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Resumen: La teca es un arbol de gran valor comercial que enfrenta
amenazas fitosanitarias como la muerte descendente causada por P.
palmivora, un hongo del suelo que compromete el desarrollo y supervivencia
de las plantulas. Frente a la limitada eficacia de los métodos convencionales,
esta investigacién evalué el uso de rizobacterias del género Pseudomonas
como alternativa biolégica para el control del patégeno. Se aplicé un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con seis tratamientos (cinco cepas
bacterianas y un control) y tres repeticiones. Los resultados destacaron las
cepas bacterianas aisladas presentaron diversidad morfol6gica, bioquimica
y funcional, destacdndose BZ1 y QV2 por su alta capacidad de produccion
de acido indolacético (AlA) La cepa QV3 como la mas efectiva: inhibié el
crecimiento de P. palmivora en un 78 %, redujo la incidencia de la
enfermedad al 22,4 % y la severidad al 7,9 %. En cuanto al crecimiento
vegetal, QV3 promovié la mayor altura de planta (30,2 cm), mayor diametro,
peso fresco de biomasa aérea (28,2 g) y radicular, contenido de clorofila
(37,6 SPAD) y volumen radicular (11,8 cm?®). En conclusion, la cepa QV3
demostré alto potencial como agente de biocontrol y bioestimulante,
destacéndose por su doble funcién en la supresion del patégeno y promocion
del desarrollo de T. grandis.

Palabras clave: Biocontrol; severidad; incidencia; acido indolacético.

Abstract: Teak is a tree of great commercial value that faces phytosanitary threats
such as dieback caused by P. palmivora, a soil fungus that compromises the
development and survival of seedlings. Given the limited effectiveness of conventional
methods, this research evaluated the use of rhizobacteria of the genus Pseudomonas
as a biological alternative for controlling the pathogen. A completely randomised
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design (CRD) was applied with six treatments (five bacterial strains and one control)
and three replicates. The results highlighted that the isolated bacterial strains
presented morphological, biochemical and functional diversity, with BZ1 and QV2
standing out for their high capacity to produce indoleacetic acid (IAA). The QV3 strain
was the most effective: it inhibited the growth of P. palmivora by 78%, reduced the
incidence of the disease to 22,4% and its severity to 7.9%. In terms of plant growth,
QV3 promoted greater plant height (30,2 cm), greater diameter, fresh weight of above-
ground biomass (28.2 g) and root biomass, chlorophyll content (37,6 SPAD) and root
volume (11,8 cm3). In conclusion, the QV3 strain showed high potential as a biocontrol
agent and biostimulant, standing out for its dual function in suppressing the pathogen
and promoting the development of T. grandis.

Keywords: Biocontrol; severity; incidence; indoleacetic acid.

1. Introduccion

La teca es un arbol de gran importancia econdmica y cultural, ampliamente
cultivado en regiones tropicales y subtropicales del mundo por su valiosa madera
(Venkatesh et al., 2023). Este arbol prospera en suelos bien drenados y ricos en
nutrientes, preferiblemente en areas con una precipitacion anual de al menos
1,200 mm y temperaturas calidas (Mushineni et al., 2024). Ademas, prefiere
areas con una estacion seca definida para una mejor formacién de la madera
(Dimki¢ et al., 2022). En el afio 2020 obtuvo $38.271.121,32 FOB (Free On
Board) en exportaciones (ASOTECA, 2020).

Al considerar el contexto forestal, donde la salud de los arboles es vital para la
estabilidad de los ecosistemas y para la industria maderera, el control de
enfermedades se convierte en una preocupacién primordial (Healey et al., 2016;
Macpherson et al., 2018). Las enfermedades forestales pueden ser causadas
por una variedad de agentes patdgenos, incluyendo hongos, bacterias y
nematodos, los cuales pueden causar dafos significativos a los bosques,
disminuyendo la productividad y la biodiversidad (Balla et al., 2021).

Las enfermedades fungosas representan una de las principales preocupaciones
para los productores (Venkatesh et al., 2023). Entre las mas comunes se
encuentra la causada por especies de Phytophthora, un género de hongos
patogenos del suelo que pueden provocar la muerte descendente en los arboles
de teca (Parthasarathy et al., 2021). Este hongo incluye varias especies
patdbgenas para plantas, y la infeccibn por estos hongos puede causar
enfermedades en una amplia variedad de cultivos, incluida la teca (Mascarenhas
et al. 2021). La "muerte descendente" causada por Phythophthora sp. en el
cultivo de teca es un problema grave que afecta a esta especie de arbol. Estos
hongos infectan las raices y se propagan a través del sistema vascular,
causando marchitez y eventualmente la muerte del arbol si no se controlan
adecuadamente (Magafa et al., 2022).

Esta enfermedad tiene como caracteristica que las hojas superiores de los
arboles comienzan a marchitarse y morir, y este proceso se extiende
gradualmente hacia abajo por la copa del arbol (Lione et al., 2023). A medida
que avanza la enfermedad, las ramas mas bajas y finalmente todo el arbol
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pueden verse afectado, lo que eventualmente puede llevar a la muerte del arbol
(Jung et al., 2021). La utilizacion de bacterias del género Pseudomonas para el
control de enfermedades en especies forestales representa una fascinante y
prometedora area de investigacion en la proteccion de los recursos naturales y
la silvicultura (Dimki¢ et al., 2022). Pseudomonas es un género diverso y
ampliamente distribuido de bacterias que exhiben una notable capacidad para
colonizar una variedad de ambientes, incluidos los suelos forestales (Bonaterra
et al., 2022).

Estas bacterias son reconocidas por su versatilidad metabdlica y su capacidad
para producir una amplia gama de compuestos bioactivos, algunos de los cuales
muestran actividad antagonista contra patogenos de plantas (Zhang et al., 2020).
La idea fundamental detras del empleo de bacterias Pseudomonas spp. como
agentes de control bioldgico radica en su capacidad para competir y suprimir el
crecimiento de organismos patégenos en el suelo o en la superficie de las plantas
(Thakur et al., 2024). En este sentido, las bacterias Pseudomonas spp. han
surgido como una herramienta potencialmente efectiva y sostenible para el
manejo de estas enfermedades, ofreciendo una alternativa a los métodos
tradicionales que a menudo implican el uso de pesticidas quimicos (Lalucat et
al., 2022).

Dada la importancia econdmica y ecoldgica de la teca, la investigacion busca
alternativas bioldgicas al uso de pesticidas quimicos, promoviendo practicas
agricolas mas sostenibles. Al mejorar la resistencia de las plantulas a
enfermedades, el estudio podria contribuir a una produccién forestal mas
saludable y a la restauracibn de ecosistemas, fomentando un manejo
responsable de los recursos naturales. Por lo que la presente investigacion tiene
como objetivo evaluar el efecto de rizobacterias del género Pseudomonas en el
control de la muerte descendente ocasionada por P. palmivora en plantulas de
teca.

2. Materiales y Métodos

2.1.Sitio del estudio y enfoque experimental

La investigacion se desarrollé en el laboratorio de Biologia y Microbiologia del
campus experimental La Maria de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
el cual dispone de infraestructura, equipamiento y condiciones controladas
adecuadas.El estudio correspondié a una investigacion de tipo experimental, con
nivel explicativo y modalidad analitica, integrando ensayos in vitro e in situ. Este
enfoque permitid6 analizar los mecanismos de infeccién y virulencia de
Phytophthora palmivora, asi como la capacidad antagonista de rizobacterias del
género Pseudomonas, combinando informacién proveniente de literatura
cientifica especializada con resultados experimentales originales, lo que permitio
obtener una vision integral de la biologia y ecologia del patégeno (Hartman,
2011). La investigacion cont6é con autorizacion institucional para el uso de las
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instalaciones y del material vegetal y microbioldgico. Se respetaron las normas
de bioseguridad para el manejo de microorganismos y no se involucraron seres
humanos ni animales, por lo que no fue requerido consentimiento informado,
cumpliéndose los principios éticos de la investigacién cientifica.

2.2.Diseno experimental y estructura de tratamientos

El disefo experimental aplicado fue completamente al azar (DCA), conformado
por cinco tratamientos, incluyendo un testigo sin aplicacidon bacteriana, con tres
repeticiones por tratamiento y cuatro unidades experimentales por repeticion.
Para los ensayos in situ se emplearon plantulas de Tectona grandis variedad
costarricense, obtenidas de un vivero de la ciudad de Quevedo, mientras que
para los ensayos in vitro se aislaron bacterias rizosféricas a partir de muestras
recolectadas en plantaciones de teca ubicadas en los cantones Balzar, Valencia
y Quevedo. Se incluyeron unicamente plantulas sanas, homogéneas y sin
sintomas visibles de enfermedad; se excluyeron aquellas con dafio mecanico o
contaminacion previa y se eliminaron del analisis las unidades experimentales
que presentaron pérdidas accidentales durante el manejo.

2.3.Aislamiento y caracterizacion de las bacterias

Las cepas bacterianas evaluadas (BZ1, BZ4, QV2 y QV3) fueron seleccionadas
a partir de antecedentes bibliograficos sobre su potencial antagonista frente a
oomicetos fitopatdgenos, ademas de un tratamiento control. El aislamiento de
las rizobacterias se realizé a partir de 100 g de suelo y raices asociadas a la
rizosfera de teca, mediante diluciones seriadas y siembra por extension en
medios selectivos King B y agar cetrimide, incubandose entre 25 y 30 °C durante
48 horas (Silk et al., 2024). Las colonias con morfologia caracteristica fueron
purificadas por repiques sucesivos hasta obtener cultivos axénicos (Hartman,
2011).

La caracterizacion bacteriana incluyd la tincién de Gram siguiendo el protocolo
descrito por Gamazo et al. (2013), asi como pruebas bioquimicas de oxidasa y
catalasa empleando reactivo de Kovacs y peroxido de hidrogeno,
respectivamente (Kalyan, 2018). La caracterizacion morfolégica se realizd
mediante observacidn microscépica, registrandose forma celular, arreglo,
tamano y estructuras accesorias, y comparando los resultados con descripciones
reportadas en la literatura especializada (Vargas y Kuno, 2014). La fluorescencia
se evaluo en medio King B bajo luz ultravioleta, asociada a la produccién de
siderdforos fluorescentes caracteristicos del género Pseudomonas (Alvarez-
Garcia et al., 2020).

La capacidad funcional de las cepas se evalué mediante la prueba de
solubilizacion de fosfatos en agar Pikovskaya, considerando positiva la
formacion de halos claros alrededor de las colonias y el cambio de color del
indicador purpura de bromocresol, segun lo descrito por Corrales et al. (2014).
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La produccion de acido indolacético (AlA) se cuantificd cultivando las cepas en
medio Luria Bertani suplementado con L-triptéfano (0,1 g L™), incubadas a 28
°C durante 48 horas en agitacion constante. El sobrenadante se obtuvo por
centrifugacion y la concentracion de AlA se determiné mediante el reactivo de
Salkowski, con lecturas de absorbancia a 530 nm y estimacion a partir de una
curva estandar. Para la evaluacion temporal, se realizaron muestreos cada 10
horas hasta las 50 horas, siguiendo el mismo procedimiento analitico.

2.4 Bioensayos in vitro

La capacidad inhibitoria in vitro frente a P. palmivora se evalué mediante cultivos
duales en placas de agar, empleando medios King B para las bacterias y agar
V8 para el patdgeno, siguiendo la metodologia descrita por Guo y Ko (1993). El
porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial se calculé conforme al método
propuesto por Bashan et al. (1996), comparando el diametro de las colonias del
patdgeno en presencia y ausencia de las rizobacterias. Adicionalmente, se
realizo la cuantificacion microscopica de zoosporas y esporangios.

2.5.Bioensayos in situ

La capacidad inhibitoria in situ se evalué en plantulas de teca previamente
inoculadas con P. palmivora, aplicando 1 mL de suspension bacteriana ajustada
a 1 x 108 UFC al sistema radicular. Se establecié un grupo control conformado
por plantulas infectadas sin aplicacion bacteriana, permitiendo comparar la
evolucion de la enfermedad bajo condiciones controladas.

Las variables evaluadas incluyeron incidencia y severidad de la enfermedad,
determinadas segun escalas descriptivas previamente reportadas (Arguedas,
2004; Matarrita et al., 2012), asi como altura de planta, diametro del tallo, peso
de biomasa aérea, peso y volumen radicular y contenido relativo de clorofila
medido con un medidor SPAD-502 Plus. Todas las mediciones se realizaron en
15 plantulas por tratamiento, utilizando instrumentos calibrados y protocolos
estandarizados.

2.6.ldentificacion molecular

La identificacion molecular del fitopatégeno se realiz6 mediante la amplificacion
de la regién ITS utilizando los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Los
productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa y las
secuencias obtenidas fueron analizadas mediante comparacion con bases de
datos NCBI y GenBank usando BLASTn (Altschul et al., 1990), confirmando la
identidad taxondmica de los aislamientos.

2.7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico descriptivo y analisis
de varianza (ANOVA). Cuando se detectaron diferencias significativas, las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 95 % de confianza,
verificandose previamente los supuestos de normalidad y homogeneidad de
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varianzas. El procesamiento estadistico se realizé en el software InfoStat version
2023.

3. Resultados

3.1. Caracteristica morfolégica, bioquimica y funcional de las bacterias
aislada

En la caracterizacion morfologica, bioquimica y funcional de las cepas
bacterianas aisladas de las zonas de Balzar, Valencia y Quevedo, se observaron
variaciones relevantes entre las muestras (Tabla 1). En cuanto a las pruebas
bioquimicas, las cepas presentaron resultados positivos para fluorescencia,
ureasa y catalasa, con excepcion de VL3, que fue negativa para fluorescencia y
ureasa, pero positiva para catalasa y oxidasa, y unica entre todas en presentar
tincion Gram positiva. En contraste, las demas cepas fueron Gram negativas.

La prueba de oxidasa resulto positiva en la mayoria de los casos, caracteristica
comun en bacterias aerobias. En cuanto a la morfologia colonial, predominé la
forma circular (Fig. 1), con presencia puntual de formas puntiformes en BZ1 y
fusiformes en BZ2. El borde entero fue la caracteristica mas comun, aunque
también se evidenciaron bordes ondulados y lobulados en menor frecuencia. La
elevacion convexa se observd principalmente en cepas como BZ1, VL2, VL3,
QV3 y QV4, mientras que la elevacion plana fue poco frecuente. Respecto a la
actividad inhibitoria, unicamente las cepas BZ1, BZ4, VL3, QV2 y QV3 mostraron
actividad positiva.

Tabla 1
Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y funcionales de las bacterias aislada
Pseudomonas aisladas

. . . Actividad
Bioquimica Forma Borde Elevacion inhibitoria

@ I ©

o c @ 1%} 0} o
co2 g 3§ f o &2t g g f §

2 § s © £ £ 3 ¢ & € 3 3 & § 2

s £ 2 X 8§ E £ E T 5 8 8 & 2 §

S o 6 g 7 ©0 & 7 o 3 TS

T = =
Bz1 + + - 4+ - + - - - - + - - + - +
BZz2 + + + + + - - - + - - - + - -
BZ3 + + + + - - + - - + - - - + - -
BZ4 + + - + - - + - + - - - + - +
VL1 + + - + - - + - - + - - - + - -
VL2 + + - + - + - - - - + - - - + -
VL3 - - + + + + - - - - + - - - + +
vLa  + + o+ o+ - -+ - -+ - - -+ - -
Qvli + + + + - o+ - - -+ - - -+ - -
Qv2 + + -  + - -+ - -+ - - -+ - +
Qv + + + + - -+ - - - -+ - - + +
Qv4 + + + 4 -+ - - -+ - - - + -

Balzar (BZ), Valencia (VL), Quevedo (QV)

~
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Figura 1.
Aislamiento de bacterias Pseudomonas spp. en medio selectivo

Nota: En la figura de la izquierda se observa el crecimiento de colonias
bacterianas en medio solido observado bajo luz blanca, con morfologia circular,
borde regular y color blanquecino. En la figura de la derecha se observan
colonias observadas bajo luz ultravioleta, mostrando fluorescencia caracteristica
asociada a la produccion de sideréforos (Pseudomonas spp.).

3.2. Cuantificacion de la produccion de acido indolacético (AlA)

En la cuantificacion de la produccion de acido indolacético (AlA) expresada en
pg-mL™" por parte de las cepas seleccionadas, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05). En la Figura 2, se
muestra que las cepas BZ1 y QV2 registraron las mayores concentraciones de
AlA, con valores de 14,7 y 11,7 ug-mL™" respectivamente. En contraste, las
cepas QV3 y BZ4 mostraron una produccién significativamente menor de AlA,
con valores de 7,3 y 6,0 ug-mL™" respectivamente.
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Figura 2
Cuantificacion de la produccion de acido indolacético (AlA)
18
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Cepas

Nota: Las barras indican la media de cada tratamiento. Lineas verticales la
desviacion estandar de cada cepa. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, Tukey (p<0,05).

3.3. Evaluacion temporal de la produccion de acido indolacético (AlA)

Los datos presentados en la Fig. 3, indican la evaluacion temporal de la
produccion de acido indolacético (AlA) por parte de las cepas BZ1 y QV2 revelo
patrones dinamicos en la biosintesis de la fitohormona a lo largo de un periodo
de 50 horas.

En ambas cepas, la produccion de AIA fue nula en el tiempo inicial (0 h),
incrementandose progresivamente con el paso de las horas. La cepa BZ1 mostro
un aumento moderado hasta las 20 horas (4 pgmL™a 10 hy 6 yg-mL™" a 20 h),
alcanzando su pico maximo a las 30 horas con una producciéon de 15 ug-mL™".
Posteriormente, se evidencié una disminucion gradual hasta 10 uyg-mL™" a las 40
hy6 ug-mL™" alas 50 h.

Por su parte, la cepa QV2 exhibié un patrén similar, con incrementos hasta las
30 horas (3,8 y 12 ug'mL™" en los tiempos de 10, 20 y 30 h, respectivamente),
seguidos también de una reduccion a 8 yg-mL™"alas 40 hy 4 uyg-mL™" a las 50
h.
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Figura 3
Evaluacion de la produccion de acido indolacético (AlA)
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3.4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de P. palmivora

En la evaluacion del efecto antagonista de las cepas bacterianas sobre el
crecimiento de P. palmivora, se observaron diferencias significativas en los
porcentajes de inhibicion, con valores que oscilaron entre el 41 % y el 78 %, en
contraste con el tratamiento control que no presentd inhibicion (0 %). Las cepas
QV3 y BZ1 mostraron la mayor capacidad inhibitoria, con porcentajes de 78 % y
72 % respectivamente. En cambio, las cepas QV2 y BZ4 presentaron menores
porcentajes de inhibicion, con valores de 48 % y 41 %, respectivamente (Figuras
4y5).

Figura 4
Porcentaje de inhibicion del crecimiento de P. palmivora aplicando bacterias del
género Pseudomonas, con potencial antagonico.
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Nota: Las barras indican la media de cada tratamiento. Lineas verticales la
desviacién estandar de cada cepa. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, Tukey (p<0,05).
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Figura 5
Prueba de antagonismo de P. palmivora aplicando bacterias del género
Pseudomonas seleccionadas

Nota: Se observa la inhibicion del crecimiento micelial en presencia de las cepas
QV2, QV3, BZ1 y BZ4, en comparacion con el control sin bacteria.

3.5. Porcentaje de incidencia de P. palmivora

El analisis del porcentaje de incidencia de la enfermedad causada por P.
palmivora evidencié diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos bacterianos evaluados. En la Figura 6 se refleja que el tratamiento
control (TO), sin aplicacién de cepas bacterianas, presentd la mayor incidencia
con un 89.1 %.

En contraste, la cepa QV3 mostré la menor incidencia con un 22.4 %, lo que
indica una notable eficacia en la reduccion del desarrollo de la enfermedad. Las
cepas QV2, BZ1 y BZ4 mostraron incidencia con porcentajes de 48 %, 50.3 % y
54.1 %, respectivamente, sin diferencias estadistica entre ellos.
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Figura 6
Porcentaje de incidencia de P. palmivora en plantulas de teca.
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Nota: Las barras indican la media de cada tratamiento. Lineas verticales la
desviacion estandar de cada cepa. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, Tukey (p<0,05).

3.6. Porcentaje de severidad de P. palmivora

El analisis del porcentaje de severidad de la enfermedad causada por P.
palmivora mostrd diferencias altamente significativas entre los tratamientos
bacterianos evaluados. El tratamiento control (TO), sin aplicacion de cepas
bacterianas, registré el valor mas alto con un 91.4 %. En contraste, la cepa QV3
presento la menor severidad con un 7,9 %. Las cepas BZ1 y QV2 redujeron la
severidad a 27,1 % y 41,4 %, respectivamente, mientras que la cepa BZ4 registré
un 54,7 % (Figura 7 y 8).

Figura 7
Porcentaje de severidad de P. palmivora en plantulas de T. grandis.
120
100 | a
= 1
X 80
s
T 60 | ?
§ bc
8 40 I &
20 | . A
; =
TO BZ4 Qv2 BZ1 Qv3
Cepas

Nota: Las barras indican la media de cada tratamiento. Lineas verticales la
desviacién estandar de cada cepa. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, Tukey (p<0,05).
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Figura 8
Severidad de plantulas de T. grandis a los 21 dias posteriores a la inoculacion
con P. palmivora y la aplicacion de cepas rizobacterianas antagonistas.

Nota: (A) QV2; (B) BZ4; (D) QV3; (E) BZ1. Testigo patégeno (Phytophthora sp.)
(C)y (F).

3.7. Caracteristicas morfofisiolégicas

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los tratamientos en
todas las caracteristicas morfofisiolégicas evaluadas en plantulas de T. grandis
expuestas a P. palmivora. El tratamiento QV3 presenté la mayor altura de planta,
alcanzando 30,2 cm, asi como el mayor diametro de tallo, con 5,0 mm. Asimismo,
generd mayor produccion de biomasa, tanto en peso fresco (28,2 g) como en
peso seco (7,4 g), y también presentd el contenido mas alto de clorofila, medido
con 37,6 unidades SPAD. En cuanto al desarrollo radicular, QV3 registro el
volumen mas alto con 11,8 cm?3. En contraste, el tratamiento TO (sin inoculacién
bacteriana) mostrd la menor altura (21,4 cm), el menor peso fresco (18,3 g), el
menor contenido de clorofila (28,3 SPAD), asi como el volumen radicular mas
reducido (85 cm?). Los tratamientos BZ1, BZ4 y QV2 mejoraron el crecimiento
respecto al testigo, pero no alcanzaron los niveles observados en QV3, indicando
una efectividad diferenciada entre cepas bacterianas (Tabla 2).
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Tabla 2
Caracteristicas morfofisioloégicas de plantulas de T. grandis inoculadas con
diferentes cepas bacterianas y expuestas a P. palmivora.

2 . T ST 5 _
S T 0O o £ o g Q ) : g () % 1 S
= ® = s = o & 0 = % < E 3 %
€ 5 8 0 © o E o o 3 = 5 o £
8 2 € E E a 65 a @8 S & 5 T &
o < S 8 8 2 m © o > &
= o 0O o o
TO 214+38d 43+05 bc 18.3x29d 39+14c 283+23d 85+38d
BZ4 252+16¢C 44+06 b 23.8+22c 56+08c 332+23c 93+£31b
BZ1 253+55¢c 44+0.10b 242 +17c 55+02c 335+x21b 86+1.0d
Qv2 27.1+£39b 41104 ¢ 279+19b 73+11b 331+10bc 89+13cd
Qv3 30.2+33a 50x+03 a 282+20a 74+12a 376+39a 11.8+x09a

Nota: Resultados expresados en media aritmética + desviacion estandar. Letras
diferentes denotan diferencias significativas entre tratamientos, Tukey (p<0,05).

3.8. Identificacion molecular del fitopatégeno

Los aislamientos, denominados PH12-01 y PH12-02, mostraron una alta calidad
de secuencia y fueron sometidos a analisis de homologia mediante comparacion
con bases de datos publicas NCBI y GenBank. En la tabla se revelan los
resultados, mismos que indicaron que ambos aislamientos correspondieron a P.
palmivora, una especie reconocida por su capacidad patogénica en diversas
plantas lefiosas. El aislamiento PH12-01 presenté un 100 % de cobertura y un
100 % de identidad con la cepa EGPP, registrada bajo el nimero de accesion
OR917912.1 en GenBank. De manera similar, el aislamiento PH12-02 coincidid
en un 100 % con la cepa 8 C, con numero de acceso OR427309.1 (Tabla 3).

Tabla 3
Identificacion molecular del fitopatégeno
AISLADO Identidad (Base de datos NCBI/ GenBank)
o Coberturade Identidad Namero de
Cédigo Nomenclatura Gen Cepa
consulta (%) (%) acceso
Phytophthora
PH12-01 ] EGPP 100 100 OR917912.1
palmivora
58S
Phytophthora
PH12-02 ] 8C 100 100 OR427309.1
palmivora
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4. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio confirmaron la eficacia de rizobacterias
del género Pseudomonas como agentes de biocontrol y promotores del
crecimiento vegetal en plantulas de T. grandis afectadas por P. palmivora. El
aislamiento y caracterizacion de cepas nativas permitio evidenciar una amplia
diversidad morfologica, bioquimica y funcional, lo cual es coherente con lo
reportado por Muthiah et al. (2023), quienes destacan la plasticidad metabdlica
del género Pseudomonas y su habilidad para adaptarse a multiples nichos
ecoldgicos.

En la presente investigacion, se demostrd que varias cepas aisladas mostraron
resultados positivos en pruebas de fluorescencia, ureasa, catalasa y oxidasa,
excepto VL3, que presentd particularidades bioquimicas, incluida una tincidon
Gram positiva, algo inusual en Pseudomonas spp., que suelen ser Gram
negativas (Wali et al., 2024). Esta variabilidad bioquimica sugiere la existencia
de poblaciones bacterianas con rasgos fenotipicos atipicos, lo cual podria
deberse a la presion ambiental especifica de los suelos rizosféricos de las zonas
productoras de teca en el litoral ecuatoriano. Tal variabilidad también ha sido
documentada por Haque etal. (2024), quienes indican que incluso cepas
taxondmicamente proximas pueden diferir en su expresidn enzimatica y
capacidad antagonista.

La produccién de acido indolacético (AlIA) se destacd como un rasgo diferencial
entre cepas, siendo las cepas BZ1 y QV2 las que evidenciaron mayor sintesis
de esta fitohormona. Aunque la cepa QV3 produjo menor AlA, sus resultados en
el control de P. palmivora fueron superiores, lo cual demuestra que la eficacia en
biocontrol no depende exclusivamente de la produccién de AlA, sino de un
conjunto de mecanismos que incluyen la produccion de metabolitos secundarios,
sideroforos, y enzimas hidroliticas (Simamora et al., 2024). Hernandez-
Rodriguez etal. (2023), también observaron que algunas cepas de
Pseudomonas con baja produccion de AIA podian presentar gran capacidad de
antagonismo debido a la sintesis de antibiéticos como piocianina y fenazinas,
que inhiben la germinacion y crecimiento de hongos patdgenos.

La capacidad inhibitoria de las cepas sobre el crecimiento de P. palmivora in vitro
mostro diferencias notables. En particular, la cepa QV3 evidencio el mayor
porcentaje de inhibicion, lo que es consistente con las investigaciones de Anand
et al. (2020), quienes reportaron cepas de Pseudomonas spp. capaces de inhibir
mas del 70 % del crecimiento de Phytophthora spp. en cultivos duales. Este
antagonismo puede atribuirse a la produccion de compuestos antifungicos y a la
competencia por espacio y nutrientes. Ademas, las bacterias pueden secretar
enzimas como quitinasas y glucanasas, capaces de degradar las paredes
celulares del hongo, mecanismo sefialado también por Volynchikova y Kim
(2023), en estudios sobre biocontrol de fitopatdégenos del suelo.
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Otro aspecto observado fue la disminucion de la incidencia y severidad de la
enfermedad en las plantulas tratadas con rizobacterias, especialmente con la
cepa QV3. Aunque la produccion de AlA de esta cepa no fue mayor, su impacto
en la proteccion de las plantulas fue notoriamente superior. Esto confirma que la
eficacia en biocontrol de Pseudomonas puede estar mas relacionada con la
produccion de metabolitos antimicrobianos y con la induccidén de resistencia
sistémica en las plantas (Hajabdollahi et al., 2021). Este hallazgo coincide con lo
sefalado por Khaeruni et al. (2022), quienes documentan que cepas de P.
fluorescens pueden activar genes de defensa en plantas hospederas,
reduciendo significativamente los sintomas de enfermedades vasculares.

Ademas, la reduccion en la severidad y la incidencia de la enfermedad en los
tratamientos bacterianos indica una interaccion positiva planta-microorganismo,
donde las rizobacterias no solo actuan como barrera fisica o quimica contra el
patdgeno, sino que ademas modifican la respuesta inmune de la planta (Yang &
Hong, 2020). Sheng et al. (2024), destacan que esta activacion de defensas
inducidas puede involucrar vias como el acido salicilico y el acido jasmonico,
promoviendo la produccion de proteinas PR (Pathogenesis Related Proteins) y
fitoalexinas, que refuerzan las barreras estructurales y quimicas de la planta
contra el avance del patogeno.

La influencia de las rizobacterias sobre las variables morfofisiologicas de las
plantulas de T. grandis constituye uno de los hallazgos mas relevantes del
presente estudio, dado que se observé un incremento significativo en altura,
diametro, biomasa aérea y radicular, contenido de clorofila y volumen radicular
en las plantas tratadas, especialmente en aquellas inoculadas con la cepa QV3.
Este resultado refleja el efecto bioestimulante de las rizobacterias, fendmeno que
ha sido ampliamente documentado en la literatura, donde se reporta que cepas
de Pseudomonas pueden liberar compuestos promotores del crecimiento, tales
como acido indolacético (Zboralski & Filion, 2020), sideréforos, citoquininas
(Costa-Gutierrez et al., 2022) y acido giberélico, los cuales influyen directamente
en la morfogénesis vegetal (Cochard et al., 2022).

En particular, la mejora en el contenido de clorofila registrada en las plantas
tratadas sugiere un mejor estado fisioldgico y una mayor capacidad fotosintética,
lo que repercute en la produccién de biomasa. Esto coincide con lo descrito por
Aslani et al. (2024), quienes sefialan que rizobacterias como P. fluorescens
pueden modular el metabolismo del nitrégeno y la sintesis de pigmentos
fotosintéticos, contribuyendo asi a un vigor vegetal superior. Adicionalmente, las
bacterias pueden estimular la sintesis de proteinas y enzimas asociadas al
proceso fotosintético, generando plantas con mayor potencial de crecimiento y
adaptacion a condiciones adversas (Anwar et al., 2024).

Por otro lado, el incremento observado en el volumen radicular de las plantas
tratadas con QV3 podria estar vinculado a la capacidad de ciertas cepas de
Pseudomonas spp. para solubilizar fosfatos y otros nutrientes esenciales,
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mejorando asi la absorcion mineral por las raices (Sanclemente et al., 2017).
Este mecanismo ha sido descrito por Chalaraca-Vélez y Gaviria (2020), quienes
destacan que bacterias rizosféricas pueden liberar acidos organicos que
movilizan fosfatos insolubles en el suelo, haciéndolos disponibles para la planta.
La mayor disponibilidad de nutrientes no solo favorece el desarrollo radicular,
sino que potencia el crecimiento general de la planta, reforzando su tolerancia a
factores bioticos y abidticos (Muthiah et al., 2023; Maleki et al., 2017; Park et al.
2009).

Asimismo, es importante considerar que las rizobacterias pueden inducir
cambios en la arquitectura radicular, promoviendo una mayor ramificacién y
longitud de raices finas, lo que incrementa el volumen de exploracién del suelo
y facilita la captacion de agua y nutrientes (Gupta et al., 2021; Kashyap et al.,
2021). Esto coincide con el incremento observado en las plantulas tratadas en
este estudio, particularmente con QV3, lo cual refleja una interaccién simbidtica
efectiva entre la rizobacteria y la planta hospedera (Ali et al., 2021).

La presente investigacion aporta evidencia solida sobre el potencial de las
rizobacterias del género Pseudomonas, particularmente la cepa QV3, como
herramientas biotecnoloégicas para el manejo de la muerte descendente en T.
grandis. No solo se confirma su efecto antagonista contra P. palmivora, sino que
se destaca su capacidad para promover el crecimiento vegetal, consolidando su
perfil como agente de biocontrol y bioestimulante. Sin embargo, para su
implementacion a gran escala, resulta imprescindible validar estos resultados en
campo Yy desarrollar estrategias de formulacion que aseguren la viabilidad y
eficacia de estas bacterias bajo condiciones ambientales variables.

5. Conclusiones

La presente investigacion demostré que la rizosfera de Tectona grandis
constituye un reservorio relevante de rizobacterias con alta diversidad
morfoldgica, bioquimica y funcional, capaces de interactuar activamente con el
desarrollo vegetal y con fitopatdégenos del suelo. La caracterizacion integral de
los aislados permitié identificar cepas con perfiles funcionales diferenciados,
particularmente en la produccion de metabolitos promotores del crecimiento, lo
que confirmd el cumplimiento del objetivo orientado a la seleccion de
microorganismos con potencial bioestimulante y fitoprotector.

Se comprobd que las cepas bacterianas evaluadas ejercieron un efecto
antagonista efectivo frente a Phytophthora palmivora, tanto en condiciones in
vitro como in situ, evidenciando su capacidad para limitar el desarrollo del
patdgeno y reducir la expresion de la enfermedad en plantulas de teca. Estos
resultados validaron la hipotesis de que rizobacterias nativas pueden interferir en
los procesos de infeccion y colonizacién del oomiceto, destacando su potencial
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para integrarse en estrategias de manejo biolégico de enfermedades de origen
edafico.

Asimismo, la aplicacion de rizobacterias permitié mitigar los efectos negativos
del patégeno sobre el crecimiento de las plantulas, promoviendo mejoras
consistentes en variables morfofisiolégicas clave. Este comportamiento
evidencio un efecto dual de las cepas mas eficientes, al combinar mecanismos
de biocontrol con la estimulacidon del desarrollo vegetal, lo que resulta
especialmente relevante en etapas tempranas del establecimiento de plantas
forestales, donde la susceptibilidad a patégenos es elevada.
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