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Resumen

El cacao es una planta de gran importancia socio-economica en Colombia. Sus frutos y
productos derivados son altamente demandados debido a sus propiedades nutricionales,
sabor y aroma. La aplicacion de productos de sintesis quimica ha sido la principal
herramienta de manejo agronomico de los cultivos, permitiendo obtener rendimientos y
productividades con cierto margen econémico, sin embargo, estos agroguimicos pueden
generar efectos adversos en el suelo y en los mismos cultivos. El uso de bacterias
promotoras de crecimiento (PGPR) ha emergido como una alternativa promisoria para
reducir la aplicacion de agroquimicos en maltiples cultivos de interés comercial. Este
grupo de microorganismos, son conocidos por su efecto positivo en el desarrollo vegetal
a traves de diversos mecanismos. Existen pocas investigaciones donde se evalte la
respuesta del cacao a la inoculacion con PGPR, por tal razon, en el presente trabajo se
evalud, a manera de prueba de concepto, la respuesta temprana de plantulas de cacao
variedad trinitario a la inoculacion con aislados nativos de dos grupos ampliamente
reconocidos como PGPR: Pseudomonados fluorescentes y formadores de endosporas. En
la fase de bioprospeccion se obtuvo una coleccion de catorce morfotipos, ocho
correspondientes a BAFEs y cuatro a pseudomonados fluorescentes. Se evaluaron tres
rasgos de forma in vitro: produccion de AIA por el método de salkowski, solubilizacion
de fosfato por método cualitativo y antagonismos por el método enfrentamiento dual. Los
resultados in vitro mostraron que la frecuencia o produccién de los rasgos fue mayor en
los aislados clasificados como pseudomonados fluorescentes que en el grupo BAFEs. En
el ensayo en invernadero, bajo el sistema de experimentacion, la forma de inoculacion, la
concentracion del indculo y el periodo de tiempo, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las variables evaluadas asociadas al
crecimiento. Los resultados obtenidos sugieren en términos de este trabajo, que
seleccionar aislados sobre la base de sus rasgos bioquimicos evaluados in vitro, no resulta
eficaz durante las evaluaciones en planta.

Palabras claves: BAFEs, Pseudomonados, PGPR, AlA, Solubilizacion de fosforo.



1. Introduccion
La especie Theobroma cacao, perteneciente a la familia Malvaceae, subfamilia
Sterculioideae, se subdivide en tres variedades: trinitario, forastero y criollo (Dostert et
al.,, 2012). El cacao presenta un alto interés comercial debido a sus propiedades
nutricionales y procesos post cosechas, de los que se obtienen diversos productos con alto
valor agregado caracterizados por su excelso sabor y aroma (Arvelo et al., 2017). Costa
de Marfil, Ghana y Ecuador son los principales productores a nivel mundial, alcanzando
una produccién global de 4843 millones de toneladas para el afio 2020 (ICCO, 2021).
Colombia, por su parte, produjo aproximadamente 63 mil toneladas en el afio 2020,
incrementando su produccion cerca de un 6% en comparacion al afio anterior. Antioquia
ocupa el segundo lugar después de Santander, con una produccion de 5551 toneladas en
el 2020 (Baquero, 2019; Fedecacao, 2020; ILAC et al., 2019; Min agricultura, 2020). En
el ambito social, la siembra de cacao juega un papel importante ya que se ha convertido
en una alternativa de resocializacion frente a la problematica del postconflicto y un cultivo
clave para la PNIS (Plan Nacional Integral de Sustitucion de cultivos ilicitos), vinculando
a mas de las 1070 familias a traves de los establecimientos de viveros (Fedecacao, 2021).
El aumento de la productividad implica maltiples retos para el sector cacaotero, los cuales
estan relacionados principalmente, con la estandarizacion del material vegetal,
metodologias de siembra y manejo agronomico Y fitosanitario, siendo estos dos ultimos
factores altamente limitantes, debido a que en los suelos donde se cultiva cacao en muchas
ocasiones la disponibilidad de minerales es baja, las condiciones ambientales afectan
directamente el desarrollo y produccion de los cultivos, aumentando la incidencia de
plagas y enfermedades (ICA, 2012). La aplicacion de productos de sintesis quimica ha
sido la principal herramienta de manejo agronémico de los cultivos, permitiendo
rendimientos y productividades con cierto margen econémico (Caviedes, 2010). Sin
embargo, el uso constante de estos fertilizantes y plaguicidas, podria generar un efecto
negativo en el ambiente y a su vez efectos secundarios en los cultivos, como: la presencia

de residuos tdxicos en frutos, aumentos en costo de produccion y resistencia de plagas y



enfermedades (Del puerto et al., 2014; Parnell et al., 2016). Por lo anterior se hace
necesario la implementacion de préacticas agricolas méas sostenibles, que permitan
mantener la productividad y la calidad de los frutos con menores impactos sobre el medio
ambiente y la salud humana (Etesami & Maheshwari, 2018). Dentro de estas estrategias,
el uso de bacterias promotoras de crecimiento ha emergido como una de las alternativas
mas promisorias para reducir la aplicacion de agroquimicos en multiples cultivos de
interés comercial. Este grupo de microorganismos, denominados PGPR (por sus siglas en
inglés Plant growth-promoter rhizobacteria), son bien conocidos por su efecto positivo en
el desarrollo vegetal a través de diversos mecanismos, destacandose cepas de los géneros
Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas
y Serratia (Moreno et al., 2018). Las PGPR pueden promover el crecimiento vegetal de
manera directa o indirecta: La influencia directa esta relacionada con la produccion de
metabolitos que facilitan la disponibilidad y absorcion de los nutrientes esenciales para el
desarrollo de estas, como: la fijacidn de nitrégeno, solubilizacidn de fosforo, produccion
de fitohormonas, entre otros; mientras que los efectos indirectos estan relacionados con la
modificacion del ambiente rizosférico y su ecologia, actuando como agentes de biocontrol
de fitopatdgenos mediante la secrecion de metabolitos bioactivos, produccion de enzimas
liticas y la induccion de resistencia (Patel et al., 2021; Adedeji et al., 2020). Uno de los
grupos que mas se ha destacado en las investigaciones de promocion de crecimiento
vegetal son las bacterias aerobias formadoras de endosporas (BAFES), las cuales se
caracterizan por ser bacilos Gram positivos con capacidad de formar endospora y producir
moléculas quelantes, enzimas, fitohormonas y antibiéticos con potencial biocontrolador
de plagas y enfermedades, (Leal, 2017; Borrego, 2016). Por otro lado, el género
Pseudomonas se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, no formador de endospora,
con capacidad de solubilizar fésforo, sintetizar AIA, producir sideréforos, ejercer
actividad biocontroladora, fijar nitrogeno, entre otros (Moreno et al., 2018; Caviedes,
2010).



La respuesta a la inoculacion de PGPR en diferentes cultivos ha sido ampliamente
evaluada, mostrando incrementos significativos en el crecimiento y produccion (Pereira
et al., 2020; He et al., 2021; Li et al.,2020). Sin embargo, hay pocas investigaciones en
plantas perennes como los citricos, manzana, platano, cacao, pino, entre otros ya que, la
mayoria de estudios se han realizado en plantas anuales como arroz, tomate, maiz o trigo.
(Benjumeda, 2017). Pese a su gran importancia econdémicay a la presion del mercado por
frutos organicos, existen pocas investigaciones donde se evalue la respuesta del cacao a
la inoculacion con PGPR o experiencias exitosas donde este grupo de bacterias hagan
parte fundamental del manejo integrado del cultivo. Por tal razdn, en el presente trabajo
se evalud, a manera de prueba de concepto, la respuesta temprana de plantulas de cacao
variedad trinitario a la inoculacion con aislados nativos de dos grupos ampliamente

reconocidos como PGPR: pseudomonados fluorescentes y formadores de endospora.

2. Materiales y métodos

2.1Aislamiento de BAFEs y pseudomonados fluorescentes
Para la obtencion de los aislados bacterianos fueron colectadas muestras de suelo
rizosférico a veinte centimetros de profundidad de cultivos de cacao de la variedad
trinitario en el Municipio de Carepa, Antioquia. Las muestras fueron procesadas en el
laboratorio de Biologia de la Universidad de Antioquia sede Apartadé donde se
prepararon suspensiones seriadas de suelo tomando como muestra inicial 10 g en 90 mL
de agua destilada estéril. Para el aislamiento de pseudomonados fluorescentes, las
diluciones fueron sembradas en superficie en medio de cultivo King B. Luego, para el
aislamiento de BAFEs, las suspensiones fueron sometidas a choque térmico a 80 °C
durante 10 minutos y fueron sembradas en medio de cultivo TSA al 10% (Agar Tripteina
de Soya). Para ambos grupos, las cajas fueron incubadas a 30 °C durante 24 horas. Se
realizaron tinciones diferenciales para las colonias que presentaron caracteristicas
morfologicas compatibles con las bacterias de interés en ambos medios de cultivo.

Después de comprobarse la pureza de los microorganismos mediante la tincion de Gram,



se almacenaron en TSB con glicerol al 40% hasta su uso en experimentos subsecuentes,
los aislados fueron rotulados a partir de sus caracteristicas siendo MB para BAFEs y MP

para pseudomonados fluorescentes.

2.2Evaluacién de rasgos fenotipicos asociados a la promocién de crecimiento
vegetal (PGPR)

Para todos los aislados obtenidos en ambos medios se evalud la presencia de rasgos

fenotipicos como produccion de acido indol 3- acético, solubilizacién de fosfato

inorganico y actividad antagonica contra Moniliophthora sp. y Fusarium sp. Para esto, los

aislados bacterianos fueron activados en medio de cultivo TSA para evaluar su viabilidad

y pureza. Las colonias aisladas fueron usadas para las diferentes pruebas in vitro como se

describe a continuacion.

2.2.1 Produccion de acido indol 3- acético (AlA)
Para evaluar la capacidad de producir AlA de los aislados obtenidos, se emple6 el método
colorimétrico de Salkowski (Glickmann & Dessaux 1995). Una colonia de cada aislado
fue transferida a un Erlenmeyer con TSB (Caldo Tripteina de Soya) suplementado con
500 pg/mL L-triptéfano. Despueés de 72 horas de incubacion a 120 rpm y 25 °C, los
cultivos fueron centrifugados a 3250 rpm por 15 minutos. Del sobrenadante obtenido se
tomo6 1 mL y se mezcldé con 4 mL de reactivo Salkowski en tubos de ensayo mantenidos
en oscuridad por 20 minutos; pasado el tiempo de reaccion, se tomaron mediciones de
absorbancia a 535 nm en un espectrofotometro. Con la curva estandar se estimé la
concentracion de AIA (ug/mL) producida por los morfotipos y el procedimiento para cada

morfotipo fue analizado por triplicado.

2.2.2 Solubilizacion de fosfato inorganico
Para la evaluacion cualitativa de la capacidad para solubilizar fosfato, se tomé una colonia

de cada aislado y se inoculdo en medio solido NBRIP (National Botanical Research



Institute's Phosphate), que contiene 0.5% de fosfato de calcio insoluble (Cas(POa),
(George et al., 2015). Las placas se incubaron a 37°C por 7 dias y se hicieron lecturas a
los 3, 5y 7 dias, donde las presencias de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias
se interpretan como la capacidad de solubilizar fosfato inorganico. Cada morfotipo fue

evaluado por duplicado.

2.2.3 Actividad antagonica contra Moniliophthora sp. y Fusarium sp.

2.2.3.1 Aislamiento de Moniliophthora sp.
El aislamiento del hongo fitopatdgeno se realizd a partir de mazorcas de cacao de la
variedad ICS 60 obtenidas de un cultivo en el Municipio de Carepa, Antioquia, que
presentaban sintomas y signos de moniliasis (protuberancias o tumores, micelio blanco y
necrosis) (Correa et al., 2014). Posteriormente, trozos de tejido de la mazorca fueron
cortados finamente en la zona de transicion de los sintomas. Estos tejidos fueron
desinfectados en superficie, sumergiéndose en hipoclorito de sodio al 1% durante 2
minutos, luego en alcohol al 70% por 1 minuto y lavados tres veces en abundante agua
destilada esteril. Finalmente, los trozos fueron colocados en medio de cultivo PDA, se
incubaron a temperatura ambiente y se revisaron hasta la aparicion de colonias
caracteristicas del hongo. A partir de las cajas donde se obtuvo crecimiento, se procedio
a purificar los aislados fungicos mediante repiques sucesivos en PDA. y simultaneamente,
se realizaron observaciones microscopicas con azul de lactofenol para identificar
estructuras morfoldgicas tipicas del hongo. Una vez se obtuvieron los aislados
compatibles morfolégicamente con Moniliophthora sp., se procedi6 a su preservacion y
almacenamiento para los experimentos posteriores. La conservacion se realizé por la

técnica suspension en agua, y se preservaron a 8 °C hasta su uso.

2.2.3.2 Antagonismo por enfrentamiento dual en medio solido de los aislados
bacterianos frente a Fusarium sp. y Moniliophthora sp.



La actividad antagonica se evalud de manera cualitativa mediante el método de
enfrentamientos duales (Sanmartin et al., 2012). Para ello, los hongos Moniliophthora sp.
previamente aislado y Fusarium sp., donado por el Laboratorio de Biologia de la sede
Apartado de la Universidad de Antioquia, fueron sembrados en agar PDA durante 8 dias
a temperatura ambiente. A partir de estos cultivos, se extrajeron discos de 5 mm de cada
uno de los fitopatogenos y fueron sembrados en el centro de la caja que contenia medio
PDA. Luego, cuatro aislados bacterianos (pseudomonados fluorescentes o BAFES) fueron
sembrados aproximadamente a 4 cm del hongo (Ver Figura 1). Adicionalmente, las cajas
sin inoculacién bacteriana sirvieron como controles. Después de 72 horas de incubacion,
la actividad antagonica fue determinada con la presencia de halos de inhibicién del
crecimiento fungico comparado con los controles. Cada aislado fue evaluado por

duplicado a temperatura ambiente.

Hongo

Bacteria

Figura 1: Esquema prueba de antagonismo in vitro por técnica de enfrentamiento dual.
En este se observa la disposicion de las bacterias evaluadas y el hongo fitopatogeno
Moniliophthora sp. después de 36 horas de incubacion.

2.3Evaluacion del efecto de los aislados sobre el crecimiento temprano en
plantulas de cacao

2.3.1 Tratamiento pregerminativo y preparacion del sustrato



Para determinar el efecto de los pseudomonados fluorescentes y BAFESs en el desarrollo
temprano del cacao clon IMC 67, se condujo un experimento bajo condiciones de
invernadero siguiendo los protocolos establecidos por Fedecacao (Fedecacao, 2015). Para
esto, el mucilago de las semillas fue removido mediante lavados con aserrin, luego, fueron
extendidas en hojas de iraca manteniendo la humedad hasta su germinacion.
Simultdneamente, el sustrato para la siembra fue preparado de acuerdo con las
recomendaciones técnicas de Fedecacao de la siguiente manera: se mezclaron tres partes
de limo de rio, una parte de arena mas la adicion de una octava parte de cal para un total
de 50 kg de sustrato. Una vez obtenida la mezcla homogénea, las unidades experimentales

fueron preparadas en bolsas de alméacigo que contenian 1 kilogramo del sustrato

2.3.2 Preparacion de los inéculos bacterianos
La inoculacion de las semillas se realizo con los aislados bacterianos que obtuvieron mejor
desempefio en las pruebas in vitro; estos fueron activados a través de la metodologia de
agotamiento en agar TSA desde los cultivos primarios. Una vez se obtuvo suficiente
biomasa, se prepararon soluciones de un volumen final de 100 mL a una escala Mcfarland

de 2.0 de cada aislado y de una mezcla de todas las bacterias seleccionadas.

2.3.3 Inoculacion de las semillas y montaje en invernadero
Las semillas germinadas fueron sumergidas por 20 minutos en las soluciones bacterianas
previamente preparadas (numeral 2.3.2), a cada solucion se le adicionaron diez semillas
de forma independiente. Las unidades experimentales consistieron en 1 kg de sustrato en
bolsas de almécigo, donde fueron sembradas las semillas previamente inoculadas, a 3 cm
de profundidad en la parte central de las bolsas, adicionando en cada un 10 mL de las
soluciones microbianas preparadas segun el tratamiento correspondiente. El experimento
se realizo utilizando un disefio experimental completamente aleatorizado, con siete
tratamientos: los primeros cuatro consistieron en la evaluacion individual de los aislados

bacterianos con mejor desempefio en las pruebas in vitro (TMB y TMP, dependiendo del



caso); el quinto una mezcla de los aislados evaluados de forma individual (TLM)
mezclando en proporciones iguales; el sexto fueron micorrizas como tratamiento
comercial (TM) y finalmente, el séptimo tratamiento un control no inoculado (TC). Para
cada tratamiento se realizaron siete réplicas. EI montaje se realizd en condiciones de
vivero con polisombra por un periodo de 3 meses en el corregimiento EI Tres del
municipio de Turbo-Antioquia, sector ElI Brandy. Durante este tiempo se realizaron
labores de riego dos veces al dia y, una vez finalizado el experimento, las plantas fueron
trasladadas al laboratorio de Biologia de la Universidad de Antioquia sede Apartado,
donde las raices de las plantas fueron lavadas con abundante agua para retirar el exceso
de suelo adherido y se procedié a medir las variables de crecimiento: didametro del tallo,
altura de la planta, longitud de la raiz principal, nimero de hojas, peso himedo y peso
seco.
2.4Andlisis estadistico

Se hicieron andlisis descriptivos y se realizo un analisis de varianza unifactorial
(ANOVA), luego de comprobar el supuesto de normalidad y homogeneidad de los datos.
Debido a que no se cumplié con los supuestos se aplicd el analisis estadistico no
paramétrico de Kruskal- Wallis con un nivel de confianza de 95% mediante el programa

Statgraphics. Los gréaficos fueron realizados en software R-Studio.

3. Resultados
3.1Aislados de Bacterias aerdbicas formadoras de endosporas y pseudomonados
fluorescentes presentan rasgos asociados a la promocion de crecimiento
vegetal
A partir de suelos de plantaciones de cacao de variedad trinitario colectado en el
Municipio de Carepa, Antioquia, se obtuvo una coleccion de ocho bacterias con rasgos
asociados a la promocion de crecimiento vegetal determinados de manera in vitro. Cuatro
de los aislados obtenidos mediante choque térmico y crecimiento en medio TSA, se

identificaron como bacilos Gram positivos con presencia de endospora, formada por



especies del género Bacillus. Los otros cuatro aislados seleccionados por presentar
pigmento fluorescente en medio King B y bajo microscopia de campo claro, se observaron
bacilos Gram negativos caracteristicas del género Pseudomonas.

Bajo las condiciones experimentales, todo los aislados produjeron AIA cuando se
evaluaron con la prueba colorimétrica de Salkowski, variando entre 0.75 hasta 59.4
Hg/mL. En promedio, los pseudomonados fluorescentes tuvieron una produccién media
de 40.63+49.73 ug/mL, produciendo hasta 4.33 mas veces que los aislados BAFEs, siendo
el aislado MP1 el mayor productor con cerca de 59.4 + 18.75 pg/mL. Por su parte, dentro
de los aislados BAFE, que en promedio produjeron 4.48 ug/mL, destaco el morfotipo

MB4 con cerca de 11.42 ug/mL después de 72 horas de incubacion en medio TSB.

Tabla 1. Resultados de las pruebas fenotipicas asociadas al crecimiento vegetal evaluadas
in vitro.

Solubilizacién Antagonismo Produccion

Grupos Morfotipos Fusarium  Moniliophthora de AIA

de fosfato

sp. (ug/mL)
MB1 Negativo Negativo Negativo 4,35+ 1.47
MB2 Negativo Negativo Negativo 0.75+0.59
BAFEs MB3 Negativo Negativo Negativo 142 +1.25
. : : 1140 £
MB4 Positivo Negativo Negativo 198
.. : . 59.42 +
MP1 Positivo Negativo Positivo 18.75
. : . 26.09

MP2 Positivo Negativo Positivo

Pseudomonados g 22.43
+
fluorescentes MP3 Positivo Negativo Positivo 36';305
. : . 40.30 +
MP4 Positivo Negativo Positivo 14.12

Positivo: Capacidad de solubilizacion y capacidad antagonica

Negativo: No tiene capacidad de solubilizacion y no tiene capacidad antagonica
+: Desviacion estandar.




Similar a la tendencia descrita para la produccion de AIA, la frecuencia de aislados
solubilizadores de fosfato fue mas alta en los pseudomonados fluorescentes, donde todos
los morfotipos presentaron solubilizacion de fésforo, el cual se pudo apreciar por la
presencia de halos; para el caso de los aislados BAFES, solo uno de los cuatro morfotipos

presento solubilizacion (Ver figura 2).

Figura 2. Resultados obtenidos en la prueba de solubilizacion de fosfato; A. Control, B.
aislados de BAFEs, Aislados de pseudomonados fluorescentes.

Finalmente, todos los morfotipos aislados fueron enfrentados mediante prueba de
antagonismo duales a los fitopatégenos Fusarium sp. y Moniliophthora sp, agentes
causales de las enfermedades de agallas y moniliasis, respectivamente. En las pruebas
contra Fusarium sp. se encontré6 que ninguno de los aislados inhibid el crecimiento
micelial del hongo, por el contrario, al entrar en contacto con las bacterias, Fusarium sp.
crecio sobre ellas. En los enfrentamientos duales contra Moniliophthora sp. se
evidenciaron leves halos de inhibicion para todos los pseudomonados fluorescentes
mientras que ninguno de los aislados BAFEs suprimi6 el crecimiento micelial del hongo
(Ver figura 3).



Figura 3. Resultados obtenidos en la prueba de antagonismo; A: Aislados del grupo
BAFEs contra el Fusarium sp., B. Aislados del grupo BAFEs contra Moniliophthora sp.
y C. Aislados del grupo pseudomonados fluorescentes contra Moniliophthora sp.

3.2Efecto de los aislados de Bacterias aerdbicas formadoras de endosporas
(BAFEs) y pseudomonados fluorescentes sobre variables de crecimiento

vegetativo.

Los aislados selectos fueron evaluados in vivo en su capacidad de promover el crecimiento
de plantulas de cacao en invernadero. Se incluyeron 4 aislados bacterianos: MB1, MB4,
MP1y MP4, los cuales fueron seleccionados por presentar mejores rasgos PGPR in vitro.
Derivado del analisis de los datos, se obtuvo que los tratamientos evaluados no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) en ninguna de las
variables asociadas al crecimiento del cacao evaluadas en este estudio, como se puede
observar en la Figura 3. Aunque la variable de longitud radicular no se vio influenciada
significativamente por la inoculacién microbiana, es importante mencionar que se observo
que en los tratamientos TMP1 Y TMP4 los pelos radiculares eran mas abundantes en
comparacion a los otros tratamientos aplicados, sin embargo, la cantidad de raices no se

incluyo como variable de respuesta, ni se evalud estadisticamente.
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4. Discusion

En el presente trabajo se evaluo el efecto de la inoculacion de aislados nativos sobre el
crecimiento temprano en plantulas de cacao. El desarrollo experimental consistio en una
estrategia tipo embudo, donde, a partir de una coleccidn de cepas nativas, se seleccionaron
los aislados que presentaron rasgos PGPR in vitro para ser evaluados en su capacidad de
promover el crecimiento vegetal bajo condiciones de invernadero relevantes para el cacao
(Posada et al., 2016; Corporacion PBA, 2012).

En la fase de bioprospeccion se obtuvo una coleccion de doce morfotipos, ocho
correspondientes a BAFEs y cuatro a pseudomonados fluorescentes. Independiente del
tamafo de nuestra coleccion, esta tendencia es similar a la reportada por Villamil y Col,
(2015) quienes encontraron que, en suelos y frutos de cacao, cultivados en Boyaca, hubo
una mayor cantidad de especies del género Bacillus comparado con otros géneros, los
cuales, ademés, mostraron actividad antagénica contra M. roreri. Las diferencias en la
abundancia de BAFEs podria estar determinada por factores fisicoquimicos del suelo;
Fierer & Jackson (2006) concluyeron en su trabajo que la estructura y composicion de las
comunidades bacterianas presentes en el suelo esta determinada por factores como el pH,
el cual a su vez esté fuertemente relacionado con la disponibilidad de nutrientes. Otros
estudios han demostrado que, en pH acidos, el crecimiento de especies del género de
Pseudomonas se ve limitado en contraste con Bacillus sp. que a un pH de 5 presenta un
buen crecimiento (Osorio, 2012; Calvo et al., 2010). Teniendo en cuenta lo anterior, se
pueden relacionar los resultados obtenidos con las caracteristicas quimica de los suelos de
Uraba, los cuales presentan un pH acido debido a la presencia de aluminio, la aplicacion
de fertilizantes nitrogenados y la liberacion de gases, producto de la transformacion de la
materia organica que se acumula en estos (Borrego, 2016; Rosas et al., 2017; Sanchez,

2012). El estudio fisioldgico de las cepas de Bacillus que se realizd como parte del trabajo



de Jiménez y Col (2018) evidencio que los factores ambientales, como el pH y la
temperatura, influyen directamente en la capacidad de crecimiento y en la actividad de
biocontrol; ademas, en este estudio presentan resultados que aportan evidencia claras
acerca de las condiciones ambientales para el crecimiento optimo de la cepa BEB-8

(Bacillus subtilis) incluyen rangos de temperatura de 15 a 37 °C y de pH desde 5 hasta 8.

Cuando la coleccién bacteriana fue evaluada en su capacidad de producir rasgos in vitro
asociados al crecimiento vegetal, se encontré que todos los aislados pertenecientes a
pseudomonados fluorescentes presentaron actividad en las tres pruebas evaluadas;
contrario al grupo de las BAFEs donde se observd actividad en solo dos pruebas
(Produccién de AlA y solubilizacion de fosfato), destacandose que para todas las pruebas,
la frecuencia o produccion de los rasgos fue mayor en los aislados clasificados como los
pseudomonados fluorescentes que en el grupo BAFEs. Se ha reportado que los
pseudomonados fluorescente y BAFEs presentan efectos benéficos en las plantas, que
involucran mecanismos como, la solubilizacion de fosforo, la produccion de
fitohormonas, la sintesis de siderdforos, el estimulo para la interaccién con otros
microorganismos benéficos como los rizobios y biocontroladores de patdgenos (Gamez
et al., 2019; Borrego, 2016); sin embargo, Pseudomonas sp. se destaca entre las PGPR
por presentar gran versatilidad metabolica, utilizar varios mecanismos de solubilizacion,
entre ellos, la produccién de acidos organicos y elevados niveles de enzimas fosfatasas
(Ruiz, 2017). Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son similares a los obtenidos
por Caviedes (2010), en donde ninguno de los aislados de Bacillus sp. reporté capacidad
de solubilizar fosfato tricalcico contrario a los aislados pertenecientes al género
Pseudomonas spp. que si solubilizan en el medio SRS. De acuerdo con Duca y col (2014),
Pseudomonas sp. presento la capacidad de producir AIA mediante tres vias metabolicas
diferentes, contrario al género Bacillus sp. que solo reporta la produccion de AlA por la
via indol- 3-piruvato(IPA). Ademas, existe una via alternativa en la que el triptofano se

convierte directamente en IAAld por una enzima monooxigenasa de cadena lateral de



triptéfano. La via side chain oxidasa (TSO) se ha informado en bacterias como
Pseudomonas fluorescens HP72, P. fluorescens CHAO y P. fluorescens Pf-5 (Suzuki et
al., 2003). En general de estos dos grupos de microorganismo se han reportado resultados
promisorios en ensayos in vitro, sin embargo en los ultimos afios, multiples autores han
demostrado que los ensayos in vitro no son buenos predictores del efecto promotor de
crecimiento en condiciones de invernadero o campo de acuerdo con Singh y Col. (2013),
Ahmad y Col. (2008) y Zhender y Col. (1999), un resultado positivo de una prueba in
vitro no garantizan que dicho rasgo se reproducira en condiciones de campo, por lo tanto
resulta importante una vez finalizada la etapa evaluativa en laboratorio probar el
desempefio de los aislados en condiciones reales a las que estan expuestas las plantas y

los microorganismos.

En el ensayo en invernadero, bajo las condiciones establecidas y el periodo de tiempo, no
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las variables
evaluadas asociadas al crecimiento, cabe sefialar que para la variable longitud de raiz el
tratamiento MB1, presento valores pequefios en comparacion al control, lo que en una
aproximacion podria sugerir que hay un efecto deletéreo con este tratamiento hacia el
crecimiento de la raiz de la plantula, este efecto puede estar relacionado con la afinidad
entre los componentes generados por ambos organismos, de acuerdo con Castro (2013) se
podrian generar interacciones que reducen la germinacion, crecimiento o desarrollo de la
planta, lo que concuerda con los resultados obtenidos, en donde se observa que existe
algunos tipos de interacciones entre la planta y la cepa que no resultan positivas para el
correcto estimulo de la germinacién. Los resultados obtenidos sugieren en términos de
este trabajo, que seleccionar aislados sobre la base de sus rasgos bioquimicos evaluados
in vitro, no resulta eficaz durante las evaluaciones en planta. Es importante considerar que
durante la evaluacion de mecanismos de accion de PGPR in vitro, la mayoria de los
factores que afectan la actividad microbiana son controlados y, por lo tanto, distan mucho

de las condiciones que afronta el indculo in vivo, esto debido a que el suelo influira en la



fisiologia de las bacterias (Vilain et al., 2006). Existen algunos factores que pueden influir
en la supervivencia y actividad de los microorganismos una vez son inoculados en el
suelo, como la textura, la temperatura, la humedad, el pH, la cantidad de materia organica,
la especie de planta inoculada y las interacciones con otras bacterias; este Gltimo es uno
de los mas importantes debido a que la bacteria debe llegar a ocupar un nicho, competir
por nutrientes para mantener una poblacion minima capaz de ejercer su efecto promotor
(Hipdlito et al., 2017; Borrego, 2016). Otro factor a tener en cuenta es la baja cantidad de
aislados que fueron probados en campo, puesto que en la mayoria de estudios las
colecciones estan conformadas por una gran cantidad de aislados los cuales son todos
evaluados y solo un pequeiio porcentaje de estos aislados logra tener un efecto
significativo en la promocion de crecimiento, como se observo en el trabajo de Ramirez
(2008) donde asilaron 230 morfotipos, de los cuales el 30% aproximadamente presentaron
anivel in vitro capacidades PGPR y solo Burkholderia cepacia UA156 y la Pseudomonas
putida UA133 mostraron tener consistencia en los resultados a nivel de campo y
laboratorio sobre el enraizamiento de esquejes de Crisantemo. Asi mismo, el efecto de la
concentracion celular es un factor que suele pasarse por alto en las investigaciones, pero
es fundamental para obtener resultados 6ptimos y eficaces. Segun Bai y col (2002), la co-
inoculacion de PGPR en su dosis optima aumenta el nimero de nédulos, el peso seco de
la planta y el nitrogeno fijado. Respecto a los consorcios entre BAFES y pseudomonados,
Rojas et al., 2016 sustenta que al inocular combinaciones entre cepas de Bacillus y
Pseudomonas no hubo una respuesta en el desarrollo de plantas de tomate verde, lo cual
se debid a que algunas especies de estos géneros de microorganismos pueden ejercer un
efecto represor en la expresion de los factores que intervienen en la promocion del
crecimiento de la planta , lo que no ocurre al realizar la inoculacion por separado, en
donde las cepas de B. thuringiensis y Pseudomonas sp. mostraron diferencias
significativas en la longitud de raiz y del hipocotilo respectivamente; caso similar a los
resultados obtenidos en el presente trabajo.



A partir de la informacion obtenida se proponen nuevos experimentos que comprendan
nuevas variables de respuesta como el nimero de raices, variables cualitativas como la
coloracion de la hojas, e insertar nuevos sistemas de tratamientos para inocular mas veces
las plantulas, ademaés de aislar un mayor nimero de morfotipos (Cuellar, 2014; Bai, 2002;
Canto et al., 2004; Castelblanco, 2018); otra recomendacién esta enfocada en una
caracterizacion inicial de la microbiota asociada a los cultivos de cacao que se caracterizan

por su capacidad de promover crecimiento vegetal.

5. Conclusiones

= Se obtuvo una coleccidn de ocho morfotipos del grupo BAFEs y cuatro morfotipos
del grupo de pseudomonados fluorescentes.

= Los aislados de pseudomonados fluorescentes mostraron capacidad de producir
AlA, solubilizar fosfatos y antagonismo frente a Moniliophthora sp.

= No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, es
decir los aislados bacterianos y las micorrizas no promovieron el crecimiento
vegetal de cacao bajo las condiciones establecidas.

= Este trabajo sugiere que seleccionar aislados sobre la base de sus rasgos

bioguimicos evaluados in vitro no resulta eficaz durante las evaluaciones en planta.
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