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RESUMEN

La produccion de cacao se ve afectada principalmente por enfermedades fingicas, entre las
que se encuentran Phytophthora palmivora. Por otro lado, el estrés hidrico afecta
negativamente al cacao, reduciendo la absorcion de agua y nutrientes. Las rizobacterias,
ofrecen unas estrategias efectivas para abordar las enfermedades fungicas y condiciones de
estrés hidrico. El objetivo del estudio fue determinar la incidencia de infeccion de
Phytophthora palmivora en Theobroma cacao bajo condiciones de estrés hidrico y presencia
de Rizobacterias. Se desarrollaron 3 experimentos con disefio completamente al azar DCA.
En el primer experimento con rangos de restriccion de riego mostro que la aplicacion de
riego continuo mantuvo el porcentaje de agua en hojas entre (78,08 y 95,84 %), mientras
que la restriccion de riego por 20 dias (RR3), determiné una disminucion de las variables:
peso fresco radicular en 3,84 g.; longitud radicular 12,5 cm; peso seco radicular 1,13 g. y
altura 78,78 cm. Al empleo del segundo experimento se evalu6 la infeccion de P. palmivora
en las restricciones de riego, donde la restriccion de riego RR3, se observa disminucion
considerable en el peso fresco radicular: 2,16 g., longitud radicular 11 cm., peso seco
radicular 0,64 g., altura de planta: 73,30 cm. Al desarrollar el tercer experimento de grado
de proteccidn se utilizaron dos consorcios (3 rizobacterias por consorcio), 1 cepa de P.
palmivora, 2 condiciones de restriccion de riego derivadas del primer y segundo experimento
(escogiendo las restricciones con valores mas bajos), la aplicacion del consorcio (RR2 + P.
palmivora + C2) incremento el peso fresco radicular con 8,08 g., longitud radicular de las
plantas de 24 cm., peso seco 3,08 g. y altura 85,75 cm. La aplicacion de consorcios PGPRs

es beneficioso al promover la altura y longitud radicular

Palabras claves: PGPRs, enfermedades fungicas, régimen de riego, estrés abidtico
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ABSTRACT

Cocoa production is mainly affected by fungal diseases, including Phytophthora palmivora.

On the other hand, water stress negatively affects cocoa, reducing water and nutrient uptake.
Rhizobacteria offer effective strategies to address fungal diseases and water stress
conditions. The objective of the study was to determine the incidence of Phytophthora
palmivora infection in Theobroma cacao under water stress conditions and the presence of
rhizobacteria. Three experiments were carried out with a completely randomized DCA
design. In the first experiment with irrigation restriction ranges showed that the application
of continuous irrigation maintained the percentage of water in leaves between (78.08 and
95.84 %), while the irrigation restriction for 20 days (RR3), determined a decrease in the
variables: root fresh weight in 3.84 g.; root length 12.5 cm; root dry weight 1.13 g. and height
78.78 cm. The second experiment evaluated the infection of P. palmivora in the irrigation
restrictions, where the RR3 irrigation restriction showed a considerable decrease in root fresh
weight: 2.16 g., root length 11 cm, root dry weight 0.64 g., plant height: 73.30 cm. When
developing the third experiment of degree of protection, two consortia were used (3
rhizobacteria per consortium), 1 strain of P. palmivora, 2 conditions of irrigation restriction
derived from the first and second experiment (choosing those with the lowest values), the
application of the consortium (RR2 + P. palmivora + C2) increased the fresh root weight
with 8.08 g., root length of the plants 24 cm, dry weight 3.08 g. and height 85.75 cm. The
application of PGPRs consortia is beneficial in promoting root height and length.

Keywords: PGPRs, fungal diseases, irrigation regime, abiotic stress
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao) es un cultivo neotropical perenne, originario de la regién
amazonica (Beg et al., 2017), considerado como el medio principal de ingreso econémico
para los pequefios agricultores en varios paises de América Central, Africa y Sudamerica
(Osorio et al., 2021). Superando econémicamente a los cultivos de café, té y cafia de azlcar
(Suh y Molua, 2022).

Los granos de cacao son la principal materia prima de interés en el sector agricola dado a la
gran demanda de industrias chocolateras, cosméticas o farmacéuticas (Beg et al., 2017). El
cacao ecuatoriano o también llamado “pepa de oro” es reconocido a nivel mundial como uno
de los mejores en cuestion de calidad y sabor (Camino, Andrade, y Pesantez, 2016).
Actualmente el 86% de la produccidn del grano ecuatoriano se exporta a sitios como Estados

Unidos y la Unién Europea (Ureta et al., 2021).

Sin embargo, distintas circunstancias han limitado la produccion de cacao, entre ellos el mas
predominante es la proliferacion de enfermedades causadas por hongos, destacando a
Phytophthora palmivora con nombre comun enfermedad de la vaina negra siendo la de
mayor incidencia y gravedad para los cultivos de Theobroma cacao, provocando dafios en

cualquier estadio de la planta (Delgadillo-Duran et al., 2020).

La sintomatologia que presenta Phytophthora palmivora, es la formacion de necrosis en las
hojas también llamado “tizon”, cancros en las ramas que pueden llegar a expandirse al tallo
provocando la muerte de la planta, puede llegar a interferir con la xilema provocando signos
de marchitez relacionado con el estrés hidrico (Akrofi et al., 2003). Sin embargo, estas
sintomatologias pueden cambiar dependiendo de los factores ambientales (Akrofi et al.,
2015).

El estrés abidtico es el producto de los cambios ambientales extremos como la salinidad,
variaciones de temperatura, heladas, viento, granizo, exceso de agua y déficit hidrico
(Méndez y Vallejo, 2019), siendo el déficit hidrico en el suelo el resultado de la reduccion
de aportes de agua, durante el déficit hidrico la tasa de transpiracion supera la absorcion de
agua por las raices, reduciendo asi el contenido de agua en los tejidos de las plantas y

afectando tanto a la absorcion de nutrientes como a la fotosintesis (Griffiths y Parry, 2002).



Para afrontar los periodos de déficit hidrico las plantas han desarrollado estrategias o
mecanismos de defensa a nivel celular y molecular, para asi poder afrontar las distintas
condiciones ambientales (Rusconi y Conti, 2010). Los mecanismos de defensa se han
desarrollado para mitigar los efectos negativos del estrés hidrico, siendo las bacterias del
suelo las méas importantes denominadas como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) (Adams et al., 2016), las cuales estimulan el crecimiento vegetal bajo

condiciones de estrés abhiotico a través de mecanismos directos e indirectos.

Las bacterias simbioticas o de vida libre como Rhizobium, Azotobacter, Pseudomonas,
Bacillus, Klebsiella, Arthrobacter, Enterobacter, Azospirillum, etc, son descritas como las
mas utilizadas para mejorar la produccion de cultivos en todo el mundo, ya que son capaces
de producir las principales fitohormonas (Heidari y Golpayegani, 2012). El acido abscisico
(ABA) es la hormona clave de sefializacion del estrés y se ha descrito que confiere tolerancia
a las plantas, especialmente bajo estrés por sequia o salinidad (Rusconi y Conti, 2010). Bajo
estrés hidrico, el ABA se sintetiza y se acumula en las raices luego es transportado a los

brotes con el aumento de las condiciones de estrés (Fuente et al., 2015).

Este proyecto de investigacion va ligado a evaluar la capacidad que tienen las plantas bajo
condiciones de estrés hidrico y la incidencia que tiene Phytophthora palmivora en el
desarrollo de los mecanismos de aclimatacién a corto o largo plazo mediante la aplicacion

de rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR).



CAPITULO I:
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problematizacién

1.1.1. Planteamiento del Problema

En los dltimos afios el cacao (Theobroma cacao L.) ha luchado por mantener el ritmo de
produccion, a causa del déficit de recursos naturales como son el suelo, el agua y la
biodiversidad, dando paso a periodos de sequias y temperaturas extremadamente altas

causando pérdidas econdémicas agricolas.

Phytophthora palmivora,es un patégeno causante de una de las enfermedades con mayor
incidencia en cacao, los sintomas como la pudricién en mazorcas, cancer en tejidos (lefioso
y floral) y necrosis (plantulas y hojas), incrementando en situaciones de cambios

ambientales.

Actualmente existen regiones donde los niveles de temperatura son cambiantes, que afecta
la productividad en plantas, disminuyendo sus tasas de crecimiento, su metabolismo,
fotosintesis, transporte de solutos y entre otras caracteristicas necesarias para el desarrollo

productivo.

Diagnostico

Los escases de agua es un factor predominante en el mundo y se espera que el cambio
climéatico no acelere la severidad de los episodios de déficit hidrico en la agricultura, que
actualmente causa pérdidas importantes en los cultivos, reduciendo los rendimientos
promedio en mas de un 50%, este efecto en la agricultura se debe a que el déficit hidrico es

el estrés abidtico que més afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas.

El prolongado cambio medio-ambiental, las altas temperatura ha dado paso a la grave
incidencia de P.palmivora, siendo una de las enfermedades con méas predominancia en los
cultivos de cacao, dado a que puede ser dispersado por la salpicadura de las gotas de agua,

el viento, insectos y actividades humanas.



Prondstico

Se espera lograr que la inoculacion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPRs) en Theobroma cacao a nivel in vitro alcance un aumento de porcentaje del
desarrollo de plantulas de cacao, bajo las condiciones de infeccion de P. palmivora y estrés

hidrico.

1.1.2. Formulacién del Problema

¢Cdémo afecta el estrés hidrico a la incidencia de infeccion por Phytophthora palmivora en
Theobroma cacao y de qué manera la inoculacion con rizobacterias puede modular esta
interaccion?

1.1.3. Sistematizacién del Problema

e ;Cuales son las caracteristicas agronémicas que desarrollan las plantas de cacao al

aplicar Rizobacterias Promotoras del Crecimiento?

e (Qué accion efectlan las rizobacterias en presencia de infeccion de Phytophthora

palmivora en cacao?

e ;La aplicacién de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento producen cambios

significativos en las plantulas de cacao, bajo la condicion de estrés hidrico?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Determinar la incidencia de infeccion de Phytophthora palmivora en Theobroma cacao bajo

condiciones de estrés hidrico y presencia de Rizobacterias.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Establecer los rangos de tolerancia de cacao CCN51 bajo condicidn de estrés hidrico.

e Determinar el grado de infeccion de Phytophthora palmivora sobre las caracteristicas

agrondmicas en cacao CCN51 bajo condicion de estrés hidrico.

e Determinar el grado de proteccidn de rizobacterias a cacao CCN51 en presencia de

Phytophthora palmivora y estrés hidrico.



1.3. Justificacion

El cacao es considerado como un cultivo de gran valor industrial, desempefiando un papel
importante en los paises productores y consumidores, contribuyendo a la subsistencia de méas
de 50 millones de personas. El continuo cambio climatico y las limitaciones de
disponibilidad de agua en diferentes regiones, amenazan especialmente a las plantaciones de

cacao ya que es una de los mas sensibles a la sequia.

El desarrollo y rendimiento del cacao se ven influidos por una serie de inconvenientes entre
ellos esta la propagacion patogénica de Phytophthora palmivora siendo el agente causal de
la enfermedad “Mazorca negra” beneficiada por los distintos factores medioambientales
como son la pluviosidad, la temperatura y el estrés hidrico. La sequia es el estrés
medioambiental mas comun presentada en distintos cultivos, principalmente en el de cacao
dado a que tiene un sistema radicular poco profundo y solo le permite absorber agua

Unicamente de las capas superficiales del suelo.

En el microbioma vegetal, se encuentran bacterias mayormente conocidas como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), las cuales pueden colonizarse y
proliferarse en torno a la rizésfera, definida como el area del suelo que rodea a la raiz. Las
PGPR permiten reconocer las moléculas vegetales que van a permitir adquirir los nutrientes
necesarios, ocupando espacios para inhibir directa e indirectamente cualquier canal que vaya

en contra del bienestar de las plantas.

Actualmente existen un sin nimero de baterias promotoras del crecimiento vegetal entre
ellas sobresalen las siguientes Rhizobium, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus, Klebsiella,
Arthrobacter, Enterobacter, Azospirillum, que son utilizadas para mejorar la produccién de
los cultivos de todo el mundo, ya que son capaces de sintetizar diferentes tipos de metabolitos
secundarios y fitohormonas como son las auxinas, Giberelinas, Citoquininas y Acido

abscisico.



CAPITULO Il
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual

2.1.1. Cacao CCN-51

EI CCN51 es una variedad de cacao destacado por su alta productividad, generando una gran
cantidad de vainas y semillas por arbol, haciéndolo atractivo hacia los productores (Ramén
et al., 2008). Una de las caracteristicas mas influyentes en esta variedad es la tolerancia a
enfermedades como escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y la moniliasis
(Moniliophthora roreri) siendo las principales causantes de dafios productivos e impacto
econdémico (Boza et al., 2014). Posee adaptabilidad a diferentes cambios agroclimaticos, y

no tiene necesidad de realizar polinizacion cruzada (Almeida y Valle, 2007).

2.1.2. Estrés Hidrico

El estrés hidrico en las plantas se refiere a la falta de agua suficiente para mantener sus
procesos fisioldgicos normales, siendo una de las principales causas de disminucién del
rendimiento agricola y puede tener efectos negativos significativos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas.(Chaves et al., 2009).Cuando las plantas experimentan estrés
hidrico, sufren una serie de respuestas fisioldgicas y morfologicas para sobrevivir en
condiciones de sequia, algunos de los cambios mas comunes incluyen el cierre de los
estomas, estructuras por donde las plantas pierden agua, para reducir la pérdida de agua por

transpiracion (Boyer J, 1982).

2.1.3. Enfermedades del cacao

Debido a las enfermedades las cosechas anuales de cacao se ven afectadas, los agentes
causantes como Phytophthora palmivora, Phytophthora megakarya, Moniliophthora
perniciosa y Moniliophtora roreri tienen wuna distribucion mundial por ello
aproximadamente el 38% de la produccion cacaotera se ve afectada por perdidas (Marelli et
al., 2019).



2.1.4. Phytophtora palmivora en cacao

P.palmivora o también conocida como “Cancro negro de la vaina y del tallo”, tiene una
distribucion que afecta aproximadamente del 20-30% de produccion mundial cacaotera
(Almeida y Valle, 2007). El primer sintoma de la vaina negra es una mancha marrén o negra
en el fruto que crece rapidamente hasta cubrir toda la vaina, la infeccién profundiza y afecta
a las semillas de cacao, decolorandolas y arrugandolas. Finalmente, la vaina se marchita,

convirtiendose en una momia negra y dura (lwaro et al., 1997).

2.15. PGPRs

Entre las bacterias de vida libre se encuentran las PGPR que ejercen efectos beneficiosos
sobre las plantas a través de mecanismos directos e indirectos, las rizobacterias beneficiosas
se han utilizado para mejorar la absorcion de agua, nutrientes abiético y biotico (Backer et
al., 2018).

Aunque se han descrito numerosas bacterias del suelo que promueven el crecimiento y
desarrollo de las plantas por sus mecanismos de accién como son la solubilizacion de
fosfatos, la produccion de siderdforos, la fijacion bioldgica del nitrogeno, la ingenieria de la
rizosfera, la produccion de 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase (ACC),
interferencia de sefiales de deteccion de quérum (QS) e inhibicion de la formacion de
biopeliculas, produccion de fitohormonas, actividad antifungica, produccion de compuestos
organicos volatiles (COV), induccion de resistencia sistémica, fomento de simbiosis planta-
microbio beneficiosas, interferencia con la produccion de toxinas patégenas, etc.
(Bhattacharyya y Jha, 2012).

2.2. Marco Referencial

2.2.1. Origeny distribucion del cacao

El género Theobroma se origind en las cuencas del Amazonas, y posteriormente se extendid
a América Central, sobre todo a México, donde era conocido y utilizado por la poblacion
local, los olmecas y mayas, era considerado como el "alimento de los dioses”., Theobroma

se divide en veintidds especies, de las cuales Theobroma cacao es la mas conocida (Jurgen
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y Pérez, 2010).Actualmente el cacao ecuatoriano a formado parte importante en la economia
nacional, en especial en el concepto de exportacion, actividad que inicio desde de la época
colonial, ademas ocupa el tercer lugar con mayor exportacion en el area agricola, después

del banano y las flores (Segarra, 2014).

Alrededor del 80% de la produccion de cacao proviene de las provincias del Guayas, Los
Rios, Manabi, Esmeraldas, EI Oro y Santa Elena, mientras que el restante se distribuye en
las provincias de Chimborazo, Bolivar, Cotopaxi, Pichincha, Azuay, Sucumbios, Orellana,
Napo y Zamora Chinchipe (Bastos, 2020).

2.2.2. Clasificacion taxonomica

Segun (Dostert et al., 2012), la clasificacion taxonémica estd dada de la siguiente manera:

Tabla 1
Clasificacion taxondmica de cacao

Clasificacion Taxondmica
Orden: Malvaes
Familia: Sterculiaceae
Subfamilia:  Byttnerioideae

Tribu: Theobromaeae
Genero: Theobroma
Especie: Theobroma cacao

Elaboracién: Autor

2.2.3. Morfologia del cacao

Theobroma cacao es un arbol o arbusto semicaducifolio de hasta 12 a 20 m de altura, y en
cultivo se mantienen normalmente a 4 a 8 m, ell tallo es glabro o parcialmente pubescente
en ejes jovenes. La corteza es oscura, gris-café. Las ramas son cafés y finamente vellosas.
Las hojas son coriaceas (o cartaceas) simples, enteras (o ligera e irregularmente sinuadas),
angostamente ovadas a obovado-elipticas, ligeramente asimétricas, 17 a 48 cm de largo y
7—10 cm de ancho, alternas y glabras o laxamente pubescentes en ambas caras (Dostert et
al., 2012).
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La base de las hojas es redondeada a ligeramente cordada, apice largamente apiculado, el
fruto es una baya grande (mazorca), polimorfa, esférico a fusiforme, pdrpura o amarillo en
la madurez, glabro, 10 a 20cm de largo 7 cm ancho, 200 a 1000 gr de peso y con 5 a 10
surcos longitudinales. El endocarpio es de 4 a8 mm de grosor, duro y carnoso, y lefioso
(Dostert et al., 2012).

2.2.4. Cacao CCN51

CCNB51 (Coleccion Castro Naranjal), cuyos origenes se iniciaron en nuestro pais Ecuador,
es considera como una variedad que rinde un 80% de su fermentacion, el peso en semillas
esta alrededor de 150 gramos en 100 granos, es mas resistente a enfermedades y plagas,
contiene mayor porcentaje de grasa que el cacao Nacional. (Jaimes et al., 2016).

2.2.5. Enfermedades de Cacao

Las enfermedades mas destructivas del arbol del cacao son las podredumbres de la vaina
también Ilamada vaina negra esta causada por un hongo (Phytophthora) que se propaga
rapidamente en las vainas en condiciones de lluvia y humedad excesivas, insolacién
insuficiente y temperaturas inferiores a 21 °C (70 °F), la escoba de bruja (causada por
Moniliophthora perniciosa) y la podredumbre helada de la vaina (causada por M. roreri) son
enfermedades graves que afectan a los cultivos de América y las Indias Occidentales y
preocupan mucho a los cultivadores de Africa y Asia, que tratan de evitar su propagacion
(Hebbar, 2007).

2.2.5.1.Phytophthora palmivora en cacao.

Phytophthora, como oomiceto, forma parte de un grupo distinto de microbios eucariotas
similares a los hongos, comparte una serie de rasgos morfologicos con los hongos, pero
posee otras caracteristicas exclusivas de las plantas, el principal componente de su pared
celular es la celulosa, a diferencia de los hongos verdaderos, que consiste principalmente de
quitina (Perrine-Walker, 2020). P. palmivora aparte de atacar las mazorcas del cacao

causando pudricion, cancer en tejidos lefiosos y cojin floral, ataca a plantulas causando la
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necrosis de las hojas (tizon), dafios en el sistema radicular y su tallo principal, llegando hasta

el punto de senescencia (Polanco et al., 2015).

2.2.6. Factores Bioticos que afectan al cacao

Los factores bidticos corresponden a los elementos vivos o biologicos en un espacio verde
entre ellos encontramos a los insectos, roedores, enfermedades, bacterias o parésitos,
malezas, entre otros (Soto, 2022). Las plagas en el cultivo son un predominante para
disminuir la productiva en época de cosecha, ya que los insectos utilizan las hojas de las
plantas como alimento principal y asi poder proliferarse, luego estan las larvas que atacan
las raices y también en etapas tempranas estan las hormigas que cortan los tallos, incluso

existen insectos que extraen los fluidos vegetales de las plantas (Soto, 2022).

Las enfermedades son el factor bidtico de mayor impacto para la produccion de cacao en
Latinoamérica y el mundo, en Centroamérica las bacterias, los virus y los nematodos no
causan problemas significativos, pero los hongos y dos especies de Phytophthora son
responsables de graves pérdidas en la produccion (Phillips y Cerda, 2009).

2.2.7. Factores Abidticos que afectan al cacao

Los factores abidticos que afectan a las plantulas de cacao solo los micro climéaticos como
la temperatura, la humedad relativa, evaporacion y disponibilidad de agua en el suelo ademas
de factores que influyen en la fertilidad de la plantacion como velocidades de incorporacion
de hojarasca que sumados afectan tanto el crecimiento del cacao como su produccion
(Jaimez et al., 2008).

En los cultivares de cacao los factores abidticos resaltantes es la temperatura y luz y
disponibilidad de agua, dando a resaltar que las plantas manifiesten ajustes osmoticos en el
proceso de déficit de agua. Se resalta que las plantulas de cacao deben ser sembradas bajo
sombra parcial, ya que asi mantienen mayores concentraciones de clorofila que influye en

mayores tasas de asimilacién de CO2 (Jaimez et al., 2008).
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2.2.8. Estrés hidrico

El estrés por déficit hidrico o por sequia se produce en las plantas en respuesta a un ambiente
escaso en agua, en donde la tasa de transpiracion excede a la toma de agua, el déficit hidrico
no sélo ocurre cuando hay poca agua en el ambiente, sino también por bajas temperaturas y

por una elevada salinidad del suelo (Cabrera, 2002).

La intensidad y duracion del estrés hidrico influye en los efectos y la capacidad de las plantas
para resistirlo, entre los principales efectos del estrés hidrico sobre el crecimiento esta la
reduccion en la altura, tallo, raices, area foliar, peso foliar especifico y biomasa de la planta
(Luna et al., 2012).

Asimismo, la eficiencia de uso de agua en la productividad (EUAp) también es alterada
debido a los cambios en la biomasa total y en la evapotranspiracion. Durante el estado de
plantula se experimenta mayor estrés hidrico porque los individuos aun no han desarrollado
un sistema radicular extenso ni profundo y su acceso al agua del suelo es limitado (Luna et
al., 2012).

2.2.8.1. Mecanismos para tolerar el estrés hidrico.

e Reduccion del &rea foliar: El déficit hidrico produce un descenso en la turgencia de
las células, disminuyendo tanto la expansion foliar como la elongacién radicular y
por tanto, la tasa de crecimiento. Una menor area foliar transpirara menos,

permitiendo conservar mas agua.

e Abscision foliar: En situacion de déficit hidrico se produce la senescencia e incluso
abscision de las hojas, al disminuir el nimero de hojas, lo hara también la superficie

de transpiracion, lo que supone un ahorro en términos hidricos, para la planta.

e Cierre estomatico: El cierre estomatico supone uno de los mecanismos mas rapidos
para evitar la pérdida de agua en caso de déficit hidrico, la disminucion del contenido
hidrico de las células oclusivas disminuye su turgencia, produciendo el cierre
estomatico de forma rapida. Esta regulacion estomatica esta mas condicionada por el

estado hidrico de la raiz y del suelo que por el de las hojas.

14



e Cuticula gruesa: El estrés hidrico induce la produccién de una cuticula mas gruesa

mediante la deposicion de ceras sobre la superficie foliar.

2.2.9. Rizobacterias Promotoras del Crecimiento

Las bacterias asociadas con la rizésfera de las plantas son capaces de generar varios
mecanismos por los cuales afectan positivamente su crecimiento y desarrollo (Camelo et al.,
2011). Segun (Ahmad et al., 2006), se tiene conocimiento que los mecanismos directos se
relacionan con la produccion de fitohormonas de tipo Auxinas y Giberelinas o la regulacion
de la produccion de hormonas por parte de la planta. Y asi mismo pueden afectar la
disponibilidad de nutrientes por la intervencion directa en los ciclos biogeoquimicos. Las
bacterias capaces de interactuar con las raices de las plantas son atraidas por sustancias
excretadas por la raiz, que ocasionan el movimiento de la bacteria hacia el rizoplano de la

planta y de esta forma dar inicio a una relacion de beneficie mutuo (Ahmad et al., 2006).

2.2.10. Mecanismos Directos de la Promocion Vegetal

e Produccion de exopolisacaridos y biopeliculas.

Una amplia variedad de rizobacterias poseen la capacidad para liberar exopolisacaridos

(EPS) y formar biopeliculas en la raiz (Mohammed, 2018).

De esta manera, las comunidades de rizobacterias forman estructuras complejas de células
microbianas que se adhieren a la superficie de la raiz, las cuales se encuentran rodeadas por

una matriz polimérica extracelular (biopeliculas) (Upadhyay et al., 2011).

Las rizobacterias dentro de la biopelicula protegen significativamente a las plantas del estrés
externo, debido a que mantienen una mayor adherencia a las superficies, mejorando el estado
de agregacion del suelo de la rizosfera, lo que aumenta la disponibilidad de agua y nutrientes,
asi mismo, la densidad microbiana aumenta, lo que mejora el crecimiento de la planta (Kasim
etal., 2016).
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Ademas, los exopolisacaridos de las rizobacterias funcionan como moléculas sefial que
activan la respuesta de defensa durante el proceso de infeccion de patégenos. Algunos EPS
se unen a cationes, incluido el Na*, lo que sugiere un papel en la mitigacion del estrés por
salinidad reduciendo el contenido de Na* disponible para consumo de plantas (Gupta et al.,
2017).

2.2.11. Revision histérica del tema en estudio

Segun, (Garcia y Moreno, 2015) en un estudio determinado “Respuestas fisiologicas de
Theobroma cacao L. en etapa de vivero a la disponibilidad de agua en el suelo”, se enfoca
en como la cantidad de agua en el suelo afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas de
cacao en etapa de vivero, el estudio se realiz6 midiendo varias variables fisioldgicas, como
la fotosintesis neta, la transpiracion y la resistencia estomatica, en plantas de cacao expuestas
a diferentes niveles de agua en el suelo, los resultados del estudio mostraron que la cantidad
de agua en el suelo afecta significativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas de

cacao.

En particular, se determin6 que las plantas de cacao expuestas a niveles mas bajos de agua
en el suelo tenian una menor fotosintesis neta y una mayor resistencia estomatica, lo que
indica que las plantas estaban experimentando estrés hidrico. En general, este estudio tiene
implicaciones importantes para la produccion de cacao a gran escala, ya que sugiere que €s
importante mantener niveles adecuados de agua en el suelo para asegurar un crecimiento y

desarrollo saludable de las plantas de cacao (Garcia y Moreno, 2015).

Una investigacion sobre la “Dinamica hidrica del cacao (Theobroma cacao L.)”, se refiri6 a
como el agua se mueve y se distribuye en el suelo y en las plantas. En este caso, se estudio
como el agua afecta el crecimiento y la produccion del cacao en condiciones de bosque
humedo tropical. La investigacion utilizo diferentes herramientas para medir la humedad del
suelo, la transpiracion de las hojas y la asimilacion de CO2 por las plantas. Se encontro que
la transpiracion y la asimilacion de CO2 son mas altas en la mafiana, cuando la temperatura

es mas fresca y la humedad es mas baja (Almeida y Valle, 2007).

También se encontr6é que la radiacion solar y la temperatura del ambiente tienen un gran

impacto en la evaporacion del agua en las hojas. Los resultados de esta investigacion pueden
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ser Utiles para el manejo del agua en el cultivo del cacao en condiciones similares. Por
ejemplo, los agricultores pueden utilizar esta informacidn para decidir cuando regar las
plantas y como manejar el riego en diferentes momentos del dia. En general, esta
investigacion contribuye al conocimiento cientifico sobre el cultivo del cacao y puede ayudar
a mejorar la produccién y la sostenibilidad de este importante cultivo (Almeida y Valle,
2007).

El objetivo principal del estudio titulado “Respuesta del cacao (Theobroma cacao L.) al
estrés hidrico: Caracterizacion fisiologica y perfiles de expresion de genes antioxidantes en
clones comerciales” fue evaluar las respuestas fisiologicas y genéticas de siete clones
comerciales de cacao al estrés hidrico. Para lograr esto, los investigadores sometieron las
plantas de cacao a diferentes niveles de estrés hidrico y midieron una variedad de parametros
fisiologicos, como la tasa de fotosintesis, la tasa de crecimiento y la acumulacion de
compuestos antioxidantes. Los resultados del estudio mostraron que el estrés hidrico tuvo
un impacto significativo en la fisiologia de las plantas de cacao. En particular, los
investigadores encontraron que el estrés hidrico redujo la tasa de fotosintesis y la tasa de
crecimiento de las plantas de cacao (Osorio et al.,2021).

Ademas, el estrés hidrico también llevo a la acumulacion de compuestos antioxidantes en
las plantas de cacao, se evaluaron las respuestas fisiologicas de las plantas de cacao al estrés
hidrico, los investigadores también analizaron la expresion de ciertos genes antioxidantes en
las plantas de cacao. Los resultados mostraron que la expresion de estos genes se vio afectada
por el estrés hidrico, lo que sugiere que estos genes pueden desempefiar un papel importante

en la respuesta del cacao al estrés hidrico (Osorio et al.,2021).

En general, este estudio proporciona informacion valiosa para los productores de cacao que
buscan mitigar los efectos negativos del estrés hidrico en sus cultivos, en base a estos
resultados los estudios sugieren que la seleccion de clones de cacao resistentes al estrés
hidrico y la manipulacion genética de los genes antioxidantes pueden ser estrategias
efectivas para mejorar la productividad del cacao en condiciones de estrés hidrico (Osorio
et al.,2021).

El estudio “Evaluacién del impacto del estrés hidrico atmosférico y edafico en un cultivo

tropical: el caso de Theobroma cacao en condiciones de condiciones de Harmattan en el este
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de Ghana”, se realizo en dos sub-parcelas con y sin riego durante una temporada de
Harmattan en Ghana. Los resultados del estudio indican que el estrés hidrico atmosférico y
del suelo tienen un impacto significativo en la transpiracion del cacao y en la densidad del
dosel (Dela et al., 2021).

El estrés hidrico atmosférico redujo la densidad del dosel en un tercio, independientemente
del riego, mientras que el estrés hidrico del suelo redujo la densidad del dosel en otro tercio
en la parcela sin riego. Ademas, se encontr6 que la humedad del suelo y la presion de vapor
del aire son los principales impulsores de la velocidad de la savia del cacao y se analiz6 que
la transpiracion del cacao parece estar mas limitada por la absorcion de raices que por la
conductividad del dosel (Dela et al., 2021).

El estudio la respuesta al estrés hidrico en Phaseolus vulgaris L. (frijol comun) en casa de
cultivo. EI objetivo del estudio fue evaluar los indicadores morfoldgicos seleccionados y
como pueden ayudar a mejorar la produccion de frijol comdn. El estudio se realizé en dos
tratamientos: uno con riego normal y otro con riego limitado para simular el estrés hidrico.
Se evaluaron lineas de grano marrén y un cultivar comercial llamado 'BAT 93'. Se midieron
varios indicadores morfolégicos, como la longitud de la raiz, el nimero de legumbres por

planta y el angulo de las raices basales (Ramirez et al., 2019).

Los resultados mostraron que las lineas seleccionadas presentaron una mejor respuesta al
estrés hidrico en comparacion con el cultivar comercial. Ademas, se encontro6 que la longitud
de la raiz y el angulo de las raices basales son indicadores importantes para la seleccion de
lineas de frijol comun tolerantes al estrés hidrico, proporciona informacion valiosa sobre los
indicadores morfoldgicos que pueden ayudar a mejorar la produccion de frijol comdn en

condiciones de estrés hidrico (Ramirez et al., 2019).

Segun (Vazquez et al., 2017), el efecto del estrés hidrico y salino en los cultivos de citricos,
asi como en las estrategias que se pueden utilizar para mitigar estos efectos adversos, se
menciona que el agua es el recurso més importante y limitante para el crecimiento y
desarrollo de las plantas, y que los citricos son sensibles tanto al estrés por inundaciones
como a la salinidad. Se presentan avances sobre los efectos que el estrés hidrico y salino
causan en la produccion y calidad de los frutos citricos, asi como las estrategias que se

proponen para mitigar los efectos adversos que los mismos provocan en este cultivo.
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Se mencionan varios estudios que se han realizado en diferentes partes del mundo para
investigar como la seleccion del portainjerto adecuado, la posible inoculacién del mismo con
una cepa de HMA eficiente y la aplicacion de la fertilizacion nitrogenada pueden ayudar a
mitigar el efecto adverso que provoca el déficit hidrico en las plantas de citricos. También
se menciona que la aspersion foliar de posturas de C. macrophylla de dos meses de edad con
KNO3 al 2% acelero la tolerancia de los arboles al déficit hidrico, incrementando los
procesos de ajuste osmotico. En resumen, este articulo proporciona informacion valiosa
sobre los efectos del estrés hidrico y salino en los cultivos de citricos, asi como en las

estrategias que se pueden utilizar para mitigar estos efectos adversos (Vazquez et al., 2017).

El articulo titulado "Caracterizacién de la biodiversidad de Phytophthora spp. y rizobacterias
con potencial al biocontrol en la enfermedad de la mazorca negra en CCN-51", tuvo como
objetivo principal del estudio fue caracterizar la biodiversidad de Phytophthora spp. y
evaluar el potencial de las rizobacterias como agentes de biocontrol contra la enfermedad de
la mazorca negra en el cacao variedad CCN-51. Para ello, se recolectaron nueve muestras
vegetales con sintomas de la enfermedad de diferentes &reas productoras de cacao en
Ecuador (Cedefio et al., 2020).

Se realizaron analisis morfologicos e identificacion por PCR para determinar la presencia de
Phytophthora spp. en las muestras recolectadas, se observaron distintos morfotipos de
colonias, incluyendo algodonosos, borde regular y estrellado, que son caracteristicas de
Phytophthora spp. los perfiles de electroforesis revelaron la presencia de P. palmivora en
las nueve zonas evaluadas. Ademas, se evalud la patogenicidad de P. palmivora en diferentes
pisos altitudinales, y se encontré que la enfermedad de la mazorca negra es méas prevalente
en altitudes bajas (Cedefio et al., 2020).

Se realizaron ensayos in vitro para evaluar la capacidad de diferentes cepas de rizobacterias
para inhibir el crecimiento micelial de P. palmivora. Se identificaron dos cepas de
rizobacterias que mostraron niveles altos de antagonismo contra P. palmivora. En
conclusion, el estudio proporciona informacion valiosa sobre la biodiversidad de
Phytophthora spp. y su impacto en el cultivo de cacao, asi como sobre el potencial de las

rizobacterias como agentes de biocontrol para combatir la enfermedad de la mazorca negra.
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Los resultados del estudio pueden ser Utiles para el desarrollo de estrategias de manejo

integrado de plagas y enfermedades en el cultivo de cacao (Cedefio et al., 2020).

Segln (Syamsuddin et al., 2021), el estudio se enfoca en el uso de rizobacterias indigenas
para controlar enfermedades y promover el crecimiento de plantulas de cacao. Las
rizobacterias son microorganismos que viven en la zona de las raices de las plantas y pueden
tener un efecto positivo en su crecimiento y salud. En este caso, se busco identificar aislados
de rizobacterias que pudieran inhibir el crecimiento de los patdgenos fungicos de P.
palmivora, que es una enfermedad comun en las plantaciones de cacao. El estudio encontré
que cuatro aislados de rizobacterias (TRI 7/1, TRI 8/8, GM 7/9 y GM 7/10) demostraron la

mayor capacidad para inhibir el crecimiento de los patdgenos fungicos de P. palmivora.

Ademas, se encontrd que las plantulas de cacao tratadas con los aislados TRI 7/1y TRI 8/8
tuvieron la menor severidad de enfermedad (20%), esto sugiere que estas rizobacterias
pueden ser efectivas para controlar la enfermedad y mejorar la salud de las plantas de cacao.
Ademas, el estudio también exploré como estos aislados de rizobacterias pueden actuar
como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de las Plantas (PGPR). Las PGPR son
microorganismos que pueden mejorar el crecimiento y la salud de las plantas al promover la

absorcion de nutrientes y la resistencia a enfermedades (Syamsuddin et al., 2021).

Los resultados del estudio sugieren que los aislados de rizobacterias identificados también
pueden actuar como PGPR y mejorar la viabilidad y el crecimiento de las plantulas de cacao.
En resumen, este estudio muestra como las rizobacterias indigenas pueden ser una
herramienta util para proteger las plantas de cacao de enfermedades y mejorar su
crecimiento. Ademas, sugiere que estos microorganismos pueden actuar como PGPR y
mejorar la salud de las plantas de cacao. Esto tiene implicaciones importantes para la
industria del cacao y la agricultura en general, ya que puede ayudar a reducir el uso de

agroguimicos (Syamsuddin et al., 2021).

En este estudio, enfocado en las propiedades promotoras del crecimiento vegetal de
Streptomyces spp. y su impacto en plantulas de judia mungo microbioma de la rizosfera, los
investigadores aislaron y caracterizaron 20 cepas de Streptomyces spp. de diferentes tipos de
suelo en Tailandia. Luego, evaluaron sus propiedades promotoras del crecimiento de las

plantas mediante pruebas in vitro y en macetas de plantas. En las pruebas in vitro, los
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investigadores observaron que los aislados de Streptomyces spp. producian &cido
indolacético y siderdforos, que son compuestos conocidos por promover el crecimiento de

las plantas (Nonthakaew et al., 2022).

Ademas, los aislados también mostraron actividad antifingica contra patdgenos de las
plantas, en las pruebas en macetas de plantas, los investigadores encontraron que dos cepas
de Streptomyces spp. (SNN087 y SNN289) mejoraron significativamente el crecimiento de
las plantulas de frijol mungo en suelos estériles y no estériles. Ademas, la presencia de estas
cepas en la rizosfera de las plantulas de frijol mungo también afecté positivamente la

diversidad y composicion del microbioma de la rizésfera (Nonthakaew et al., 2022).

En general, los hallazgos de este estudio sugieren que los aislados de Streptomyces spp.
tienen el potencial de ser utilizados como agentes promotores del crecimiento de las plantas
en la agricultura, la presencia de estas cepas en la rizosfera de las plantas puede tener efectos
beneficiosos en la salud y el crecimiento de las plantas al mejorar la diversidad y

composicion del microbioma de la rizosfera (Nonthakaew et al., 2022).

En el estudio se determind que los aislados de Streptomyces spp. tienen propiedades
promotoras del crecimiento de las plantas, como la produccion de &cido indolacético y
sideroforos, que pueden mejorar la absorcion de nutrientes por parte de las plantas. Ademas,
la presencia de Streptomyces spp. en la rizdsfera de las plantulas de frijol mungo afect6
positivamente la diversidad y composicién del microbioma de la rizosfera, lo que podria
tener implicaciones importantes para la salud y el crecimiento de las plantas (Nonthakaew
et al., 2022).

El estudio denominado “Desarrollo de un tratamiento bioldgico de semillas compara el
control de la podredumbre de la fruta (Phytophthora palmivora Butl. en plantas de cacao
(Theobroma cacao L.)”, tuvo como objetivo a largo plazo el obtener métodos de control
eficaces y respetuosos con el medio ambiente que puedan aplicarse a los cacaocultores de

toda Indonesia en general y especialmente a los de la provincia de Aceh (Taslim, 2019).

Los métodos de analisis es la caracterizacion molecular de patdégenos de P. palmivora y
rizobacterias agentes de biocontrol, estudio del mecanismo de accién de los agentes

mediante aproximaciones fisiolégicas y analisis metabdlico bioquimico de los agentes de
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biocontrol utilizando métodos exploratorios y descripciones, mientras se prueba la eficacia
de las rizobacterias como agentes de biocontrol en invernaderos y sobre el campo mediante

métodos experimentales (Taslim, 2019).

Ademas, las actividades de investigacion: incluyen experimentos de deteccion,
identificacién y aislamiento de hongos patégenos de P. palmivora, aislamiento de
rizobacterias candidatas a agentes de biocontrol de la rizosfera de las plantas de cacao,
evaluacion de la eficacia de los inhibidores rizobacterianos candidatas para el control
bioldgico del patdgeno P. palmivora in vitro, y caracterizacion molecular de aislados

patdgenos y de rizobacterias de los agentes de biocontrol (Taslim, 2019).

Los resultados mostraron que los aislados rizobacterianos de cacao de cacao en el subdistrito
de Tripa, regencia de Nagan Raya, tenian una actividad inhibidora muy alta (> 75%),
RBT86, RBT88, and RBT89 rhizobacterial isolates, while rhizobacterial isolates had high
inhibitory (61-75%) hay 7 aislados, a saber, RBT613, RBT614, RBT615, RBT71, RBT74,
RBT84, y RBT810 aislados de rizobacterias. Aislamiento de rizobacterias de plantaciones
de cacao de agricultores en el subdistrito de Glumpang Minyeuk, regencia de Pidie, que
mostraron una actividad inhibidora muy alta (61-75%) en el crecimiento de colonias
patdgenas de prueba in vitro in vitro, a saber, los aislados RBGM82 y RBGMMS3 (Taslim,
2019).

Mientras que las rizobacterias aisladas RBGM36, RBGMS6,RBGM710, RBGM88, v los
aislados RBGM36 tuvieron una alta actividad inhibitoria (61-75%), las rizobacterias aisladas
de las zonas de plantacion de los cacaocultores en el subdistrito de Tripa, en la regencia de
Nagan Raya, y en el subdistrito de Glumpang Minyeuk Sub-district, Pidie Regency no
mostraron un efecto significativo en los parametros de la tasa inhibitoria sobre el crecimiento

de las causas patdgenas de la podredumbre del cacao (P. palmivora) (Taslim, 2019).

Segun (Chandra et al., 2021), el estudio realizado para evaluar los efectos de ciertas bacterias
del suelo, llamadas rizobacterias, en el crecimiento de una planta Illamada mijo bajo
condiciones de estrés hidrico, el estrés hidrico ocurre cuando las plantas no tienen suficiente
agua disponible para crecer y desarrollarse adecuadamente, se llevd a cabo en un

invernadero, donde se cultivaron plantas de mijo en macetas con diferentes niveles de agua.
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Algunas plantas se regaron regularmente, mientras que otras se sometieron a estrés hidrico

al reducir la cantidad de agua disponible.

Ademas, se aplicaron diferentes tipos de rizobacterias a las plantas para evaluar su efecto en
el crecimiento y la salud de las plantas, los resultados del estudio mostraron que las
rizobacterias que producen ACC deaminasa, una enzima que ayuda a las plantas a tolerar el
estrés hidrico, tuvo un efecto positivo en el crecimiento de las plantas de mijo bajo
condiciones de estrés hidrico. Ademas, estas bacterias también mejoraron la concentracion
de nutrientes en las plantas y redujeron los efectos negativos del estrés hidrico en la salud de
las plantas (Chandra et al., 2021).

En general, este estudio sugiere que las rizobacterias que producen ACC desaminase pueden
ser una herramienta Util para mejorar el crecimiento y la salud de las plantas bajo condiciones
de estrés hidrico. Esto es especialmente importante en areas donde el acceso al agua es
limitado, ya que estas bacterias pueden ayudar a las plantas a crecer y desarrollarse incluso

en condiciones de sequia (Chandra et al., 2021).

El estudio sobre el papel de las bacterias productoras de ACC desaminase en la mejora de la
productividad del maiz dulce bajo una disponibilidad limitada de agua de riego. El estudio
explora el potencial de las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas para
mejorar el rendimiento del cultivo y la adaptabilidad contra el estrés osmotico, lo que

contribuye a la seguridad alimentaria en el futuro (Moradi et al., 2020).

El estudio se llevd a cabo en un campo de maiz dulce en el que se utilizaron tres niveles
diferentes de riego. Se evaluaron las caracteristicas fisiologicas del maiz dulce, como la
altura de la planta, el diametro del tallo, el nUmero de hojas, la clorofila y la tasa de
fotosintesis. También se midi6 la cantidad de etileno producido por las plantas, ya que el
estrés osmotico puede provocar una acumulacion de etileno en las plantas, lo que puede

afectar negativamente su crecimiento y desarrollo (Moradi et al., 2020).

Los resultados del estudio mostraron que la inoculacion de las cepas de Pseudomonas
fluorescens mejoro significativamente las caracteristicas fisiologicas del maiz dulce,
especialmente en las plantas que recibieron menos agua de riego. La inoculacion también

redujo la cantidad de etileno producido por las plantas, lo que sugiere que las bacterias
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productoras de ACC deaminasa pueden ayudar a reducir el estrés etileno en las plantas

sometidas a estrés osmético (Moradi et al., 2020).

En resumen, este estudio sugiere que las rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas, especialmente las bacterias productoras de ACC desaminase, pueden ser una
herramienta valiosa para mejorar la productividad del maiz dulce bajo condiciones de estrés
osmotico. Esto tiene implicaciones importantes para la seguridad alimentaria en el futuro,
ya que el cambio climético y la creciente demanda de alimentos estan aumentando la presion

sobre los recursos hidricos (Moradi et al., 2020).

La investigacion se centra en el papel de las bacterias promotoras del crecimiento de las
raices en el crecimiento y desarrollo de las plantas de pasto de switchgrass, comienza con
una introduccién a la importancia de las bacterias del suelo en la salud y el crecimiento de
las plantas, y como las bacterias del suelo pueden ser utilizadas para mejorar la produccién

de cultivos y la sostenibilidad agricola (Chen et al., 2022).

Luego, los autores se centran en una enzima especifica Illamada ACC deaminasa, que se
encuentra en ciertas cepas de bacterias del suelo y que se ha demostrado que tiene un efecto
positivo en el crecimiento de las plantas. La ACC deaminasa es una enzima que descompone
el precursor de la hormona vegetal etileno, lo que reduce los niveles de etileno en las plantas.
El etileno es una hormona vegetal que regula el crecimiento y el desarrollo de las plantas, y
altos niveles de etileno pueden inhibir el crecimiento de las raices y las plantulas (Chen et
al., 2022).

Los autores describen los experimentos que realizaron para probar los efectos de las bacterias
promotoras del crecimiento de las raices en el crecimiento de las plantas de pasto de
switchgrass. Estos experimentos incluyeron la medicién del crecimiento de las raices y las
plantulas, asi como la observacidn de los efectos de las bacterias en la expresion génica y la

produccion de hormonas de crecimiento en las plantas (Chen et al., 2022).

Los resultados de los experimentos mostraron que las bacterias promotoras del crecimiento
de las raices con ACC deaminasa tuvieron un efecto positivo en el crecimiento de las raices
y las plantulas de switchgrass. Los autores también discuten la importancia de estos

hallazgos para la agricultura sostenible y la produccion de biocombustibles. En particular,
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los autores sugieren que las bacterias promotoras del crecimiento de las raices con ACC
desaminasa pueden ser utilizadas para mejorar la produccién de cultivos de switchgrass para

la produccion de biocombustibles (Chen et al., 2022).

Segun (Cedefio et al., 2018), en este caso la alfalfa (Medicago sativa L. subsp. sativa) ha
surgido como un cultivo de interés en zonas de secano mediterraneo en Chile debido a su
capacidad para prosperar en suelos con niveles nutricionales deficientes. Sin embargo, estos
suelos pueden afectar negativamente la nodulacién de la alfalfa y la fijacion de nitrdgeno,
un proceso crucial para el crecimiento de la planta, a través de la simbiosis con la bacteria

Ensifer meliloti.

El objetivo principal de este estudio fue identificar y seleccionar rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR) asociadas a la alfalfa y evaluar su impacto en el crecimiento
y lanodulacién de la planta. Las cepas bacterianas fueron aisladas de la rizosfera de la alfalfa
cultivada en suelos de secano en zonas mediterraneas de Chile. Se realizaron diversas
pruebas para caracterizar estas cepas, incluyendo la medicién de la actividad de la enzima
1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) deaminasa, la produccion de &cido indol
acético (IAA), la capacidad de solubilizacion de fosfatos y su compatibilidad con E. meliloti,

la bacteria simbidtica de la alfalfa (Cedefio et al., 2018),

De las 32 cepas bacterianas aisladas, se encontré que 12 eran compatibles con E. meliloti, lo
que sugiere que podrian trabajar en armonia con la alfalfa en condiciones de simbiosis.
Ademas, ocho de estas cepas demostraron la capacidad de solubilizar fosfatos, un proceso
importante para hacer que el fosforo sea mas accesible para la planta, y 12 produjeron acido
indol acético (IAA), un regulador del crecimiento vegetal. Sorprendentemente, solo una

cepa, denominada GN-8, mostro actividad ACC deaminasa (Cedefio et al., 2018).

Las pruebas en plantas revelaron que la nodulacién de la alfalfa fue mas prominente cuando
se co-inocularon las cepas con actividad ACC deaminasa y E. meliloti, tanto en condiciones
de laboratorio como en invernadero. Este resultado sugiere que estas bacterias podrian
mejorar significativamente la capacidad de la alfalfa para fijar nitrdgeno en condiciones
desafiantes (Cedefio et al., 2018).
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Ademas, se identifico que las bacterias seleccionadas GN-2 y GN-8 pertenecian al género
Bacillus, mientras que GN-4 era de la especie Pseudomonas. Esto proporciona informacion
valiosa sobre la diversidad de las PGPR asociadas a la alfalfa en estas zonas especificas de
Chile, este estudio destacd la importancia de las PGPR en la promocion del crecimiento y la
nodulacidn de la alfalfa en suelos marginales de zonas mediterraneas de Chile. Las bacterias
seleccionadas mostraron actividad ACC desaminasa, produccion de IAA y solubilizacion de
fosfatos, y la coinoculacion con E. meliloti, especialmente con Bacillus sp. GN-8, demostro
ser una estrategia efectiva para mejorar la nodulacion temprana en la alfalfa en estas

condiciones especificas (Cedefio et al., 2018).

La investigacion “La ACC desaminasa producida por PGPR mitiga el efecto adverso del
estrés osmotico y por salinidad en Pisum sativum a través de la modulacion de las actividades
antioxidantes.” se centra en un problema agricola importante: como la salinidad del suelo
puede afectar negativamente la productividad de los cultivos debido a la produccion excesiva
de etileno y especies reactivas de oxigeno (ROS), el etileno es una hormona vegetal que, en
exceso, puede inhibir el crecimiento de las plantas y reducir su rendimiento (Gupta et al.,
2022).

Sin embargo, se ha descubierto que algunas bacterias poseen una enzima llamada ACC
deaminasa (ACCD) que puede ayudar a mitigar este problema. Estas bacterias pueden
utilizar el &cido aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) como fuente de nitrégeno vy, al
hacerlo, reducen la cantidad de ACC disponible para que la planta sintetice etileno. Esto a

su vez mantiene los niveles de ROS en la planta en un rango saludable (Gupta et al., 2022).

El estudio mencionado investigo la actividad de ACCD en cepas bacterianas previamente
identificadas. Dos cepas en particular, GKP KS2_7 (Pseudomonas aeruginosa) y MBD 133
(Bacillus subtilis), demostraron una fuerte actividad de ACCD, lo que significa que podian
degradar el ACC en a-ketobutyrate a una tasa significativamente alta. Ademés de esta
actividad, estas cepas exhibieron otras caracteristicas beneficiosas para el crecimiento de las
plantas, como la produccion de &cido indol acético, la solubilizacion de fosfatos, la

produccion de siderdforos y exopolisacaridos (Gupta et al., 2022).

Estas cepas también mostraron una notable tolerancia a la salinidad, lo que las hace

prometedoras para su uso en suelos afectados por la salinidad. Cuando se aplicaron a las
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semillas de la planta Pisum sativum, estas cepas redujeron de manera significativa los niveles
de etileno inducido por el estrés, lo que resulté en un aumento en la longitud de las raices y
los brotes, asi como en la biomasa de las raices y los brotes, la cantidad de azlcares,

proteinas, clorofila y enzimas antioxidantes en las plantas (Gupta et al., 2022).

En resumen, las cepas bacterianas GKP KS2_7 y MBD 133 muestran un gran potencial como
biofertilizantes para contrarrestar los efectos negativos de la salinidad del suelo en la
agricultura. Su capacidad para reducir la produccién de etileno y promover el crecimiento
de las plantas, incluso en condiciones adversas, sugiere que podrian ser una herramienta

valiosa para aumentar la productividad de los cultivos en suelos salinos (Gupta et al., 2022).

La evaluacion aborda la agricultura actual como un denominante exponencial como es el: el
aumento constante de la demanda de cultivos debido al crecimiento de la poblacion mundial.
Para satisfacer esta demanda, se ha considerado la posibilidad de utilizar tierras marginales,
que generalmente tienen condiciones de suelo menos dptimas, como una fuente sostenible
para aumentar la productividad de las plantas. Sin embargo, se plantea un desafio importante:
el estrés por falta de humedad, que no solo afecta el crecimiento y la productividad de los
cultivos, sino que también hace que las plantas sean mas susceptibles a diversas
enfermedades (Khan y Bano, 2019).

Destacando papel positivo del acido salicilico (SA), una hormona de crecimiento de las
plantas, en los sistemas de defensa de las plantas contra enfermedades. Esta hormona se ha
estudiado en profundidad y se ha encontrado que desencadena respuestas de defensa en las

plantas, fortaleciendo asi su capacidad para resistir patdgenos (Khan y Bano, 2019).

Para abordar estos desafios, se llevé a cabo un estudio que exploré como una combinacién
de bacterias promotoras del crecimiento de las raices (PGPR) y SA podria influir en el
cultivo de trigo en condiciones de lluvia irregular, donde el promedio de humedad oscilaba
entre el 10 y el 14%. Se seleccionaron cuidadosamente cepas bacterianas que exhibieron
caracteristicas promotoras del crecimiento, como la produccion de prolina, &cido indol-3-
acético (IAA), cianuro de hidrogeno (HCN), amoniaco (NH3) y exopolisacaridos (EPS)
(Khan y Bano, 2019).

27



El estudio implicé el tratamiento de las semillas de trigo de dos genotipos diferentes, uno
conocido por su tolerancia a la sequia y otro sensible a la misma. Estas semillas se
sumergieron en cultivos de 24 horas de las cepas bacterianas antes de la siembra, y ademas
se aplicd SA en forma de un spray foliar a plantulas de trigo de un mes de edad (Khan y
Bano, 2019).

Los resultados fueron significativos: se observo una marcada reduccién en los parametros
fisiologicos de las plantas cultivadas en condiciones de lluvia irregular. Sin embargo, el
tratamiento con PGPR y SA contrarrestd de manera efectiva los efectos adversos del estrés
por falta de humedad. Las plantas de trigo tratadas con esta combinacion mostraron
aumentos significativos en el contenido de proteinas y azlcares en las hojas. Ademas,
mantuvieron niveles mas altos de clorofila, fluorescencia de clorofila (fv/fm) e indice de
rendimiento (PI) en comparacion con las plantas no tratadas. También se redujo el contenido
de prolina en las hojas, asi como la peroxidacion de lipidos y la actividad de las enzimas

antioxidantes en las plantas inoculadas de ambos genotipos (Khan y Bano, 2019).

Este estudio demuestra que la combinacién de cepas de PGPR y SA es una estrategia
prometedora y respetuosa con el medio ambiente para reducir el estrés por falta de humedad
en las plantas de trigo. Esto podria tener importantes implicaciones para aumentar la
resistencia de los cultivos a las condiciones climaticas cambiantes y mejorar la productividad

agricola, especialmente en areas con lluvia irregular (Khan y Bano, 2019).

28



CAPITULO 111
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

Este Proyecto de investigacion se realizd en el area de laboratorio e invernadero de
Microbiologia y Biologia Molecular, localizados en el Campus Universitario “La Maria”
propiedad de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), ubicada en el km 7.5 de
via Quevedo - Mocache, provincia de Los Rios - Ecuador. Ubicada a 79° 25° 24” longitud
Oeste y 01° 03 18” de latitud Sur, altitud 67 m.

Tabla 2

Condiciones agroclimaticas del area de estudio
Parametro Promedio
Temperatura Promedio Anual 25.0°C
Humedad Relativa Promedio Anual 84%
Precipitacion Promedio Anual 2286.60
Heliofania (Horas luz afio) 894.0
Topografia Ondulado
Clima Tropical Himedo

Fuente: (Estacion meteoroldgica INHAMI; Estacion Tropical Pichilingue, 2008-2020).

Elaborado: Autor

3.2. Tipo de investigacion

El proyecto de investigacion es de tipo experimental, ya que las variables a evaluar son
manipulables en cuestion de proceso de desarrollo morfologico de las plantulas frente a
condiciones de estrés hidrico.

3.3. Método de Investigacion

Para el desarrollo del proyecto investigativo se utilizd los siguientes métodos: Deductivo,

Analitico y observacion.
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3.3.1. Meétodo deductivo

Se empled durante el proceso de evaluacion y analisis de los efectos ocasionados por la
aplicacion de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento y P. palmivora en el desarrollo de
las plantulas de cacao.

3.3.2. Meétodo Analitico

Se empled este método para la interpretaciéon de los resultados que se obtuvieron bajo el

estudio.

3.3.3. Método de observacion

Se empled este método implicando la recopilacion sistematica y directa de informacion
mediante la observacién de eventos, comportamientos o fendmenos que se presenten a lo
largo de la investigacion.

3.4. Fuente de recopilacion de informacion

Las fuentes de recopilacion utilizadas fueron de tipo primaria, a través de la observacion
directa de las variables evaluadas, y de fuentes secundarias, mediante el uso de diferentes
articulos cientificos, informes, libros, boletines, etc.

3.5. Disefio de la Investigacion

3.5.1. Factores de estudio

3.5.1.1. Experimento 1.

Se utilizaron cuatro condiciones de humedad edéfica (R: Riego Continuo, RR1: Restriccion

de Riego por 5 dias; RR2: Restriccion de Riego por 10 dias; RR3: Restriccion de Riego por
20 dias)
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3.5.1.2. Experimento 2.

Como factor de estudio se utilizé a P.palmivora en los cuatro condiciones de humedad
edéfica (R: Riego Continuo, RR1: Restriccion de Riego de 5 dias; RR2: Restriccion de
Riego de 10 dias; RR3: Restriccidn de Riego de 20 dias).

3.5.1.3. Experimento 3.

Como factor se utilizé a P.palmivora en dos condiciones de humedad edafica (condicién con
valores mas bajos, RR2: Restriccion de Riego de 10 dias; RR3: Restriccion de Riego de 20
dias) y dos consorcios de rizobacterias (Consorcio 1 (C1): (Pseudomonas putida BMR 2-4,
Enterobacter asburiae BA 4-19, Pseudomonas putida PB 3-6), Consorcio 2 (C2):
Pseudomonas fluorescens CHAOQ, Pseudomona veronii R4, Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12).

3.5.2. Tratamientos

3.5.2.1. Experimento 1.

Tabla 3

Descripcion de los tratamientos a emplearse en el experimento 1

Tratamientos Humedad Edéfica
T1 R

T2 RR1

T3 RR2

T4 RR3

Elaborado: Autor
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3.5.2.2. Experimento 2.

Tabla 4
Descripcion de los tratamientos a emplearse en el experimento 2escogiendo

Tratamientos Humedad Edéfica
T1 R + P. palmivora
T2 RR1 + P. palmivora
T3 RR2 + P. palmivora
T4 RR3 + P. palmivora

Elaborado: Autor

3.5.2.3. Experimento 3.

Tabla s

Descripcion de los tratamientos a emplearse en el experimento 3

Tratamientos Humedad Edafica

Tl RR2+ P. palmivora + C1
T2 RR3 + P. palmivora+ C1
T3 RR2 + P. palmivora + C2
T4 RR3+ P. palmivora + C2
T5 Control (RR2)

T6 Control (RR3)

Elaborado: Autor

3.5.3. Disefio experimental

3.5.3.1. Experimento 1. Establecer los rangos de tolerancia de cacao CCN51 bajo

condicién de estrés hidrico.

Se emple6 un Disefio Bloques Completamente al Azar (DBCA), estableciendo 4

tratamientos con 4 repeticiones y 3 unidades experimentales.
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Tabla 6
Esquema de anélisis de varianza (ADEVA) del primer experimento

Fuente de variacion Grados de
libertad

Bloques (r-1) 4-1 3

Tratamientos (t-1) 4-1 3

Error experimental (t-1) (r-1) (4-1) (4-1) 9

Total (tr-1) (16-1) 15

Elaborado: Autor

3.5.3.2.Experimento 2. Determinar el grado de infeccion de Phytophthora palmivora
sobre las caracteristicas agronomicas en cacao CCN51 bajo condicién de estrés

hidrico

Se emple6 un Disefio Bloques Completamente al Azar (DBCA), estableciendo 4

tratamientos con 4 repeticiones y 3 unidades experimentales.

Tabla 7

Esquema de analisis de varianza (ADEVA) del segundo experimento

Fuente de variacion Grados de
libertad

Bloques (r-1) 4-1 3

Tratamientos (t-1) 4-1 3

Error experimental (t-1) (r-1) (4-1) (4-1) 9

Total (tr-1) (16-1) 15

Elaborado: Autor

3.5.3.3. Experimento 3. Determinar el grado de proteccién de rizobacterias a cacao
CCN51 en presencia de Phytophthora palmivora y estrés hidrico.

Se emple6 un Disefio Bloques Completamente al Azar (DBCA), estableciendo 6

tratamientos con 4 repeticiones y 3 unidades experimentales.
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Tabla 8
Esquema de anélisis de varianza (ADEVA) del tercer experimento

Fuente de variacion Grados de libertad
Bloques (r-1) 6-1 5

Tratamientos (t-1) 4-1 3

Error experimental (t-1) (r-1) (6-1) (4-1) 15

Total (tr-1) (24-1) 23

Elaborado: Autor

3.6. Instrumentos de Investigacion

3.6.1 Manejo del Experimento

3.6.1.1. Preparacion de semillas de cacao para la siembra en vasos de 32 onzas.

Para el proceso de germinacion se utilizaron semillas de cacao CCN51, previamente
escarificadas con el propdsito de prevenir posibles contaminantes, posteriormente se
sometieron a un proceso de desinfeccién. Inicialmente, se sumergieron en una solucién al
5% de hipoclorito de sodio durante 3 minutos y luego se enjuagaron exhaustivamente con
agua destilada estéril en tres ocasiones, luego se colocaron en bandejas de aluminio con
papel absorbente que contenia 5ml de agua destilada estéril, las semillas se incubaron
durante un periodo de 72 horas a una temperatura de 28°C, y finalmente sembrar 250
semillas pre-germinadas en vasos de 32 onzas. (Cedefio et al., 2020). Se utilizaron en total

200 plantas con una altura de 70 cm.

3.6.1.2. Preparacion de Sustrato.

El sustrato que se utilizd para los vasos de 32 onzas, fue preparado con tierra negra,
biocompost y perlita en una proporcion de 3 partes de tierra negra, 1 parte de biocompost y
1 parte de perlita., los componentes se mezclaron y se expuso al sol cubierto con plastico
negro, como proceso de desinfeccion a través de la técnica de solarizacion, se realizé una

segunda esterilizacién en autoclave a 121 °C /20 min.

35



3.6.1.3. Evaluacion de capacidad de campo de sustrato y aplicacion de estrés hidrico.

Para la evaluacion de capacidad de campo del sustrato utilizado se siguio la metodologia de
(Imakumbili,2019), se realizaron pequefios agujeros en el fondo de los recipientes, por
consiguiente se llend los recipientes con 500 g de sustrato seco al aire, posteriormente se
adiciono el agua de forma rapida y uniforme, hasta visualizar que el recipiente comenzo a
gotear dando indicativos que se encontraba totalmente mojada y saturada Se cubrio
inmediatamente a los recipientes con plastico para evitar la evapotranspiracién y finalmente
se la dejo escurrir por 3 dias en un lugar lejos de la luz solar, pasado los 3 dias se peso el
suelo himedo Y luego se dejo secar en estufa a 105°C. para volverlo a pesar, y calcular el

contenido de humedad y el agua necesario para que el sustrato llegue a capacidad de campo.

Las 200 plantas de CCN51 se mantuvieron en un rango de capacidad de campo Optima (60
-90% CC). La aplicacion del estrés hidrico se lo realizo mediante restriccion de riego 5,10 y
20 dias respectivamente. Después de cada restriccién de riego se realizd un periodo de
rehidratacion hasta el final del experimento (31 dias).

3.6.1.4. Inoculacion de Phytophthora palmivora en plantulas de cacao.

En el proceso de inoculacion de P. palmivora se empled la metodologia de (Delgadillo et
al., 2020), se utilizaron plantulas de Theobroma cacao de 20 semanas de edad con una altura
de 70 cm, se procedié a desinfectar con alcohol la seccién basal del tallo cercano al
meristemo apical, realizando un corte en forma de bisel con un bisturi esterilizado,
posteriormente sobre la herida se coloc6 un disco micelial de 5mm de medio agar V8, con
micelio de P. palmivora ,la heriday el disco miceliar fueron cubiertos con Parafilm, adherida

a presion.

3.6.1.5. Obtencion de sobrenadantes de Rizobacterias Promotoras del crecimiento vegetal.

Se utilizé la metodologia de (Leyton et al., 2015)., seleccionando 6 cepas de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (P. putida BMR 2-4, E. asburiae BA 4-19, P. putida
PB 3-6, P. fluorescens CHAQ, P. veronii R4, A. calcoaceticus BMR2-12), del Laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo extension “La Maria”, las
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células bacterianas fueron reactivadas colocando 15 ul de cada rizobacteria en 50 ml de
medio King B liquido (Peptona 20 g/L, Sulfato de Magnesio 1.5 g/L, Fosfato dipotasico 1.5
g/L), posteriormente se coloco en un agitador magnético (EImi DOS-20L Digital Orbital
Shaker) a 180 rpm por 48 h.

Para la obtencién de los sobrenadantes se centrifugo la muestra de rizobacterias en medio
King B liquido en tubos falcon de 15 ml a 6.000 rpm por 3 min, luego se recupero el
sobrenadante descartando el pellet, repitiendo el proceso tres veces, hasta obtener un 20%
de concentracion celular, posteriormente se procedié a realizar los dos consorcios (3
rizobacterias por cada consorcio), formulando una disolucién en matraz de 200 ml de

consorcio bacteriano en 800 ml H2O.

Se realizaron 2 aplicaciones de 1 ml de suspension celular de consorcios (C1- Consorciol:
(Pseudomonas putida BMR 2-4, Enterobacter asburiae BA 4-19, Pseudomonas putida PB
3-6), C2- Consorcio 2: (Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomona veronii R4,
Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12) al suelo a la semana 26 y a la semana 27, las
plantulas se las mantuvieron en un ambiente con humedad relativa de 70% a 28 + 2 °C, por
un fotoperiodo de (12 h luz / 12 h oscuridad), posteriormente después de 2 dias de la
inoculacién de rizobacterias se aplicaron los discos miceliales P. palmivora en la seccion
basal del tallo. A 31 dias después de la inoculacion de P palmivora se evaluo peso fresco y
seco de raiz, longitud de raiz y grado de proteccion

3.6.2. Variables a evaluar

3.6.2.1. Contenido Relativo de agua en las hojas (%).

Esta variable se la evalu6 cada 5 dias hasta el final del experimento (31 dias), se pesaron
trozos de hojas frescas, secas y turgentes de 3 cm? de todas las plantas (64 unidades
experimentales), el peso fresco se lo registro pesando las piezas en el momento de toma de
muestra, el peso turgente se determind después de hidratar las piezas 24 horas, el peso seco
se registro secando las piezas en estufa a 70°C hasta obtener un peso constante. Luego se

utilizo la siguiente férmula para saber el contenido relativo del agua en las hojas:
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RWCY% = Peso Fresco — Peso Seco 100
"~ Peso Turgente — Peso Seco x

3.6.2.2.Peso fresco radicular (g).

Esta variable se evalu6 al final del experimento (31 dias), pesando en una balanza digital

(grado de exactitud 0.1 g.) las raices frescas. Se evaluaron 168 plantas.

3.6.2.3.Longitud radicular (cm).

Esta variable se evaluo al final del experimento (31 dias) utilizando una cinta métrica, la

longitud radicular se midié desde el cuello de la raiz hasta la cofia. Se evaluaron 168 plantas.

3.6.2.4.Peso seco radicular (g).

Esta variable se verifico pesando las raices en una balanza digital (grado de exactitud 0.1 g.)

después de colocar las muestras en estufa durante 24 h, Se evaluaron 168 plantas.

3.6.2.5.Altura de planta (cm).

Esta variable se verifico al final del experimento (31 dias), se midié con una cinta métrica

desde el base de la planta hasta el &pice. Se evaluaron 168 plantas.

3.7. Tratamiento de los datos

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos de las variables de estudio, se realiz6
mediante un andlisis de varianza (ADEVA) para determinar la diferencia significativa entre
los tratamientos se aplicd la prueba de significacion al 5% este analisis se lo realizo en el
programa estadistico Infostat

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

e Docente director del Proyecto de Investigacion.
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3.8.3.

Responsable del Laboratorio de Biologia y Microbiologia

Estudiante responsable de la investigacion.

Recursos materiales

Agua destilada

Alcohol 75%

Bisturi

Botellas esterilizables de 500 ml
Cajas Petri

Cloro

Cubreobjetos

Embudos simples de vidrio
Frascos Chopp de vidrio (500 ml)
Fundas de polipropileno

Gasa estéril

Guantes Quirdrgicos

Jugo vegetal V8

Matraces (500 ml)

Papel Toalla

Piseta de 500 ml

Tijeras Quirargicas

Tubos de Eppendorf (1.5 ml)

Tubos Falcon

Equipos de Laboratorio

Agitador

Autoclave

Balanza digital (grado de exactitud 0.1 g.)
Camara de flujo Laminar

Centrifuga
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3.8.4.

Destilador de agua
Estufa

Incubadora
Nevera

Vortex
Estereoscopio

Microondas

Reactivos

Fosfato de potasio
Peptona

Sulfato de magnesio

Materiales de oficina

Computador
Cuaderno
Lapicero

Pendrive
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados

4.1.1. Establecer los rangos de tolerancia de cacao CCN51 bajo condicidn de estrés

hidrico

4.1.1.1. Contenido Relativo de Agua en las hojas.

El porcentaje de agua en hojas se evalud cada 5 dias, demostrando diferencias significativas
entre los tratamientos durante los periodos de estrés hidrico. Los contenidos de agua en las
hojas oscilaron entre (92.08 y 95,84 %), en presencia de riego continuo (R). El grado de
tolerancia de CCN51 a condiciones de estres hidrico, con restriccion de riego de 10 dias
(RR2), mantuvo tolerancia con un contenido de agua en hojas entre (83,5y 91, 71 %) hasta
los 30 dias. La restriccion de riego por 20 dias (RR3) se observaron pérdidas considerables
de agua en hojas (68,13%) experimentando una menor presion de turgencia, a comparacion
del riego a 5 dias (87,85 %) y 10 dias (83,78%) que mantuvieron la presion de turgencia en

hojas (Figura 1).

Figura 1
Contenido relativo de agua en hojas de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estrés
hidrico
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Nota: Se muestra los tratamientos Riego Continuo (R), Restriccion de Riego de 5 dias (RR1); Restriccion de
Riego de 10 dias (RR2), Restriccidn de Riego de 20 dias (RR3). En la variable contenido Relativo de Agua en
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las hojas. Las barras de error indican xError estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre

los promedios a p<0.05 (test de Tukey).

4.1.1.2. Peso y Longitud Radicular.

La restriccion de riego afectd directamente sobre las caracteristicas agronémicas de CCN51,
encontrando diferencias significativas entre los tratamientos. La falta de disponibilidad de
agua en lapsos de restriccion de riego de 20 dias (RR3), disminuy6 el peso y longitud
radicular (3,84 g y 12,5 cm), (Figura 2; Figura 3D). La restriccion de riego a 10 dias RR2,
se llegaria a considerar el grado de tolerancia moderado por estrés hidrico de CCN51, donde
la disponibilidad de agua disminuye levemente las variables agronémicas, observandose un
peso y longitud de (6,59 g. y 15,63 cm.) respectivamente. (Figura 2; Figura 3C). Mientras
que la restriccion de riego de 5 dias (RR1), mantiene un grado de tolerancia bajo con peso y
longitud radicular de (8,53 g. y 18,38 cm.) (Figura 2; Figura 3b). Por lo tanto, el tratamiento
R de riego continuo demostré valores de peso y longitud radicular altos (9,01 g. y 20,95 cm.)
(Figura 2; Figura 3. A) respectivamente.

Figura 2

Peso y longitud Radicular de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estres hidrico
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Nota: Se muestra los tratamientos: Riego Continuo (R), Restriccion de Riego de 5 dias (RR1); Restriccion de
Riego de 10 dias (RR2), Restriccion de Riego de 20 dias (RR3). En la variable de peso fresco radicular y
longitud radicular. Las barras de error indican xError estandar; diferentes letras indican diferencias

significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).
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Figura 3
Longitud Radicular de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de restriccion de riego
R RR1

A)

RR2

C) D)

Nota: Se muestra los tratamientos Riego Continuo (R), Restriccion de Riego de 5 dias (RR1); Restriccion de
Riego de 10 dias (RR2); Restriccion de Riego de 20 dias (RR3).

4.1.1.3. Peso Seco Radicular.

El peso seco radicular se evaluo a los 31 dias. Se encontrd diferencias significativas entre
los tratamientos por la restriccion de riego. El tratamiento de restriccion de riego (RR3)
provoco una disminucion del peso radicular seco (1,13 g.) dado a la falta de disponibilidad
hidrica reduciendo asi hasta el 50% de la elongacion y peso de las raices. El tratamiento RR2

a restriccion de riego 10 dias mostro un peso radicular (1,71 g.). A diferencia del nivel de

44



restriccion de riego (RR1) presentd un mayor rango de tolerancia y menos sensibilidad al
estrés hidrico con un peso de raiz de (2,78 g.). El aumento de severidad de condiciones
hidricos ha demostrado variaciones morfométricas en el desarrollo radicular de CCN51,

evidenciando en tratamiento (R) con el mayor peso seco promedio de 2,90 g. (Figura 4).

Figura 4

Peso Seco Radicular de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estrés hidrico
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Nota: Se muestra los tratamientos: Riego Continuo (R), Restriccion de Riego de 5 dias (RR1); Restriccion de
Riego de 10 dias (RR2), Restriccién de Riego de 20 dias (RR3). En la variable peso seco radicular. Las barras
de error indican £Error estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a
p<0.05 (test de Tukey).

4.1.1.4. Altura de Planta.

La altura de planta se evaluo a los 31 dias Se evidencio diferencias significativas entre los
tratamientos de restriccion de riego. La tolerancia de CCN51 en base a tasa de crecimiento,
se representd en el tratamiento de restriccion de riego (RR3) provocando una disminucion
de la altura (78,78 cm.) dado a falta de disponibilidad hidrica. Por otra parte, el tratamiento
RR2 a restriccion de riego 10 dias mostro una altura de planta (80,23 cm.), mientras que la
restriccion de riego (RR1) presento un mayor rango de tolerancia y menos sensibilidad al
estrés hidrico (81,98 cm.). Por lo tanto, el tratamiento (R) mostro la mayor altura en planta
(86,68 cm.) (Figura5).
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Figura 5

Altura de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estrés hidrico
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Nota: Se muestra los tratamientos: Riego Continuo (R), Restriccion de Riego de 5 dias (RR1); Restriccion de
Riego de 10 dias (RR2), Restriccion de Riego de 20 dias (RR3). En la variable de altura de plantas. Las barras
de error indican +Error estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a
p<0.05 (test de Tukey).

4.1.2. Determinar el grado de infeccion de Phytophthora palmivora sobre las
caracteristicas agronémicas en cacao CCN51 bajo condicion de estrés hidrico

4.1.2.1. Peso y Longitud Radicular.

La incidencia de los dos factores bidtico y abidticos que influyen sobre los caracteres
agrondmicos de peso fresco y longitud radicular en CCN51 se evaluaron al final del
experimento (31 dias). Evidenciando diferencias significativas entre los tratamientos. La
sensibilidad a la tolerancia de CCN51 por la falta de disponibilidad de agua en el lapso de
riego de 20 dias (RR3 + P. palmivora), disminuyo el peso y longitud radicular (2,16 g. y 11
cm). Por consiguiente, el tratamiento RR2 + P. palmivora perdi6 peso y longitud radicular
obteniendo (4,55 g. y 14,38 cm.). Es considerable mencionar que las presencias de los dos

factores incidieron sobre la pérdida de peso y longitud del sistema radicular. La restriccion
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de riego se disminuia cada 5 dias (RR1 + P. palmivora), presento bajo estrés hidrico con
peso y longitud radicular (6,64 g. y 17,33 cm.). Esto demuestra que, aumentando los tiempos
de restriccion de riego, el peso y longitud radicular disminuyen considerablemente. De tal
manera el tratamiento de riego continuo (R) presento un peso y longitud radicular (7,06 g. y
19,63 cm.) mayor (Figura 6).

Figura 6
Peso y longitud Radicular de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estrés hidrico
e inoculacion de Phytophthora palmivora
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Nota: Se muestra los tratamientos: Riego Continuo(R) + P. palmivora, Restriccidn de Riego 5 dias (RR1) + P.
palmivora, Restriccién de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora, Restriccion de Riego 20 dias (RR3) + P.
palmivora. En la variable de peso y longitud radicular. Las barras de error indican +Error estandar; diferentes

letras indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).

4.1.2.2. Peso Seco Radicular.

El peso seco radicular se evalud a los 31 dias. Se encontro diferencias significativas entre la
restriccion de riego mas el patdgeno. El tratamiento de restriccion de riego (RR3 + P.

palmivora) provocd un déficit de peso radicular seco (0,64 g.) dado a la falta de
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disponibilidad hidrica reduciendo asi hasta el 50 % de la elongacion y peso de las raices. Por
consiguiente, el tratamiento a restriccion de riego 10 dias (RR2 + P. palmivora) presento
valores bajos de peso (1,25 g.). A medida que se disminuye la restriccion de agua (RR1 + P.
palmivora) se verifica mayor tolerancia y menos sensibilidad al estrés biodtico y abi6tico
(1,72 g.). ElI aumento de severidad de condiciones hidricos ha demostrado variaciones
morfométricas en el desarrollo radicular de CCN51, evidenciando en tratamiento (R + P.

palmivora) con el mayor peso seco promedio de 2,40 g. (Figura 7).

Figura7
Peso Seco Radicular de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estrés hidrico e

inoculacion de Phytophthora palmivora
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Nota: Se muestra los tratamientos: Riego Continuo(R) + P. palmivora, Restriccidn de Riego 5 dias (RR1) + P.
palmivora, Restriccién de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora, Restriccion de Riego 20 dias (RR3) + P.
palmivora. En la variable de peso seco radicular. Las barras de error indican Error estandar; diferentes letras

indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).

4.1.2.3. Altura de Planta.

La altura de planta se evalu6 a los 31 dias. Se evidencio diferencias significativas entre los
tratamientos de restriccion de riego conjuntamente con la aplicacion de patogeno. El grado
de susceptibilidad de CCN51 en base a tasa de crecimiento es comprometida en presencia

de dos factores, bidticos y abidticos. Representado en la falta de disponibilidad de agua en
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el lapso de 20 dias (RR3 + P. palmivora) provocando la disminucion de la altura (73,30 cm.).
Por otra parte, el tratamiento (RR2 + P. palmivora) a restriccion de riego 10 dias mostrd
pérdida de altura (75,55 cm.), a medida que la restriccion de riego disminuye la incidencia
de los dos factores causa menores efectos en la altura de planta. Demostrado en la restriccion
de riego (RR1 + P. palmivora) presento mayor tolerancia y menos sensibilidad al estrés
hidrico (78,58 cm.). Seguidamente, el tratamiento (R + P. palmivora) mostro la mayor altura

en planta (81 cm.) (Figura 8).
Figura 8

Altura de plantas de cacao CCN-51 bajo condiciones de estrés hidrico e inoculacion de

Phytophthora palmivora
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R + P. palmivora RR1 + P. palmivora RR2 + P. palmivora RR3 + P. palmivora

Nota: Se muestra los tratamientos: Riego Continuo(R) + P. palmivora, Restriccién de Riego 5 dias (RR1) + P.
palmivora, Restriccion de Riegol0 dias (RR2) + P. palmivora, Restriccion de Riego 20 dias (RR3) + P.
palmivora. Las barras de error indican zError estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre

los promedios a p<0.05 (test de Tukey).

4.1.3. Determinar el grado de proteccion de rizobacterias a cacao CCN51 en presencia

de Phytophthora palmivora y estrés hidrico.
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4.1.3.1. Peso y Longitud Radicular.

La inoculacion de rizobacterias pueden generar proteccion cuando CCN51 es afectada por
estrés biotico y abidtico, se logré evidenciar diferencias significativas entre los tratamientos.
La aplicacién de bacterias PGPRs indujo al aumento del peso fresco y longitud del sistema
radicular a distintas restricciones de riego en comparacion a los tratamientos control (RR2 y
RR3). La aplicacion del consorcio C2 en restriccion de riego 10 dias (RR2 + P. palmivora)
indujo un incremento en longitud y peso radicular con promedio (24 cm. y 8,08 g.) indicando
superioridad ante los demés tratamientos (Figura 9.; Figura 10. C). De igual manera en
consorcio C1 (RR2 + P. palmivora) estimuld el desarrollo radicular obteniendo valores
promedio (22,75 cm. y 7,53 g.) (Figura 9.; Figura 10. A). Sin embargo, el promedio mas
bajo se evidencio en lapsos de restriccion de riego a 20 dias (P. palmivora + C2) presentando
valores de peso y longitud (6,73 g. y 16,70 cm) (Figura 9.; Figura 10. D).

Figura 9
Peso y longitud radicular de plantas de cacao CCN-51 expuestas a restriccion hidrica e

inoculadas con P. palmivoray rizobacterias seleccionadas
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Nota: Se muestra los tratamientos: Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C1, Restriccion de
Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C1, Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C2, Restriccion
de Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C2, Control (RR2), Control (RR3); Consorciol (C1): (Pseudomonas
putida BMR 2-4, Enterobacter asburiae BA 4-19, Pseudomonas putida PB 3-6), Consorcio 2 (C2):
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(Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomona veronii R4, Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12). En la
variable de peso y longitud. Las barras de error indican +Error estandar; diferentes letras indican diferencias

significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).

Figura 10
Longitud radicular de plantas de cacao CCN-51 inoculadas con P. palmivora y bacterias
seleccionadas
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Nota: Se muestra los tratamientos: Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C1, Restriccion de
Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C1, Restriccién de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C2, Restriccion
de Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C2, Control (RR2), Control (RR3); Consorciol (C1): (Pseudomonas
putida BMR 2-4, Enterobacter asburiae BA 4-19, Pseudomonas putida PB 3-6), Consorcio 2 (C2):
(Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomona veronii R4, Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12).
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4.1.3.2. Peso seco radicular

El proceso de verificacion de las PGPR en generar proteccion cuando CCN51 es afectada
por estrés bidtico y abidtico, se logra evidenciar diferencias significativas entre los
tratamientos. La aplicacidn de bacterias PGPRs induce el aumento del peso seco radicular a
distintas restricciones de riego en comparacion con el control. El consorcio C2 (RR2+ P.
palmivora) presento los mejores resultados de peso seco en comparacion con el control
cuando las plantas se ven expuestas a restriccion de riego extrema 3,08 g. En cuanto a las
plantas que se encontraban en restriccion de riego 10 dias con consorcio C1 (RR2+P.
palmivora) mostro un aumento de altura con un promedio de 2,54 g., mientras que la
aplicacion de consorcio C2 (RR3 + P. palmivora) genero una minoria en peso seco (2,21 g.)
Sin embargo, el consorcio C1 (RR3 + P. palmivora) mostro cifras mas bajas presentando
promedio de 1,87 g. (Figura 11).

Figura 11
Peso seco radicular de plantas de cacao CCN-51 inoculadas con P. palmivora y bacterias
seleccionadas
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Nota: Se muestra los tratamientos: Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C1, Restriccion de
Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C1, Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C2, Restriccién
de Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C2, Control (RR2), Control (RR3); Consorciol (C1): (Pseudomonas
putida BMR 2-4, Enterobacter asburiae BA 4-19, Pseudomonas putida PB 3-6), Consorcio 2 (C2):
(Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomona veronii R4, Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12). En la
variable peso seco radicular. Las barras de error indican +Error estandar; diferentes letras indican diferencias

significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).
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4.1.3.3. Altura de Planta.

El proceso de verificacion de las PGPR en generar proteccion cuando CCN51 es afectada
por estrés bidtico y abidtico, se logra evidenciar diferencias significativas entre los
tratamientos. La aplicacién de bacterias PGPRs en CCN-51 presentaron diferencias de altura
en cada una de las restricciones de riego. El consorcio C2 (RR2+ P. palmivora) presento los
mejores resultados de altura en comparacion con el control cuando las plantas se ven
expuestas a restriccion de riego extrema 87,75 cm. En cuanto a las plantas que se
encontraban en restriccion de riego 10 dias con consorcio C1 (RR2+P. palmivora) mostro
un aumento de altura con un promedio de 83,10 cm., a diferencia de restriccién de riego C2
(RR3+P. palmivora) genero plantas con altura 81,48 cm. Sin embargo, el consorcio C1 (RR3
+ P. palmivora) mostro cifras mas bajas de altura presentando promedio de 80,88 cm.
(Figural2).

Figura 12
Altura de plantas de cacao CCN-51 inoculadas con P. palmivora y bacterias seleccionadas
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En la figura 12 se muestra los tratamientos: Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora + C1 ,
Restriccion de Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C1, Restriccion de Riego 10 dias (RR2) + P. palmivora
+ C2, Restriccion de Riego 20 dias (RR3) + P. palmivora + C2, Control (RR2), Control (RR3); Consorciol
(C1): (Pseudomonas putida BMR 2-4, Enterobacter asburiae BA 4-19, Pseudomonas putida PB 3-6),
Consorcio 2 (C2): (Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomona veronii R4, Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12). En la variable de altura de plantas. Las barras de error indican xError estandar; diferentes letras

indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).
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4.2. Discusion

4.2.1. Establecer los rangos de tolerancia de cacao CCN51 bajo condicién de estrés

hidrico

Los resultados obtenidos son indicativos de cémo diferentes regimenes de riego afectan
significativamente las caracteristicas fisiologicas y de desarrollo del cacao CCN51 bajo
estrés hidrico. EI monitoreo del contenido de agua en las hojas a lo largo del tiempo reveld
que los intervalos mas largos de restriccion de riego mantuvieron niveles de agua mas bajos,
lo que result6 en una significativa pérdida de agua y disminucidn de la presion de turgencia.
Esto resalta la importancia de una gestion adecuada del riego para mantener condiciones
Optimas para el crecimiento de las plantas. La evaluacion del peso fresco, longitud y peso
seco radicular muestra claramente que el riego continuo fue fundamental para el
mantenimiento del desarrollo radicular, observando una relacion directa entre la falta de
disponibilidad de agua y la disminucion significativa del peso fresco, longitud y peso seco
radicular. Varios estudios aportan valiosa informacién sobre como el estrés hidrico afecta el
crecimiento y desarrollo de diferentes cultivos, especialmente enfocados en el cacao,
Theobroma cacao, y citricos, asi como los enfoques para mitigar sus efectos adversos.
Garcia y Moreno (2015) y Almeida y Valle (2007) revelan que la cantidad y disponibilidad
de agua en el suelo son criticas para el desarrollo del cacao. Niveles bajos de agua afectan la
fotosintesis y aumentan la resistencia estomatica, lo que indica estrés hidrico. También se
destaca como la temperatura, humedad y radiacion solar influyen en la absorcion de agua y

la fisiologia del cacao.

Ademas, las diferencias significativas en la altura de las plantas de cacao entre los distintos
tratamientos refuerzan la influencia directa del régimen de riego en el crecimiento de las
plantas. El riego continuo favorecié al crecimiento de plantas mas altas en comparacion con
los tratamientos de sequia, lo que subraya la importancia del suministro constante de agua
para el desarrollo 6ptimo de las plantas. Estos resultados concuerdan con los reportados por
Osorio et al. (2021) donde indica que el estrés hidrico disminuye la tasa de fotosintesis y el
crecimiento del cacao, pero induce la acumulacion de compuestos antioxidantes. Los genes
antioxidantes parecen desempefiar un papel crucial en la respuesta del cacao al estrés hidrico.
La investigacion sugiere que la seleccidn de clones resistentes y la manipulacion genética de

estos genes podrian mejorar la productividad del cacao en condiciones de estrés hidrico, asi
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mismo, Dela et al. (2021) indic6 que el estrés hidrico atmosférico como el del suelo reducen
la densidad del dosel en cacaotales, destacando como la humedad del suelo y la presion de

vapor afectan la velocidad de la savia y la transpiracion de las plantas.

Como parte del sistema de defensa, las plantas, incluido el cacao CCN51, responden al estrés
hidrico cerrando las estomas para reducir la pérdida de agua a través de la transpiracién (Dela
et al., 2021). Sin embargo, este cierre estomatico puede disminuir la entrada de didxido de
carbono necesario para la fotosintesis, lo que afecta la capacidad de la planta para producir
nutrientes y energia (Ramirez et al., 2019). La disponibilidad de agua influye en el desarrollo
del sistema radicular. Bajo condiciones de estrés hidrico, las raices tienden a crecer mas
superficialmente en busca de humedad, lo que las hace mas vulnerables a condiciones
extremas y limita la capacidad de absorber nutrientes esenciales para el crecimiento y

desarrollo éptimos (Véazquez et al., 2017).

4.2.2. Determinar el grado de infeccion de Phytophthora palmivora sobre las

caracteristicas agronémicas en cacao CCN51 bajo condicion de estrés hidrico

Los resultados presentados indican que el régimen de riego continuo (R) resultd en un
significativo aumento en el peso fresco y longitud radicular, asi como en el peso seco
radicular. Asimismo, la altura de las plantas de cacao mostré una relacion directa con el
régimen de riego, donde el tratamiento de riego continuo (R) genero las plantas mas altas.
Esto sugiere que el suministro constante de agua puede ser crucial para el desarrollo de las
raices en condiciones de estrés hidrico. Estos hallazgos resaltan la importancia del suministro
constante de agua para mantener un adecuado crecimiento radicular y altura en las plantas
de cacao, especialmente en presencia de estrés hidrico y la influencia de patégenos como P.
palmivora. Las estrategias que mantengan un suministro continuo de agua podrian ser
esenciales para el 6ptimo desarrollo y la resistencia de las plantas de cacao en condiciones
adversas, como la presencia de patdgenos y situaciones de sequia. El efecto observado se
debe a que la infeccion por este hongo debilita la planta al dafiar las raices y los tejidos, lo
que a su vez limita su capacidad para absorber agua y nutrientes, empeorando el efecto del
estrés hidrico (Nonthakaew et al., 2022). Esta combinacidn afecta el crecimiento general de
la planta, reduciendo la altura, el desarrollo de brotes y la formacion de nuevas hojas,

impactando negativamente en la capacidad de la planta para llevar a cabo la fotosintesis y la
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produccion de frutos, lo que la hace mas susceptible a futuros ataques de patdgenos y

condiciones estresantes (Cedefio et al., 2020).

Otros autores concuerdan que Phytophthora palmivora afecta negativamente la produccion
de cacao cuando se combina con el estrés hidrico, se agrava. La enfermedad provoca la caida
prematura de las flores, destruye las almendras en desarrollo y afecta la calidad de las que
logran madurar (Cedefio et al., 2020). El estrés hidrico disminuye la capacidad de la planta
para defenderse de la infeccion, lo que resulta en una mayor pérdida de rendimiento y calidad
(Syamsuddin et al., 2021). Esto crea un ciclo de vulnerabilidad continua que puede dificultar
la recuperacion y la salud a largo plazo de las plantas de cacao, pudiendo reducir la
longevidad de la plantacion de cacao, disminuyendo su productividad a largo plazo y

amenazando la sostenibilidad de la produccion (Syamsuddin et al., 2021; Dela et al. 2021)

4.2.3. Determinar el grado de proteccion de rizobacterias a cacao CCN51 en presencia

de Phytophthora palmivora y estres hidrico.

Los resultados indican que la aplicacion del tratamiento (RR2 + P. palmivora + C2), que
consiste en la inoculacién de P. palmivora junto con PGPRs, reflejo el mayor peso fresco y
seco radicular, asi como una longitud radicular. Ademas, en cuanto a la altura de las plantas
fue mayor cuando se combind PGPRs e inoculacion de P. palmivora. Esto sugiere que la
presencia de P. palmivora junto con PGPRs puede estar relacionada con un mayor
crecimiento de las plantas. Estos hallazgos sugieren un efecto positivo en el desarrollo
radicular del cacao CCN51 al combinar la presencia de P. palmivora con PGPRs. Estos
resultados resaltan la posible influencia positiva de la combinacion de P. palmivora con
PGPRs en el desarrollo radicular y la altura de las plantas de cacao, lo que podria indicar
una prometedora estrategia para mejorar el rendimiento y la resistencia de estas plantas ante
condiciones adversas. Diversas investigaciones sobre el uso de rizobacterias como agentes
de biocontrol y promotores del crecimiento vegetal (PGPR) ofrecen una vision amplia de su
potencial y aplicacion en la agricultura. Las rizobacterias, al ser microorganismos que
habitan la rizosfera de las plantas, desempefian un papel crucial en la salud y el crecimiento
de los cultivos, destacado su efectividad en el control de patdgenos, la mejora del crecimiento
de las plantas y la resistencia al estrés, lo que sugiere su importancia en el desarrollo de

estrategias agricolas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.
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En el estudio de Cederio et al., (2020), se destaca la importancia de entender la biodiversidad
de Phytophthora spp. y como afecta al cultivo de cacao, junto con el potencial de las
rizobacterias para combatir la enfermedad de la mazorca negra. Los resultados resaltan la
eficacia de ciertas rizobacterias para inhibir el crecimiento micelial del patégeno y, por ende,
mejorar la salud de las plantas de cacao. En una linea similar, el estudio de Syamsuddin et
al. (2021) profundiza en como ciertas rizobacterias pueden actuar como promotoras del
crecimiento de las plantas, no solo controlando enfermedades como la P. palmivora en el
cacao, sino también mejorando la viabilidad y el crecimiento de las plantulas. Esto sugiere
un potencial significativo para reducir el uso de agroquimicos y mejorar la sostenibilidad de
los cultivos. El trabajo sobre las propiedades promotoras del crecimiento de Streptomyces
spp. en judia mungo, Nonthakaew et al., (2022) refuerza la importancia de estos
microorganismos en la agricultura. Ademas de mejorar el crecimiento de las plantas, se
destaca su actividad antiflngica y su impacto en la diversidad y composicion del microbioma
de la rizésfera, lo que podria tener implicaciones significativas para la salud y el crecimiento
de las plantas. (Taslim, 2019) resalta coémo los aislados de rizobacterias muestran diferencias
en su actividad inhibitoria, lo que subraya la importancia de la identificacién de cepas
efectivas para el control bioldgico de patogenos.

Ademas, estudios como los de Chandra et al. (2021), Moradi et al. (2020), y Chen et al.
(2022) exponen el potencial de las rizobacterias para mitigar el estrés hidrico y osmotico en
diferentes cultivos, como el mijo, el maiz dulce y el switchgrass, respectivamente. La
capacidad de estas bacterias para mejorar la absorcion de nutrientes y reducir la acumulacion
de etileno destaca su importancia para la resistencia de las plantas en condiciones adversas.
La produccion de ACC desaminasa por las PGPR también es un punto clave, como se
evidencia en el estudio de Gupta et al. (2022), donde estas cepas mostraron una capacidad
significativa para reducir la produccion de etileno y promover el crecimiento de plantas de
Pisum sativum en suelos salinos. Khan y Bano (2019) resalta el potencial de la combinacion
de PGPR vy acido salicilico para contrarrestar los efectos adversos del estrés por falta de
humedad en el trigo, lo que podria ser vital para aumentar la resistencia de los cultivos a las
condiciones climaticas cambiantes. En cuanto a la resistencia las rizobacterias han
demostrado capacidad para inhibir el crecimiento de P. palmivora. Algunas cepas de
rizobacterias tienen la habilidad de secretar sustancias que son antagonistas contra estos
patogenos fangicos. Estas sustancias pueden ser antibioticos, enzimas 0 compuestos que

afectan el crecimiento y desarrollo del hongo patdgeno (Cedefio et al., 2020).
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Las rizobacterias pueden competir con los patdgenos por nutrientes y espacio en la rizésfera
del cacao. Al poblar el suelo y la zona de las raices de la planta, las rizobacterias pueden
reducir la disponibilidad de recursos necesarios para el crecimiento y desarrollo de
Phytophthora palmivora (Syamsuddin et al., 2021). Al interactuar con las raices del cacao,
pueden desencadenar respuestas de defensa en la planta, activando su sistema inmunoldgico
(Taslim, 2019). Esto puede hacer que la planta sea mas resistente a las infecciones fangicas
y reducir el impacto de la enfermedad de la mazorca negra causada por P. palmivora
(Chandra et al., 2021) Las rizobacterias sobre la tolerancia al estrés estan ligada a la
produccion de enzimas como la ACC desaminasa, que ayuda a reducir los niveles de etileno,
una hormona del estrés, y metabolitos protectores que ayudan a la planta a lidiar con la falta
de agua (Moradi et al., 2020; Chen et al., 2022). Pueden mejorar la capacidad de la planta
de cacao para absorber nutrientes y agua del suelo, lo que le permite resistir mejores
condiciones de estrés hidrico, ayudando a mantener su turgencia y estructura celular incluso
en condiciones de sequia, lo que puede resultar en una mejor adaptacion al estrés hidrico
(Chandra et al., 2021)
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

El régimen de restriccion de riego a intervalos largos (cada 10 y 20 dias) presentaron
valores més bajos en peso fresco, longitud radicular, peso seco radicular y altura de
planta, afectando negativamente al desarrollo de las caracteristicas agronémicas de
las plantas de cacao

Los valores alcanzados en los ensayos demostraron que la infeccion de P.palmivora
y las restricciones de riego afectan negativamente al desarrollo de CCN51 donde
(RR2 y RR3 + P.palmivora) demuestran promedios bajos de en peso fresco,

longitud radicular, peso seco radicular y altura de planta.

La inoculacion de rizobacterias y P. palmivora ejercieron frente a restriccion de riego
ejercieron un efecto estimulante en las plantas de CCN51, evidenciado en las
variables estudiadas, el consorcio C2 de rizobacterias presento resultados
significativamente altos en restriccion de riego a 10 dias en peso radicular, longitud

radicular, peso seco y altura demostrando adaptabilidad a restricciones de riego.
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5.2. Recomendaciones

Considerar el riego continuo para conservar el peso fresco y la longitud radicular,
fundamentales para el crecimiento optimo de las plantas. Evaluar el riego como
medida para contrarrestar la pérdida de peso fresco y longitud radicular durante el
estrés hidrico.

Analizar cémo el estrés hidrico aumenta la vulnerabilidad del cacao CCN51 a la
infeccion por P. palmivora. Implementar estrategias para mitigar estos riesgos y

fortalecer la resistencia a la enfermedad en condiciones de estrés hidrico.

Considerar el uso de rizobacterias para mejorar la altura y el desarrollo general de
las plantas de cacao CCN51, incluso en condiciones de estrés hidrico y presencia de
P. palmivora. Establecer estrategias que potencien la accion protectora de las

rizobacterias.
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CAPITULO VII
ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo A. Obtencion de sobrenadantes bacterianos.

3) Crecimiento

1) Multiplicacion 2) Centrifugacion

! Bacteriano :
bacteriana a 180 King-B 3 veces X 3 min
rpma 28 °C por

48h.

5) Sobrenadantes en
tubos eppendorf

Anexo B. Preparacion de suelo y plantas de cacao.

1) Semillas de cacao 4) Preparacién 3) Sustrato en
desinfectadas para de sustrato vasos de 32

germinacion

5) Plantulas de cacao en 6) Germinacién de semillas de
condiciones optimas cacao



Anexo C. Inoculacion de P. palmivora y aplicacion de rizobacterias.

& om
1) Cepas de P. 2) Corte en seccion 3) Inocu_lacién de P.
palmivora basal del tallo palmivora

6) Aplicacion de

5) Aplicacion de 1 rizobacterias

4) Evaluacion de variables agronémicas ml de suspensién
celular

Anexo D. ADEVA Primer experimento-Contenido relativo de agua DIA 0.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2? Aj
Cv Dia 0 16 0,62 0,37

1,49

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F P-

valor Modelo 28,78 6

4,80 2,46 0,1088

TRATAMIENTOS 17,61 3 5,87 3,01 0,0872
Repeticién 11,17 3 3,72 1,91 0,1988
Error 17,56 9 1,95

Total 46,34 15
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Anexo E. ADEVA primer experimento- Contenido relativo de agua DIA 5.

Anilisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV

Dia 5 16 0,92 0,86 1,01

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 82,35 6 13,72 16,87 0,0002

TRATAMIENTOS 78,84 3 26,28 32,31 <0,0001

Repeticion 3,51 3 1,17 1,44 00,2953

Error 7,32 9 0,81

Total 89,67 15

Anexo F. ADEVA primer experimento- Contenido relativo de agua DIA 10.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R? Aj CV
Dia 10 16 0,89 0,82 2,26

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 283,57 6 47,26 12,21 0,0007
TRATAMIENTOS 273,42 3 91,14 23,55 0,0001
Repeticion 10,15 3 3,38 0,87 0,4896
Error 34,83 9 3,87
Total 318,41 15

Anexo G. ADEVA primer experimento- Contenido relativo de agua DIA 15.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Dia 15 16 0,98 0,97 1,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 899,40 6 149,90 77,44 <0,0001
TRATAMIENTOS 887,48 3 295,83 152,83 <0,0001
Repeticion 11,91 3 3,97 2,05 0,1771
Error 17,42 9 1,94

Total 916,82 15



Anexo H. ADEVA primer experimento- Contenido relativo de agua DIA 20.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Dia 20 16 1,00 0,99 0,95

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1662,49 6 277,08 416,13 <0,0001
TRATAMIENTOS 1660,81 3 553,60 831,42 <0,0001
Repeticion 1,68 3 0,56 0,84 10,5044
Error 5,99 9 0,67
Total 1668,49 15

Anexo I. ADEVA primer experimento- Contenido relativo de agua DIA 25.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Dia 25 16 1,00 0,99 1,08

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1766,31 6 294,38 330,79 <0,0001
TRATAMIENTOS 1762,22 3 587,41 660,05 <0,0001
Repeticion 4,08 3 1,36 1,53 0,2727
Error 8,01 9 0,89
Total 1774,32 15

Anexo J. ADEVA primer experimento- Contenido relativo de agua DIA 30.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R? Aj CV
Dia 30 16 0,99 0,99 1,22

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1540,78 6 256,80 223,80 <0,0001
TRATAMIENTOS 1539,98 3 513,33 447,38 <0,0001
Repeticion 0,80 3 0,27 0,23 0,8722
Error 10,33 9 1,15
Total 1551,10 15

Anexo K. ADEVA experimento 1: peso fresco

Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Peso fresco rad 16 0,99 0,98 4,29

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 66,84 6 11,14 123,67 <0,0001

TRATAMIENTOS 66,24 3 22,08 245,11 <0,0001

REPETICIONES 0,60 3 0,20 2,23 0,1535

Error 0,81 9 0,09

Total 67,65 15
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Anexo L. ADEVA experimento 1: longitud radicular.

Analisis de la varianza

Variable N R?2

R2 Aj

Cv

long 16 0,97

0,95 4,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 163,62 6 27,27 45,26 <0,0001
TRATAMIENTOS 158,23 3 52,74 87,54 <0,0001
REPETICIONES 5,38 3 1,79 2,98 0,0891
Error 5,42 9 0,060
Total 169,04 15

Anexo M. ADEVA experimento 1: peso seco.

Analisis de la varianza

Variable N R?

RZ A CV

Peso Seco 16 0,82

0,70 21,05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7,81 6 1,30 6,97 0,0054
TRATAMIENTOS 7,49 3 2,50 13,37 0,0012
REPETICIONES 0,32 3 0,11 0,57 0,6515
Error 1,68 9 0,19
Total 9,49 15

Anexo N. ADEVA experimento 1: altura de plantas.

Analisis de la varianza

Variable N R?

R2 Aj

Cv

Altura 16 0,78

0,64 1,83

Cuadro de Analisis

de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 71,71 6 11,95 5,38 0,0127
TRATAMIENTOS 67,35 3 22,45 10,11 0,0031
REPETICIONES 4,36 3 1,45 0,65 10,5999
Error 19,99 9 2,22
Total 91,70 15

Anexo O. ADEVA experimento 2: peso fresco.

Andlisis de la varianza

Variable N

R2 R2 Aj CV

Peso fresco radl 16 0,96

0,94 9,77

Cuadro de Analisis

de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 60,93 6 10,16 40,87 <0,0001
TRATAMIENTOS 60,77 3 20,26 81,53 <0,0001
REPETICIONES 0,16 3 0,05 0,22 0,8802
Error 2,24 9 0,25
Total 63,17 15
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Anexo P. ADEVA experimento 2: longitud radicular.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

long 16 0,95 0,91 6,44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 168,51 6 28,08 27,85 <0,0001

TRATAMIENTOS 167,34 3 55,78 55,32 <0,0001
REPETICIONES 1,17 3 0,39 0,39 0,7660
Error 9,08 9 1,01

Total 177,58 15

Anexo Q. ADEVA experimento 2: peso Seco.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
peso secol 16 0,95 0,92 13,44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 6,94 6 1,16 28,05 <0,0001

TRATAMIENTOS 6,91 3 2,30 55,89 <0,0001

REPETICIONES 0,03 3 0,01 0,22 0,8826

Error 0,37 9 0,04

Total 7,31 15

Anexo R. ADEVA experimento 2: altura de plantas.

Analisis de la varianza

Variable N R2 R? Aj CV
ALTURAl 16 0,95 0,92 1,16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 136,59 6 22,76 28,47 <0,0001

TRATAMIENTOS 135,40 3 45,13 56,45 <0,0001

REPETICIONES 1,19 3 0,40 0,50 0,6935

Error 7,20 9 0,80

Total 143,78 15
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Anexo S. ADEVA experimento 3: peso fresco.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Peso fresco 24 0,96 0,93 7,93

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 75,82 8 9,48 40,40 <0,0001

TRATAMIENTOS 75,26 5 15,05 64,16 <0,0001

REPETICIONES 0,56 3 0,19 0,80 0,5122

Error 3,52 15 0,23

Total 79,34 23

Anexo T. ADEVA experimento 3: longitud radicular.

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R2? Aj CV

LONG 24 0,97 0,95 5,90

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 507,00 8 63,38 57,65 <0,0001

TRATAMIENTOS 506,05 5 101,21 92,07 <0,0001
REPETICIONES 0,95 3 0,32 0,29 0,8337
Error 16,49 15 1,10

Total 523,49 23

Anexo U. ADEVA experimento 3: peso seco.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 AJ CV
Peso seco 24 0,82 0,73 21,52

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 12,69 8 1,59 8,61 10,0002

TRATAMIENTOS 12,58 5 2,52 13,66 <0,0001

REPETICIONES 0,10 3 0,03 0,19 0,9026

Error 2,76 15 0,18

Total 15,45 23

Anexo V. ADEVA experimento 3: altura de plantas.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2? Aj CV
ALTURA DE PLANTA 24 0,96 0,94 1,13

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 327,65 8 40,96 49,19 <0,0001

TRATAMIENTOS 322,46 5 64,49 77,46 <0,0001

REPETICIONES 5,19 3 1,73 2,08 10,1461

Error 12,49 15 0,83

Total 340,14 23
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