actividad y regulacion génica estan bien estudiadas, al
evaluarla con R. solani se observd que el micelio fangico en la zona de interaccion en
cultivos duales se distorsion6, mostrando abultamiento, lisis y estallido de las hifas.
Debido a la degradacion de la pared celular fueron prominentes (Purkayastha et al., 2018).

Otros estudios han demostrado que las cepas Serratia poseian atributos promotores del
crecimiento, como la capacidad de solubilizacion con fosfato y la produccién de 1AA, y
mostraron un efecto beneficioso en varias plantas como el coco, el arrozal y el garbanzo
(Purkayastha et al., 2018).

Someya et al., (2000) sefiala que plantulas de Violeta (Cyclamen persicum) tratadas con
bacteria (S. marcecens) a partir de semillas para el control de R. solani y F. oxysporum f.
sp. Cyclaminis ejercen un control con 19% de incidencia de la enfermedad a diferencia

de las plantas evaluadas con suelo tratado con la suspension bacteriana o benomyl.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion del experimento

El trabajo de investigacion se realizo en los laboratorios de Microbiologia y de Biologia
Molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), localizado en el
Campus Universitario “Manuel Haz Alvarez” ubicado en el km 1.5 via Quevedo — Santo
Domingo. Sus coordenadas geograficas son 01° 01 de latitud Sur y 79° 47” de longitud

Occidental, ubicada a una altura de 73 msnm.
3.2. Tipo de investigacion

Esta investigacion fue de tipo experimental comparando informacion existente en la
literatura y ensayos anteriores sobre agentes antagonistas, con los resultados alcanzados
en la accién concreta de la eficacia de las bacterias hacia M. perniciosa, en el cultivo de
Cacao (Theobroma cacao L).

3.3. Meétodo de investigacion

En la investigacion se emplearon los métodos deductivos, analitico y de observacion

teniendo en cuenta la bibliografia mencionada en este proyecto.
3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

Las fuentes utilizadas para la obtencion de informacion fueron primarias mediante los
ensayos Y resultados realizados en el laboratorio y secundarias ya que se obtuvieron de:

revistas, publicaciones, libros e internet.
3.5. Material genético

Se utiliz6 el clon EET-19 de tipo Nacional fueron colectadas desde la finca experimental
“La Maria” perteneciente a la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, las cuales se
seleccionaron de acuerdo al color amarillo caracteristico de su madurez fisiologica. La
seleccion de este clon para los ensayos se lo hizo por su alta susceptibilidad a M.

perniciosa.

Para los ensayos antagonistas se utilizaron PGPR de los generos Pseudomonas,

Acinetobacter, Serratia y Enterobacter.
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Tabla 2. Banco de cepas bacterianas UTEQ (Lab. Microbiologia y bio.molecular)

Cepas Fluorescente| Proteasa HCN Pirrolnitrina Catalasa
A. calcoaceticus BMR 2-12 + + T
S. marcescens PM 3-8 + + + +
E. asburiae PM 3-14 + + + + +
P. protegens CHAOQ + + +
P. veronii R4 + + + "

Para los estudios in vivo e in vitro se utilizaron PGPR de los géneros Pseudomonas,
Acinetobacter, Serratia, Enterobacter y Bacillus obtenidos del banco de Germoplasma
del laboratorio de microbiologia y biotecnologia vegetal de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo (Chavez, 2016).

3.6. Materiales y Equipos
» Instrumentos de investigacion

- Puntas amarillas 5-200 ul. Pk/1000
- Papel toalla

- Microtubos 1.5 ml. Pk/1000

- Puntas azules 1000 pl. Pk/1000

- Cajas petri

- Guantes quirurgicos talla M

- Vasos de precipitacion

- Papel Parafilm

- Papel aluminio

- Juego de micro-pipetas (5 unidades: 1000 ul, 200 ul, 20 pl, 5 pl, 2 pl)
- Vasos pléasticos (1 It)

- Plastico transparente

> Material de oficina

- Cuaderno

- Computador

- Lapiceros

- USB prendrive
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Notas adhesivas
Calculadora

Tijeras
» Equipos de Laboratorio

- Neverade-20 °C

- Balanza 0.001 g

- Campana extractora de gases
- Camara fotografica

- UV transiluminador

- Centrifuga

- Congelador -40 °C

- Vortex

- Horno Microondas

- Camara de flujo laminar
- Autoclave

- Agitador

- Estufa

- Destilador de agua

- Microscopio
» Reactivos

- PDA (Papa Dextrosa Agar)
- Agar

- Buffer MES

- KingB

- Medio 3 “M3” (Melaza, sal en grano, harina de maiz, glicerol)

3.7. Disefio de la investigacion

Andlisis) estadistico. Todas las variables estudiadas fueron sometidas al analisis de
varianza (ADEVA). Se establecieron las diferencias estadisticas entre las medias para los
ensayos la prueba de Duncan al 95% de probabilidad. El procesamiento de datos fue

Ilevado al programa estadistico Infostat (version 2018).
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3.7.1. Diseio para evaluar los efectos de las PGPR obtenidas en biofermentadores

sobre semillas pregerminadas y plantulas de cacao

Se empled un disefio completamente al azar DCA; para la evaluacion del efecto de las
rizobacterias en semillas pre-germinadas, generando 6 tratamientos de 3 repeticiones cada
uno con cinco unidades experimentales, mientras para las plantulas se gener6 6

tratamientos de 5 repeticiones cada uno con 3 unidades experimentales.

Tabla 3. Esquema del analisis de varianza de los efectos de la aplicacion de las PGPR

sobre semillas pregerminadas

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 17
Tratamientos 5
Error 12

Tabla 4. Esquema de tratamientos en semillas pregerminadas de cacao

TRATAMIENTOS

A. calcoaceticus BMR 2-12
S marcescens PM 3-8

E. asburiae PM 3-14

P. protegens CHAO

P. veronii R4

Control (PBS)

S 0o AW N

Tabla 5. Esquema del andlisis de varianza de los efectos de la aplicacion de PGPR en

plantulas de cacao.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 29
Tratamientos 5
Error 24

3.7.2. Diseio para evaluar el efecto de las rizobacterias por su inoculacion sobre el

area foliar en plantulas de cacao en presencia de M. perniciosa

Se aplico un disefio completamente al azar DCA, para evaluar el efecto antagonista de las
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rizobacterias hacia el hongo M. perniciosa, generando 6 tratamientos de 5 repeticiones

cada uno con tres unidades experimentales.

Tabla 6. Esquema del analisis de varianza de la evaluacion de la actividad antagonista de

las rizobacterias por su inoculacion al follaje en plantulas de cacao frente a M. perniciosa.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 29
Tratamientos 5
Error 24

3.7.3. Disefio para evaluar la actividad antagonista de las rizobacterias sobre la

inoculacion edéafica en plantulas de cacao frente a M. perniciosa

Se aplicé un disefio completamente al azar DCA, para evaluar el efecto antagonista de las
rizobacterias hacia el hongo M. perniciosa, generando 6 tratamientos de 5 repeticiones

cada uno con tres unidades experimentales.

Tabla 7. Esquema del andlisis de varianza de la evaluacién de la actividad antagonista de

las rizobacterias por su inoculacion a la rizosfera en plantulas de cacao frente a M.

perniciosa.
Fuente de variacion Grados de libertad
Total 29
Tratamientos 5
Error 24

3.8. Manejo del experimento

3.8.1. Seleccion y crecimiento de las rizobacterias

Las bacterias fueron seleccionadas para los ensayos antagonicos por su produccion de
metabolitos secundarios. Las cepas P. veroni R4, E. asburiae PM3-14 y P. protegens
CHAO producen proteasa, catalasa, HCN y pirrolnitrina. A. calcoaceticus BMR2-12
produce catalasa y pirrolnitrina. La cepa S. marcescens PM3-8 produce proteasa, HCN y
catalasa. (Chavez, 2016; Guato, 2017).

Los aislados bacterianos fueron incubados en el medio de cultivo King B liquido, (King
et al. 1954) [(g/L): peptona, 20.0; glicerol, 15 ml; KoHPOs, 1.5; MgSOs4 x 7H20, 1.5;
agua destilada (pH 7.2)].
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Las rizobacterias se incubaron 600 mL del medio de cultivo (M3) descrito por Rodriguez
(2018), establecido como medio alternativo para crecimiento de las PGPR consideradas

en esta investigacion y que cuenta con los siguientes componentes:

e 50 ¢g/L de Melaza
e 20 g/L de harina de maiz
e 5¢/L de sal en grano

e 15 ml/L de glicerina

Se realiz6 un pre-inoculo en matraz Erlenmeyer, las bacterias fueron incubadas en medio
de cultivo King B en agitacion constante a 150 rpm a 26 °C por 12 horas. Se esterilizd
mediante autoclave el medio de cultivo (M3). Y se incubo las rizobacterias al 1%
individualmente. Para el efecto se siguio la metodologia descrita por Rodriguez (2018)
la cual consiste en tomar la relacion 1ml (+ 2.56+E09 UFC/ml a 12 horas) en 99 mL de
medio alternativo (1%). El volumen final de incubacion de 600 ml. Las rizobacterias
fueron recuperadas hasta su fase exponencial segun lo descrito por Rodriguez (2018)

hasta alcanzar la concentracion bacteriana de 3.52+E08 UFC/mL (Ver Anexo 4).

3.8.2. Almacenamiento de esporas de M. perniciosa

De los ecotipos de M. perniciosa presentes en el banco de cepas del laboratorio de
microbiologia y biotecnologia vegetal de la UTEQ, se selecciond la cepa de Balao
(MpGUBA-104) debido a lo expresado por Auhing (2018) como la de mayor severidad
(Ver tabla 1).

Tejidos infectados por M. perniciosa fueron seleccionados de acuerdo a las caracteristicas
tipicas: crujiente a la ruptura y con el lumen de color café claro (Pozo, 2006). Se
recolectaron y almacenaron en un cuarto con humedad relativa inferior al 50%
permaneciendo por un periodo de 7 a 15 dias, para retirar la humedad retenida en el
interior de la escoba. Luego fueron sumergidas en una solucion de Benomyl al 2% por 24
horas, para eliminar otros microorganismos especialmente sapréfitos y estimular la

produccion de basidiocarpos.

En un umbraculo denominado “Escobero” en el cual se brindan las condiciones
necesarias para la produccién de basidiocarpos se usaron rociadores de agua y bajo una

simulacion de periodos alternados de humedad 8 horas y 16 horas de secado (Rocha y
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Wheeler,1985); segun Purdy y Schmidt (1996) las condiciones dptimas para estimular la
produccion de basidiocarpos son: alta humedad relativa (80%), precipitacion de 1000 a
2000 mm y temperatura entre 22 a 28 °C (caracteristica del inicio de la época lluviosa en

Ecuador).

Al transcurrir aproximadamente un mes, se procedio a la recoleccién de los basidiocarpos,
operacion que se realizo en horas de la tarde con la ayuda de una pinza quirdrgica y una

caja petri con papel estéril en su interior.

3.8.3. Preparacion de las soluciones para la coleccion y almacenamiento de las
basidiosporas

» Solucion A (Colectora): usada para recolectar basidiosporas de M. perniciosa y
mantenerlas sin germinar (Frias, 1989).

Reactivos:

» M MES Yy Glicerol al 16%

» 1.95 g. de buffer MES (2-N-Morpholinoethanensulfonic acid)

» 160 ml de Glicerol.

» 840 ml de agua destilada

» 0.01% de Tween-20

» El pH fue ajustado a 6.2

Para la preparacion se agreg6 1.95 g de MES en 840 ml de agua destilada estéril y aforo
a 1000 ml con 160 ml de Glicerol, en agitacion constante, el pH fue ajustado a 6.2
utilizando K (OH) concentrado. La solucion fue autoclavada por 15 min. A 17 kg/cm? de

presion y una temperatura de 130°C. Al momento de usarla se afiadié Tween 20 — 0.01%.

» Solucion B (Diluyente): usada para bajar la concentracion de Glicerol de la
solucion colectora del 16 al 3%
Reactivos:
» M MES vy Glicerol al 3%
» 1.95 g. de buffer MES (2-N-Morpholinoethanensulfonic acid)
» 970 ml de agua destilada
» 30 ml de Glicerol.
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Para la preparacion se agreg6 1.95 g de MES en 970 ml de agua destilada y con los 30 ml
de Glicerol se afor6 a 1000 ml la solucion que esté en constante agitacion, se ajusto el pH
a 6.2 con la utilizacion de K (OH) concentrado. La solucién fue esterilizada en una
autoclave por 2 horas a 17 kg/cm? de presion y una temperatura de 130 °C, al momento

de usarla se afiadié Tween 20 — 0.01%

» Solucion C (Diluyente): usada para bajar la concentracion de Glicerol de la

solucidn colectora y permitir la germinacion de las basidiosporas
Reactivos:

» M MES

» 1.95 g de buffer MES (2-N-Morpholinoethanensulfonic acid)
» 1000 ml de agua destilada

> El pH ajustado a 6.2 con K (OH)

Para la preparacion agregd 1.95 g. de MES en 1000 ml de agua destilada estéril en
constante agitacion, el pH de 6.2 con el uso de K (OH) concentrado. La solucion fue
autoclavada por 15 minutos a 17 kg/cm? de presion y una temperatura de 130 °C, al

momento del uso se afiadié Tween 20 al 0.01% (Ver Anexo 6).
» Conteo de basidiosporas

Se utilizd una cdmara neubauer, se procedié a contar el area de 0.20 x 0.20 mm., evaluado

en 5 cuadros (Ver Anexo 3), para aplicar la siguiente formula (Celeromics, 2008).

Total Células Contadas x 250.000 e

Concentracién =

Ndmero de Cuadrados
L g |

2

i il
| 7 |
|

L

2

A

Figura 1. Conteo de esporas en camara Neubauer y formula para el calculo de la
concentracion.

» Recoleccion y almacenamiento de basiodiosporas y conservacion en nitrégeno
liquido (N2)

La descarga de las esporas se realizd a una temperatura ambiente de 25 °C. Se adhirid el
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pileo de los basidiocarpos con vaselina a la superficie de una tapa de caja Petri para luego
ser colocada sobre la base de la misma, conteniendo de 10 ml de solucion colectora
(solucion A) para concentrar el indculo. El conjunto de caja petri con la solucion colectora
se envolvid en papel aluminio, por la razén que el basidiocarpo realiza la descarga de
basidiosporas en la oscuridad y se colocé sobre un agitador magnético para mantener la
solucidn en agitacion constante durante la noche y asi obtener la mayor descarga posible

de esporas de los basidiocarpos (Suarez, 1977).

Se determind la calidad de las esporas recogidas, colocando 4 gotas de la solucién en caja
petri conteniendo 5 ml de agar agua. Al cabo de dos horas se corroboro la germinacion y
se afiadio tripanblue para detener el proceso y realizar el coteo en el microscopio. En este
caso, se observaron 5 campos Opticos al azar, contando el total de esporas y el nimero de

esporas germinadas, para luego calcular el porcentaje de germinacion.

Se establecio la concentracidn de esporas de la solucion mediante la Camara de Neubauer.
Para la conservacion se procedié a colocar la (Solucion A) en tubos viales 2 ml de
capacidad, para posteriormente ser conservadas y almacenadas en tanques de nitrégeno

liquido a una temperatura de -320 °C (Frias, 1987).

3.9. Inoculacion de PGPR en semillas y plantas de cacao

3.9.1. Aplicacion en semillas

Para el efecto de aplicacion en semillas, se recuperd las rizobacterias en su fase
exponencial, las mismas que fueron resuspendidas en el buffer PBS (Phosphate Buffered
Saline). Se recuper6 10 ml del cultivo bacteriano, para ser centrifugado a 3000 rpm/5min
y lavadas dos veces con un mismo volumen de PBS estéril (pH 6.5) y resuspendidas en
la misma solucion para obtener como producto final Unicamente la bacteria para los

ensayos de inoculacion.

Con ayuda de un bisturi se retir0 la testa a las semillas, posteriormente se desinfectaron
con NaClO al 2% por 1 min y posteriores lavadas con agua. Para acelerar el proceso de
pregerminado, estas fueron colocadas en recipientes plasticos con papel humedecido en
su base y ubicado en una incubadora a 26°C, una vez verificada la emision de la radicula
(2 dias). Se realizo dos inoculaciones de 400 pl con la bacteria por semilla, para su

evaluacion a los 8 dias.
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3.9.1.1.Variables a evaluar en semillas inoculadas con PGPR
» Longitud de la radicular

Para el efecto, se cortd con un bisturi el punto de insercion de la radicula y el cotiledon,

y se utilizé una regla (cm).
» Peso radicular

Luego de la emision de la radicula y observar diferencias. Para el efecto, se corto el punto

de insercion de la radicula y el cotileddn, y se usé una balanza electrénica.

3.9.2. Aplicacion edafica en plantas de cacao

En plantas se realizd el proceso de pre-germinacion y aplicacion de los aislados
bacterianos durante 3 dias. Una vez realizado se trasplantaron en maceteros en suelo
franco arcilloso y turba (2/1) en invernadero. Las PGPR se aplicaron en fase exponencial
al 10 % de concentracidn, las inoculaciones fueron realizadas con una micropipeta 2 veces

por semana durante un mes en dosis de 1 ml/ planta (Ver Anexo 2).
3.9.2.1.Variables a evaluar en la aplicacion edafica de PGPR

Para todas las variables la evaluacion se realizd 77 dias a partir de la siembra de las

plantas.

» Diametro basal del hipocétilo en plantulas
Con la ayuda de un calibrador vernier se efectuo la lectura del diametro del hipocétilo.
» Peso fresco foliar

Se tomé como referencia hojas completamente verdes y se pesaron en una balanza

electronica.
» Longitud del tallo

Se cortd el punto de insercion de la radicula y el cotiledon y se tomo lectura hasta el

meristemo apical, con la ayuda de una regla (cm).

> Peso del tallo
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Se lo realiz6 mediante el uso de una balanza electronica.
» Longitud radicular

Para el efecto, se cortd el punto de insercién de la radicula y el cotileddn, y se utiliz6 una

regla (cm).

> Peso radicular

Luego de la emision de la radicula y observar diferencias. Para el efecto, se corto el punto

de insercion de la radicula y el cotileddn, y se usé una balanza electrénica.

3.10. Inoculacion foliar y edafica de rizobacterias en plantulas de cacao

infectadas con M. perniciosa

3.10.1. Inoculacion foliar y edéfica en plantas de cacao con PGPR

» Aplicacién foliar: Las semillas se desinfectaron con NaClO al 2%, luego fueron
trasplantadas en maceteros conteniendo suelo franco arcilloso y turba (2/1). A la
emision de hojas a (25 dias) se efectud la aplicacion de las bacterias al 10%, la
superficie del suelo fue protegida con pléstico para evitar la caida de particulas del
inoculo bacteriano en el suelo, se realizaron 8 aplicaciones por un mes, de 1ml por

planta con el uso de un atomizador (Ver Anexo 5).

» Aplicacion edéfica: Las PGPR se aplicaron en fase exponencial (Rodriguez, 2018) al
10 % de concentracidn, las inoculaciones fueron realizadas con una micropipeta 2

veces por semana durante un mes en dosis de 1 ml/ planta (Ver Anexo 2).

3.10.2. Inoculacién de M. perniciosa en plantas de cacao

Se realizé 35 dias después de la siembra de las plantas, el inoculo fue de 1ml/planta en el
meristemo apical en horas de la tarde, mediante cAmara humeda. Se realiz6 la preparacion
de la fuente de inoculo de M. perniciosa para efectuar las aplicaciones de la siguiente

manera:
Calculo en el nimero de esporas en la suspension original

Xn =% de germinacion x concentracion.
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Cantidad de solucién A (esporas — indculo)

Xci XCD

A=
Sol Xn

Xci: Cantidad de in6culo deseado
CD: Concentracion deseada.

Xn: Numero de esporas / ml en la suspensién original.
Cantidad de solucion B (diluyente)

Sol.B = Xsa %X 5.33
Xsa: Cantidad de solucion A

5.33 Coeficiente de dilucién
Cantidad de solucién C (diluyente)

Sol.C = Xci — (Xsa + Xsb)
Xci: Cantidad de indculo deseado
Xsa: Cantidad de solucion A.
Xsh: Cantidad de solucién B.

Determinada la cantidad de solucion B se colocé en una bureta, dispensando gota a gota
(aproximadamente 35 a 45 gotas / minuto) en forma gradual sobre la solucion C colocada
en un matraz y mantenida en agitacion constante, durando el proceso aproximadamente

10 minutos.

Se colectd la mezcla de las Soluciones B y solucion C, y se colocé nuevamente en la
bureta para ir dispensando gota a gota (aproximadamente 35 a 45 gotas/minutos) sobre la
solucién A que contiene a las esporas, contenida en otro matraz estéril cubierto de papel
aluminio para mantener la oscuridad por la fotosensibilidad de las esporas y sometidas a

una lenta y constante agitacion.

3.10.3. Variables a evaluar en los tratamientos con PGPR en presencia de M.

perniciosa
» Diametro basal del hipocétilo de las plantulas

Con la ayuda de un calibrador vernier se efectud la lectura del didmetro del hipocatilo.

29



» Longitud radicular

Para el efecto, se cort6 el punto de insercion de la radicula y el cotileddn, y se utiliz6 una

regla (cm).
> Peso radicular

Se registro luego de la emision de la radicula, para el efecto se corto el punto de insercion

de la radicula y el cotiledon, y se us6 una balanza electrénica.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Evaluacion de respuestas morfologicas en semillas pregerminadas

en aplicacion de PGPR

4.1.1. Longitud radicular (semillas pre-germinadas)

La aplicacion de las PGPR a semillas pregerminadas ejercié cambios en la estructura del
sistema radicular, encontrando diferencia estadistica entre los tratamientos. Verificando
la mayor longitud radicular con 8.29 cm por aplicacion de A. calcoaceticus (BMR2-12)
y observando también el incremento en longitud radicular de 7.67 cm por la aplicacion
de S. marcescens (PM3-8). No se observo cambios en la arquitectura del sistema radicular
en longitud por aplicacion de las cepas E. asburiae (PM3-14), P. protegens (CHAQ) y las
semillas sin indculo bacteriano. Ademas, se observo un efecto negativo por aplicacion de
P. veronii (R4) que afecta al sistema radicular con la disminucion de la misma en

comparacion de las semillas no tratadas (Figura 2).

OA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAQ)
mP. veronii (R4) = Control
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Figura 2. Evaluacion de las PGPR aplicadas en semillas pregerminadas de cacao
sobre el caracter longitud radicular. Las barras de error indican £ES; letras diferentes
indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

4.1.2. Peso radicular (semillas pre-germinadas)

La inoculacion de las rizobacterias en semillas pregerminadas indujo un incremento en el
peso del sistema radicular, por aplicacion de A. calcoaceticus (BMR2-12) obteniendo el
mayor peso de 0.72 g., sin diferir estadisticamente de las demas cepas. En semillas sin
inoculo bacteriano se observo el menor peso radicular de 0.55 g (Figura 3).

Los resultados por inoculacion de las bacterias a semillas pregerminadas de cacao se

verifica una efectividad de colonizacion de las mismas, donde se verificd con el aumento
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al nimero de raices secundarias y el incremento en longitud. Esto se observa en la Figura
4, con laaplicacion de BMR2-12 y PM3-8, el incremento de nimero de raices secundarias
corroboraria el proceso de formacion de simbiosis, donde las bacterias captan los

aminoéacidos radiculares para su desarrollo y colonizacién radicular

OA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAO)
mP. veronii (R4) = Control
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Figura 3. Evaluacion de las PGPR aplicadas en semillas pregerminadas de cacao
sobre el caracter peso radicular. Las barras de error indican £ES; letras diferentes
indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

Figura 4. Efectos de las PGPR en la longitud y el peso radicular; aplicadas en semillas
pregerminadas (2 dias).
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4.2. Evaluacion de respuesta morfologica de plantas de cacao por

aplicacion a la rizésfera de PGPR

4.2.1. Diémetro del hipocaétilo

La evaluacion del carécter fenotipico al diametro del hipocotilo por la aplicacion de
rizobacterias en plantas de cacao ejercio cambios en la morfologia, encontrando
diferencias significativas entre los tratamientos. Las plantas inoculadas con S. marcescens
(PM3-8) determino el mayor diametro de 0.63 cm estadisticamente superior a los demés
tratamientos. Por las aplicaciones de A. calcoaceticus (BMR2-12), P. protegens (CHAOQ)
y P. veronii (R4), E. asburiae (PM 3-14) se verifican un incremento que superan los 0.52
cm diametro. Donde las plantas sin el inoculante bacteriano se observé un diametro basal

de 0.50 cm didmetro (Figura 5).

EA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) O P. protegens (CHAQ)
mP. veronii (R4) = Control
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Figura 5. Evaluacion del diametro del hipocotilo por aplicacion edafica de
rizobacterias en cacao. Las barras de error indican £ES; letras diferentes indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

4.2.2. Peso foliar

Al peso foliar se observaron cambios sustanciales por la inoculacién de PGPR en plantas
de cacao, verificando un efecto estimulante entre los tratamientos, existiendo diferencia
estadistica. La aplicacion de A. calcoaceticus (BMR2-12) se observo el mayor incremento
en peso de 6.37 g. Las aplicaciones con las bacterias P. veronii (R4), S. marcescens (PM3-
8), P. protegens (CHAO) se observa un incremento en pesos foliar que oscila entre los
4.46y 5.35 g. Este caracter morfoldgico al incremento del peso foliar estaria regulado por
el incremento al numero de hojas, reflejado por la adicion edafica de las bacterias. Las
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plantas que no fueron tratadas con bacterias el peso foliar oscila entre los 3.9 g (Figura
6).

Los resultados por inoculacion de las bacterias en plantas de cacao via edéafica evidencian
una efectividad de colonizacion de las mismas, donde se observa con el incremento de
caracteristicas morfolégicas como el tamafio y cantidad de follaje. Esto se observa en la
Figura 7, con la aplicacion de BMR2-12 y R4, este incremento de numero hojas

verificando el proceso de formacidn de simbiosis y desarrollo de plantas.

B A. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAQ)
mP. veronii (R4) m Control
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Figura 6. Evaluacion del peso foliar por aplicacion edéfica de rizobacterias en cacao.
Las barras de error indican £ES; letras diferentes indican diferencias significativas entre
los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

BRM2-12

CONTROL

Figura 7. Efecto de las rizobacterias en los caracteres morfoldgicos en plantas de cacao.
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4.2.3. Longitud del tallo

Este caracter morfolégico de longitud del tallo en cacao se ve influenciado por la
aplicacion de las bacterias, observando diferencias significativas entre los tratamientos.
La aplicacion edafica en plantulas de cacao de las rizobacterias incrementé su longitud
entre 31 a 35.87 c¢cm, en relacion a las plantas que no fueron inoculadas se observo una
longitud que no supera los 29.57 cm.

EA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAQ)
mP. veronii (R4) = Control
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Figura 8. Evaluacion de la longitud del tallo por aplicacion edafica de rizobacterias
en cacao. Las barras de error indican ES; letras diferentes indican diferencias
significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

4.2.4. Peso del tallo

La aplicacion edéafica de las rizobacterias al evaluarlas en plantas de cacao posterior a 77
después de la inoculacion ejercié cambios en el peso del tallo, encontrando diferencias
significativas entre los tratamientos. Observando los mayores promedios de peso de tallo
con 4.36 y 5.04 g., por aplicacion de P. veronii (R4), S. marcescens (PM3-8), P. protegens
(CHAO) Y A. calcoaceticus (BMR2-12). A diferencia, las plantas tratadas con E. asburiae
(PM3-14) no ejercid cambios significativos en el peso del tallo de las plantas, resultado
similar a aquello tratamientos que no se afiadié el inoculo bacteriano con 3.96 g de peso

de tallo.
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Figura 9. Evaluacion del peso del tallo por aplicacion edafica de rizobacterias en
cacao. Las barras de error indican £ES; letras diferentes indican diferencias significativas
entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

4.2.5. Longitud radicular

La aplicacion edéafica de las rizobacterias en plantas de cacao ejercid cambios en la
arquitectura del sistema radicular, encontrando diferencias significativas entre los
tratamientos. Generando efectos caracteristicos de la longitud radicular por la aplicacion
de A. calcoaceticus (BMR2-12) y P. veronii (R4) con valores mayores a 21.43 cm. A
diferencia de las plantas sin el inoculo bacteriano y con la aplicacion de S. marcescens
(PM3-8) y E. asburiae (PM3-14) obtuvieron valores entre 18.97 y 20 cm. Ademas, se
observé un efecto negativo por aplicacion de P. protegens (CHAOQ) que afecta al sistema

radicular con la disminucion de la misma en comparacién de las semillas no tratadas.

EA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAQ)
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Figura 10. Evaluacion de la longitud radicular por aplicacion edafica de
rizobacterias en cacao. Las barras de error indican xES; letras diferentes indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).
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4.2.6. Peso radicular

En el peso radicular se verificé diferencia significativa, logrando establecer una marcada
diferencia en esta variable por la aplicacion edéafica de P, veronii (R4) con 6.77 g de peso
radicular. Caso contrario por aplicacion de las bacterias A. calcoaceticus (BMR2-12), P.
protegens (CHAOQ), E. asburiae (PM3-14) y S. marcescens (PM3-8) no ejercieron
cambios al incremento del peso radicular, donde no superan 3.6 g, siendo similar a las

plantas que no fueron tratadas con las bacterias (Figura 11).

Los resultados por inoculacion de las bacterias en plantas de cacao via edéfica verifican
la colonizacion de las mismas, donde se observa el incremento al desarrollo del sistema
radicular (Figura 12). Verificando cambios significativos en los caracteres morfoldgicos
del cacao por aplicacion de R4, con incremento de la masa radicular y masa foliar

determinando un exitoso proceso de formacion de simbiosis.

@ A. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) O P. protegens (CHAOQ)
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Figura 11. Evaluacion del peso radicular por aplicacion edafica de rizobacterias en
cacao. Las barras de error indican £ES; letras diferentes indican diferencias significativas
entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).
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Figura 12. Efecto de las rizobacterias en los caracteres morfoldgicos: longitud y masa
radicular
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4.3. Evaluacion de los caracteres morfoldgicos de plantas cacao por

aplicacion foliar de las PGPR en presencia de M. perniciosa
4.3.1. Diémetro del hipocaétilo

Se observaron cambios al diametro del hipocétilo, encontrando diferencias significativas
entre los tratamientos tratados con las bacterias en presencia del patégeno. En plantas de
cacao en inoculacién de las bacterias por via foliar y el patdgeno; en presencia de S.
marcenscens (PM3-8) se verifico el mayor diametro con un promedio de 0.44 cm. Por
consiguiente, la aplicacion de P. protegens (CHAO), A. calcoaceticus (BMR2-12), P.
veronii (R4) y los tratamientos sin inoculo bacteriano se obtuvieron valores que oscilaron
entre 0.41 y 0.42 cm. La aplicacion de E. asburiae (PM3-14) no se observo un efecto
sinérgico al control de la enfermedad por la aplicacion de la bacteria.

EA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAQ)
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Figura 13. Evaluacién del diametro del hipocotilo por aplicacion foliar de
rizobacterias en presencia de M. perniciosa. Las barras de error indican *ES; letras
diferentes indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de
Duncan).

4.3.2. Longitud radicular

La aplicacion foliar de las rizobacterias en plantas de cacao en presencia de M. perniciosa
no ejercio cambios sustanciales a la arquitectura del sistema radicular en longitud. En esta
variable se observé diferencia estadistica entre los tratamientos marcando diferencias
entre las aplicaciones de las bacterias y las planta que no fueron tratadas con la misma,

observando una longitud entre 23 a 27 cm.
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D A. calcoaceticus (BMR2-12)  OS. marcescens (PM3-8)
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Figura 14. Evaluacion de la longitud radicular por aplicacion foliar de rizobacterias
en presencia de M. perniciosa. Las barras de error indican £ES; letras diferentes indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).

4.3.3. Peso radicular

La aplicacion de PGPR aplicadas via foliar en presencia d M. perniciosa al evaluar el
peso radicular, se determind que existe diferencia significativa entre los tratamientos. La
aplicacion de S. marcescens (PM3-8) y E. asburiae (PM3-14) se observé la mayor
formacion de pelos absorbentes lo que favorecié al incremento en peso radicular de las
plantas de cacao con 2.85 y 2.77 (g). A diferencia de las plantas tratadas con A.
calcoaceticus (BMR2-12), P. protegens (CHAO), P. veronii (R4) que alcanzaron valores
entre 2.32 y 2.85 cm en peso radicular, ademas no se observaron cambios sustanciales sin

el inoculo bacteriano.

EA. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) O P. protegens (CHAOQ)
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Figura 15. Evaluacion del peso radicular por aplicacion foliar de rizobacterias en
presencia de M. perniciosa. Las barras de error indican +ES; letras diferentes indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).
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4.4. Evaluacion de los caracteres morfoldgicos de plantas cacao por
aplicacion a la rizésfera de las PGPR en presencia de M.

perniciosa

4.4.1. Diémetro del hipocaétilo

La aplicacion edafica de las PGPR en la evaluacion del caracter morfoldgico al didmetro
del hipocotilo en presencia de M. perniciosa en plantas de cacao, se aprecia que no
existieron cambios sustanciales con la aplicacion de P. veronii (R4), E. asburiae (PM3-
14), plantas sin inoculo bacteriano y S. marcescens (PM3-8) obtuvieron los mayores
promedios entre 0.41 y 0.40 (cm), caso contrario la aplicacion de A. calcoaceticus
(BMR2-12) y P. protegens (CHAO) corresponden a los menores promedios de diametro.

B A. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
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Figura 16. Evaluacion del didmetro del hipocotilo por aplicacion edafica de
rizobacterias en presencia de M. perniciosa. Las barras de error indican *ES; letras
diferentes indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de
Duncan).

4.4.2. Longitud radicular

Las aplicaciones de rizobacterias via edafica, en presencia del patdgeno M. perniciosa en
plantas de cacao, se observo diferencia significativa entre los tratamientos, dando como
resultado que la aplicacion de E. asburiae (PM3-14), A. calcoaceticus (BM2-12) y S.

marcescens (PM3-8), obtuvieran los mayores valores a longitud radicular, por
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consiguiente con P. veronii (R4) y las demés no alcanzaron efectos significativos en esta

variable.
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Figura 17. Evaluacion de la longitud radicular por aplicacion edafica de
rizobacterias en presencia de M. perniciosa. Las barras de error indican *ES; letras
diferentes indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de
Duncan).

4.4.3. Peso radicular

La aplicacion de PGPR via edafica en plantas de cacao en antagonismo a M. perniciosa
al evaluar esta variable se verifico diferencia significativa entre los tratamientos,
determinando que las plantas sin inoculo bacteria se observé el mayor peso radicular con
3.76 g, las plantas de cacao bajo los tratamientos en presencia de los indculos bacterianos

se verifica el menor peso al sistema radicular entre 2.35y 3.07 g.

@ A. calcoaceticus (BMR2-12) OS. marcescens (PM3-8)
OE. asburiae (PM3-14) OP. protegens (CHAOQ)
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Figura 18. Evaluacion del peso radicular por aplicacion edafica de rizobacterias en
presencia de M. perniciosa. Las barras de error indican £ES; letras diferentes indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (Prueba de Duncan).
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Figura 19. Efectos de las PGPR sobre los caracteres morfolégicos longitud y peso
radicular de plantas de cacao en presencia de M. perniciosa.
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4.5. Discusion

45.1. Evaluacion de respuestas morfologicas en semillas pre-germinadas en

aplicacion de PGPR

Las semillas que fueron inoculadas con A. calcoaceticus (BMR 2-12), S. marcescens (PM
3-8), E. asburiae (PM 3-14), P. protegens (CHAO), P. veronii (R4) reflejaron que hay un
efecto estimulante del desarrollo en peso y longitud radicular. Se tiene que considerar que
la aplicacion especifica de A. calcoaceticus (BMR2-12) ejerce un cambio sustancial en el
desarrollo del sistema radicular, debido a la generacion de simbiosis en el estadio
temprano de germinacion de la semilla. Esto concuerda a lo expresado por Sachdev et al.,
(2010), donde al evaluar el sistema radicular de trigo los efectos por aplicacion A.
calcoaceticus ejerce mayor longitud de raiz 31.4 cm. La cepa prospera en los exudados
liberados por las raices de la misma planta, posterior la multiplicacién de estas
poblaciones bacterianas en la rizosfera con la liberacion de IAA puede mejorar la
rizogénesis. Ademas segun Kang et al., (2009), afirma que la cepa A. calcoaceticus
secreta giberelinas en el ambiente de la planta, donde la giberelina induce al crecimiento
ademas del ensanchamiento de tejidos. Gutierrez et al., (2003) corrobora el efecto que
tienen las PGPR al estimular la germinacion en semillas de frejol y el desarrollo de raices

secundarias.

Mientras la aplicacion de Pseudomona veronii (R4) minimiza el incremento en longitud
de tejido radicular con resultados “menor al control” entre los ensayos evaluados, sin
embargo favorecié al incremento de raices secundarias y pelos absorbentes, resultado que
refleja el aumento en peso de raiz. Seria importante destacar que la aplicacion de esta
bacteria a esquejes de cacao en fase de enrraizamiento favoreceria el proceso de

prendimiento debido a la cantidad de raices secundaria que genera.

4.5.2. Evaluacion de respuestas morfoldgicas de plantas de cacao en aplicacién a la
rizésfera de PGPR

La aplicacion de las PGPR’s a plantas de cacao destacd que la variable peso de hoja y
peso radicular generd diferenciacion entre las plantas evaluadas, donde la cepa A.
calcoaceticus (BMR2-12) obtuvo mayor peso foliar. Las caracteristicas de esta cepa se

ve reflejado por la capacidad de producir reguladores de crecimiento de tipo vegetal,
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donde estos promueven el desarrollo de las plantas, A, calcoaceticus ha reportado
producir hormonas como ABA y Gas (Kang et al., 2010)

4.5.3. Evaluacion de los caracteres morfoldgicos de plantas de cacao por aplicacion

foliar de las PGPR en presencia de M. perniciosa

La presencia del patdgeno en plantas de cacao ejerce cambios sustanciales a los caracteres
morfomeétricos y morfoldgicos con la disminucién al diametro de hipocotilo, siendo asi
que la aplicacion foliar de forma temprana de S. marcescens (PM3-8) reduce los efectos
causados por M. perniciosa. Purkayastha et al., (2018), manifiestan que las PGPR son
productoras de quitinasas, enzimas hidroliticas, degradan las paredes celulares de los
hongos e inhiben la colonizacion del patégeno, por efecto de la bacteria al evitar la
expansion en el sistema intracelular del tejido foliar. Ademas, es evidente que una de la
sintomatologia reflejada en este trabajo fue la reduccién del didmetro del hipocétilo por
efecto del patdgeno. Teixeira et al., (2014) explica que el hongo degrada las moléculas
de almacenamiento de carbohidratos y lipidos existiendo ademas un desbalance hormonal
por ende la privacion de estos elementos genera la reduccion de los 6rganos de la planta

en este caso reflejado en el hipocdtilo.

4.5.4. Evaluacion de los caracteres morfoldgicos de plantas de cacao por aplicacion

a la rizésfera de las PGPR en presencia de M. perniciosa

Segln lo evaluado por Auhing (2018) una de las sintomatologias caracteristicas del
patdgeno en plantas es el atrofiamiento de la raiz, resultados que fisicamente concuerdan
con lo expresado en plantas a las que solo se aplico el patdgeno (control). Teixeiraetal.,
(2014), afirma que en plantas infectadas se registra una alta concentracion de “auxinas”
la cuales al ser sintetizadas en los brotes apicales su campo de accion se registra en las
raices, lo que demuestra que en el presente trabajo al evaluar el peso radicular el control
(planta + M. perniciosa) presente los mayores valores. Ademas, el atrofiamiento de la

raiz da como resultado un mayor volumen en peso lo cual se registra ante esta evaluacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1

Conclusiones

Las rizobacterias ejercen un efecto estimulante en semillas pregerminadas,
demostrado asi por el mayor desarrollo a nivel de las variables; peso con 0.72 g., ¥
longitud radicular con 8.29 cm., en relacion al control (PBS). En plantas inoculadas
con A. calcoaceticus se obtuvo mayor peso de hoja con 6.37 g., y longitud radicular
con 22.13 cm.

Por aplicacion de bacterias “via foliar” en presencia de M. perniciosa en plantas, los
tratamientos con Serratia marcescens (PM3-8) obtuvo el mejor promedio de
didmetro de hipocotilo con 0.44 cm., demostrando ser la rizobacteria que mayor
diametro genera.

La aplicacion de PGPR “via edafica” ante el accionar con M. perniciosa demuestra
que no existe diferencia en la variable diametro del hipocétilo con valores entre 0.41

y 0.40 cm, al comparar los tratamientos con PGPR y el control.
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5.2.

Recomendaciones

Realizar reaislamiento de las bacterias en las plantas inoculadas a partir de; hojas,
raices o suelo para corroborar su presencia y efecto.

Aumentar los dias de evaluacion de las plantas hasta 70 dias después de la inoculacién
con M. perniciosa para verificar los sintomas.

Instalaciones adecuadas para la ejecucion de los ensayos a nivel in vivo (luz,

temperatura, humedad principalmente).
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ANEXOS

Anexo 1. Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR’s) y sus efectos
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Anexo 2. Metodologia de la aplicacién de PGPR’s via edéfica contra la aplicacion de
esporas de M. perniciosa

Crecimiento
bacteriano en King B

Inoculacion
1ml/planta

Traslado de las bacterias a
medio alternativo

Evaluacion de
resultados

Inoculacién
1ml/planta

Inoculacién esporas
1ml/planta

E 6E+5
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Anexo 4. Crecimiento de PGPR’s en medio de cultivo alternativo (Bomba, bandeja
sujetadora, shock, mangueras plasticas, filtros)

LY h . R
Anexo 5. Metodologia de la aplicacion de PGPR’s via foliar
esporas de M. perniciosa.

Crecimiento
2% bacteriano en King B -
——
— .
Traslado de las bacterias a
medio alternativo

Evaluacion de
resultados

Inoculacién
1ml/planta

Inoculacién esporas
1ml/planta

[6] 6B E
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Anexo 7. Detalle de la preparacion de inoculo de M. perniciosa:

Determinar el nimero de basiodiosporas viables en la solucion A; asumiendo que
contenga 6°741.500 esporas/ml con 89% germinacion, o 6°000.000 esporas viables/ml
e Determinar el volumen de la solucion A necesario para la preparacion; esto se
consigue multiplicando el volumen del inoculo necesario a preparar por la
concentracion de esperar a utilizarse dividido por el nimero de esporas
viables/mil en la solucion A.

90 mlx150.000esporas/ml

- =2.25 ml de la solucion A.
6°000.000esporas/ml

e La solucién B se determina por la siguiente operacion: el nimero de ml de la
solucion A (suspension de esporas) multiplicado por 5,33 (factor de conversion),

menos el nimero de ml de la soluciéon A.
(2.25 ml x 5.33)-2.25= 9.74 ml

e El volumen de la solucién c se establece mediante la siguiente formula: VVolumen
de inoculo necesario a preparar menos el volumen de la solucion A. mas el

volumen del sol b.
90 ml — (2.25ml+9.74) =78.04

e Lacantidad d el de la solucién b se coloca en una bureta y se alude gradualmente
(35 a 45 gotas/minuto) a un Erlenmeyer que contiene la solucién C, esta Gltima se
mantiene en agitacion lente con una barra agitadora y plato agitador magnético.

e Posteriormente, las soluciones B y C combinada se colocaron en una bureta y se
dispensaron gradualmente sobre la solucién A con basiodiosporas contenida en

un Erlenmeyer forrado con papel aluminio y mantenida en constante agitacion.
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Anexo 8. Efecto de M. perniciosa alargando el periodo de evaluacién a los 60 dias
después de la inoculacion con el patégeno

Con M.

perniciosd
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