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Resumen

Introduccion. El empleo de bioformulados de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal es una alternativa
para reducir la dependencia de pesticidas en la agricultura, por su accién biocontroladora de patégenos y solubilizadora
de nutrientes. Objetivo. Evaluar los bioformulados a su viabilidad celular de las rizobacterias y su efecto en 7. cacao
L. Materiales y métodos. La investigacion se desarrollé de enero a diciembre del aino 2020 en los laboratorios de
Microbiologia y Biologia Molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo y en la finca “Ignolia”, La Man4,
Ecuador. Se evaluaron las caracteristicas potenciales para ser considerada como rizobacteria; identificacion del gen chiA
por Reaccidn de la Cadena de la Polimerasa. El efecto de los bioformulados sobre la viabilidad celular de rizobacterias
y su aplicacién a campo para evaluar productividad y estado fitosanitario de 7. cacao. Resultados. Las rizobacterias
tuvieron la capacidad de solubilizar nutrientes, producir enzimas hidroliticas y generadoras de biopeliculas. El 80
% de las cepas presentaron el gen chiA, con actividad antifiingica contra hongos patégenos. El bioformulado BIO-
QPGPRs con A. calcoaceticus, E. asburiae, S. marcescens, P. protegens y P. veronii presentaron mayor persistencia
celular (1,83E+5, 1,80E+5, 1,63E+5 y 1,63E+5) durante los 26 dfas. Su aplicacién eddfica e inyeccion en temporada
Iluviosa incrementd las emisiones foliares con 100 y 108, ademds redujo la incidencia de Phytophtora spp., y mejord
el rendimiento de grano seco (1270,6 kg/ha) Conclusiones. BIO-QPGPRs conservé las rizobacterias con viabilidad
celular durante 26 dias. Ademds, su aplicacién en campo incrementd el nimero de emisiones foliares, reduccién de
incidencia de Phytophthora spp. en mazorcas y el incremento en rendimiento del cultivo.

Palabras clave: control de plagas, gen, inocuidad, microbiologfa, sustancia bioquimica.
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Abstract

Introduction. The use of bioformulated plant growth-promoting rhizobacteria is an alternative to reduce the
dependence on pesticides in agriculture, due to their pathogen biocontrol and nutrient solubilizing action. Objective.
To evaluate the effect of bioformulates on the cell viability of rhizobacteria and their effect on 7. cacao L. Materials
and methods. The research was developed out from January to December 2020 in the laboratories Microbiology
and Molecular Biology of the State Technical University of Quevedo and in the farm “Ignolia”, La Mand, Ecuador.
The potential characteristics to be considered as a rhizobacteria were evaluated; identification of the chiA gene by
Polymerase Chain Reaction; the effect of bioformulates on the cell viability of rhizobacteria and their application
in the field to evaluate productivity and phytosanitary status of 7. cacao. Results. Rhizobacteria had the capacity
to solubilize of nutrients, producers of hydrolytic and biofilm-generating enzymes. Eighty percent of the strains
presented the chiA gene, with antifungal activity against pathogenic fungi. The BIOQPGPRs bioformulated with
A. calcoaceticus, E. asburiae, S. marcescens, P. protegens and P. veronii showed greater cell persistence (1.83E+5,
1.80E+5, 1.63E+5 and 1.63E+5) during the 26 days. Its edaphic application and injection in the rainy season increased
leaf emissions with 100 and 108, and reduce the incidence of Phytophtora spp. and its edaphic application of the
bacterial consortium improve dry grain yield (1270.6 kg/ha). Conclusions. BIOQPGPRs preserved rhizobacteria with
cell viability for 26 days. Its field application increased the number of foliar emissions, the reduction of Phytophthora
spp- incidence on pods and crop yield.

Keywords: microbiology, gene, pest control, biochemical substance.

Introduccion

El sector cacaotero representa uno de los rubros econémicos mas importantes del Ecuador (Garcia-Cruzatty
et al., 2020). El material genético “CCN 517, estd entre los cultivares con mayor extension en el pais por su alta
productividad y adaptabilidad a las diversas condiciones climdticas (Boza et al., 2015). Sin embargo, este clon es
susceptible a patégenos como: Moniliophthora roreri, Phytophthora palmivora 'y Moniliophthora perniciosa,cuya
prevalencia se incrementa con una elevada humedad relativa y baja temperatura y las deficiencias nutricionales del
cultivo (Gutiérrez et al., 2016; Villamizar-Gallardo et al., 2019).

El empleo de insecticidas (Carbofuram, Metomyl, Phoxim) y fungicidas (ctpricos y triazoles) mitigan
las plagas y enfermedades en el cultivo de cacao (Boateng et al., 2023). Ademads, para suplir las necesidades
nutricionales del cultivo se utilizan en fertilizantes nitrogenados, fosforados y potdsicos (Yaseen et al., 2021).
Sin embargo, se han reportado que el uso prolongado de estos insumos quimicos, desencadena una reduccién en
la eficiencia de sus componentes activos (Chandini et al., 2019), ademds de la resistencia de plagas y patégenos
(Akrofi et al., 2017; Roman et al., 2021).

El empleo de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria,
PGPRs, por sus siglas en inglés), es una alternativa para el control de patégenos y mejorar la eficiencia en la
absorcion de nutrientes (Babu et al., 2015). Una de sus principales caracteristicas es la accién solubilizadora
de nutrientes y biocontroladora por la liberacién de componentes enzimaticos y acidos organicos (Devi et al.,
2022; Jha & Subramanian, 2018). Como la produccion de exoquitinasas chiA, implicada en la degradacion de
quitina, componente principal de la pared celular de hongos fitopatégenos como ascomicetos y basidiomicetos
(Morales-Ruiz et al., 2021). Esta funcionalidad permite que exista una mayor utilizacién de las PGPR sobre todo
en problemas nutricionales y en el control de enfermedades, sin embargo, su multiplicacién masiva es una de las
limitantes para su produccion (Tirado-Gallego et al., 2016; TySkiewicz et al., 2022).
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Los bioformulados PGPR de bajo costo son una alternativa para aumentar la produccién de microorganismos . .. . efe-
con una menor inversion (Mishra et al., 2020; Sarmiento-Ldpez et al., 2022). El desarrollo de esta tecnologia se rencias
concentra en disponer fuentes nutricionales adecuadas en la multiplicacién y protecciéon de la biomasa bacteriana
(Lobo et al., 2019), dado que los microorganismos requieren de medios especificos y el equilibrio de los mismos
(Anith et al., 2017). La efectividad de los productos bioldgicos de origen bacteriano depende del nimero de colonias
viables en el tiempo y del pH, por tal motivo el contenido de carbohidratos, proteinas, macro-microelementos son
esenciales para una éptima multiplicacién y crecimiento (Chandra & Sharma, 2021).

Las aplicaciones de bioformulaciones de PGPR en la agricultura generan una aceptacion por mejorar las
caracteristicas morfoldgicas y productivas (Sriwati et al., 2019). Formulaciones de Bacillus sp., donde su funcién
principal fue promover el sistema radicular de plantulas de cacao (Thomas et al., 2011). Otras investigaciones
evidenciaron la eficacia de Pseudomonas aeruginosa y Chryseobacterium proteolyticum en la reduccién de P.
palmivora donde confirmaron una inhibicién del 100 % en mazorcas de cacao (Alsultan et al., 2019), y que las
aplicaciones de microorganismos al suelo incrementan la solubilizacién de minerales y mejoran las caracteristicas
morfolégicas y productivas en T. cacao (Hipdlito-Romero et al., 2017).

Se considera de importancia el rubro cacao en la economia ecuatoriana y en funcién de resolver los problemas
de manejo nutricional y fitosanitario del cultivo, ademds de promover el manejo sostenible del cultivo con
alternativas inocuas y de bajo costo, la presente investigacién tuvo como objetivo evaluar los bioformulados a su
viabilidad celular de las rizobacterias y su efecto en 7. cacao L.

Materiales y métodos
Descripcion de area de estudio

La investigacion se ejecuté en dos etapas, una primera fase en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), localizado en el Campus Universitario “Manuel
Haz Alvarez” ubicado en el km 1,5 via Quevedo - Santo Domingo, Ecuador (01° 00’ 44” latitud Sur y 79° 28 22”
de longitud Occidental), ubicada a 73 m s. n. m. La segunda fase se desarroll6 en la finca “Ignolia”, ubicada en el
recinto el Moral, cantén La Man4, provincia de Cotopaxi, Ecuador (0° 57 38” latitud Sur y 79° 16’ 22” longitud
Occidental), con una altitud de 187 m s. n. m.

Caracterizacion bioquimica a la capacidad solubilizadora de minerales

Las cepas bacterianas (Cuadro 1) se reactivaron de forma individual en medio de cultivo King B liquido (KBL)
a 28 °C a 180 rpm por 24 h, y se usaron para determinar: la capacidad hidrolitica de urea a didxido de carbono por el
método de Christensen (1946), la actividad fosfatasa (Pikovskaya, 1948), y la produccién de 4cidos orgdnicos para
solubilizacion de potasio (Hu et al., 2006) y de zinc (Saravanan et al., 2004). La generacion de biofilm se determind
de forma cualitativa por el método de cristal violeta (Alexander & Zuberer, 1991) y produccién de quitinasa (Moon
et al.,2017). En cada prueba se emple6 como control negativo agua desionizada estéril.

La produccion de ureasa, fosfatasa, dcidos orgdnicos y quitinasa se evalu6 por el tamaiio del halo. La presencia
de biofilm se determind por la aparicion de biopeliculas formadas en los tubos de ensayo por la adhesion de
bacterias, asi mismo se definieron valores por la intensidad del anillo en el tubo. Los valores se registraron de
acuerdo con la metodologia definida por Holt et al. (1994), donde se definieron los siguientes valores cualitativos:
(++) mayor presencia, presencia (+) y ausencia (-).
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Cuadro 1. Caracteristicas de las rizobacterias con produccién de metabolitos antagdnicos, sider6foros, produccion de AIA y cultivo
de procedencia. Ecuador, 2020.

Table 1. Characteristics of rhizobacteria with antagonistic metabolite production, siderophores, AIA production and crop of origin.
Ecuador, 2020.

Metabolitos antagonicos

Producciéon Cultivo de
Organismo Cepas PR HCN Prn DAPG Sideroéforos de AIA procedencia
A. calcoaceticus  BMR2-12 + + Banano
S. marcescens PM3-8 + + + Banano
P. protegens CHAO + + + + + + Tabaco
P. veronii R4 + + + + Uva
E. asburiae PM3-14 + + + + Banano

PR: proteasa HCN: cianuro de hidrégeno Prn: Pirrolnitrina DAPG: 2 4-diacetilfloroglucinol, sider6foros, AIA: produccion de acido
indol-3-acético (Pefiafiel Jaramillo et al., 2016; Chavez Arteaga et al., 2018; Montes et al., 2016). / PR: protease HCN: hydrogen
cyanide Prn: pyrrolnitrin DAPG: 2 4-diacetylphloroglucinol, siderophores, IAA: production of Indole-3-acetic Acid (Penafiel
Jaramillo et al., 2016; Chavez Arteaga et al., 2018; Montes et al., 2016).

Determinacion de la presencia del gen chiA por PCR

El ADNg bacteriano se obtuvo al emplear PureLink™ Genomic DNA Mini Kit - Thermo Fisher Scientific,
segun el protocolo descrito por el fabricante. Para la amplificacién molecular se empleé los primers especificos
chiAF (5’GATATCGACTGGGAGTTCCC3’) y chiAR (5’CATAGAAGTCGTAGGTCATC3’), con producto de
amplificacién 225 pb (Ramaiah et al., 2000). La reaccidén de PCR se realizé en 20 uL, con: 5,0 pL Buffer (1X):
1,2 pL de MgCl2 (6 mM); 1,0 pL de DNTP's (0,2 mM); 1 uL / cada primer (0,2 mM); 0,2 pL de Taq polimerasa
(Promega®); 1 uL de ADN (50 ng/mL); 11,6 uL de H,0. Se emple6 un termociclador (TECHME®) y se ajust6 su
perfil térmico a 94 °C durante 4 min; 35 ciclos de desnaturalizacién a 92°C; alineamiento a 58°C; y polimerizacién
a 72°C a 1 min, seguidos de 7 min de extensiéon a 72 °C. Los productos de amplificacién se verificaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % y tefiidos en bromuro de etidio. Los fragmentos se determinaron por
comparacién con el marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen®).

Bioformulaciones liquidas para determinacion de viabilidad celular de las rizobacterias

Las cepas Acinetobacter calcoaceticus BM2-12, Serratia marcescens PM3-8, P. protegens CHAO, P. veronii
R4 y Enterobacter asburiae PM3-14, provenientes del banco de germoplasma de la Universidad Técnica Estatal
de Quevedo, seleccionadas por su propiedad antiftingica, nematicida y promotoras de crecimiento vegetal (Cuadro
1), fueron reactivadas. Luego, se cultivaron de forma individual en 100 mL de KBL [(g/L): peptona de carne
20,0; glicerol, 15,0 mL; fosfato dipotasico, 1,5; sulfato de magnesio heptahidratado, 1,5; agua destilada (pH 7,2)],
suplementado con chloramphenicol (13 pg/mL), ampicilina (40 pug/mL) por 48 h (King et al., 1954) (Figura 1A).

El pre-indculo de las cinco bacterias se recuperd por sedimentacién y se aplic6 de forma individual un volumen
de 100 mL a una concentracién de 1,0E+8 UFC/mL en 40 L de medio de cultivo alternativo (Cuadro 2). Se procedi6
a su respectiva fermentacion y/o masificaciéon de forma individual mediante fermentadores con capacidad de 50
L. Se mantuvieron en agitacién con una presion de aire de 0,007 MPa durante 24 h; cada fermentador contenia un
filtro de nitrocelulosa de 0,45 micras x 47 mm a entrada y salida del flujo de aire (Figura 1B). Al finalizar las 24
h de agitacién se colectaron tres muestras de 50 mL de cada tratamiento en tubos Falcon. El nimero de muestras
forman parte de las repeticiones, se tomaron a consideracion tres unidades experimentales por cada repeticién y se
conservaron a temperatura ambiente (25 °C) durante 26 dias.
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Cuadro 2. Composicién de los diferentes formulados para el crecimiento y viabilidad de rizobacterias. Ecuador, 2020. en estudio

Table 2. Composition of the different formulation under study for the growth and viability of rhizobacteria. Ecuador, 2020.

Formulado Ingrediente
BIO-M3 Melaza (g/L) 20
Harina de maiz (g/L) 20
Sal en grano (g/L) 50
Glicerina (mL) 70
pH 6,5
PGPRs-4N Melaza (g/L) 20
Harina de maiz (g/L) 20
Sal en grano (g/L) 50
Roca fosférica (g/L) 1.5
Glicerina (mL) 70
pH 6,5
BIO-IMPULSE Melaza (g/L) 20
Harina de maiz (g/L) 20
Sal en grano (g/L) 50
Roca fosférica (g/L) 15
Glicerina (mL) 70
Aceite mineral (mL) 50
pH 6,5
BIO-QPGPRs Melaza (g/L) 10
Harina de maiz (g/L) 20
Sal en grano (g/L) 50
Roca fosférica (g/L) 1,5
Glicerina (mL) 70
Fijador (mL) 50
Lixiviado de raquis de banano (mL) 15
pH 6.5

Variables evaluadas

Para la determinacién de la viabilidad celular de las rizobacterias se recuperaron muestras de 100 ul a (1,6, 11,
16,21 y 26 dias) después de su proceso de fermentacioén. Se evaluaron las siguientes variables: unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL) en tiempo y potencial de hidrégeno (pH), con base en las metodologias de
(Dickson, 1993; Sharpe & Kilsby, 1971) (Figura 1C).

Aplicacion de bioformulados en plantaciones de 7. cacao CCN-51
El bioformulado se seleccion6 por su mayor viabilidad celular de las rizobacterias evaluadas de la fase in vitro,

para la multiplicacion y/o masificacion. El bioformulado se fermenté durante 24 h y se homogenizé en relaciéon v/v
al 20 %, se obtuvo una concentracion bacteriana de 7,6E+6 UFC/mL para su aplicacion en plantacion de CCN-51
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Figura 1. Proceso de multiplicacion celular de las rizobacterias en formulaciones liquidas, Quevedo, 2020. A) Crecimiento del pre-
inoculo bacteriano. B) Fermentacion de las bacterias en tanques de 50 L. C) Concentracion celular 24 horas después del andlisis

microbioldgico.

Figure 1. Process of cell multiplication of the rhizobacteria in liquid formulations, Quevedo, 2020. A) Growth of the bacterial pre-
inoculum. B) Cell development in 50 L fermenters. C) Cell concentration 24 hours after microbiological analysis.

de cuatro afios de edad. La forma de aplicacién de los bioformulados con sus respectivos controles se describe en

el (Cuadro 3).

Cuadro 3. Descripcion la forma de aplicacion de los bioformulados. Ecuador, 2020.

Table 3. Description of the form of application of bioformulates. Ecuador, 2020.

Aplicacién

Descripcion

Frecuencia de aplicacion durante el
afo 2020

Edafico

Se realiz6 una limpieza de 0,60 m desde el centro del tallo hacia
la corona de la planta, y se aplic6 via eddfica 250 mL/planta
de bioformulados al 20 % en relacién v/v con la ayuda de un
pulverizador de mochila Cooper Pegler CP3 Classic Knapsack
Sprayer CP846320.

Foliar

Se esparci6 al drea foliar 300 ml/planta de bioformulados al 20
% v/v mediante una fumigadora.

Inyeccion

A una altura de 0,20 m desde la base del tallo, se perforé un
hoyo de 8 cm de profundidad con un didmetro de 1,2 cm y una
inclinacién de 45°, con 10 mL/planta de bioformulado al 20 % en
relacion v/v, la perforacion se sellé con parafilm.

Cuatro veces (enero, marzo, julio,
septiembre)

Quimico

Se aplic6 fungicida de forma foliar 3 kg/ha de oxicloruro de
cobre (Oxithane) y 1 kg/ha de fertilizante completo soluble 13-
40-13 (kristalon - YaraTera).

Control

De forma foliar, se aplic6 200 ml de agua destilada

Tres veces (enero, abril, agosto)

Variables evaluadas

Las variables de evaluar en CCN-51 fueron: a) nimero de emisién foliar (brote joven), para lo cual

se contabilizaron los brotes dos meses después de la poda de formacién y mantenimiento; b) incidencia de

Phytophthora spp., M. roreri; c) rendimiento del cultivo (kg/ha), con base en la metodologia descrita por Anzules
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(2019); y d) nimero de granos, que se obtuvo al contar el total de semillas de cada mazorca. Estas variables fueron
obtenidas cada mes (temporada de lluvia y seca), durante un afio.

Labores culturales

Como labores culturales se realizaron dos podas (formacién y mantenimiento) durante el afio en los meses de
enero y junio, ademds se realizé un control de maleza cuatro veces al afio, con aplicaciones de paraquat (2,0 L/
ha) y desmalezadora a motor. La fertilizacion quimica se realizé en tres aplicaciones fraccionadas de urea (N46
%) 150 g/planta; DAP (N 18 %, P 46 %, S 1,1 %, Mg 0,9 %) 70 g/planta; KCI (K 60 %) 150 g/planta y Sulfato
de Mg (P3 %,Ca4 %, Mg 20 %,S 9 %, Si 18 %) 29 g/planta. Su aplicacion del fertilizante se realizé al voleo,
mediante aplicacién directa al suelo, desde la base de la planta a un metro a la redonda lo que cubrié la corona de
forma homogénea (Ruales et al., 2011).

Disefio experimental y analisis de datos

El experimento de viabilidad celular de rizobacterias se aplicé un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial conformado por formulados y cepas. Se realizaron tres réplicas con tres unidades experimentales.
A nivel campo, en la aplicaciéon de bioformulados en plantaciones de 7. cacao CCN-51, se empled un diseio
factorial en bloques completamente al azar (DBCA), para su temporada y formas de aplicacion. Cada tratamiento
contenia cuatro repeticiones con cuatro unidades experimentales, se evaluaron 16 plantas por tratamiento.

Para garantizar la confiabilidad en la estadistica paramétrica como ANDEVA] los datos fueron sometidos a
normalidad mediante Shapiro-Wilk y se aplicé la prueba de Bartlett para verificar el supuesto de homogeneidad
de la varianza. Los datos fueron sometidos al andlisis de varianza (ANDEVA) y separados por procedimiento
de comparacién miultiple de Tukey, al nivel de significancia de (P<0,05). Para el andlisis se utilizé el software
estadistico Infostat 2020 y la versién 19.1.0.del software Minitab (Di Rienzo et al., 2020; Minitab, 2021).

Resultados
Caracterizacion bioquimica con potencial a ser considerada

Las cinco rizobacterias mostraron la capacidad de hidrolizar urea y produccion de quitinasa, solubilizadora de
fésforo, potasio y zinc de una fuente insoluble presente en el medio. Ademds, cuatro cepas fueron productoras de
biofilm (Cuadro 4; Figura 2).

Identificacion del gen chiA por PCR

Se determind la presencia de chiA, gen que codifica el dominio catalitico de las quitinasas bacterianas con
un producto de amplificacién de 225 pb en las rizobacterias (PM3-8, PM3-14, BM2-12, CHAO). No existié
amplificacién en la cepa R4 y el control negativo (agua) (Figura 3).

Determinacion de la viabilidad celular y plataforma de multiplicacion de rizobacterias

La generacion de los bioformulados define valores significativos al proceso de multiplicacién de rizobacterias,
viabilidad celular y sus interacciones (p<0,001) en los difas (1, 6, 11, 16, 21 y 26). La viabilidad celular al dia
1: los bioformulados BIO-QPGPRs, BIO-M3 y PGPRs-4N alcanzan la concentraciéon celular de CHAO con
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Cuadro 4. Seleccion de rizobacterias con capacidad a la produccion de quitinasa, ureasa, fosfatasa, acidos organicos y biopeliculas.
Ecuador, 2020.

Table 4. Selection of rhizobacteria with capacity to produce chitinase, urease, phosphatase, organic acids and biofilms. Ecuador, 2020.

Caracterizacion bioquimica

Quitinasa Fosfatasa Acido érganico Ureasa Acido érganico Biofilm
Cepas (Potasio) (Zinc)
BM2-12 ++ ++ ++ + ++ +
PM3-14 + + ++ + + -
PM3-8 ++ + + + ++ +
CHAO ++ ++ + ++ + ++
R4 ++ + + ++ ++ ++

Los signos indican: (-) ausencia, (+) presencia, (++) mayor presencia. / Signs indicate: (-) absence, (+) presence, (++) increased
presence.

Figura 2. Produccién enzimdtica de las PGPR para la solubilizacién de cada componente A. quitinasa B. dcidos orgdnicos para la
solubilizacion de potasio C. fosfatasas D. acidos organicos para la solubilizacién de zinc E. ureasa F. Biofilm. Flechas indican el sitio
de liberacién de compuestos por las PGPR, Ecuador, 2020.

Figure 2. Enzymatic production of PGPRs for solubilization of each component A. chitinase B. organic acids for potassium
solubilization C. phosphatases D. organic acids for zinc solubilization E. urease F. Biofilm. Arrows indicate the site of compound
release by PGPRs, Ecuador, 2020.
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Figura 3. Amplificacion del gen chiA por PCR para la identificacién de cepas bacterianas productoras de quitinasas. Del carril 1-6 (R4,
CHAO, BM2-12, PM3-8, PM3-14, Control, M (marcador de masa molecular Ladder 100 pb Invitrogen), Ecuador, 2020.

Figure 3. PCR amplification of the chiA gene for the identification of chitinase-producing bacterial strains. From lane 1-6 (R4, CHAO,
BM2-12, PM3-8, PM3-14, Control, M (Invitrogen 100 bp Ladder molecular mass marker), Ecuador, 2020.

(7,87TE+11, 6,63E+9 y 4, 80E+8 UFC/mL), respectivamente. La disponibilidad de los nutrientes del bioformulado
BIO-IMPULSE mantuvo la viabilidad celular en las rizobacterias (R4 y PM3-8), con 1,05E+10 UFC/mL. Esto
indica que el alto contenido de UFC/mL estd relacionada con la alta disponibilidad de los nutrientes, que mejora su
actividad biolégica del bioformulado (Cuadro 5).

La viabilidad celular al dia 6, el bioformulado BIO-M3 y BIO-QPGPRs logra mantener la UFC/mL en
(4,77E+8 y 3,83E+8) en la rizobacteria CHAO, respectivamente. La viabilidad celular se reduce en BIO-IMPULSE
con 1,53E+8 UFC/mL, de las rizobacterias PM3-8 y R4 (Cuadro 5). Viabilidad celular al dia 11, disminuy6 el
nimero de células UFC/mL en BIO-IMPULSE, BIO-M3 y PGPR-4N entre (3,73E+5 y 1,87E+7), a diferencia de
BIO-QPGPRs que mantiene su concentracién celular de (4,37E+7 y 6,07E+7) para las rizobacterias (CHAO, M2-
12, BM3-14, PM3-8, R4). Sin embargo, el bioformulado BIO-M3 mantiene la concentracién celular en 2,03E+8
UFC/mL para CHAO, (Cuadro 5).

La viabilidad celular al dia 16, el bioformulado BIO-M3 y BIO-QPGRs mantuvo la concentracién celular
en (CHAO y PM3-14) en (2,70E+7 y 1,10E+7 UFC/ml). La disponibilidad de células vivas para las rizobacterias
(CHAO, M2-12, PM3-8 y R4) tienen un efecto negativo en BIO-IMPULSE que decreci6 en su totalidad la
presencia de células vivas (Cuadro 5).

La viabilidad celular al dia 21, el bioformulado BIO-IMPULSE evidencié una respuesta negativa al proceso de
almacenamiento de rizobacterias con la disminucion de su totalidad de células vivas para BM3-14 . Al contrario, en
BIO-QPGPRs y BIO-M3 mantuvieron la mayor viabilidad celular entre (1,60E+5 y 1 43E+6 UFC/ml) y (9,6E+4
y 3,60E+6 UFC/ml), respectivamente. La viabilidad celular al dia 26, BIO-QPGPRs suministr6 las condiciones
Optimas para mayor estabilidad celular a su almacenamiento en las rizobacterias (CHAO, BM2-12, BM3-14,
PM3-8 y R4) con (1,83E+5, 6,30E+4, 1,80E+5, 1,63E+5 y 1,63E+5 UFC/ml), respectivamente (Cuadro 5). Este
bioformulado BIO-QPGPRs es la alternativa viable para masificar y preservar células bacterianas hasta los 26 dias.
Esta alternativa es sustituto viable para la masificaciéon de PGPRs, por su bajo costo y viabilidad en el tiempo, para
la aplicacién en cultivos agricolas en la segunda fase de investigacion (aplicaciéon en campo).
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Cuadro 5. Unidades formadoras de colonias en bioformulaciones de rizobacterias durante 26 dias de evaluacion. Los valores de p
indican el efecto de los factores sobre la variable dependiente mediante un ANDEVA de dos vias (formulado x bacteria). Ecuador, 2020.

Table 5. Colony-forming units in rhizobacterial bioformulations during 26 days of evaluation. P values indicate the effect of the factors
on the dependent variable using a two-way ANOVA (formulated x bacterial). Ecuador, 2020.

Formulados Bacterias Dia 1 Dia 6 Dia 11 Dia 16 Dia 21 Dia 26
BIO-QPGPRs CHAO 787E+11 A 383E+8 AB 4,70E+7 BC 1,57E+6 DEF 1,60E+5 DE 183E+5 A
BIO-QPGPRs BM2-12 1,IIE+10 B 550E+7 EFG 437E+7 BCD 323E+6 CDE 1,73E+5 DE 630E+4 B
BIO-QPGPRs PM3-14 6,17E+9 B 190E+8 DE 540E+7 BC 1,I0E+7 B 143E+6 C 180E+5 A
BIO-QPGPRs PM3-8 1,27E+9 B 257E+8 BCD 607E+7 B 153E+6 DEF 2,10E+5 DE 1,63E+5 A
BIO-QPGPRs R4 1,27E+9 B 257E+8 BCD 607E+7 B 147E+6 EF 243E+5 DE 1,63E+5 A

BIO-IMPULSE CHAO 3,53E+8 B 127E+7 FG 3/73E+5 F 0 F 0 E 0 C
BIO-IMPULSE BM2-12 8,70E+7 B 390E+6 G 5,17E+5 F 0 F 0 E 0 C
BIO-IMPULSE PM3-14 6,07E+9 B 307E+6 G 2,67E+6 F 2,10E+4 F 0 E 0 C
BIO-IMPULSE PM3-8 105E+10 B 1,53E+8 DEFG 400E+5 F 0 F 0 E 0 C
BIO-IMPULSE R4 105E+10 B 1,53E+8 DEFG 400E+5 F 0 F 0 E 0 C
BIO-M3 CHAO 6,63E+09 B  4,77E+8 A 203E+8 A 270E+7 A  3,60E+6 A 0 C
BIO-M3 BM2-12 127E+08 B 1,60E+8 DEF 187E+7 DEF 483E+5 F 9,60E+4 DE 253E+4 C
BIO-M3 PM3-14 1,00E+9 B 350E+8 ABC 1,80E+7 DEF 2,70E+6 CDE 263E+6 B 0 C
BIO-M3 PM3-8 1,27E+9 B 227E+8 CD 293E+7 CDE 247E+6 CDE 2,13E+5 DE 0 C
BIO-M3 R4 1,27E+9 B 227E+8 CD 293E+7 CDE 293E+6 CDE 240E+5 DE 0 C
PGPRs-4N CHAO 4,80E+8 B 257E+7 FG 293E+7 CDE 230E+6 CDE 257E+5 D 1,60E+4 C
PGPRs-4N BM2-12 3,73E+7 B 120E+7 FG 663E+5 F 330E+5 F 2,73E+4 DE 000E+0 C
PGPRs-4N PM3-14 1,13E+8 B 7,13E+6 G 6,l0E+6 EF . 327E+6 CD 2,10E+5 DE 1,63E+4 C
PGPRs-4N PM3-8 4,73E+8 B 4,10E+7 EFG 123E+7 EF 300E+6 CDE 1,13E+5 DE 1,63E+4 C
PGPRs-4N R4 4,73E+8 B 4,10E+7 EFG 123E+7 EF 347E+6 C 1,I0E+5 DE 1,63E+4 C

P (formulados) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

P (bacterias) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

P (interaccion) < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Los valores con letras similares no presenta diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 ) por el procedimiento de
comparacion miltiple de Tukey. Al tiempo de muestreo (1, 6, 11, 16, 21 y 26 dias ). / Values with similar letters do not present
significant statistical differences at the level of (p < 0.05) by Tukey’s multiple comparison procedure. At sampling time (1, 6, 11, 16,
21 and 26 days).

Determinacion del pH de los formulados

Los niveles de pH a procesos de biofermentacion y conservacion de las células bacterianas determinan valores
significativos para los bioformulados, rizobacterias y sus interacciones (p<0,001) en los dias (1,6, 11, 16,21 y 26).
Se deduce que el cultivo bacteriano presenta una disminucién considerable del pH en los dias (6, 11, 16, 21 y 26)
en comparacion al dia 1. A la evaluacion del pH dia 21, la composicién del bioformulado BIO-M3 logra mantener
un pH entre (4,07, 4,13, 4,22) para las rizobacterias (CHAO BM2-12 y PM3-8), respectivamente (Cuadro 6).

La acidificacién continua del medio causa la muerte celular de los microorganismos, por efecto de los dcidos
organicos que afectan la adecuada estabilidad de pH en el medio. Al dia 26, se tomaron en consideraciéon que
algunos valores de pH se mantienen y otros reducen de forma sustancial. Situacién que presenté BIOQ-PGPRs con
BM2-12, donde se mantiene el nivel de pH entre (3,73 y 4,43). La reduccién del pH estd sujeto a los compuestos
acidificantes que formaron las bacterias por la disponibilidad de azicares y proteinas, y su capacidad de liberar
enzimas como los dcidos orgdnicos que disminuyen los niveles de pH del medio.
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Cuadro 6. Potencial de hidrégeno (pH) en bioformulaciones de rizobacterias durante 26 dias de evaluacion. Los valores de p indican
el efecto de los factores sobre la variable dependiente mediante un ANOVA de dos vias (formulado x bacteria). Ecuador, 2020.

Table 6. Hydrogen potential (pH) in rhizobacterial bioformulations during 26 days of evaluation. The p values indicate the effect of the
factors on the dependent variable using a two-way ANOVA (formulated x bacterial). Ecuador, 2020.

Formulados Bacterias Dia 1 Dia 6 Dia 11 Dia 16 Dia 21 Dia 26
BIO-QPGPRs CHAO 4,29 HI 3,88 E 381 EFG 3,77 K 3,77 G 381 EFG
BIO-QPGPRs BM2-12 421 UK 3,66 G 337 1 331 (6] 434 A 443 A
BIO-QPGPRs PM3-14 426 HIJ 3,98 D 393 DEF 3,98 G 3,99 E 392 DE
BIO-QPGPRs PM3-8 435 H 3,84 EF 3,89 EF 3,94 H 3,95 E 385 DEF
BIO-QPGPRs R4 4,13 K 3,84 EF 3,76 EFGH 381 J 381 FG 3,73 FGHI
BIO-IMPULSE CHAO 430 H 3,78 F 392 DEF 3,90 I 3,85 F 3,74  FGH
BIO-IMPULSE BM2-12 5,10 C 4,78 B 423 BC 4,12 D 4,07 J 3,74 FGH
BIO-IMPULSE PM3-14 4,20 JK 3,86 EF 392 DEF 349 M 3,76 G 3,58 I
BIO-IMPULSE PM3-8 4,86 EF 397 D 3,68 FGH 3,72 L 353 H 3,57 J
BIO-IMPULSE R4 4,74 G 3,62 G 3,50 HI 346 N 342 1 3,33 K
BIO-M3 CHAO 5,23 B 5,04 A 4,78 A 4,29 B 4,13 C 3,72 FGHI
BIO-M3 BM2-12 5,05 C 391 DE 398 CDE 407 E 407 D 3,96 CDE
BIO-M3 PM3-14 543 A 4,65 C 4,40 B 4,01 F 395 E 3,63 B
BIO-M3 PM3-8 5,12 C 5,05 A 492 A 425 C 422 B 4,18 HIJ
BIO-M3 R4 5,03 CD 497 A 488 A 4,67 A 3.81 FG 3,72 FGHI
PGPRs-4N CHAO 5,04 CD 4,61 C 4,19 BCD 4,08 E 3,83 F 3,66 HIJ
PGPRs-4N BM2-12 5,03 CD 3,67 G 3,54 GHI 3.88 I 3,24 K 3,35 K
PGPRs-4N PM3-14 483 F 391 DE 432 B 4,08 E 3.99 E 3,68  GHI
PGPRs-4N PM3-8 495 DE 387 E 3,80 EFG 423 C 4,00 E 3,98 CD
PGPRs-4N R4 5,28 B 3,88 E 4,01 CDE 3,84 J 3.83 F 4,10 BC
P (formulados) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
P (bacterias) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
P (interaccién) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05) por el procedimiento de
comparacién multiple de Tukey. Al tiempo de muestreo (1, 6, 11, 16,21 y 26 dias). / Values with similar letters do not present significant
statistical differences at the level of (p < 0.05) by Tukey’s multiple comparison procedure. At sampling time (1,6, 11, 16,21 and 26 days).

Incidencia del bioformulado BIOQ-PGPRs en CCN-51 a su forma de aplicacion en temporada seca y lluviosa

Las rizobacterias crecieron en el bioformulado BIOQ-PGPRs y su aplicaciéon a campo se realiz6 en consorcio
en parcelas de CCN-51, que define valores significativos a la forma de aplicacion (edéfica, foliar e inyeccion),
temporada (lluviosa y seca) y sus interacciones para las variables morfolégicas y productivas.

La evaluacion de emisién foliar de las aplicaciones de rizobacterias en CCN-51, tuvo un aumento del niimero
de hojas con similar respuesta a su aplicacién edéfica e inyeccidn en temporada lluviosa y seca, con (100 y 52)
y (108 y 53), respectivamente (Cuadro 7). Hubo un incremento de la masa foliar por las aplicaciones de las
rizobacterias, a diferencia de la parcela de CCN-51 tratadas con control quimico y sin aplicacién, se redujo la
emision foliar con 73 y 35 en temporada lluviosa y seca, respectivamente (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Emisiones foliares, nimero de granos y rendimiento de 7. cacao durante la época seca y lluviosa del 2020. Los valores
de p indican el efecto de los factores sobre la variable dependiente mediante un ANOVA de dos vias (forma de aplicacién x época).
Ecuador, 2020.

Table 7. Leaf emissions, bean number and yield of 7. cacao during the dry and rainy seasons of 2020. The p values indicate the effect
of the factors on the dependent variable using a two-way ANOVA (application method x time). Ecuador, 2020.

Forma de aplicacién Epoca  Niimero de emisiones foliares Numero de granos Rendimiento kg/ha
Edafico Lluviosa 100 + 11,9 AB 51 + 22 A 1573 + 436 D
Edafico Seca 52 + 39 DE 422  + 4.5 BCD 12706 =+ 235 A

Foliar Lluviosa 97 + 17,9 AB 452  + 14 ABC 1174 =+ 39,5 D
Foliar Seca 61 + 17,2 CDE 44.8 + 35 ABC 486 + 146 C
Inyeccion Lluviosa 108 + 18,2 A 46,2 + 3,1 ABC 85,6 + 259 D
Inyeccién Seca 53 + 10,6 DE 368 + 3,7 D 804 + 129 B
Quimico Lluviosa 73 + 139 BCD 46,8 + 33 AB 943 + 15,1 D
Quimico Seca 54 + 59 DE 45 + 13 ABC 723 + 103 B
Testigo Lluviosa 84 + 16,6 ABC 402 = 2,1 CD 60,7 + 205 D
Testigo Seca 35 + 6,5 E 364 = 3,6 D 473 + 639 C

P (forma de aplicacion) 0,001 <0,0001 <0,0001

P (época) <0,0001 0,0005 <0,0001

P (interaccién ) 0,0255 0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (P < 0,05) por el procedimiento de
comparacion miltiple de Tukey. Los valores de desviacion estdndar + corresponden a n = 16. Values with similar letters do not present
significant statistical differences at the level of (P < 0.05) by Tukey’s multiple comparison procedure. Standard deviation + values
correspond to n = 16.

La formacién de granos en CCN-51, bajo aplicaciones eddficas de las rizobacterias generan un promedio
anual de 47 semillas/mazorca entre las temporadas (lluviosa y seca). Con similar respuesta en la parcela de CCN-
51 tratadas con fertilizante foliar y fungicidas (quimico), generan un promedio de 46 semillas/mazorca entre las
dos temporadas (Cuadro 7). Este resultado nos define el proceso de colonizacién de las rizobacterias en CCN-51
ejercen cambios a nivel fisiol6gico que permiten asimilar los nutrientes para favorecer a la formacién de mazorcas.

El rendimiento de CCN-51 disminuy6 en la temporada lluviosa, caracteristica de este clon. En esta investigacion
la aplicacion constante de rizobacterias a nivel edafico ejercié un incremento de (1270,6 kg/ha - época seca) y se
disminuy6 a (157 kg/ha - época lluviosa). Las parcelas de CCN-51 tratadas con fertilizacion foliar y fungicidas
(quimico) alcanza 723 kg/ha en la temporada seca. Las aplicaciones de microorganismos potenciaron el mecanismo
de proteccién de este clon y mejoraron el proceso de asimilacién de minerales lo que contribuy6 al incremento en
produccién de semillas de cacao (Cuadro 7). En temporada lluviosa se reduce la produccion de mazorcas por efecto
de las condiciones climdticas que disminuyen la formacion de flores y el incremento de enfermedades.

Incidencia de enfermedades en mazorcas de CCN-51 a su forma de aplicacion del bioformulado en
temporada seca y lluviosa

La aplicacion del bioformulado BIOQ-PGPRs, tuvo diferencias significativas en la interaccién de formas de
aplicacién y temporadas (p < 0,0001). Las aplicaciones edéficas del bioformulado BIOQ-PGPRs, disminuyeron la
incidencia de Phytophthora spp., en mazorcas de cacao, donde las rizobacterias activan el mecanismo de proteccién
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a nivel fisiol6gico en CCN-51 para responder de manera mds eficiente a enfermedades. La mayor incidencia de
la enfermedad fue evidente en las parcelas de CCN-51 no tratadas con fungicidas quimicos con un incremento de
infeccion en mazorcas del 9,7% (Cuadro 8).

Cuadro 8. Incidencia de Phytophthora spp.y M. roreri durante la época seca y lluviosa del 2020. Los valores de p indican el efecto de
los factores sobre la variable dependiente mediante un ANOVA de dos vias (forma de aplicacion x época). Ecuador, 2020.

Table 8. Incidence of Phytophthora spp.and M. roreri during the dry and rainy seasons of 2020. P values indicate the effect of the factors
on the dependent variable using a two-way ANOVA (application method x time). Ecuador, 2020.

Forma de Incidencia en mazorca (%)
aplicacion Temporada Phytophthora spp. M. roreri
Edafico Lluviosa 3,6 + 0,5 CD 10,9 + 14
Edafico Seca 0.8 + 0,1 AB 34,1 + 3 F
Foliar Lluviosa 54 + 1,1 D 13,6 + 14 BC
Foliar Seca 7.8 + 0.8 E 13,6 + 14 BC
Inyeccion Lluviosa 83 + 12 E 30,7 + 1,6 EF
Inyeccion Seca 0 + 0 A 20,9 + 34 D
Quimico Lluviosa 2,7 + 0,8 BC 3,61 + 04 A
Quimico Seca 40 + 10 CD 28,0 + 33 E
Control Lluviosa 40 + 1,1 CD 17,7 + 1.8 CD
Control Seca 9,7 + 1,5 E 429 + 3 G
P (forma de aplicacion) <0,0001 <0,0001
P (época) 0,1985 <0,0001
P (interaccion) <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (P < 0,05) por el procedimiento de
comparacion maltiple de Tukey. Los valores de desviacion estdndar + corresponden a n = 16. Values with similar letters do not present
significant statistical differences at the level of (P < 0.05) by Tukey’s multiple comparison procedure. Standard deviation + values
correspond ton = 16.

La proliferacién de M. roreri en mazorcas de cacao se disminuyé bajo la aplicacién del bioformulado BIOQ-
PGPRs a nivel foliar, con niveles de infeccidn del 13,6 % para sus dos temporadas, actué sobre la mazorca de cacao.
La aplicacién edéfica del bioformulado PGPRs en temporada seca se increment6 un 34 % de infeccién en mazorca
de CCN-51 (Cuadro 8). Estos resultados sugieren que la efectividad de las diferentes formas de aplicacion para el
control de Phytophthora spp.y M. roreri puede variar al considerar la temporada del afio.

Discusion

Las PGPR en esta investigacion presentaron capacidad de producir biopeliculas o exopolisacédridos, enzimas
quitinasa y ureasa, diferentes tipos de fitohormonas, metabolitos fijadores de hierro (sideréforos) y solubilizadores
de minerales del suelo. Las bacterias del género Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Enterobacter 'y Aeromonas
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son productoras de &cidos orgdnicos, control de hongos fitopatégenos por actividad de la enzima quitinasa,
disminuir el estrés y estimular el crecimiento de plantas hospederas mediante la produccién de fitohormonas y
enzimas ACC desaminasa, y precipitacion de metales pesados por la produccién de biopeliculas (Cadirci & Yilmaz,
2023; Haque et al., 2023; Nagrale et al., 2023; Wang et al., 2023). Esta particularidad mejora el estado fisiolégico
de las especies vegetales, ya sea directa o indirecta, e incrementa la productividad de cultivos agricolas y minimiza
la dependencia de los agroquimicos (Mishra et al., 2020).

Se determiné la presencia del gen chiA en las cepas (PM3-8, PM3-14, BM2-12, CHAO) con el producto de
amplificacién 225 pb, que codifica el dominio catalitico a la produccién de quitinasas bacterianas. Se han reportado
cepas de los géneros Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter con presencia del gen chiA, como un
indicativo para el control de enfermedades en cultivos agricolas (Cucu et al., 2019; Medina-de la Rosa et al., 2016;
Okay & Alshehri, 2020; Verma et al., 2023).

Con el bioformulado BIO-QPGPRs se pudo masificar y preservar células bacterianas, hasta los 26 dias. Sin
embargo, la reduccion de las UFC dia 26 estd influenciada por el metabolismo de los microorganismos y la dosis
de cada ingrediente. En especial de los aziicares que pueden formar alcoholes, elemento que minimiza la presencia
del oxigeno y acelera la muerte celular (Arriel-Elias et al., 2018).

Las fuentes de nutrientes, adherentes y estabilizadores juegan un rol fundamental en la proteccidn.y viabilidad
de las formulaciones liquidas de bacterias (Lee et al. 2016). Esto indica que el bioformulado-tiene componentes
activos con la capacidad de preservar células bacterianas por un tiempo determinado. Por tal motivo, es relevante
conocer las UFC/mL en los bioformulado, es indicativo de calidad del producto (Lobo et al., 2019).

Los bioformulados en estudio presentaron una disminucién del pH del dia 1 al 26, con pH inferiores a 5.
Las PGPR desarrollan en medio con melaza a pH 4-9, sin embargo, el pH éptimo para la mayoria de los aislados
bacterianos estd entre 6,5 a 7 (Mustapha et al., 2022). Sin embargo, existen reportes que altas concentraciones
de azucares desarrollan una inestabilidad en las caracteristicas quimicas (pH) de las formulaciones liquidas que
ocasionan la reduccién y muerte bacteriana (Guerra Lopez & Zufiiga Davila, 2018). Por tal motivo, los componentes
utilizados en las formulaciones podrian influir en la-disminucién celular. En este contexto, las caracteristicas de
tolerancia a las condiciones dcida del formulado podria ser una alternativa para usar en suelos con estas mismas
condiciones (Ma et al., 2020).

La aplicacién a nivel de campo del bioformulado BIO-QPGPRs a manera de consorcio de PGPRs, en
plantacion de 7. cacao CCN51, promovié las emisiones foliares en la temporada lluviosa en su aplicacién foliar.
La aplicacién del bioformulado con P. aeruginosa aumentaron el nimero de brotes en manzanas (Malus domestica
L.) en condiciones de campo (Sharma y Sharma, 2020). La aplicaciéon de bioformulados PGPR en Solanum
tuberosum mostraron mayor biomasa y drea foliar en comparacion a las plantas sin aplicacién (Batool et al., 2020).
Las PGPR tienen un efecto en el crecimiento foliar de 7. cacao (Loguercio et al., 2023), este efecto se ocasiona
porque las rizobacterias estimulan mayor densidad de cloroplastos, clorofila y nutriente por unidad de érea foliar,
por liberacién de hormonas citoquininas.

El incremento en nimero de granos presentd en la interaccidon eddfica y época seca, estd regulado por el
proceso de disponibilidad de nutrientes, donde las rizobacterias juegan un rol sustancial en la capacidad de
solubilizar minerales y estén disponibles para CCN-51 en comparacién al control sin aplicaciones. El bioformulado
con P. fluorescens promovié un mayor nimero y peso de semillas por planta de Brassica juncea en comparacion
al control (Mishra et al., 2022). Las PGPR mejoran la solubilizacion y eficiencia en la absorcion de nutrientes que
retribuyen en la produccién y calidad de semillas (Hakim et al., 2021). Esto demuestra que las aplicaciones edéficas
de la bioformulacién son eficientes para incrementar el nimero de semillas en los cultivos.

La forma de aplicacién edéfica en la época seca, incrementd el rendimiento del cultivo de cacao (1270,6 kg/
ha), en comparacién a inyeccién y foliar. La aplicacién de la formulacion de la emulsion de aceite con P. fluorescens
FP79 productoras de AIA y citoquininas, aumenté significativamente el rendimiento del platano (68,12 t/ha) en
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comparacién con el control (66,49 t/ha) (Peeran et al., 2014). Se reporté que la aplicacién de formulaciones de
Pseudomonas y Azospirillum, generaron un incremento en el rendimiento y calidad del fruto de tomate (Pérez-
Rodriguez et al., 2020). Esta alternativa mejora la eficiencia de los agroquimicos y a el rendimiento en el cultivo
de cacao.

Al control fitosanitario de Phytopthora spp.y M. roreri en mazorcas de cacao se disminuy6 bajo la aplicacion
del bioformulado BIOQ-PGPRs a nivel foliar y eddfica. Se han reportado estudios donde la formulacién orgénica
basada en PGPRs ocasiond un efecto biocontrolador por la accién de PGPR, generaron un efecto antagénico frente
a hongos patdgenos en especies vegetales (Chakravarty, 2023; Meena et al., 2020; Pathma et al., 2021).

Existen pocos reportes al empleo de formulaciones PGPR al control bioldgico de infecciones ocasionadas por
hongos en CCN-51. La alternativa es viable en base a Waisen et al. (2023); Anderson y Kim (2020) que utilizaron
el producto comercial P. chlororaphis AFS009 (Howler™ , AgBiome Inc., USA) para la proteccion en plantas
contra fitopatégenos Alternaria sp., Botrytis sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phytopthora sp., Pythium sp.,
Rhizoctonia sp.y Sclerotinia sp. por la produccién de fenazinas antimicrobianas, insecticidas y nematicidas (Waisen
et al., 2023; Anderson y Kim, 2020). La produccién de compuestos como el 24 diacetilcloroglucinol (DAPG),
fenazinas, pioluteorina, cianuro de hidrégeno podrian estar ligados a la accién de biocontrol en enfermedades
flingicas (Balmes et al., 2022; Chdvez Arteaga et al., 2020). Ademads, se encontraron por pruebas bioquimicas y
moleculares que la mayoria de las PGPR son productoras de quitinasas, por lo cual es fundamental para el control
de hongos con estructura quinolitica como M. roreri.

Conclusiones

Los bioformulados de rizobacterias presentaron variabilidad en las unidades formadoras de colonias (UFC) y
el potencial de hidrégeno (pH) durante el tiempo de evaluacion, ubicandose el bioformulado BIOQPGPRs con las
cepas P. protegens CHAO, M2-12, E. asburiae BM3-14, S. marcescens M3-8 y P. veronii R4 en UFC/mL como el
medio con mayor estabilidad con las variables antes mencionadas, durante los 26 dias de evaluacion.

En el cultivo de cacao la forma de aplicacién por inyeccion en la época lluviosa increment6 el nimero de
emisiones foliares (108), ademads, el efecto de aplicacion edéfica en la época lluviosa aumento el nimero de granos
(51). En época seca, el rendimiento del peso seco del cacao (1270 kg/ha) mejoré cuando las aplicaciones de los
formulados se realizaron de forma edafica. En la época seca, se present6 una disminucion total de Phytophthora (O
%) por el efecto de las aplicaciones por inyeccion.
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