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Coleccion editorial Estudios de Paz
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Programa de Investigacién Colombia Cientifica
Reconstruccion del Tejido Social en Zonas de Posconflicto en Colombia
Cod. SIGP. 57579 de Minciencias. 2017
Financiado por el Banco Mundial

El problema es cémo investigar la realidad para transformarla.
Orlando Fals Borda

Los acuerdos de paz logrados entre el gobierno colombiano y uno de los actores
mas relevantes del conflicto armado interno en nuestro pais, las Fuerzas Armadas
Revolucionarias de Colombia (FARC-EP), instituyen un acontecimiento constitucional
(juridico y politico) sin precedentes en Colombia, cuya trascendencia va mas alla
de lo firmado en el Teatro Col6n en noviembre de 2016'. Nunca se habia llegado
tan lejos, después de casi seis décadas de conflicto interno armado que dejaron
mas de ocho millones y medio de victimas, segtin el RUV.

1 Véase Biblioteca del proceso de paz entre el gobierno nacional y las FARC-EP. Esta biblioteca representa

un esfuerzo de construccién de memoria histérica que busca dejar evidencia sobre el trabajo realizado
y las lecciones aprendidas durante la fase exploratoria y la fase publica de las conversaciones.



Los acuerdos impulsaron reflexiones acerca del uso de la tierra y la necesidad de
preservar el campo como despensa natural del pais y conexion vital con lo senti-
pensante. En un tono de méaximo esfuerzo conciliador, nuestros acuerdos —porque
le pertenecen al pueblo colombiano— plantaron la idea de lo diferencial, que tanta
falta hacia a la consolidacién del Estado social de derecho, en tanto a reconocimiento
de identidades que comparten un mismo suelo y conviven juntos en las diferencias.

Se trata del reconocimiento legal y politico de las diferencias de todo orden, lo
cual determiné lo que conocemos como paz territorial. La denominacién no es
fortuita, expresa el espiritu de los acuerdos: somos territorios (en el sentido mas
amplio) diferenciales y diferenciados, anunciando diversas costumbres, economias,
lenguas, culturas y saberes, dindmicas sociales y politicas.

Desde estas dimensiones, pensamos que la tierra nos reclama aqui y ahora, por
propuestas de accién-transformacién como la que hace referencia al papel de
la ciencia, la tecnologia y la innovacién en los territorios. Desde los acuerdos
y como gesto de cumplimiento a su implementacién, el gobierno colombiano
convoco a través de Minciencias en el 2017, al disefio y formulacién de programas
de investigacion desde Colombia Cientifica, en cinco focos estratégicos: salud,
alimentos, energias sostenibles, bioeconomia y sociedad. La Universidad de Caldas
como universidad ancla, presento la propuesta de programa de investigacion en
el foco sociedad con el nombre de “Reconstruccién del Tejido Social en Zonas
de Posconflicto en Colombia”, apostandole a tres retos de pais: construccién de
una paz estable y duradera, innovacién social para el desarrollo econémico y la
inclusién productiva y educacion de calidad desde la ciencia, la tecnologia y la
innovacién (CTEel).

Conscientes de la complejidad que trae consigo la idea de un programa de
investigacion, se formuld bajo el liderazgo de la Universidad de Caldas junto con
otras nueve entidades entre universidades (Universidad Nacional de Colombia
Sede Manizales; Universidad Auténoma Manizales - uaM; Universidad Tecnolégica
del Chocé - Diego Luis Cérdoba; Universidad de Sucre; Universidad de Granada;
Université de Strasbourg; Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM)
y organizaciones del sector productivo (Centro Internacional de Educacién y
Desarrollo Humano - cINDE y Corporacién Auténoma Regional Para el Desarrollo
Sostenible del Chocd, Codechocd), una propuesta que conectara el pensamiento
cientifico con las particularidades de los territorios en tres departamentos: Caldas,
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Sucre y Choco, y trece municipios?. En cuatro afios de articulacién continua entre
investigadores, comunidades, instituciones ptblicas y privadas, universidades,
organizaciones, funcionarios y, en particular, con actores territoriales se formularon
cinco proyectos, descritos méas adelante.

El programa de investigacién Colombia Cientifica “Reconstruccion del Tejido
Social en Zonas de Posconflicto en Colombia” tiene como objetivo general producir
conocimiento y transformacion social a través de la coconstruccién de estrategias de
I+D+i multidisciplinarias e intersectoriales para el fortalecimiento de capacidades
politicas, ciudadanias activas, competencias productivas, alfabetizacién mediatica
y generacion de soluciones sustentables que contribuyan a la reconstruccién del
tejido social en zonas de posconflicto para un mejor vivir. En desarrollo de los
objetivos especificos, se propone:

1. Comprender las dindmicas sociales, educativas, productivas y territoriales de
las comunidades rurales duramente afectadas por el conflicto armado en los
departamentos de Caldas, Chocé y Sucre.

2. Fortalecer las capacidades politicas, educativas, productivas y ambientales
de las comunidades rurales, mediante estrategias de desarrollo e innovacion,
multidimensionales, multidisciplinares e intersectoriales, que les permitan
afrontar los nuevos retos que propone el contexto de posconflicto.

3. Propiciar alianzas entre comunidades rurales, sector productivo e instituciones
de educacion superior (1Es), que permitan implementar procesos de transferencia
de conocimiento y de tecnologia, asi como el incremento de productividad y
sostenibilidad de las entidades participantes.

4. Disefar lineamientos de politica ptiblica integrada (multidimensional y
multisectorial), para la reconstruccién del tejido social en zonas de posconflicto
para un mejor vivir, de acuerdo con el enfoque de paz territorial.

5. Fortalecer los indicadores de calidad I+D+i de las instituciones de educacién
superior vinculadas al programa, mediante actividades de investigacién, docencia

[N}

Caldas: Manizales, Samana, Marulanda, Riosucio; Chocé: Quibdé, Istmina, Condoto, Unién Pana-
mericana, Bojaya, Riosucio; y Sucre: Sincelejo, Chalan y Ovejas.
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e internacionalizaciéon desarrolladas en el marco de la alianza con entidades del
sector productivo y universidades internacionales de alta calidad.

En ese sentido, ciencia, tecnologia e innovacién (cTI) son una triada fundamental
para las llamadas sociedades del conocimiento, se nutren basicamente de la
promocion y el fortalecimiento del pensamiento critico y creativo. Estas capacidades
una vez instaladas en comunidades académicas, organizaciones de la sociedad
civil e instituciones publicas y privadas, constituyen uno de los mas importantes
elementos de avance para el desarrollo social.

En concordancia, esta coleccién se compone de piezas editoriales como cartillas
didécticas para las comunidades involucradas, libros producto de las investigaciones,
articulos y reflexiones cientificas originales, de quienes ejecutan el programa desde y
con los territorios enunciados, en un horizonte de tiempo de cinco afios (2018-2023).

Se asume esta enorme responsabilidad con seriedad y compromiso, con plena
conciencia de la complejidad, que tanto la implementacién de los acuerdos de paz
como un programa de investigacién como el que estamos realizando suponen.
El posconflicto requiere un acompanamiento de la sociedad colombiana y de la
academia, para que la implementacién de los acuerdos firmados en noviembre
del 2016 pueda continuar su lenta pero importante materializacién.

En este contexto, la colecciéon Estudios de Paz y Posconflicto presenta un balance
del estado actual de la conflictividad territorial de las regiones de Montes de
Maria, el Pacifico Biogeografico, el Alto Occidente y Oriente de Caldas, asi como
del fortalecimiento en referencia a las capacidades territoriales politicas, sociales,
productivas, culturales y ecosistémicas para la transicién. En ese orden de ideas,
esta coleccién editorial ha sido organizada alrededor de estos proyectos:

Proyecto 1. Hilando capacidades politicas para las transiciones en los territorios.

Proyecto 2. Modelo ecosistémico de mejoramiento rural. Instalacion de
capacidades para el desarrollo rural y la construccién de paz.

Proyecto 3. Competencias empresariales y de innovacion para el desarrollo

econémico y la inclusién productiva de las regiones afectadas por el
conflicto colombiano.
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Proyecto 4. Fortalecimiento docente desde la alfabetizacién mediatica
informacional y la CTEI, como estrategia didactico-pedagogica y soporte
para la recuperacién de la confianza del tejido social afectado por el
conflicto.

Proyecto transversal: Alianza interinstitucional, multidisciplinar, nacional e
internacional en el aumento de la calidad educativa, cientifica, innovadora
y productiva de las instituciones de educacién superior.

Hemos previsto la escritura colaborativa como reflejo del equipo de investigadores
integrantes del programa, asi como de profesores investigadores de otras latitudes,
en este reciente y amplio campo de pensamiento como el que constituye los Estudios
de Paz y Posconflicto.

Aspiramos a que nuestra coleccion Estudios de Paz y Posconflicto pueda ser parte de
un repertorio basico de textos clave, que ofrezcan a las comunidades con las que
interactuamos y a las comunidades académicas del pais y fuera de este; en tanto
un bien superior como lo es alcanzar minimos de paz, requiere conocer nuestros
territorios, reconocer la Colombia profunda de la que se habla desde la tribuna
de lo politico, hasta los cuadernos de investigacién del sociélogo, investigador,
columnista y estudioso del conflicto y la paz en Colombia, Alfredo Molano Bravo,
pasando también por el fildsofo, escritor y pedagogo colombiano Estanislao Zuleta,
quien nos recuerda que: “sélo un pueblo escéptico sobre la fiesta de la guerra,
maduro para el conflicto, es un pueblo maduro para la paz” (Zuleta, 1991).

Es la Colombia profunda la que narra y compone esta coleccién, la que cuenta desde
los territorios las adversidades y esfuerzos de sus comunidades, las problematicas
en que habitan, sus resiliencias y construcciones hacia una paz territorial posible.

Con estas lineas gruesas de trabajo investigativo en campo y desde los territorios,
en tanto investigacién, accién, participacién; rendimos homenaje a un gran
colombiano, el socidlogo Orlando Fals Borda y, al mismo tiempo, depositamos
nuestro grano de arena en el marco de un proceso de construccion colectiva de
paz territorial y reconciliacién, para la reconstruccién del tejido social en nuestra
sociedad colombiana.

Esperamos que las pdginas de estos voltiimenes contribuyan a la implementacién
de los acuerdos de paz firmados en noviembre del 2016 y a muchos otros acuerdos
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necesarios para crecer como individuos y colectivos capaces de alcanzar mayores
niveles de cohesién politica y social en nuestro pais.

Estos libros, de nuestras realidades territoriales, pueden hacer sentir a los lectores
de estas paginas lo que nosotros sentimos al conocer hermosos territorios y
maravillosas comunidades de este Sur Global, en el que navegamos con dificultad
y también con enorme capacidad resiliente.

Extendemos nuestra cordial invitacion a la lectura de estas piezas editoriales
que buscan no solo validar instrumentos criticos de anélisis, sino también abrir
horizontes posibles de comprensién y transformacién de realidades complejas
como las nuestras.

Comité editorial
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Prologo

El emprendimiento, la innovacién y los encadenamientos productivos en las diferentes
regiones que configuran el territorio nacional son elementos clave para el desarrollo
competitivo de las mismas, lo que implica, en gran medida, la transformacién y
afectacion del engranaje productivo de los diferentes tejidos empresariales. En esta
linea, los procesos de negocio y las dindmicas emprendedoras poseen configuraciones
identitarias que exaltan las vocaciones y tendencias productivas de los territorios,
en virtud de identificar y explotar nuevas y mejores ventajas competitivas con las
cuales se potencien los recursos y capacidades locales de cara a un contexto nacional
e internacional. Lo que significa, en un sentido amplio, la aplicacién de conocimientos
cientificos concretos que propendan al mejoramiento de los procesos industriales
y de negocio, con el objetivo de dar respuesta de manera rapida y flexible a las
exigencias y particularidades de un mercado cada vez mas global.

En consecuencia, la transformacién productiva de las regiones mediante la
investigacién cientifica aplicada, se ha perfilado como una de las principales
caracteristicas de lo que se conoce en la actualidad como la cuarta revoluciéon
industrial, lo que implica la conjuncién de procesos encaminados hacia la
humanizacién y universalizacién de la ciencia, en virtud de identificar nuevas
maneras de brindar soluciones palpables y de regenerar las condiciones sociales
y econdmicas de las comunidades a lo largo y ancho de la geografia nacional. Por
tanto, para dar respuesta a esta importante gesta, emerge como una gran apuesta
el programa Colombia Cientifica, la cual busca potenciar habilidades humanas
para el desarrollo de los pueblos, mediante la articulacién entre la ciencia, el
empresariado y la sociedad civil. De manera que se pueda consolidar un ecosistema



de investigacion, desarrollo e innovacién para la integracién y consolidacién de
tejidos empresariales locales con una perspectiva mas competitiva y global, como
respuesta a la reincorporacion de un entramado social dvido de ideas y proyectos
de vida a la luz de un acuerdo de paz formalizado.

Una de las principales lineas de accién, encaminadas hacia el alcance de los
propésitos anteriormente descritos, es la de emprendimiento, cuyo proyecto lider
es el denominado “Competencias empresariales y de innovacion para el desarrollo
econdmico y la inclusion productiva de las regiones afectadas por el conflicto colombiano”.
Este plan busca potenciar sistemas productivos en diferentes regiones del pafis,
las cuales, por casi seis décadas, han sido afectadas por el conflicto armado y la
desigualdad social, lo que, de manera transversal, ha impactado en las condiciones
de vida de diferentes comunidades y asociaciones productivas ubicadas en los
departamentos de: Caldas, municipios de Samana y Marulanda; Sucre, en Ovejas
y Chalén; y Choc6, en Unién Panamericana.

En mérito de lo expuesto anteriormente, se presenta el libro “Microrganismos
benéficos: Una alternativa para la recuperaciéon del tejido social, paz territorial
y emprendimiento en cultivos de aguacate en zonas de posconflicto, Montes de
Maria”, el cual resalta la importancia y el potencial empresarial de este cultivo y
su visualizacién como estrategia para la consolidacién de un tejido empresarial
competitivo y solidario. Este se caracteriza por la aplicacién de practicas agricolas
sustentables, cuya base de conocimiento radica, fundamentalmente, en el trabajo
colaborativo, conformado entre la investigacién cientifica aplicada desarrollada
desde las universidades y la apertura voluntaria por parte de las comunidades para
aceptar la aplicacién efectiva de los saberes concebidos. Lo cual, ratifica la realidad
y la importancia de la auténtica trasferencia tecnoldgica; esto es, la generacién de
un conocimiento mas humano y tangible, con el que se proporcionen soluciones
mas innovadoras para la transformacién productiva de las regiones y del pais.

El desarrollo de este libro se encuentra dentro de los objetivos del marco del proyecto
“Establecimiento de unidades productivas de aguacate en asocio con platano, para
la seguridad alimentaria y generacion de ingresos a familias victimas de la violencia
en los municipios de Ovejas y Chaldn, Montes de Maria, departamento de Sucre” del
programa: Reconstruccién del Tejido Social en Zonas de Posconflicto en Colombia.

Para el desarrollo de este proyecto se intervinieron dos municipios cultivadores
de aguacate del departamento de Sucre —Chaldn y Ovejas—, pertenecientes a la
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asociacién de productores Asojuventud y Acdres, respectivamente, con el prop6sito
de fortalecer y guiar las capacidades agroindustriales y generar una cultura del
emprendimiento en las regiones de influencia del programa. En la practica, las
comunidades productoras de aguacate podran aprender las diferentes tecnologias,
mediante la intervencién, la trasferencia tecnolégica, el acompafiamiento a las
comunidades y la capacitacién, pensados como motores del desarrollo local para
la consolidacién de fuentes de trabajo y métodos de subsistencia.

El presente documento apunta al mejoramiento de los ingresos y la calidad de vida
de 30 familias de pequefios productores de los municipios de Chalan y Ovejas, y
pretende que estas ensefianzas sean replicadas a todas las familias productoras
del cultivo de aguacate de los Montes de Maria, en el departamento de Sucre y
Bolivar. Estos objetivos tendrdn un impacto en el aumento de ingresos generados
por la produccién de 30 hectareas de aguacate tecnificado asociado con platano y
certificado en buenas practicas agricolas, con el uso de la biotecnologia agricola
basada en un enfoque agrosostenible.

El grupo de Bioprospeccion Agropecuaria de la Universidad de Sucre promueve y
facilita la investigacién y la transferencia de tecnologia, con el fin de contribuir al
incremento de la produccién y la productividad con informacién basica, producto
de la experiencia de sus integrantes en el sector agropecuario, de ensayos realizados
y del intercambio de conocimiento con otras instituciones que generan tecnologias
agropecuarias, asi como de bibliografia especializada consultada.

Esta publicaciéon ha sido producida con el propdsito de brindar informacion accesible
a los diferentes actores involucrados en esta actividad agricola de la zona, que
comprende, entre otros, a estudiantes, técnicos y profesionales del sector fruticola,
de tal manera que se convierta en una herramienta de investigacion, aprendizaje
y adopcioén de tecnologias, como parte de un proceso de desarrollo tecnolégico.

En la naturaleza existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de
microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagénicas y de
competencia fisica y bioquimica, moduladas por miltiples y complejos factores
bidticos y abidticos. En la rizésfera, uno de los principales sitios donde se
presentan microorganismos, especificamente funcionales, se encuentran fijadores
de nitrégeno, solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal,
biocontroladores y especies patogénicas, estos normalmente compiten por espacio y
por nutrientes. Este libro presenta los avances més recientes sobre la biotecnologia
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de los microorganismos del suelo (rizosféricos y endéfitos), como alternativa para
la produccién agrosostenible del cultivo del aguacate en los Montes de Maria.

Este libro documento es el resultado de las diferentes actividades realizadas durante
la ejecucién del trabajo llevado a cabo a través del programa de investigacion
“Reconstruccion del Tejido Social en Zonas de Posconflicto en Colombia”, Cédigo
SIGP: 57579 con el proyecto de investigacién “Competencias empresariales y de
innovacién para el desarrollo econémico y la inclusién productiva de las regiones
afectadas por el conflicto colombiano”, Cédigo SIGP: 58907. Financiado en el marco
de la convocatoria Colombia Cientifica, Contrato No FP44842-213-2018.
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Introduccion

El sistema de produccién del cultivo de aguacate en los montes de Maria del
departamento de Sucre, Colombia, es diferente a los sistemas de produccién del
mismo cultivo en otras regiones del pais. En los Montes de Maria, el cultivo de
aguacate corresponde a una de las principales actividades econémicas de la regién,
la cual representa el 90 % del total de la produccién agricola. Esta zona del pais del
caribe colombiano, durante décadas lider¢ la produccién aguacatera, pero el conflicto
armado que azot6 la regién en esos afios ocasioné que muchos agricultores fueran
asesinados y otros mas desplazados, trayendo como consecuencia que las areas
establecidas y la produccién fueran superadas por los departamentos de Antioquia
y Tolima, donde se han hecho mayores inversiones en la tecnificacion de los cultivos.

Para la produccién de aguacate en Colombia es necesario establecer alternativas
de manejo amigables con el medioambiente y de bajo costo para el control de la
enfermedad conocida como marchitez, cuyo principal agente causal es Phytophthora
cinnamomi. En la zona de los Montes de Maria, el Instituto Colombiano Agropecuario,
ICA (2014) report6 para ese afio la muerte del 47 % de las plantaciones de aguacate
y el 67 % presentaba sintomatologia asociada, lo que represent6 grandes pérdidas
econdmicas para los agricultores. E1 hongo provoca pérdidas que oscilan entre un
30 % y un 50 % de los arboles en la etapa de vivero y durante los dos primeros
afios del establecimiento del cultivo (Tamayo, 2007).

Entre 2001 y 2012, el area cultivada creci6 en promedio anual un 0,1 % y la produccién
disminuyé en 3,3 %, debido al menor rendimiento que pasé6 de 13,3 t/ha en 2001 a 9,2
t/ha en el 2012. Esta menor productividad obedece a las enfermedades que afectaron



los cultivos, a las edades de los &rboles que oscilan entre 10 y 50 afios y al abandono de
las tierras en la época crucial del conflicto armado. Ademas de estos problemas, faltan
vias adecuadas para sacar sus productos hasta el principal centro de acopio, El Carmen
de Bolivar, pues en época de invierno estas se vuelven intransitables (Yabrudy, 2012).

Los agricultores deben propender por la reduccién en los costos de producciéon
para incrementar la competitividad de las actividades agropecuarias y proteger
su ingreso. En los rubros que componen los costos de produccién, el componente
de los fertilizantes y pesticidas tiene especial relevancia debido a su importancia
para el adecuado desarrollo de los cultivos y su relativo mayor precio frente a otros
insumos. Sin embargo, como consecuencia de la alta dependencia de materias
primas importadas para la elaboracién y comercializacién de agroquimicos en
Colombia, existe una alta vulnerabilidad frente a las fluctuaciones en las variables
externas que determinan el precio y la disponibilidad de los agroinsumos en el
pais, lo que implica que la competitividad del sector agropecuario y el ingreso de
los productores puedan verse afectados.

Con el desarrollo de cada capitulo del libro se entendera que el manejo biotecnoldgico
de los cultivos de aguacate con el uso de bioinsumos agricolas, con base en normas
y regulaciones internacionales, contribuye a fortalecer y mejorar las condiciones de
su produccién, importacién, exportacion, comercializacion y utilizacién, elevando
los niveles de calidad, eficacia y seguridad alimentaria en beneficio de la salud
humana, la sanidad agropecuaria y el ambiente.

Los efectos adversos derivados del uso indiscriminado de plaguicidas han llevado a
la bisqueda de alternativas no quimicas para el manejo de plagas en el campo. Una
de las alternativas no quimicas mas promisorias es el control biol6gico, que consiste
en el control de plagas y enfermedades, mediante el uso de organismos vivos. Este
método incluye el control microbial, que consiste en el uso productos elaborados
a base de microorganismos (hongos y bacterias), conocidos como bioplaguicidas.

Entre los microorganismos usados en control de plagas, los hongos constituyen
uno de los grupos de mayor importancia, debido a la facilidad para su aislamiento,
produccién masiva y formulacion. El uso de estos es considerado una alternativa
viable por su efectividad, su inocuidad para la salud humana y el ambiente, asi
como por su accesibilidad, ya que estos microorganismos estan presentes en el
suelo, rizosfera y tejidos vegetales de plantaciones de cultivo de aguacate en la
zona. Es decir, se encuentran presentes en cualquier lugar del campo.

28 | Uso de microorganismos benéficos como una alternativa para la produccién agrosostenible en cultivos de aguacate
en zonas de posconflicto, Montes de Marfa



Algunos de estos microorganismos se pueden combinar resultando en efectos
sinérgicos cuando se aplican de manera conjunta. El uso de biofertilizantes origina
procesos rapidos, consume poca energia y no contamina el medioambiente. Lo cual,
representa una importante alternativa para reducir el uso de abonos quimicos, crear
una conciencia de manejo agroecoldgico, produccion sostenible y sustentable para
disminuir el efecto negativo en el ambiente de los pesticidas, finalmente, mejora
la productividad y la inocuidad de los cultivos en la zona del presente estudio.

Una de las lineas de trabajo de este proyecto fue el desarrollo de tecnologias de
manejo de plagas y enfermedades basadas en el uso de bioplaguicidas, en este
sentido, en el marco del proyecto se ha fortalecido la capacidad institucional para
la produccién artesanal y semi industrial de produccién de bioinsumos. De manera
que esperamos que este documento sea de utilidad a profesionales, técnicos y
extensionistas que trabajan con pequefios productores y, asi, apropien el uso de
productos biolégicos en el manejo agronémico de los cultivos.

El conflicto armado en Colombia ha dejado serios problemas en la competitividad
de algunos departamentos del pais, dejandolos rezagados en términos de
infraestructura y capacidad para competir en el mercado. Ademas, muchas
comunidades de cultivadores de aguacate no tienen fortalezas econémicas claras,
necesitan formar su capital humano para mejorar sus indices de ciencia, tecnologia
y productividad y, en consecuencia, necesitan contar con un fortalecimiento
institucional que apoye y apalanque los aspectos anteriormente mencionados.

Esto tiene un valor aproximado de 800 000 000 COP comercializados en el mercado
nacional y grandes almacenes de cadena, vendiéndose alrededor de 30 toneladas
de aguacates semanales, lo que equivale a 30 000 frutos de este producto. De la
comercializacién y produccién del aguacate criollo se benefician alrededor de 450
familias de los municipios de San Jacinto, El Carmen de Bolivar, Ovejas y Chalan,
del departamento de Sucre.

Con el desarrollo de este libro de innovacién y emprendimiento, se pretende
contribuir a un mejoramiento integral en la calidad de vida de los productores
de aguacate de la regién de los Montes de Maria, con lo cual, se potenciaria la
economia de los campesinos en asistencia técnica y buenas practicas agricolas,
fortaleciendo las competencias empresariales y de innovacién para el desarrollo
econdémico y la inclusién productiva de Sucre (Chalan y Ovejas).
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Teniendo en cuenta las condiciones de microclima que tiene la region, la informacién
aqui consignada contribuira a beneficiar a mas de 3000 familias de estos territorios;
ya que a través de esta publicacién se logran develar los avances en referencia a
la construccién del tejido social, el fortalecimiento comunitario y la creacién de
identidad cultural por parte de los pobladores y las familias rurales de los municipios
de Chalan y Ovejas, asi como la importancia de dejar competencias locales instaladas
que se conviertan en elementos de incidencia de paz y reconciliacion.

La produccién agricola ha aumentado increiblemente en los tltimos afios gracias
a las tecnologias desarrolladas durante la revolucion verde y la expansién del uso
de la tierra, el agua y de otros recursos naturales (Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura [FAO], 2017). Sin embargo, este
proceso de cultivo moderno ha incluido la utilizacién indiscriminada de plaguicidas
y fertilizantes de sintesis quimica, lo cual ha derivado en diversos problemas
ambientales ocasionados por la contaminacion de estos recursos naturales (Gupta et
al., 2015). Por otra parte, de acuerdo con la FAO (2017), la agricultura se enfrentara
a un gran desafio, ya que para el 2050 tendra que producir casi un 50 % mas de
alimentos, forraje y biocombustibles que lo que producia en los tdltimos 10 afios,
debido a una tendencia sostenida en el aumento de la poblacién. Asi mismo, la
elevada variabilidad de la temperatura, precipitaciones, sequias e inundaciones y la
frecuente presencia de plagas y enfermedades resistentes a diferentes compuestos
quimicos, por su uso indiscriminado, seran factores importantes que perjudicaran
el rendimiento de los cultivos. Lo anterior plantea grandes retos para la agricultura
obligando a buscar sistemas que permitan obtener una produccién 6ptima de
alimentos, con la reduccién de costos y la conservacion de los recursos naturales
a largo plazo (Pretty et al., 2018).

A través del tiempo, plantas y microorganismos han coevolucionado y desarrollado
diversas relaciones que les han conferido ventajas adaptativas en diversos hébitats
en la tierra (Werner et al., 2014; Upson et al., 2018). En primer lugar, las plantas por su
capacidad para convertir la energia solar en energia quimica, se han posicionado en
la cima de las cadenas tréficas, proveyendo a otros organismos, como rizobacterias,
de alimento (fotosintatos y metabolitos secundarios), un lugar ideal para habitar y
un elemento esencial en el metabolismo de la respiracién aerébica celular (Stringlis
et al., 2018), mientras que las rizobacterias mejoran increiblemente el crecimiento,
la salud y la capacidad de adaptacién frente a diferentes condiciones de estrés
bidtico y abiético de las plantas (Molina-Romero et al., 2015; Stringlis et al., 2018).
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En los dltimos afios, se ha incentivado la investigacion sobre el entendimiento de
las interacciones entre plantas y microorganismos para, de esta manera, reemplazar
los agroquimicos (fertilizantes y pesticidas) por productos altamente eficaces
que contribuyan a mejorar la productividad de las plantas y que, ademas sean
amigables con el medioambiente (Gupta et al., 2015). Dentro de la aparicién de
nuevas tecnologias para optimizar la implementacién de los cultivos, se encuentra
el uso de los productos biolégicos; es decir incorporar al sistema productivo
organismos seleccionados por sus funciones en diversos procesos biol6gicos. Dentro
de este grupo se pueden citar a los microorganismos promotores del crecimiento
vegetal conocidos hoy como PGPM (Plant Growth-Promoting Microorganism).
Estos habitan la rizésfera y estimulan significativamente el crecimiento de las
plantas. Los mecanismos por los cuales los PGPM ejercen efectos positivos sobre
las plantas son numerosos. Entre ellos se puede mencionar la fijacién de N2, la
solubilizacién de fésforo (P), la capacidad de producir 4cidos orgéanicos (acidos
oxalico, fumadrico y citrico) y fosfatasas, facilitando la solubilidad del P y de otros
nutrientes. Ademads, la promocién del crecimiento de las plantas puede asociarse
a la produccién de fitohormonas y a la proteccién contra hongos fitopatégenos.

Los microorganismos rizosféricos habitan el 4rea del suelo que se encuentra
unida a la raiz y que se extiende a pocos milimetros de la superficie del sistema
radicular. Esta zona se caracteriza por la interaccién tinica y dindmica de los procesos
biogeoquimicos que ocurren entre las raices de las plantas y los microorganismos
del suelo, los cuales se ven altamente influenciados por los exudados radiculares
(McNear, 2013), ademas, alberga una gran cantidad de microorganismos que en
general estimulan el crecimiento vegetal y reducen la incidencia de enfermedades
(Molina-Romero et al., 2015). A este grupo bacteriano también se le ha asignado el
nombre de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV).

Asi, el estudio de la interaccion entre planta y microorganismo puede contribuir
a comprender los fendmenos que ocurren en ese ecosistema y podria guiar sus
aplicaciones para que resulten en recursos sustentables, con un menor impacto
ambiental y con la disminucién de la contaminacion. El uso de microorganismos con
potencialidades para la promocién del crecimiento vegetal es una alternativa para
aumentar la produccién agricola. En efecto, las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPB) son un grupo de microorganismos promisorios, ampliamente
estudiados, como una de las formas posibles para reducir los costos de producciéon
en la agricultura moderna (de Souza et al., 2015). Estas bacterias poseen varias
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estrategias para potenciar el crecimiento de las plantas, como la solubilizacién y el
reciclaje de nutrientes, la producciéon de hormonas estimuladoras del crecimiento,
la fijacién de nitrégeno, la induccién de defensa de las plantas, la produccién de
antibiéticos y de otras sustancias antimicrobianas y la desintoxicacién del suelo,
entre otras (Rai y Nabti, 2017).

Por otra parte, la definicién de bioinsumos incluye: biofertilizantes, bioestimulantes,
biocontroladores, biorremediadores y/o reductores del impacto ambiental,
biotransformadores para el tratamiento de subproductos agropecuarios y
bioinsumos para la produccion de bioenergia (Bocchetto et al., 2020). Segtin el
Conpes 3577 (2009), en los actuales sistemas de produccién agricola, los insumos
representan el mayor costo para los agricultores, afectando la produccién, puesto
que sus precios, ademds de ser elevados, no son constantes. Una de las posibilidades
para mitigar esta problematica consiste en explorar las reservas microbioldgicas
nativas, debido a que ofrecen un potencial para desarrollar tecnologias alternativas
a los agricultores, quienes demandan procedimientos accesibles, que no representen
un riesgo para el ecosistema o la salud.

Considerando lo anteriormente expuesto, el emprendimiento mediante el uso de
microorganismos del suelo, para potencializar la productividad del cultivo de
aguacate en las zonas rurales, tiene el potencial de convertirse en un mecanismo
promotor de desarrollo rural, ya que lograria ser la solucion a varias problemaéticas.
Esto, por medio de la implementacién de alternativas bioldgicas para el manejo
agrosostenible y la construccién del tejido social de dichas zonas.

Este libro presenta los avances més recientes sobre la biotecnologia de los
microorganismos del suelo, rizosféricos y endéfitos, como alternativa para la
produccién agrosostenible del cultivo del aguacate en los Montes de Maria. En
ese sentido, se aborda la temética de las micorrizas arbusculares asociadas a raices
de plantas de aguacate, los usos y el manejo de Trichoderma spp. como alternativa
para la promocion del crecimiento vegetal en cultivos de aguacate, el control
biolégico de nematodos fitoparasitos a base del hongo biocontrolador Paecilomyces
lilacinus y, finalmente, la diversidad poblacional y funcional de bacterias endéfitas
promotoras de crecimiento asociadas a plantulas de aguacate.

Los resultados presentados en este documento hacen parte de las actividades
realizadas durante la ejecucion en el marco del proyecto “Competencias
empresariales y de innovacién para el desarrollo econémico y la inclusién
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productiva de las regiones afectadas por el conflicto colombiano” Cédigo SIGP:
58907, financiado en el marco de la convocatoria Colombia Cientifica, Contrato N°
FP44842-213-2018, con el propésito de fortalecer las capacidades de produccion
agrosotenible, la capacidad de emprendimiento y el compromiso de conservacion
y cuidado del medioambiente en la zona de influencia de dicho proyecto.
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Capitulo 1. Micorrizas arbusculares:
una alternativa agrosostenible para el
cultivo de aguacate en los Montes De Maria,
departamento de Sucre, Colombia

El origen del aguacate como especie frutal, de acuerdo con Williams (1976), tuvo
lugar en las tierras altas del centro y oriente de México, asi como en tierras altas de
Guatemala y en las tierras bajas de Centroamérica (Costa Pacifica). Esta misma region
estd incluida en lo que se conoce como Mesoamérica, y también es considerada el
area donde se llevo a cabo su domesticacion. De manera que el cultivo de aguacate
(Persea americana L.) crece de manera satisfactoria en paises de clima calido y
templado, destacindose en los paises latinoamericanos (Bernal y Diaz, 2008).

El aguacate es una especie vegetal que alcanza alturas que oscilan entre los
10 a 20 metros, con ramas bajeras, corteza dspera y, en algunos casos, surcada
longitudinalmente (Bernal y Diaz, 2008). El haz de las hojas cuando se encuentran
jovenes presenta un color rojizo, a medida que maduran cambian a color verde
oscuro con poco brillo, el envés glauco y opaco. Inicialmente, densamente
pubescente en ambas caras, después glabras y pinatinervadas, con 4-10 pares de
7 nervaduras laterales. Peciolo largo, semicilindrico, al principio poco pubescente,
después glabra, de 1.5 cm de largo (Avilan et al., 1997).



En cuanto al drbol de aguacate, este presenta inflorescencias en forma de racimos
axilares, las flores son agrupadas en altas densidades, se insertan cerca de la base
del brote nuevo, el raquis es comprimido o cilindrico, presentando color verde
amarillento, pubescente, con numerosas bracteas oblongas, lanceoladas de color verde
amarillento, con pubescentes cortas y fugaces. Las flores son pequefias, verdosas,
bisexuales; presentando érganos masculinos y femeninos en una misma flor donde
se maduran y son funcionales en diferente tiempo, densamente pubescentes, con
pedicelos cortos. La envoltura exterior o perianto de la flor es una sola, interpretado
como un cdliz constituido por seis partes agudas dispuestas en dos grupos, siendo
las externas ligeramente mayores. Ochse et al. (1965) indican que se trata de tres
sépalos y tres pétalos. Presentan 4 verticilios cada uno con 3 estambres llegando a
12. El ovario es unicelular que cuenta con un estilo sencillo y un estigma globoso. El
fruto es una drupa periforme, oviforme o globosa, de color verde amarillento hasta
marrén purpura. La piel puede ser notablemente rugosa (guatemalteca), delgada
(mexicana), gruesa y quebradiza (guatemalteca) o gruesa como cuero (antillana). La
pulpa, de color amarillo claro verdoso, o verde claro, de consistencia suave y cremosa
y la semilla grande, globosa o puntiaguda, con dos envolturas muy pegadas, los
cotiledones son casi hemisféricos y de color rosado, blanco amarillento o verde claro
(Avilan et al., 1997). Las raices del cultivo de aguacate son bastante superficiales.
Primeramente, posee una raiz pivotante, muy ramificada, de distribucién radial y,
a partir de alli, las raices secundarias y terciarias se distribuyen superficialmente,
en los primeros 60 cm (Bernal y Diaz, 2008).

Por otra parte, de acuerdo con Diaz (2021), la produccién mundial de aguacate
ha aumentado a gran ritmo desde 1961, con un total de 7 308 978 toneladas hasta
finales de 2021. Mas de 60 paises producen aguacate comercialmente, aunque el
70 % de la produccion total se concentra en tan solo diez de ellos. En las cifras
entregadas por la FAO (2023), Colombia ocupa la segunda posicién mundial con
979 617 toneladas producidas en 2021, seguida por Perd que produjo 777 095,
siendo México el mayor productor con 2,44 millones.

Asi mismo, el pais mantuvo esa posicion en el total de area cosechada con 54 427
hectareas, le precede Pert con 56 807 y México, pais que se consolida como el
mas grande del mercado, con 261 777 hectareas cosechadas. Aunque México es el
principal productor en el mundo, participa con una tercera parte de la producciéon
global, y con un 30 % del total de todas las exportaciones mundiales.
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Cultivo de aguacate en Colombia

El aguacate es una fruta que presenta un alto consumo en fresco, con un gran
potencial para su procesamiento agroindustrial. De acuerdo con el ranking mundial
en la produccién de aguacate, Colombia se ubica en el segundo lugar como pais
productor y de area cosechada, participando de manera activa con el 11 % del area
mundial. Los departamentos con mayor produccién de aguacate son Antioquia,
Risaralda, Valle Del Cauca y Cundinamarca (Analdex, 2022).

En Colombia la produccién de aguacate se extiende desde el nivel del mar hasta
los 2 200 metros sobre el nivel del mar. Toda esta produccién abastece tanto el
mercado local como el externo, con un gran potencial de exportacién de fruta
fresca y procesada debido a las caracteristicas de las variedades cultivadas y a las
condiciones agrocliméticas favorables de las regiones productoras del pais. Las
exportaciones de aguacate colombiano durante el periodo de 2015 a septiembre
de 2022 han registrado crecimientos anuales entre el 15 % y el 50 %, sumando un
total de 725,8 millones USD FOB y 366 582,1 toneladas netas. Es importante sefialar
el crecimiento mayor al 200 % alcanzado en el ano 2016, en el cual, se realizaron
ventas al exterior por un valor de 35 000 000 USD FOB y 18 200,7 toneladas netas.

Pese a esta consideracion, las variedades se han adaptado a las condiciones edafoclimaticas
tropicales de las regiones productoras de aguacate en el pais (Ramirez et al., 2019).

Cultivo de aguacate en los Montes de Maria

La subregion de los Montes de Maria estd ubicada en la parte central de los
departamentos de Sucre y Bolivar, presentando una temperatura promedio de
27 °C con periodos alternos de lluvia y sequia durante el afio y es bafiada por fuentes
hidrograficas que facilitan el impulso de la agricultura. Los principales cultivos que
se aprovechan en la subregion son yuca, iame, platano, maiz y aguacate. También se
han introducido cultivos de aji, cacao y palma de aceite, lo que ha generado fuentes
de ingreso a la poblacion agricultora (Aguilera-Diaz et al., 2013; Osorio et al., 2017).

El cultivo de aguacate comenzé en la década de 1990 en esta zona con el fin de dar
sombra a los cultivos de café, no obstante, con la desaparicion del cultivo de café, el
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aguacate se convirtié en uno de los cultivos de mayor importancia para los agricultores
alcanzando reconocimientos en mercados locales e internacionales (Yabrudy, 2012).

Las condiciones agroclimaticas de la subregién de los Montes de Maria permiten el
crecimiento adecuado de la variedad de aguacate raza antillana, que esta constituida
por los ecotipos cebo, leche y manteco, distribuyéndose entre 100 y 130 &rboles
por hectédrea. Adicional a esto, los cultivos de esta zona han surgido de manera
espontanea, sin la implementacion de técnicas de siembra y poda, incluso sin
ningtin método de fertilizacién (Yabrudy, 2012).

Durante 2010 la produccién de aguacate en la subregion de los Montes de Maria
fue 38 252 toneladas, lo que demuestra un aumento en la produccién del 88,6 %
de esta fruta. Sin embargo, la produccién comenzé a disminuir debido a que los
agricultores tuvieron que abandonar la zona por causa del conflicto armado, lo
que ha llevado a la muerte de numerosos arboles por falta de control fitosanitario
(Acevedo-Navas, 2012).

Los municipios de Chaldn y Ovejas presentan como principal actividad econémica la
produccién del cultivo del aguacate. Otros municipios importantes en la produccién
de este cultivo son el Carmen de Bolivar y San Jacinto, representando el 90 %
del total de la produccién regional (Aguilera-Diaz et al., 2013). No obstante, las
familias rurales de estos municipios reciben muy pocos recursos econémicos para
su sustento, puesto que son personas victimas de la violencia y del desplazamiento
forzoso. Por otra parte, la enfermedad tristeza del aguacate ha presentado una
disminucién en la produccién y su comercializacién debido a las condiciones de
calidad que exigen los mercados, ocasionando un problema econémico para los
productores (Acevedo-Navas, 2012).

El sistema radicular del cultivo de aguacate carece de pelos radicales y se cree que
esta carencia se deba a la abundancia de humedad y materia orgénica en los bosques
tropicales donde evoluciond este frutal (Salazar, 2002). Sus raices son superficiales,
lo que determina la susceptibilidad que posee el arbol al exceso de humedad que
induce asfixia y ataque de hongos que pudren los tejidos, estos pueden atacar de
manera directa al drbol o ser oportunistas al momento de producirse un dafio
mecénico en la planta (Hernandez y Escalona, 2003).

Ahora bien, la nutricién y productividad de los cultivos de aguacate debe darse de
diferentes formas, entre ellas podemos destacar microorganismos que favorecen
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la promocién del crecimiento vegetal de los mismos, destacindose los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), biétrofos obligados de plantas que favorecen
el crecimiento radical, con un consecuente aumento en la absorciéon de agua y
nutrientes (Gafidn et al., 2011).

Para lograr un adecuado balance de elementos nutricionales en el cultivo, se
requiere de la aplicacién de fertilizantes, asi como del uso de opciones orgéanicas
y biolégicas, como las micorrizas, que contribuyan a reducir los impactos en el
ambiente y a disminuir los costos de produccién. Por tal motivo se menciona en
este capitulo la importancia del uso de estos hongos simbiéticos en el sistema de
produccioén del cultivo de aguacate.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) estan presentes en
los habitats naturales donde el aguacate se encuentra de forma natural (Barcenas
et al., 2006). Estos favorecen el contenido de clorofila y de elementos en el tejido
foliar (Diaz et al., 2017) y otorgan especial tolerancia a las plantas bajo condiciones
de salinidad (Medina, 2016) y déficit de humedad, mediante la alteracién de los
perfiles hormonales de las plantas.

La diversidad de los HMA juega un papel muy importante en la productividad
de las comunidades vegetales de los ecosistemas naturales y agricolas (Lovera y
Cuenca, 2007). En la produccién de frutales, la fertilizacién quimica puede reducirse
hasta en un 25 % al utilizar estos microorganismos benéficos (Ramos et al., 2013;
Simé et al., 2015). Aparentemente, no existe especificidad taxonémica en la simbiosis
(Lovera y Cuenca, 2007); sin embargo, mediante estudios de biologia molecular
se ha demostrado que algunas plantas son colonizadas preferencialmente por
ciertas especies de HMA (Vandenkoornhuyse et al., 2002). Es por ello que resulta
necesario conocer la diversidad de estos hongos.

Micorrizas

El término “micorriza” fue utilizado por primera vez por el fitopatélogo aleman
A. B. Frank, en 1885, para describir las estructuras modificadas de las raices de
especies forestales y, desde entonces, se ha extendido para referirse a un rango de
asociaciones simbidticas mutualistas, entre hongos y raices de plantas (Finlay, 2008).
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Hongos formadores de micorrizas arbusculares

Las micorrizas son asociaciones entre la mayoria de las plantas existentes y los hongos
benéficos que incrementan el volumen de la raiz y, por tanto, permiten una mayor
exploracion de la rizésfera. Son considerados los componentes més activos de los
organos de absorcion de los nutrientes de la planta, la que a su vez provee al hongo
simbionte de nutrientes organicos y de un nicho protector (Corredor y Gloria, 2001).

La mayoria de las plantas terrestres establecen en sus raices al menos uno de los tres
tipos de asociaciones micorrizicas; de ellas, la del tipo arbuscular es la simbiosis més
extendida sobre el planeta, no solo por el niimero de plantas hospederas que son
capaces de colonizar, sino también por su amplia distribucién geografica (Rivas, 1997).

Su nombre esta asociado con estructuras especializadas denominadas arbtisculos,
que se forman en las células corticales de la raiz como resultado de la interaccién
entre planta y hongo. Estas estructuras constituyen el punto de intercambio de
metabolitos entre los dos participantes de la simbiosis (Bago et al., 1998).

Hasta hace pocos afios, el uso de los HMA se encontraba restringido a aquellos
cultivos que necesitan de una fase inicial de endurecimiento antes de establecerse
en el campo, tales como los semilleros de hortalizas, los viveros en frutales y la
fase de adaptacion en vitroplantas.

Estructura de los HMA

Los HMA son microorganismos del suelo que forman simbiosis con plantas
terrestres creando esporas, arbusculos, vesiculas (en algunas especies) e hifas,
dentro de las células corticales de las plantas que colonizan.

Su distribucién, ademads de amplia, ya que se encuentran en todos los ecosistemas
y suelos, puede ser muy heterogénea en un mismo sitio en cuanto a variedad y
cantidad, lo que es un requisito importante para que la planta obtenga el méximo
beneficio de la asociacién (Berdugo, 2009).
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Esporas

Las esporas de las endomicorrizas son de tamafio grande (20 a 500 um); su forma
puede ser globosa, eliptica, ovoide, reniforme, claviforme o irregular, ademas de
poseer una gran gama de colores que ayuda también a su identificacién. Algunas
especies forman esporocarpios, mientras que otras forman esporas solas, ya sea
en el interior o exterior de la rizésfera. Las esporas extra radicales son producidas
por las hifas gruesas del micelio exterior (Tena, 2002). La Figura 1 muestra los
morfotipos de HMA encontrados en la rizésfera del suelo en fincas aguacateras
de los Montes de Maria, departamento de Sucre.

Figura 1 Morfotipos de hongos formadores de micorrizas arbusculares en rizosfera del
suelo de fincas aguacateras de los Montes de Maria, departamento de Sucre

Fuente: Pérezetal., 2020.
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Vesiculas

Las vesiculas son estructuras que poseen los HMA, las cuales estan llenas de
lipidos, como el saco de los esquemas formados dentro de las raices. Unicamente
los miembros de las familias Acaulosporaceae y Glomeraceae cumplen funciones
como medio de propagacién. En las Glomeraceae, las vesiculas son generalmente
ovoideas elipsoides, mientras que en las Acaulosporaceae a menudo son elipsoides
a irregulares o nudosas (Souza, 2005) (Figura 2).

Figuraz2
Colonizacion micorricica en raices de aguacate mediante formacion de vesiculas

Fuente: Pérezetal., 2020.

Arbusculos

Los arbtsculos (hifas finamente ramificadas que participan en el intercambio
de nutrientes) son, generalmente, de corta duracién (entre 1 a 3 semanas) y se
encuentran en las raices jévenes y delgadas. La formacién de los arbtsculos es
controlada por la planta huésped y su niimero depende de la especie y de la
disponibilidad de nutrientes (Souza, 2005). Estos sirven como sitios de intercambio
de metabolitos entre el hongo y la planta huésped (Figura 3).
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Figura3
Colonizacion micorricica en raices de aguacate mediante formacion de arbiisculos

Fuente: Riveraetal., (2016).

Hifas

Las hifas de los HMA crecen fuera de la raiz desarrollando una compleja red
que se ramifica en el suelo circundante y puede alcanzar hasta 30 m de hifas por
gramo de suelo. El crecimiento de las hifas favorece la formacién o la unién de los
agregados del suelo y su relativa persistencia de estos y sus productos (glomalina,
etc.). (Morell et al., 2009) (Figura 4).
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Figurag
Colonizacion micorricica en raices de aguacate mediante formacion de micelio

Fuente: Riveraetal., (2016).

Por otra parte, las plantas han desarrollado numerosas estrategias desde que colonizaron
los ecosistemas terrestres para hacer frente a los diversos retos bidticos y abiéticos.
Una de las estrategias mas eficaces ha sido la capacidad de los sistemas de raices para
establecer relaciones simbiéticas mutualistas benéficas con los microorganismos.

En la Figura 5, se pueden observar las estructuras intra y extrarradicales de los
HMA en las raices de las plantas.
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Figuras
Estructuras intra y extrarradicales de los HMA

Nota: (A) Colonizacién de hifas intrarradicales no separadas en raices de plantas hospedadoras. (B) Colonizacién de
hifas extraradicales no separadas en raices de plantas hospedadoras. (C) Colonizacién arbuscular tipo Arum de hifas
longitudinales intercelulares. (D) Vista ampliada de colonizacion arbuscular intracelularmente tipo Arum en raices.
(E) Grupo de vesiculas globosas e hifas intrarradicales en las raices. (F) Vesicula subglobosa e hifas intrarradicales en
raices. (G) Formacién de esporas e hifas intrarradicales en las raices. (H) Esporas aisladas de Rhizoglomus intraradices.

Fuente: Kimy Bernard (2019).
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Importancia de lainteraccion HMAy plantas de aguacate

Entre los cultivos de interés agricola, se ha reportado que diversas leguminosas,
citricos, siembras de papaya, aguacate, manzana, mango, fresa y durazno son
asociados a la presencia de los HMA por su interaccién y por sus resultados
benéficos en el desarrollo y la productividad. Con respecto al aguacate, esta es
una planta con pocos pelos absorbentes, de manera que la absorciéon de agua y
nutrientes se realiza a través de tejidos primarios desde las puntas de las raices
(Lavaire y Morazan, 2013). Por lo tanto, la asociacién microbiolégica entre el
aguacate y los hongos micorrizicos se convierte en un mecanismo que facilita
la exploracién del suelo por parte de la raiz pivotante y muy ramificada en los
primeros 60 cm (Whiley ef al., 1988a).

De igual forma, plantas con sistemas radiculares abundantes, pero con pocos
pelos absorbentes, como la yuca, la cebolla y los citricos, pueden ser altamente
dependientes de la micorrizacién (Sanchez, 1999), mientras que plantas con un
sistema radicular con abundantes raices finas y pelos radiculares largos pueden
ser poco dependientes de esta (Sieverding, 1991).

Desde la caracterizacién de un transportador de fosfato (TP) de alta afinidad, en
un HMA por Harrison & van Buuren (1995), la asociacién simbiética entre plantas
y estos hongos ha sido objeto de estudio para lograr el fortalecimiento en la toma
de nutrientes y, ademas, plantear una alternativa para la fertilizacién agricola
sustentable, la cual, complementada con otras practicas de fertilizacién organica,
ha demostrado resultados muy favorables en el transporte de P al interior de las
plantas (Velez y Sdnchez, 2014). Segtin lo reportado por Berruti et al. (2015), el fésforo
inorgéanico (Pi), el N y el S se pueden transferir a las plantas a través de HMA.
Actualmente, se sabe que existe una asimilacién de K+ derivado de la simbiosis
entre HMA y planta, la cual podria estar relacionada con la tolerancia de la planta
al estrés abidtico (Garcia y Zimmermann, 2014; Berruti ef al., 2015). Recientemente,
se han publicado estudios de metaandlisis, centrados en la respuesta de cultivos a
la contribucién de diferentes concentraciones de micronutrientes provenientes de
la interaccion con HMA (Lehmann y Rillig, 2015; Berruti et al., 2015). Los resultados
muestran incrementos de Zn en tejidos de varias plantas de interés agricola en
distintos ambientes (Lehmann et al., 2014), un efecto positivo en la absorcién del Cu
(Lehmann y Rillig, 2015) y un mejoramiento en la productividad y en el contenido
nutricional de Fe y Zn en garbanzo (Cicer arietinum L.) (Pellegrino y Bedini, 2014).
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De acuerdo con los planes de fertilizacién, de modo general, la extraccion
de nutrientes en la fruta fresca del aguacate, en orden descendente seria la
siguiente: Potasio (K20) >Nitrégeno(N)>Fdsforo(P205)>Calcio (CaO)>Magnesio
(MgO)>Azufre(S) (Bernal y Diaz, 2008).

Factores que afectan la colonizacion de micorrizas en campo

Dentro de los factores abiéticos que afectan negativamente a la asociacién
micorricica, se encuentran las practicas intensivas de manejo agricola (Bethlenfalvay,
1993), consistentes en el uso excesivo de fertilizantes y agroquimicos que inhiben
el establecimiento de la simbiosis y la efectividad de los HMA en la planta (Baum
y Makeschin, 2000; Kjeller y Rosendahl, 2000). Adicionalmente, la excesiva
mecanizacién agricola y la ausencia de cobertura vegetal favorecen la erosién del
suelo y, en consecuencia, reducen el ntimero de propéagulos, la biodiversidad y la
funcionalidad de dichos simbiontes (Barea y Jeffries, 1995).

Entre los miultiples factores biéticos y abidticos que afectan la composicién de las
comunidades de HMA, la estructura de la comunidad de plantas es determinante
debido a su preferencia por HMA (Kernaghan, 2005). Por otra parte, entre los
factores abicticos, las condiciones del suelo han mostrado ejercer un control en las
comunidades (Johnson et al., 1992). Los cambios permanentes en el ambiente edafico
son un reflejo del dinamismo existente y se observa en parametros como humedad,
temperatura y disponibilidad de nutrientes, debido a condiciones naturales o
al efecto de las précticas culturales para mejorar la productividad de cultivos.
Adicionalmente, el suelo puede sufrir procesos de degradacién y contaminacién
con sustancias quimicas téxicas para plantas y microorganismos (Entry et al., 2002).

Bioinoculantes a base de hongos micorricicos
Los HMA han ganado un interés creciente en la ingenieria de ecosistemas naturales

y bioinoculantes, y son comercialmente explotados en agricultura y silvicultura
(Fitter et al., 2011).
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Varios experimentos realizados en campo e invernadero se han restringido a la
inoculacién tinica de una de las siguientes tres especies: Rhizoglomus intraradices, R.
irregulare y Funneliformis mosseae (Pellegrino y Bedini, 2014; Berruti et al., 2015). Estas
especies de HMA son simbiontes muy generalistas que colonizan una diversidad
de plantas hospedantes. Se pueden propagar facil y masivamente, sobrevivir al
almacenamiento a largo plazo y tener una amplia extension geogréfica (Opik et al., 2010).

Las caracteristicas antes mencionadas han hecho que estas especies de hongos
micorricicos arbusculares sean aptas como inoculantes premium (Berruti et al.,
2015). Sin embargo, varios reportes han destacado que los diferentes aislamientos
dentro de la misma especie pueden causar una gran diferencia en la respuesta de
la planta huésped (Angelard et al., 2010). Esto indica que el uso generalizado de
una sola especie de HMA, como R. intraradices, R. irregulare y F. mosseae, no deben
considerarse como un defecto en estudios experimentales, ya que estas especies
pueden contener una considerable heterogeneidad funcional (Berruti et al., 2015).

Recientemente, el interés en los HMA se ha centrado en encontrar un método viable
para optimizar la produccién de hongos de alta calidad, con el fin de utilizarlos
como bioinoculantes en sistemas de cultivo (ljdo et al., 2010).

El cultivo monoxénico (que contiene una especie que crece en presencia de otra
especie) es ahora una realidad, lo cual, ofrece un aumento de la produccién en masa
de propagulos efectivos durante técnicas de carga convencionales. Este sistema
de produccién de aminocultivo aporta una produccién potencialmente alta y
econémica con opciones atractivas para las fertilizaciones quimicas, enfatizando asf,
su importancia y potencial en la agricultura sostenible. En efecto, los sistemas de
cultivo monoxénicos de HMA son particularmente relevantes para las condiciones
tropicales en las que los recuentos de HMA son bajos (Mujica y Medina, 2008).

Finalmente, la evaluacién de la viabilidad y del potencial de germinacién y
colonizacién de las esporas producidas monoxénicamente es esencial y deseable
para su uso como bioinéculo (Lima et al., 2014). Ademas de las pruebas de
germinacién y colonizacién de esporas, el uso de cepas vitales ofrece una técnica
sustitutiva para evaluar la factibilidad de estas. Asi, sales de tetrazolio como
2,3,5-cloruro de tetrazolium de triphenilo (TTC) y 3-(4,5-dimetil-2-thiazolyl)-2,5-
difenil-2H-bromuro de tetrazolium (MTT) (Jiang y Erwin, 1990) se han utilizado
para evaluar la viabilidad de las esporas fingicas.
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HMA'y prospeccion productiva de aguacate en Colombia

Avanzar tecnolégicamente en el manejo de cultivos y generar estrategias sostenibles
hace parte de las perspectivas y retos de la cadena del aguacate en Colombia, de acuerdo
con Barrefio (2014), en este sentido se podrian fortalecer investigaciones encaminadas a
la bioprospeccién de HMA especificos para las diversas variedades de aguacate en las
regiones colombianas, ya que hasta ahora es poco lo que se ha trabajado en esta temdtica.

El consumo global en el mercado agricola presenta nuevas tendencias enmarcadas
dentro de la agricultura sostenible, direccionadas a mejorar la calidad, el rendimiento
y a reducir el uso de précticas agricolas tradicionales que consumen energia y
contaminan el medioambiente (Montenegro y Hernandez, 2015). En el afio 2002 se
publicé el libro Aproximacién al estado actual de la bioprospeccién, el cual cuenta con el
resultado de diversos trabajos de investigacién orientados al estudio de las micorrizas
(Melgarejo et al., 2002). A pesar de esta iniciativa, el avance no ha sido relevante
en el fortalecimiento de la agricultura colombiana. En lo que respecta al aguacate
y su crecimiento productivo, es prioritario entrar en la dindmica de la demanda
mundial con preferencia de alimentos mas sanos y cuya produccion sea amigable
con el medioambiente, sin descuidar las condiciones de vida de los trabajadores
rurales y la de sus familias (Fonseca, Muiioz y Cleves, 2011). Por lo tanto, las razones
para iniciar practicas que favorezcan el uso sustentable del suelo, incluyendo la
relacién simbidtica entre planta y HMA, se hacen cada vez mas necesarias, ya que el
aumento de productividad del aguacate en Colombia basada en practicas agricolas
tradicionales podria desencadenar efectos negativos, tanto en las plantas como en
los cultivadores, cuestién que ocurre actualmente en México (El financiero, 2016).

Una proyeccioén sustentable podria basarse en la implementacién productiva
del aguacate basada en servicios ecosistémicos de regulacién, sustentada en el
mantenimiento del suelo como parte de uno de los servicios de los ecosistemas,
que comunmente son visibles solamente cuando los dafios implican pérdidas
dificiles de recuperar (Corredor, Fonseca y Paez, 2012; FAO, 2017).

Las micorrizas como herramienta para una agricultura sostenible

En la agricultura es necesario adoptar practicas sustentables como la agricultura
organica, en la que los hongos formadores de micorrizas estan siendo considerados
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como una herramienta de gran potencial (Moreira et al., 2006). El alto costo de insumos
agricolas, sumado a la creciente demanda de tecnologias menos agresivas para el
ambiente, han incidido en la bisqueda de un manejo ecolégico de los HMA como una
practica que permita el desarrollo de sistemas agricolas mas eficientes (Melo et al., 2010).

Su utilizacién puede darse a través del trabajo con especies nativas que, luego
de determinarse su asociacién con una especie vegetal de interés, pueden ser
estimuladas para potenciar su crecimiento (Klironomos, 2003). Ahora, para obtener
esporas de HMA, se pueden emplear cultivos trampa usando una combinacién
de suelo rizosférico y piezas de raices, los cuales son usados para crecer plantas
hospederas (Molina et al., 2006). De esta manera, se consiguen esporas mas
saludables y facilmente identificables, ya que las que se obtienen en campo pueden
estar parasitadas o disponibles en menor cantidad (Lopes, et al., 2009).

Otra opcién de uso agricola de los HMA es inocular a las raices de las plantas los
hongos previamente seleccionados, a los cuales se les conoce por su manejo en précticas
agronémicas empleadas con anterioridad (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2000). No obstante,
puede darse una competencia con hongos micorrizicos nativos, los cuales, pueden
alterar su actividad microbiolégica y llegar a reducir su eficiencia (Barrera, 2009).

Ruiz et al. (2011) hablan de la importancia de la seleccion y del manejo de los in6culos
desde la fase de vivero para que las plantulas in vitro sean lo suficientemente fuertes
y, posteriormente, se pueda mejorar la supervivencia, la calidad y el crecimiento
de las plantas en campo. Esta efectividad de inoculacién puede conocerse a través
de la cuantificacion del porcentaje de colonizacién del hongo en la raiz y por la
determinacién de las caracteristicas morfolégicas del mismo (Habte y Osorio, 2001).

Para Quintero y Pérez (2006), un verdadero uso sostenible del suelo para cultivos
en Colombia debe enfocarse en el uso de las micorrizas arbusculares articuladas
con el conocimiento sobre las unidades de manejo ambiental. Es decir, acordes con
la tasa de extraccion, la capacidad de uso, el acervo cultural de las comunidades
locales y la capacidad de autorrecuperacién de los ecosistemas.

De igual forma, las poblaciones campesinas e indigenas pueden emplear tecnologias
de produccién que involucren el aprovechamiento del recurso por medio del
uso de las micorrizas nativas como bioinsumos. Esto permite a las comunidades
mantener las condiciones naturales propias de los ecosistemas, asi como mejorar la
calidad nutricional de pasturas y especies de importancia alimenticia de la regién
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(Monroy, 2004). Mas especificamente, Acosta et al. (2008) sefialan la necesidad de
plantear estrategias para sistemas productivos sostenibles, en las que se fusione
la economia de mercado y el manejo ambiental convencional con la economia
y el manejo ambiental de indigenas, en lo que el autor denomina un “dialogo
intercultural”. Por otra parte, Garzén (2016) afirma que:

Las comunidades locales a través del conocimiento tradicional pueden aportar
para la generacién de nuevas formas de saber sobre sistemas productivos, ya que
histéricamente han podido transformar y mantener el entorno natural (Garcia
y Acosta, 2009). Asimismo, se puede dirigir a nuevas formas de desarrollo,
enfocado a actividades productivas complementarias a las practicas econémicas
tradicionales, con la implementacién de tecnologias organicas como las micorrizas
(Weigel, 2001). Esto permite un didlogo de saberes que puede constituirse en
un mecanismo “acelerador de oportunidades y capacidades dentro de una
estrategia de desarrollo sostenible” (Gainza, Acosta y Bernal, 2008, p. 4). (p. 228)
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Capitulo 2. Uso y manejo de Trichoderma
spp. como alternativa para promocion
del crecimiento vegetal en cultivos de aguacate

El aguacate es considerado una de las frutas mas importantes para el consumo
humano debido a su alto contenido nutricional; este se ha convertido en una
alternativa para la explotaciéon agricola por la gran demanda que ofrece en los
mercados internacionales, lo cual ha cobrado un gran interés en paises que presentan
zonas climaticas adecuadas para su produccién. La gran demanda, tanto nacional
como internacional, ha ocasionado que los grandes productores mejoren los métodos
de siembra, con el fin de garantizar que los cultivos estén libres de enfermedades,
lo cual es un factor limitante en el desarrollo de la planta y del fruto. Para mejorar
la produccién de los cultivos de aguacate y para la proteccién contra patégenos,
actualmente se aplica Trichoderma spp., un hongo que ha sido ampliamente utilizado
como agente de control biolégico en la industria y que, recientemente, se ha
estudiado su cualidad como bioestimulante en la agricultura. Lo anterior se debe
a que algunas especies de este género son capaces de producir fitohormonas que
estimulan el incremento de la biomasa y la cantidad de cosecha generada. En la
actualidad, dada la importancia econémica de las especies de Trichoderma spp.,
ha aumentado el interés por descubrir nuevas especies en diferentes habitats. Sin
embargo, en el departamento de Sucre no se han realizados estudios previos que
utilicen cepas nativas de Trichoderma spp. como alternativa biolégica para el control
de enfermedades y la promocién del crecimiento vegetal en plantas de aguacate.



Trichoderma spp.

Es un género de hongos filamentosos de distribucién cosmopolita, que se caracteriza
por habitar en suelos y madera en descomposicién. La presencia de las especies
de Trichoderma esta modulada por las condiciones climaticas de la zona, la
disponibilidad de sustrato y de las interacciones ecoldgicas (Hoyos-Carvajal y
Bissett, 2011). Dichas especies son componentes dominantes del suelo, lo que
sugiere que la supervivencia en diferentes habitats esta relacionada con la actividad
metabolica y sus capacidades competitivas contra otros microorganismos (Lopes
et al., 2012; Moran-Diez et al., 2015).

De igual forma, Trichoderma spp. tiene la capacidad de penetrar y colonizar la raiz, alli
puede generar una resistencia localizada y sistémica contra patégenos de plantas. El
primer paso de colonizacién comienza cuando las esporas del Trichoderma spp. entran
en contacto con la raiz, en esta fase, es patégeno, por cual debe evadir el mecanismo de
defensa del hospedero, esto lo hace mediante la liberacién de proteinas ricas en cisteina
de la familia ceratoplatanina (Vargas et al., 2008). Posteriormente, el hospedero genera
la respuesta mediante la produccién de acido salicilico y, simultaneamente, Trichoderma
spp. libera proteinas con el fin de que lo reconozcan como nativo de su microbiota
(Mendoza-Mendoza et al., 2018). Una vez Trichoderma spp. ha colonizado las células
de la raiz, tiene la capacidad de ejercer control biolégico a partir de la produccién de
metabolitos secundarios, micoparasitismo y antibiosis (Saber et al., 2017).

En los tltimos afios, Trichoderma spp. ha sido aplicado en cultivos de interés econémico
como el del tomate, el maiz y el arroz, entre otros. Asi mismo, este hongo tiene la
versatilidad de utilizar un amplio rango de biomasa vegetal, como celulosa, pectina,
quitina y almidén, capaz de degradar hidrocarburos de petréleo e, incluso, plaguicidas
(Guoweia et al., 2011). Gracias a su potencial biocontrolador y promotor de crecimiento,
es actualmente comercializado como biofertilizante y bioplaguicida, ademads, su
inoculacién en plantas permite la captacion de macronutrientes y micronutrientes,
favoreciendo el rendimiento de los cultivos y la calidad del suelo (Sandheep et al., 2013).

A su vez, el control con Trichoderma spp. puede utilizarse en diferentes ambientes en
los que se produce un ataque a los patégenos. La seleccién del método de aplicacion
se hace teniendo en cuenta los patégenos que se pretenden controlar y el sitio de la
planta donde se produce el ataque. El control se aplica a las semillas, al suelo, a la
superficie aérea, asi como a las flores, frutos y hojas. Sin embargo, en los productos

58 | Uso de microorganismos benéficos como una alternativa para la produccién agrosostenible en cultivos de aguacate
en zonas de posconflicto, Montes de Marfa



cosechados es mucho mas dificil lograrlo efectivamente y, hasta la fecha, esta area
es donde menor desarrollo se ha alcanzado (Olivera y Rodriguez, 2014). De hecho,
el control biolégico con Trichoderma spp. ha sido més exitoso en la rizésfera que en
otros ambientes (Olivera y Rodriguez, 2014; Zin y Badaluddin, 2020). Infante et al.
(2009) fueron los pioneros en abordar esta tematica con la realizacién de uno de
los trabajos méas completos acerca de la funcién de los antibi6ticos producidos por
hongos del género Trichoderma contra patégenos de las plantas. Asi, relacionaron la
actividad antibiética de Trichoderma spp. con compuestos no volatiles, entre los que
se encontraba uno identificado como trichodermin y otros metabolitos peptidicos.

Aislamiento de Trichoderma spp.

Para poder realizar con éxito el aislamiento de Trichoderma spp. se utilizan cultivos
trampa con arroz precocido, las cuales pueden ser colocadas a una profundidad
de 20 cm, cerca de la base del tallo del arbol de aguacate y cubiertas con residuos
de material vegetal. Las trampas pueden durar nueve dias con el fin de acelerar
el proceso de colonizacién del hongo. Posteriormente, son llevadas al laboratorio
para su procesamiento. Una vez que las muestras estén en el laboratorio, se toma
una pequeiia porcion del cultivo trampa que presente una coloracién verde (color
caracteristico de Trichoderma spp.) y se deposita en cajas de petri con medio PDA
(Potato Dextrose Agar), estas son colocadas en incubadora a una temperatura de
30 °C para el crecimiento del hongo (Acurio y Espafia, 2017) (Figura 6).

Figura 6
Procedimiento para la obtencion de Trichiderma spp. en cultivos de aguacate

Nota: (A) Ubicacién de cultivos trampa de arroz precocido para la captura de Trichoderma spp. (B) Colonizacién de
Trichoderma spp. en cultivo trampa. (C) Aislamiento de Trichoderma spp. presente en el cultivo trampa de arroz precocido.
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Adicionalmente, se puede realizar la recolecta de suelo del cultivo de aguacate
mediante la ayuda de un barreno, para lo cual se toma una muestra de suelo y material
vegetal, hasta 30 cm de profundidad, aproximadamente, descartando los primeros
5 cm. Posteriormente, la muestra es depositada en bolsas respectivamente rotuladas y
transportadas al laboratorio para su andlisis. Por otra parte, para realizar el aislamiento
de Trichoderma spp. en las muestras de suelo, es necesario realizar diluciones seriadas
que van desde 10-1 a 10-8, esto con el fin de disminuir las unidades formadoras de
colonias UFC/mL. A continuacién, con la ayuda de una micropipeta se toma 1uL de
cada dilucién para ser inoculada y plaqueada en medio PDA. Una vez plaqueada, se
procede a depositar las cajas de petri en una incubadora, a una temperatura éptima
de 30 °C para el crecimiento y desarrollo del hongo (Acurio y Espana, 2017).

Identificacion taxonomica de Trichoderma spp.

Cuando el hongo presenta un desarrollo 6ptimo de crecimiento se debe observar
de manera detallada bajo un microscopio mediante la técnica de “cinta de papel”.
Primero, se coloca una pequefia porcién de la cinta sobre la colonia del cultivo puro de
Trichoderma spp., alli se debe frotar suavemente. Luego, se retirala cinta y se deposita en
un portaobjeto. A continuacién, se adiciona una gota de lactofenol para poder observar
bajo el microscopio las estructuras, tales como conidiéforos, conidios y fidlide de acuerdo
con las claves taxonémicas propuestas por Barnett y Hunter (1972) (Figura 7 y 8).

Figuraz
Estructuras morfoldgicas de Trichoderma spp.

Nota: Observadas bajo microscopio 6ptico a 40X. (A) Conididforos, (B) fidlides, (C) conidios.
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Figuras
Crecimiento en medio agar PDA de cepas de Trichoderma spp. asiladas de
cultivos de aguacate, en lo municipios de Chalan y Ovejas

Nota: (A) Ovejas LIM1. (B) Ovejas LIM2. (C) Ovejas LIM3. (D) Ovejas LIM4. (E) Chalan LIM1. (F) Chalan LIM2. (G) Chalan
LIM3. (H) Chalan LIM4. (I) Chalan LIMs.

Fuente: LIM: (Laboratorio de Investigaciones Microbiolégicas)

Identificacion molecular de los aislados de Trichoderma spp.

Para la extraccion del ADN gendmico, se utiliz6 el kit comercial DNeasy Plant Mini
(QIAgen) siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez que se extrajo el ADN, se
visualiz6 en gel de agarosa al 1 %, adicionando 3 pL de ADN y 2 uL de colorante
Orange. Posteriormente, se inocularon 4 uL de cada muestra en el gel y se corrieron
en una camara de electroforesis horizontal a 100 voltios durante 50 minutos utilizando
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una fuente de poder. La region del factor de elongacion 1-a (tef1) fue amplificado
utilizando los iniciadores EF1-728F 5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’ TeflR
5-AACTTGCAGGCAATGTGG-3’ (Maniscalco y Dorta, 2015). La mezcla de reaccion
de 50 pL consisti6 en 3 uL. de ADN molde, 25 uL de PCR MasterMIX (Thermo Fisher
Scientific), 0,75 pL de cada iniciador y 20 pL de agua MQ H2O. Las reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo en las condiciones descritas por Blaszczyk et
al. (2011). Los productos amplificados fueron enviados para secuenciacion a la empresa
Macrogen Corea. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las almacenadas en
NCBL. Se utiliz6 el programa MEGA X para el limpiar las secuencias y poder realizar
la inferencia mediante el método Neighbor-Joining basado en el modelo Kimura de
dos pardmetros con prueba bootstrap 1 000 réplicas (Harrington et al., 2000) (Figura 9).

Figura9g
Dendograma basado en el método de Neighbor-Joining
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MT681972.1 Trichoderma harzianum
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MT681978.1 Trichoderma atroviride
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MN605878.1 Trichoderma lentinula
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Nota: Dendograma basado en el método de Neighbor-Joining a partir de las secuencias del gen tef1 de especies de
Trichoderma aisladas de cultivos de aguacate de municipio de Chalany Ovejas.

Fuente:

62 | Uso de microorganismos benéficos como una alternativa para la produccién agrosostenible en cultivos de aguacate
en zonas de posconflicto, Montes de Marfa



Trichoderma spp. como promotor del crecimiento vegetal

La aplicacién de bioproductos comerciales a partir de Trichoderma spp. se ha convertido
en una alternativa para mejorar el rendimiento de los cultivos. Trichoderma spp.
estimula el crecimiento de la planta a partir de la produccién de sideréforos y de la
solubilizacién de fosfatos (Qi y Zhao, 2013). Una vez que se activen estos mecanismos,
la planta puede aprovechar de mejor manera los minerales presentes en el suelo.
Estudios han demostrado que las especies de Trichoderma harzianum, T. lignorum y
T. koningi son los més utilizados por los agricultores, ya que estos han registrado
un buen rendimiento en los cultivos y, ademas, estimulan a la planta mediante la
sintesis de fitohormonas, la solubilizacion de fosfatos y la produccién de sideréforos
(Stewart y Hill, 2014). Estudios recientes realizados por Herrera-Parra ef al. (2017)
determinaron que T. atroviride y T. harzianum aumentaron la longitud de la planta y
el peso fresco de las raices de tomate, en comparacion con el testigo (sin aplicacién).
Posteriormente, Peccatti et al. (2019) demostraron que la cepa Trichoderma asperelloide
generd un buen crecimiento de la planta Maytenus ilicifolia, observandose un aumento
en la altura del tallo, le niimero de hojas y en un mayor diametro en el tallo. Asi
mismo, es propuesta como alternativa para sustituir los agroquimicos.

Gran parte de las investigaciones que actualmente se estan realizando se enfocan en
utilizar organismos nativos de una determinada regién o localidad, con el objetivo
de observar cémo estos interactiian con su hospedero y como favorecen al desarrollo
de cultivos de interés agricola. Pero infortunadamente, muchos cultivos estan siendo
afectados por patégenos que limitan su produccion, lo que conlleva a que el ingreso
econdmico por la venta de las cosechas sea muy bajo, o que esa ganancia sea reinvertida
para la compra de agroquimicos para el control de las enfermedades fitopatdgenas.

En cuanto al T. harzianum, su aplicacién a los cultivos se ha convertido en una
alternativa sustentable que ha permitido una disminucién en la compra de
fertilizantes de sintesis quimica. Por ejemplo, en una investigacion realizada por
Carillo et al. (2020) se aplicé una combinacién de T. harzianum + biopolimeros +
6-pentil-a-pirona (pirona) a plantulas de tomate en invernadero. El resultado de
esta mezcla aument6 el rendimiento comercial en un 40 % en comparacién a las
plantulas de tomate sin tratar. Esto se tradujo en un mayor niimero de frutos y en el
aumento del peso promedio de estos comparado con el control. Una de las posibles
causas de este aumento, se debe a que T. harzianum protege a la planta mediante
la produccién de metabolitos secundarios volétiles, produccién de enzimas y
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sider6foros que tienen la capacidad de limitar el crecimiento del patdégeno. Asi
mismo, al estimular el crecimiento de las raices, la planta tiene una mayor capacidad
de exploracién de suelo, absorcién de nutrientes y de minerales.

Bader et al. (2020) demostraron que bajo condiciones de invernadero, la inoculacién
de cepas de Trichoderma gamsii, T. harzianum y T. brevicompactum en plantulas de
tomate aumentaron el crecimiento de las plantas, el area foliar, la longitud del tallo,
el peso seco de las partes aéreas, la longitud y el peso seco de las raices, asi como
una mayor proliferacion de raices laterales en comparacioén con las plantas controles.
Adicionalmente, estas especies mostraron un fuerte control biolégico contra el
fitopatdgeno F. oxysporum, asi como una elevada produccién de acido indolacético.

La utilidad de diferentes especies de Trichoderma nativas de suelo puede ser bioaumentada
mediante la utilizacién de arroz precocido o de harina para luego ser aplicadas en
los cultivos. Esto se ha convertido en una estrategia para evitar el uso excesivo de
agroquimicos o la compra certificada de cepas de Trichoderma en casas comerciales.

Enla Figura 10, se puede observar el efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones
de Trichoderma comercial, T. harzianum (OvejasLIM1) y de T. viride (ChalanLIM5) en
plantulas y raices de aguacate cv. Lorena, en comparacién con un testigo sin aplicacion.

Figura1o
Trichoderma comercial, T. harzianum (OvejasLIM1) y de T. viride (ChalanLIM5)

Nota; (A) Aplicacion de las diferentes concentraciones de Trichoderma comercial en plantulas de aguacate cv. Lorena.
T1: control, T2: Trichoderma comercial en concentracién 1x107 esporas/mL, T3: Trichoderma comercial en concentracién
1x108 esporas/mL, T4: Trichoderma comercial en concentracion 1x109 esporas/mL. (B) Aplicacion de las diferentes
concentraciones Trichoderma harzianum (OvejasLIM1) en plantulas de aguacate cv. Lorena. Ts: T. harzianum 1x107
esporas/mL, Té: T. harzianum 1x108 esporas/mL, T7: T. harzianum 1x109 esporas/M. (C) Aplicacién de las diferentes
concentraciones Trichoderma viride (ChalanLIMs) en plantulas de aguacate cv. Lorena. T8: T. viride 1x107 esporas/mL,
To: T viride 1x108 esporas/mL, T10: T. viride 1x109 esporas/mL.
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Promocion de crecimiento vegetal in vitro de Trichoderma spp.

Para generar un mejor rendimiento y produccién de los cultivos, se hace necesaria
la aplicacién de ciertos fertilizantes quimicos que tengan la capacidad de estimular
el desarrollo y crecimiento de la planta. Sin embargo, el empleo de estos fertilizantes
ha traido como consecuencia el deterioro del suelo, la contaminacién de cuerpos
de agua y la eutrofizacién. Dicha utilizacion ha llevado a la comunidad cientifica
a promover una alternativa para sustituir la aplicacion de quimicos.

Por ejemplo, los sider6foros son compuestos de bajo peso molecular, los cuales pueden
ser producidos por hongos y bacterias cuando hay deficiencia de hierro en el suelo
(Clark, 2004; Gosh et al., 2020a). Estos presentan un peso menor a los 1 000 daltones que
son liberados al medio extracelular y al unirse al ion férrico insoluble (Fe3+). Una vez
que se da la unién el complejo sideréforos-Fe3+, este es reconocido por las proteinas
de la membrana permitiendo la entrada hacia el citosol. El Fe3+ se convierte en ion
ferroso (Fe2+), el cual es soluble para las plantas (Gosh, Bera, y Chakrabarty, 2020a).
La produccién de sideréforos es uno del mecanismo que induce la promocién de
crecimiento vegetal y la defensa contra patégenos (Ghosh, Banerjee, y Sengupta, 2017b).

En un estudio realizado por Qi y Zhao (2013) se determiné que T. asperellum
promovio el crecimiento de plantas de pepino y mejor6 las condiciones de estas
en ambientes de estrés salino. Asi mismo, la produccién de sideréforos permiti6
que las plantas mostraran signos de recuperacion frente a los efectos de la salinidad
y la deficiencia de hierro disponible.

Zhang, Gan, y Xu (2016) plantearon que la aplicacién de T. longibrachiatum produjo
un buen crecimiento en plantulas de maiz, las cuales se encontraban en estrés
salino. Adicional a esto, la aplicacién de dicha cepa generé un aumento de agua
en raices y hojas, y disminuy9 el estrés de la planta, posiblemente atribuido a la
produccién de sideréforos.

La produccién de sideréforos en especies de Trichoderma spp. cumple la funciéon de
atrapar el hierro para evitar la activacién de las enzimas del patégeno y no causar daiio
en el interior de la planta. Ademas, Mukherjee et al. (2018) plantearon que la ferricrocina
es uno de los tipos de sideréforos producida por T. virens, lo cual juega un papel crucial
en la homoestasis del hierro en hongos filamentosos. Esta especie estd implicada en el
crecimiento y en la induccién sistémica inducida (ISR) en plantas de maiz.
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El medio de cultivo Chrome Azurol Blue (CAS) es el método mas utilizado para
determinar si la especie tiene la capacidad de producir sideréforos. Este se caracteriza
porque el hierro se encuentra formando un complejo estable con CAS y el HDTMA
(Bromuro Hexadeciltrimetil Amonio), siendo este complejo el responsable del color
azul del medio, cuando un quelador fuerte se produce, en este caso los sideréforos
capturan el hierro del complejo, este pierde su color azul y el medio se torna naranja
o transparente, este cambio de color es usado como indicador de respuesta en los
microorganismos productores de sider6foros (Mahmoud y Abd-Alla, 2001). E1
aislamiento y la aplicacién de cepas Trichoderma spp. con esta capacidad pueden
mejorar la asimilacién de hierro en las plantas, debido a que los sideréforos son
responsables de la disolucién, quelacién y el transporte de hierro (Figura 11).

Figura11
Produccion de siderdforos in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp.

Nota: A) OvejasLIM1 (B) OvejasLIM2 (C) OvejasLIM3) (D) OvejasLIM4 (E) ChalanLIM1 (F) ChalanLIM2 (G) ChalanLIM3
(H) ChalanLIM4 (1) ChalanLIMs
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Por otra parte, la solubilizacién de fosfatos realizada por microorganismos es
considerada uno de los beneficios mas importantes, los cuales, son utilizados como
biofertilizante en cultivos. Diversos estudios han demostrado la aplicaciéon de
hongos Trichoderma sp. para solubilizar fosfatos, inclusive en zonas contaminadas
con metales pesados (Lopez-Bucio et al, 2015; Rawat y Tewari, 2011). Li et al.
(2015) demostraron que la especie T. harzianum aplicada en plantas de tomate en
condiciones hidropénicas mejord, de manera significativa, la absorcién de biomasa
y de nutrientes cuando estas crecian en un suelo carente de nutrientes. De manera
que la cepa pudo solubilizar moléculas poco solubles como el fitato por medio de la
liberacién de acidos organicos, tales como el 4cido citrico, el lactico y el succinico, los
cuales fueron detectados mediante HPLC. Saravanakumar ef al. (2013) demostraron
que los Trichoderma spp. aislados de Aviccenia marina solubilizaron fosfato in vitro
utilizando el medio liquido NBRIP, el cual contiene fosfato tricalcico Ca3(PO4)2
como fosfato insoluble. En dicho estudio quedé demostrado que la solubilizacién de
fosfato por parte de Trichoderma spp. puede utilizarse para mejorar la productividad
en suelos agricolas y ayudar al crecimiento de los mang]lares.

En una investigacién llevada a cabo por Zanoni do Prado et al. (2019) determinaron
que T. atroviride tuvo la capacidad de producir fitasas mediante la fermentaciéon en
estado sélido y, asi mismo, producir lignina. Esto indica que la inoculacién de T.
atroviride puede estimular el crecimiento de la planta mediante la produccién de
lignina y solubilizacién de fosfato. En adicion, los aportes de Tandon et al. (2019)
demostraron que la especie T. koningiopsis, presente bajo condiciones abiéticas,
utiliza diferentes mecanismos para solubilizar fosfatos a nivel in vitro. Cuando el
medio estaba en condiciones alcalinas produjo dcidos orgénicos, mientras que en
condiciones de sequia acumulé polifosfato en el micelio, debido a las condiciones
limitantes de P. Posterior a eso, produjo fosfatasas que permiten disponer de
dicho compuesto almacenado en el micelio. Asi mismo, Trichoderma spp. tiene la
capacidad de acidificar el ambiente en el que se encuentra, a causa de la liberacién
de acidos orgénicos como el acido citrico y el glucanico. La produccién de estos
acidos resulta del metabolismo de azticares como la glucosa y otras fuentes de
carbono que permiten la absorciéon de nutrientes y minerales (Benitez ef al., 2004).

Busato et al. (2020) determinaron que al aplicar la combinacién de T. asperellum y T.
virens en vermicompost se aumento el contenido de P soluble mediante la liberacién
de acido citrico en comparacién con el testigo no inoculado. Estos resultados
demuestran que al combinar las dos especies de Trichoderma en el compostaje, esto
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favorece que las plantas puedan absorber fosfato soluble y mejorar la produccién
de los cultivos o suelos deficientes de P.

El medio SRS propuesto por Sundara y Sinha (1963), se caracteriza por presentar
fosfato de calcio tribdsico inorgénico (Ca3P208), el cual se puede encontrar en el
suelo y no puede ser captado por la planta. Sin embargo, las especies de Trichoderma
spp. pueden transformar dicho compuesto a formas que sean asimilables para la
planta por medio de la libracién de enzimas como fosfatasas y acidos orgénicos.
El cambio de color de purpura a amarillo en el medio es considerado positivo para
la solubilizacién fosfato (Figura 12).

Figura12
Solubilizacion de fosfato in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp.

Nota: (A) OvejasLIM1 (B) OvejasLIM2 (C) OvejasLIM3 (D) OvejasLIM4 (E) ChalanLIM1 (F) ChalanLIM2 (G) ChalanLIM3
(H) ChalanLIM4 (1) ChalanLIMs.

Fuente: propia autores
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Gran parte de las investigaciones se enfocan en utilizar organismos nativos de una
determinada regién o localidad con el objetivo de observar cémo estos interacttian
con su hospedero y cémo favorecen a su crecimiento. En cuanto a los Montes de
Marfia, se caracteriza por ser una zona rica en diversidad de cultivos como yuca,
hame, platano y, principalmente, aguacate. Pero, infortunadamente, estos cultivos
estan siendo afectados por patégenos que actualmente limitan su produccién, lo que
implica que el ingreso econémico de los productores sea muy bajo, o que esa ganancia
sea invertida para la compra de agroquimicos con el fin de combatir las enfermedades.

Este estudio pretende dar a conocer la utilidad de diferentes especies de Trichoderma
que pueden ser bioaumentadas a bajo costo por medio del uso del arroz precocido
o de la harina para, luego, ser aplicadas en los cultivos de esta subregion, con el
fin de mejorar su rendimiento y controlar las enfermedades endémicas en los
municipios de Chalan y Ovejas.
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Capitulo 3. Control biolégico
de nematodos fitoparasitos a base
del hongo Paecilomyces lilacinus

En los dltimos afos han tomado fuerza los métodos biolégicos, para ello, se
introducen deliberadamente organismos que son enemigos naturales de los
nematodos, logrando asi controlar y reducir sus poblaciones a niveles que no tengan
un efecto econémico adverso. Estos organismos son conocidos como agentes de
control bioldgico y abarcan una gran variedad organismos que pueden ser hongos,
virus, insectos, bacterias e, incluso, nematodos (Rodriguez, 2001). Los hongos
nematoéfagos son microorganismos que tienen la capacidad de atacar, matar y
digerir diferentes estadios de nematodos. Ademads, varios de estos hongos logran
sobrevivir de manera saprofitica en la materia organica del suelo. Dichos hongos
estan divididos en cuatro grupos dependiendo del modo en el cual infecta a los
nematodos: atrapadores de nematodos, endoparasitos, hipomicetes y productores de
toxinas. Actualmente, se siguen desarrollando técnicas de produccién y aplicacion
de estos organismos benéficos como formas de control mas eficientes, econémicas
y sustentables (Naranjo, 2008). Una de las alternativas principales es el hongo
Paecilomyces lilacinus; un eficiente controlador de nematodos.

En efecto, Paecilomyces lilacinus es un hongo del suelo con potencial para el control
biolégico de nematodos parasiticos de plantas; es decir, este organismo parasita
huevos y hembras de nematodos. Ademas, se reporta que el hongo tiene la capacidad
de producir enzimas quitinoliticas que pueden destruir la pared de los huevos y



la cuticula de nematodos juveniles. Por otra parte, ha demostrado que posee la
capacidad de regular las poblaciones a niveles no dafiinos en cultivos de interés
comercial. En algunos casos, ha servido como estimulador de desarrollo de las
plantas. Asi, como el costo del control quimico de los nematodos es elevado, tiene
efectos adversos al ambiente y facilita, répidamente, las reinfestaciones, Paecilomyces
lilacinus hace parte de las alternativas de control econémicas y ambientalmente
sostenibles que se buscan en la actualidad.

Por este motivo, el objetivo de este capitulo es capacitar a los productores de
aguacate de los Montes de Maria acerca del manejo de nematodos fitoparasitos con
el biocontrolador P. lilacinus, logrando asi, controlar y reducir las poblaciones de la
plaga a niveles que no conlleven a un efecto econémico y ambientalmente adverso.

La agricultura actual demanda la reduccién de plaguicidas quimicos y la
introduccién de sistemas sostenibles con el uso de agentes de manejo biolégico. De
manera que la alternativa de usar hongos para el control de nematodos fitoparasitos
puede ser una opcién biolégica muy importante en la actualidad, lo cual, es posible
si se logra investigar y fomentar la utilizacién de hongos que pueden estar en el
suelo o que puedan reproducirse en laboratorios para uso comercial. Por lo tanto,
es necesario, dentro del marco de la agricultura sostenible, fomentar la sustitucién
de nematicidas quimicos por nematicidas biolégicos, utilizando hongos dentro de
un programa de manejo integrado de cultivos agricolas (Elahi et al., 2019; Naccarato
et al., 2020; Saravanan et al., 2022a).

Los cultivos de aguacate requieren un periodo de crecimiento en vivero previo al
trasplante a campo abierto, siendo esta fase determinante en la calidad de plantas
que seran entregadas al productor (Sotomayor et al., 2019a). La necesidad de obtener
plantulas de buena calidad y reducir el uso de productos agroquimicos como
fertilizantes y plaguicidas por su toxicidad y elevados costos, ha promovido a la
investigacion, el desarrollo y el uso de microorganismos benéficos en la agricultura
(Alvarado, 2017). Estudios previos en varias especies de interés comercial determinaron
que la aplicacién de microorganismos puede mejorar el porcentaje de sobrevivencia y
la calidad de plantas, aportandoles mayor vigor (peso de raiz y calibre de tallo), por lo
cual, mejora la tasa de crecimiento y, ademas, puede reducir costos en la fertilizacion
(Salamanca y Cano 2005; Camargo y Avila 2014; Sotomayor et al., 2019b)

El cultivo de aguacate en Colombia se desarrolla desde el nivel del mar hasta los
2 500 metros de altura, distribuido en 18 departamentos, donde su produccién es
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destinada, principalmente, al mercado local (Bernal y Diaz, 2008; Rios-Castafo y
Tafur-Reyes, 2003). En cuanto a Los Montes de Maria, esta region es el principal
productor de aguacate en el Caribe Colombiano y su produccién agricola esta
concentrada en sistemas agroforestales, predominando con la asociacién aguacate,
cacao y name. También, prevalecen arboles de aguacates altos (>15 m) y viejos
distribuidos aleatoriamente (Bernal, 2015; Yabrudy, 2012)

El aumento rapido del drea sembrada plantea grandes retos tecnolégicos para
garantizar la sostenibilidad de las plantaciones. El cultivo del aguacate presenta un
numero importante de problemas fitosanitarios, dentro de los cuales se destacan, por su
relevancia, las enfermedades de la raiz. Sin embargo, las raices y el sistema vascular de
los arboles son afectados por diversos microorganismos que causan sintomas similares,
lo que dificulta su diagnéstico y un correcto manejo. El patégeno mas limitante del
cultivo se ha reportado al oomycete Phytophthora cinnamomi Rands, el cual puede
causar pérdidas hasta del 90 % (Ciro et al., 2006; Tamayo, 2007; Pérez-Jiménez, 2008).

En Colombia, se han reportado asociados al complejo de la marchitez los organismos
P. cinnamomi, Verticillium sp., Armillaria mellea, Cylindrocladium sp., Rosellinia sp.,
Fusarium sp., Rhizoctonia sp., asi como los nematodos Helicotylenchus sp., Rotylenchulus
sp. y Pratylenchus sp. (Tamayo, 2007; Ciro et al., 2006).

Los hongos nematé6fagos son microorganismos con la capacidad de atacar, matar y
digerir nematodos (adultos, juveniles y huevos). Aparte de su habilidad nematéfaga,
muchos de estos hongos pueden también vivir saprofiticamente en la materia
organica, atacar a otros hongos (micoparasitos) y colonizar como enddfitos en raices
de plantas. Hay mas de 300 especies de hongos nematéfagos descritos que han
sido encontrados por todo el mundo, incluyendo las regiones polares (De Freitas
Soares et al., 2018; Ferraz et al., 2019; Ocampo-Gutiérrez et al., 2021).

Los nematodos de la raiz son agentes, ya identificados por los agricultores, causantes
de enfermedades, en efecto, cada afo, estos gusanos microscépicos conllevan a
pérdidas considerables. Para ello, los bioplaguicidas a base de hongos filamentosos
pueden desempefar un buen control de esta plaga, utilizando diferentes vias de
accion (Hamza et al., 2017) y reduciendo significativamente los dafios. En cuanto a
la produccién, importacién, comercializacion y aplicacién de productos de origen
biolégico en Colombia, el ente regulador es el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) y a través de la resolucion 375 del 27 de febrero de 2004 estableci6 las
normativas para el registro y control de bioinsumos y extractos vegetales de uso
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agricola en el pais (ICA, 2004). Por otra parte, un agente microbial antagonista de
hongos fitopatégenos y nematicida de uso agricola es el Safersoil Wp, con registro
de venta ICA 9134, el cual es un producto con base de los hongos Trichoderma sp
y Paecilomyces sp. ideales para el control de hongos y nematodos fitopardsitos.

Figura13
Nematodos fitoparasitos encontrados en Montes de Maria

Fuente: Chamorro, (2021). Fuente: propia autor

En la zona de los Montes de Maria, se ha identificado la presencia de nematodos
fitoparasitos en los cultivos de aguacate (Figura 13), puesto que algunos agricultores
llevan un manejo integrado de plagas, como alternativa del control biolégico. A
raiz de esto, es necesario desarrollar politicas orientadas a restringir el uso de
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pesticidas agroquimicos, ya que podrian causar la reduccién del drea cultivada
y su rendimiento (Ramirez et al., 2019). Una gran alternativa es el desarrollo y la
aplicacién de agentes de control bioldgico de plagas como recurso de la agricultura
sostenible para esta zona, lo cual, permita preservar los recursos naturales y el
medioambiente para las futuras generaciones (Valbuena et al., 2021).

Si se regulan los nematodos con formulaciones a base de P. lilacinus, se necesitan
menos aplicaciones, pues se conserva y se restablece el balance natural del ecosistema.
P. lilacinus y Pochonia chlamydosporia son hongos nematéfagos y se ha comprobado
su efectividad contra Meloidogyne spp., (Fernandez-Santillan et al., 2016), ya que
estos hongos tienen la capacidad de infectar y destruir los huevos de los nematodos.

La mayoria de los hongos que tienen este modo de accién son saprofitos y pueden
invadir secundariamente a los huevos ya muertos. Asi mismo, P. lilacinus y P.
chlamydosporia son, probablemente, los parasitos de huevos mas eficaces. P. lilacinus
ha demostrado que controla con éxito los nematodos de la raiz, mientras M. javanica
y M. incognita se presentan en los cultivos de tomate, berenjena y otros horticolas
(Nesha y Siddiqui, 2017; Bennett y Shah, 2022).

Paecilomyces lilacinus

Caracterizacién general

P. lilacinus es un hongo presente en la mayoria de los suelos, presentandose con
mayor concentracion en sitios subtropicales y tropicales. Este organismo pertenece
a la division Ascomycota, clase Sordariomycete y familia Ophiocordycipitaceae.
Clasificaciones actuales de este hongo hifomiceto lo catalogan dentro la seccién
de las Isarioidea. Los hongos de este grupo se caracterizan por tener conidi6éforos
complejos y el habito de parasitar insectos y otros organismos, de manera que se
asocia a este grupo ya que no se lo ha encontrado en un perfecto estado. A partir de
esta nueva organizacién taxonémica, el nuevo nombre cientifico de este hongo es
P. lilacinum, sin embargo, su nombre original sigue siendo comtinmente utilizado
(Luangsa-ard et al., 2011; Moreno-Gaviria et al., 2020).

Por otra parte, este organismo es normalmente saprofito y produce un espeso micelio
de donde se forman los conidiéforos que producen las conidias. La produccion de
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conidi6foros, y por ende la concentracién final de conidias, puede verse afectada o
estimulada dependiendo de la cantidad de humedad y la disponibilidad de nutrientes.
Sus hifas normalmente poseen una textura lisa y presentan un espesor entre 3 y 5 um.
Apartir de estas estructuras se levantan conidiéforos que pueden llegar a tener hasta
650 pm, los cuales producen conidias con caracter fusiforme (Obornik et al., 2001;
Moreno-Gaviria et al., 2020; Homthong et al., 2016; Van den Brule et al., 2020) (Figura 14).

Figura14
Morfologia general del hongo P lilacinus

Nota: A) Estructuras principales. B) Crecimiento de en medio PDA.

Fuente: https://funica.org.ni

El crecimiento y desarrollo del hongo es posible en temperaturas de entre 8 a 38 °C,
teniendo un crecimiento 6ptimo entre 26 y 30 °C (Tigano y Inglis, 2006). Este organismo
es reconocido por ser un eficiente controlador biol6gico que parasita varios nematodos
que son plagas de distintos cultivos, entre estos destacan los género:s Meloidogyne,
Radopholus, Pratylenchus, Heterodera. y Globodeera. Aunque este hongo es mas agresivo
contra huevos de nematodos también se ha visto que parasita a nematodos méviles y a
hembras sedentarias. Por esta razén, este hongo esta siendo producido comercialmente
como un agente de control de plagas (Tigano y Inglis, 2006).

Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de los hongos imperfectos comprende cinco pasos principales:
dormancia de las conidias, germinacién, infeccién, desarrollo de micelio y conidiogénesis.
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El desarrollo de micelio y produccién de conidios viables esté directamente relacionado
con la disponibilidad de fuentes de nitrégeno y carbono, ademas del método de
inoculacién, salinidad del sustrato, relacién entre carbono y nitrégeno, aireacién y
contenido de humedad, entre otros. Asi, los conidiéforos son caracterizados por tener
un reducido movimiento de agua, ausencia de movimiento citoplasmético y una baja
actividad metabdlica. Bajo condiciones favorables, las conidias germinan formando
un tubo vegetativo, el cual sera la base para el futuro micelio (Brand et al., 2010).

Modo de Accidn

El hongo P, lilacinus ataca, principalmente, a los estados sedentarios y juveniles de los
nematodos. Es importante resaltar que los huevos de los nematodos fitopatégenos
estan compuestos, normalmente, por tres capas diferentes: la vitelina constituida,
en su mayoria, por proteinas, el tejido medio que estd formado de quitina y el
tejido interior hecho de lipoproteinas (Brand et al., 2010). La Figura 15 muestra los
mecanismos de destruccién del nematodo por parte de los hongos fitoparasitos.

Figura1s
Mecanismo de destruccion de nematodo

Hifas vegetativas ingresan

Salen a la superficie y comienza ala hemolinfa del nematodo
una nueva etapa vegetativa
con presencia de conidios Crecen en lavulva, se enquista
de a poco
Apareceran vacuolas
y desaparecerd la capa lipidica Las hifas formaran ramas
y las hifas llenaran el huevo y se esparciran sobre
la superficie del huevo
El huevo se hinchay accese ._/_
delacapavitelina Se forman apresorios

en la superficie del huevo

Fuente: propia autor

Para comenzar la colonizacidn, los conidios comienzan a desarrollar hifas, las cuales
forman un amplio canal de células que recubre el huevo del nematodo. Una vez
establecido, las puntas de las hifas se hinchan y forman apresorios que permiten la
penetracion de la hifa dentro del huevo. Esto se logra gracias a la actividad mecanica
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y enzimaética, en la cual, estan involucradas algunas proteasas y quitinasas. La enzima
serina proteasa actta directamente sobre la degradacién de la superficie del huevo,
mientras que la quitinasa actta liberando amonio de la descomposicién de quitina
y fomentando la poblacién de microbiota quitolitica que paraliza el crecimiento de
los huevos (Morton et al., 2004). Otros estudios han demostrado que el proceso de
infeccién comienza con la adhesion de las hifas al huevo y con ayuda de hidrofobinas.

Las hidrofobinas son una familia de proteinas hidrofébicas provenientes de los
hongos, se caracterizan por la capacidad de unirse a una interface hidrolitica/
hidrofébica por medio de la formacién de una pequena capa anfipatica (Vigueras et
al., 2014). Asi, mientras contintia la penetracion, el tejido vitelino del huevo comienza
a dividirse en tres bandas y se forman varias vacuolas. A partir de alli, se produce un
gran crecimiento de hifas que destruyen a los individuos que yacen dentro de esta
estructura. Finalmente, una gran cantidad de conidiéforos son producidos y el hongo
comienza a expandirse hacia huevos adyacentes. Por otro lado, P. lilacinus produce
toxinas que afectan el sistema nervioso y causan deformaciones en el estilete de los
nematodos sobrevivientes (Nene y Joshi, 2020; Islam et al., 2021) (Figura 16).

Figura16
Crecimiento micelial de Paecilomyces sp., sobre una larva de M. javanica.

Fuente: Davilay Hio (2005)
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El control biol6gico es una alternativa sostenible al control quimico. El uso de hongos para
controlar las plagas como los nematodos de la raiz puede implementarse para proteger el
medioambiente de los pesticidas. A menos que sean mds dificiles de producir, almacenar
y/o utilizar, pueden ser una solucién adecuada para proteger los cultivos. Actualmente,
algunos productos estan disponibles en el mercado y otros, se estdn desarrollando.

Aislar las cepas autdctonas es la mejor alternativa para asegurar el éxito del uso
de estos agentes de control biolégico, ya que pueden estar adaptados a la plaga
que tienen que controlar y al entorno en el que se van a utilizar. De manera que la
formulacién de estas cepas debe adecuarse para garantizar una buena conservacién
de los microorganismos y una alta virulencia contra las plagas (Dévila y Hio, 2005).

En la actualidad, el uso de pesticidas esta trayendo consigo serios efectos negativos
a los ecosistemas y afectando de manera directa a todos los seres humanos. Estudios
de los principales rios y arroyos en los Estados Unidos muestran que del 96 %
de todos los peces, 100 % de todas las muestras de agua superficial y 33 % de los
acuiferos contienen uno o mas plaguicidas en niveles detectables (United States
Environmental Protection Agency, [EPA], 2005). Asi mismo, se calcula que cada afio
alrededor del mundo, tres millones de personas presentan intoxicaciones graves
y agudas debido a plaguicidas, de los cuales el 90 % ocurren en paises en via de
desarrollo. Sin embargo, estos casos son ejemplos solamente de efectos agudos.
Por otra parte, los efectos crénicos se observan a largo plazo y, normalmente, son el
resultado a varias exposiciones a estos pesticidas, pero a cantidades pequefias. Dicho
efecto puede traer efectos neuroldgicos, trastornos reproductivos, efectos cutaneos,
trastornos inmunolégicos, lesiones hepaticas, cancer, problemas mutagénicos
y tetragénicos, entre otros (Li ef al., 2022). Igualmente, la persistencia de varios
compuestos activos de los pesticidas puede producirse durante varios afios,
acumulando asi, mayores concentraciones en el ambiente. Algunos estudios han
demostrado que estos compuestos pueden ser almacenados en tejidos adiposos y
que pueden ser encontrados en la leche materna por un largo tiempo después de
la exposicion al producto (Feng et al., 2021). Por estas razones, es muy importante
reducir el empleo de pesticidas quimicos, evitando asi una mayor contaminaciéon
del ambiente y limitando los efectos negativos sobre la salud humana.

Sin embargo, la produccién agricola debe mantenerse para continuar alimentando
a los pobladores del mundo. Por esta razén, es un cambio significativo que se
utilicen controles de plagas amigables con el ambiente que permitan reducir las
pérdidas del cultivo de una manera econémica y sustentable. Y es aqui donde
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entra la utilizacién del organismo benéfico, ya que cumple con los requisitos
anteriormente mencionados (Saravanan et al., 2022b).

Por ello, el hongo P. lilacinus es de los organismos mds frecuentemente utilizados en el
control biolégico de nematodos. Este microorganismo produce y libera conidias que
parasitan nematodos, reduciendo asi sus poblaciones. El aspecto positivo de este método
es su uso preventivo, en comparacién con la mayoria de los métodos quimicos que,
normalmente, son aplicados al encontrar una alta incidencia de la plaga. En este caso,
tratindose de un ser viviente, es posible incubar cepas de este organismo y multiplicarlo
para elaborar un producto que sea aplicable sobre el cultivo (Luangsa-ard et al., 2011).

Desde el comienzo de la agricultura, los humanos han tenido que lidiar con plagas
que atacan sus cultivos y que, como consecuencia, producen una reduccién en los
rendimientos de estos. Actualmente, una de las plagas mas graves en los cultivos
es la de los nematodos, ya que se estima que causan la pérdida de hasta un 12 %
en los rendimientos agricolas a nivel mundial, lo cual, representa alrededor de
78000 000 000 000 USD anuales. En efecto, estos organismos son una plaga complicada
de controlar, ya que muchos de los productos quimicos usados actualmente para su
control no afectan el estadio inicial del huevo. Sin embargo, nuevas técnicas de control
se estan empleando, entre las cuales se destaca la utilizacion de controladores biologicos
(Shen et al., 2021). Paecilomyces lilacinus es un hongo Ascomycota que ataca a varios
estadios del nematodo y puede ser muy eficiente si se lo encuentra en concentraciones
adecuadas. La aplicacién de estos organismos se vuelve cada vez més comun, por lo
que la eficiencia en los métodos de produccion es alcanzable. En los tltimos afios, se
ha visto una mayor implementacién de nuevas estrategias para el manejo de cultivos,
los cuales se pueden englobar en el Manejo Integrado de Plagas (MIP). E1 MIP es
una estrategia que se caracteriza por ser preventiva y perdurable, que utiliza tcticas
compatibles para controlar y suprimir las poblaciones de organismos dafiinos que no
produzcan pérdidas econémicamente considerables (Sarwar et al., 2021).

Entre las técnicas incluidas en el MIP, se encuentra la utilizaciéon de organismos
benéficos que controlan plagas. Estos pueden ser catalogados como cualquier ser
vivo que ayude a suprimir y controlar a una poblacién de organismos que estén
afectando el crecimiento y desarrollo del cultivo (Wang et al., 2020). En la actualidad,
se emplean diferentes microorganismos, los mas comunes son: Bacillus, Paecilomyces,
Lecanicillium, Metarhizium, Beauveria y Trichoderma. El aspecto positivo de estos
controladores es que tienen una especificidad mucho mas alta que la gran mayoria
de productos quimicos y, ademds, no dejan residuos téxicos (Hansen et al., 2021).
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Por ejemplo, el hongo Paecilomyces lilacinus es un organismo que habita en la
rizésfera, especialmente en suelos ricos en materia orgdnica que contenga una
buena cantidad de humedad. Hay una mayor poblacién en climas templados y
es reconocido por su potencial como controlador biolégico. Su mayor relevancia
radica en que funciona como patégeno de nematodos, ya que es muy eficiente
reduciendo poblaciones de este tipo de plaga (Morton et al., 2004). A pesar de que
se lo puede encontrar de forma natural en el suelo, rara vez se hallan poblaciones
lo suficientemente numerosas como para lograr un control eficiente. Por esta razén,
es recomendable hacer aplicaciones de este microrganismo para lograr elevar los
niveles de poblacién y asi, tener un mejor control (Morton ef al., 2004). Este hongo
parasita huevos y los estados juveniles de nematodos con gran facilidad. Ademads,
este hongo tiene la capacidad de sobrevivir como saproéfito en el suelo y, en caso
de ausencia de nematodos. P. lilacinus, produce conidios a partir de conidiéforos
erectos que se desarrollan desde los micelios (Sunitha et al., 2013).

Este organismo tiene la capacidad de reproducirse bajo condiciones apropiadas, por
lo que su cultivo es factible; por esta razon, varias fincas agricolas estdn optando
por la elaboracién de productos a base de P. lilacinus de una manera artesanal, es
decir, a escalas relativamente pequefias y con reducidos componentes tecnolégicos
(Sunitha ef al., 2013). Esto genera una menor dependencia de las casas comerciales
y del uso de productos quimicos que pueden tener efectos perjudiciales.

En la actualidad, no existen modelos o guias estandarizadas para la produccién
artesanal de Paecilomyces, ya que la mayoria de las veces se aprovecha el material
de desecho agricola. Por esta razon, varios ajustes y mejoras pueden ser alcanzados
con més investigacion sobre el tema, lo que podria traer como consecuencia una
mayor concentracion final de conidias, haciendo mas rentable la elaboracion y
mas eficaces las aplicaciones (Gao y Liu, 2009).

Métodos de control y manejo de nematodos

El control y manejo de nematodos es bastante complicado por medios
convencionales, ya que, normalmente, cuando el agricultor nota sefiales de estrés
en el cultivo, la plaga ya esta establecida. Hace algunos afios se desarrollaron
productos sintéticos que se han comercializado como nematicidas o fumigantes
del suelo; sin embargo, estos han perdido confianza debido a su baja eficiencia y
especificidad y, también, por sus altos grados toxicidad y residualidad (Karuri, 2022).
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Una de las técnicas cominmente utilizadas para el control de nematodos es la
fumigacién de suelos con productos quimicos como el edafén, el metam sodio, metam
potasio, bromuro de metilo y dicloropropeno. Por otro lado, como nematicidas se
emplean, normalmente, carbofuran, terbufos y cadusafos, entre otros. Sin embargo,
el control de huevos de nematodo con esta técnica es bastante ineficiente (Dong et al.,
2012). Por estas razones, es recomendable utilizar métodos preventivos para lograr
controlar las poblaciones de nematodos, puesto que es virtualmente imposible tener
un suelo libre de estos organismos. Entre las técnicas mas usadas se encuentran
las estrategias de control cultural, empleando técnicas de barbecho, inundacién,
aplicaciéon de abono orgénico, cultivos de cobertura, rotacién de cultivos y utilizacion
de variedades resistentes, entre otras (Waller, 2006). La Figura 17 muestra, a manera de
ejemplo, una escala de severidad del dafio ocasionado por el nematodo Meloidogyne
sp. en plantas de tomate, propuesta por Brigde y Page (1980).

Figura17
Escala de severidad del daiio ocasionado por el nematodo Meloidogyne sp.
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Nota: Escala propuesta por Brigde y Page (1980), para evaluar a severidad del dafio ocasionado por el nematodo
Meloidogyne sp.

Fuente: Brigde y Page (1980).
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En condiciones favorables de humedad, después de la invasion, las estructuras del
hongo salen del cuerpo del nematodo y se producen nuevas conidias que pueden
afectar a otros nematodos (Anastasiadis et al., 2008). También se conoce que P.
lilacinus es capaz de producir toxinas que causan problemas al sistema nervioso de
los nematodos y de generar deformaciones en el estilete, de manera que, a pesar
de que sobreviven, permite reducir el dafio y sus poblaciones (Yang et al., 2015).

Gonzilez et al. (2012) estudiaron la eficacia de P. lilacinus en lulo (Solanum quitoense Lam),
en el marco de este proyecto afirman que, desde el momento de contacto con los huevos,
este hongo crece rdpidamente, parasitando los que estan en etapa temprana de desarrollo
embrionario, lo que corrobora que la aplicacion debe hacerse desde la siembra o antes.

Para determinar la eficacia de este hongo como agente controlador biolégico, se
colocaron muestras de huevos que contienen diversos medios de cultivos inoculados
con los hongos. Los resultados indicaron que P. lilacinus infect6 los huevos en un
término de cinco dias y destruy6 el embrion. El porcentaje de infeccién en los huevos
estd directamente relacionado con el tiempo al que estos estdn expuestos (Cedefio, 2004)

Ahmad et al. (2019) evaluaron la capacidad in vitro de P. lilacinus y P. variotii para

la reduccién de huevos de Meloidogyne sp. y Fasciola gigantica. Las esporas de
dichos hongos fueron agregadas sobre los huevos de las especies en cuestion; y
los resultados indicaron que P. lilacinus tiene mejores resultados en el control de
huevos de ambos patégenos (Figura 18).

Figura18
P lilacinus en el control de huevos de ambos patogenos

Nota: P lilacinus parasitando huevos de Fasciola gigantica (1zquierda) y huevos de Meloidogyne spp. (Derecha).

Fuente: Ahmad et al. (2019)
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Por otra parte, una de las especies de hongos mas estudiadas en el control del
nematodo M. incognita es P. lilacinus (Thom) Samson, la cual habita el suelo de
forma natural y ha demostrado tener la capacidad de regular las poblaciones
de nematodos a niveles no dafinos en el cultivo y, en algunos casos, ha servido
como estimulador de desarrollo de las plantas. Este patégeno parasita los huevos,
invadiéndolos y después destruyendo sus embriones, evitando asi la formacién
de larvas; finalmente, también parasita hembras a las cuales les causa la muerte.
Se establece en el suelo, crece saprofiticamente, se disemina con bastante rapidez
y al poco tiempo llega a ser la especie dominante (Lora y Betancourth, 2008).

Sin embargo, en algunos estudios se observé una baja efectividad de este organismo
en el control de nematodos, lo cual se puede atribuir a la época de aplicacion, ya
que el hongo debe establecerse en el suelo para poder actuar. También, se reporta
que tienen la capacidad de producir enzimas quitinoliticas que pueden destruir
la pared de los huevos y la cuticula de juveniles, lo que facilita el proceso de
micoparasitismo (Xiujuan et al., 2000).

En el cultivo del banano se ha demostrado la efectividad de P. lilacinus contra
Rodopholus similis y M. incognita, principalmente cuando se utiliza como agente
preventivo o ante infecciones ligeras. Algunos de los requisitos necesarios para
lograr una buena efectividad son: que las plantaciones tengan una buena atencién
agrotécnica, mantener una buena humedad en las areas tratadas con el hongo,
aplicarlo al atardecer para protegerlo del sol y lograr una buena incorporacién
del producto al suelo (Busquets et al., 1994).

El uso de bioplaguicidas a base de P. lilacinus para el control de nematodos debe
ser considerado como parte de los programas de manejo integrado de plagas y
no como tnica medida de control (Wang et al., 2020). Por lo tanto, para un control
efectivo de nematodos, el uso de Paecilomyces debe estar combinado con algunas
medidas preventivas, entre las que podemos mencionar las siguientes:

— Seleccion adecuada del lugar de siembra.
— Uso de plantas (vivero) libres de nematodos.
— Evitar el uso de plantas de vivero procedentes de areas infestadas con nematodos.

— Uso de material de siembra tolerante a nematodos (injertos).
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— Evitar el uso de suelo contaminado (en vivero).
— Regulacién del nivel de sombra en la plantacion.
— Identificacién de especies de nematodos presentes y monitoreo de la poblacion.

Se debe considerar que los productos a base del hongo P. lilacinus son una medida
de supresion directa, cuya efectividad depende del contacto con la plaga, de modo
que si el hongo no llega hasta el nematodo no hay control de este. En ese sentido,
se debe garantizar que la aplicacién del hongo llegue a cubrir el drea o zona donde
se localizan los nematodos, esto se puede lograr utilizando un volumen adecuado
de agua para la aplicacién. En definitiva, P. lilacinus puede ser utilizado para el
control de nematodos, ya sea en plantas de vivero o en plantaciones establecidas,
tanto en aguacates en desarrollo como en fase produccién (Ahmad et al., 2019).

Control biolégico de nematodos fitoparasitos a base del hongo Paecilomyces lilacinus | 87






Capitulo 4.

Diversidad poblacional

y funcional de bacterias
endo6fitas promotoras

de crecimiento asociadas
a plantulas de aguacate






Capitulo 4. Diversidad poblacional y funcional
de bacterias endofitas promotoras de
crecimiento asociadas a plantulas de aguacate

Las bacterias enddfitas han sido exploradas por su papel como promotoras de
crecimiento, sin embargo no se conoce mucho de su presencia en plantaciones de
aguacate. El objetivo de este estudio fue aislar y evaluar la capacidad de impulsar el
crecimiento de bacterias endéfitas asociadas a plantaciones de aguacate. De esta manera,
el andlisis a las poblaciones de bacterias endofitas se realiz6 a partir de tejidos de
plantula de aguacate recolectados, proporcionando un aislamiento y una determinada
densidad poblacional de dichas bacterias por tejido. Asimismo, se determiné in vitro
la capacidad de fijacion de nitrégeno, la reduccién de N2 a ion amonio, la produccién
de fosfato soluble y de 4cido 3 indol acético, todo ello se realizé en medios Burk, caldo
Burk’s, NBRID y liquido Burk Corea, respectivamente. Las cepas con actividad positiva
se identificaron a nivel molecular a través del secuenciamiento de productos de PCR
amplificados con oligonucleoétidos especificos de la region ADNr 16S para eubacteria.

La produccién agricola estd limitada por la disponibilidad de nutrientes. Por
ejemplo, para las plantas, la disponibilidad de nitrégeno (N) es la principal limitante
en la productividad de los cultivos que, junto con el fésforo (P), determinan el
crecimiento vegetal. Para aumentar la disponibilidad de estos nutrientes y mejorar
la productividad de los cultivos, se adicionan fertilizantes quimicos, continuamente,
al suelo y, aunque su utilizacién es critica para la produccion de alimentos, hoy
en dia se ha convertido en una préctica costosa que acarrea serias consecuencias



ambientales (Fiedls, 2004), por la contaminacion de las aguas freaticas, eutrofizacién,
emanacién de gases que contribuyen al efecto invernadero, acumulacién de
sustancias toxicas en las cadenas tréficas (Camelo ef al., 2011) y alteraciones
significativas en los componentes organicos y bidticos del suelo que modifican el
equilibrio ecolégico en los agroecosistemas (Reyes et al., 2008).

Ahora, las bacterias que viven y prosperan dentro de su planta huésped se denominan
bacterias endéfitas (Hardoim et al., 2008), en las cuales, se han evidenciado ciertas
funciones directas e indirectas en la mejora del crecimiento de las plantas o en la
calidad del suelo. Directamente, las bacterias enddfitas pueden beneficiar a las
plantas ayudédndolas a obtener nutrientes y a mejorar su crecimiento modulando
las hormonas relacionadas con ello, lo que puede ayudar a las plantas a crecer mejor
en condiciones normales y de estrés (Ma ef al., 2011, Emami et al., 2019).

Estas bacterias son consideradas una subclase de bacterias rizosféricas, comtinmente
llamadas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV). De hecho,
son un grupo especializado de rizobacterias que han adquirido la capacidad de
invadir su planta huésped (Reinhold-Hurek y Hurek, 1998). Asi, estas comparten
todos los rasgos importantes consistentes con la promocién del crecimiento de la
planta huésped que se encuentran en las rizobacterias, sin embargo, los efectos
beneficiosos que proporcionan las bacterias endofitas a las plantas huésped suelen
ser mayores que los proporcionados por muchas bacterias rizosféricas. Y tales
efectos pueden exacerbarse cuando las plantas son desafiadas por condiciones de
estrés (Chanway, 2000; Hardoim et al., 2008).

Por otra parte, los mecanismos directos de las RPCV incluyen: la fijacién de nitrégeno,
la solubilizacién de fésforo y potasio, y la produccién de hormonas y sideréforos.
Mientras que los mecanismos indirectos incluyen: la reduccién del etileno, el biocontrol
de ciertos patoégenos, la quelacién del hierro, la induccién de resistencia sistémica a
las plantas (Hallmann et al., 1997; Hardoim et al., 2008; Ryan et al., 2008; Compant et
al, 2010; Bulgarelli et al., 2013) y la remediacion de suelos contaminados por metales
y por contaminantes organicos (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006) Ademas,
pueden ser fuente de nuevos metabolitos y vias (Jiao et al., 2016; Singh et al., 2017).

La contribucién de los microbios endéfitos en la salud de las plantas a diferentes niveles
puede estudiarse utilizando tecnologias avanzadas, como la metabolémica de toda
la planta. El microbioma de las endéfitas libera ciertos compuestos tipo metabolitos
secundarios dentro la rizosfera y en los tejidos vegetales de plantas de interés agricola
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(Del Giudice et al., 2008; Lopez-Fernandez et al., 2016) y también biotransforman ciertos
metabolitos producidos por las plantas (Fu et al., 2017) y estimula la produccién de
otras sustancias quimicas (Li ef al., 2012; Gao et al., 2015, 2018).

La fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico es considerada como el segundo
proceso mas importante que se lleva a cabo en la naturaleza, después de la
fotosintesis (Sylvia et al., 2005). En ausencia de fertilizantes nitrogenados o residuos
de animales, la dindmica de los agroecosistemas depende enteramente de un
grupo de bacterias y otros microorganismos que tienen la habilidad para reducir
el nitrégeno atmosférico a nitrégeno organico. Las bacterias endéfitas pueden
aumentar la disponibilidad de este elemento primario en las plantas hospederas,
fijando el nitrégeno atmosférico en las plantas huésped, mediante la expresion de
la actividad de la enzima nitrogenasa (Montanez et al.,2012). La nitrogenasa es una
proteina altamente conservada y todas las bacterias fijadoras de N2 tienen esta
enzima con una amplia evidencia, lo que sugiere la transferencia lateral de genes
(Ivleva et al., 2016). Ademas, las bacterias fijadoras de nitrégeno como Azoarcus
sp. BH72, Azospirillum brasilense, Burkholderia spp., Gluconacetobacter diazotrophicus
y Herbaspirillum seropedicae han sido reportadas en la planta huésped mediante la
fijacién de N2 en condiciones controladas (Bhattacharjee et al., 2008).

En cuanto al fésforo, este es otro macronutriente fundamental para las reacciones
enzimaticas responsables de muchos procesos fisiolégicos de las plantas (Ahemad,
2015). Aunque esta presente en amplias cantidades, la mayor parte del f6sforo del suelo
es insoluble y, por lo tanto, no puede apoyar el crecimiento de las plantas debido a su
falta de disponibilidad. Ademas, casi el 75 % del fésforo aplicado como fertilizante
forma complejos con el suelo y no esta disponible para las plantas (Ezawa et al., 2002).

No obstante, las bacterias endoéfitas pueden aumentar la disponibilidad del fésforo
para las plantas solubilizando los fosfatos precipitados, utilizando mecanismos
como la acidificacién, la quelacién, el intercambio de iones y la produccién de
acidos organicos (Nautiyal et al., 2000). Estas bacterias pueden aumentar la
disponibilidad de fésforo en el suelo mediante la secrecion de fosfatasa acida que
puede mineralizar el fésforo organico (Van Der Heijden et al., 2008). Ademas, las
bacterias enddfitas pueden evitar la adsorcién y fijacion del fosfato en condiciones
limitantes, asimilando el fésforo solubilizado (Khan y Joergensen, 2009).

Por lo tanto, estas bacterias pueden actuar como un sumidero para proporcionar fésforo
a las plantas cuando lo necesiten. También, se han identificado diferentes especies
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que solubilizan fosfatos, dentro de ellas se encuentran las pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Erwinia, Enterobacter, Rahmella Serratia, Synechococcus, Agrobacterium,
Burkholderia y Aerobacter, entre otras. Dichas especies no solo asimilan el fosfato, sino
que lo solubilizan en grandes cantidades (Fernandez et al., 2005; Rodriguez et al., 2006).

Asimismo, el acido indol-3-acético (AIA) es una importante auxina vegetal que
interviene en numerosos procesos fisiol6gicos de las plantas, los cuales incluyen: la
senalizacién entre células, la regulacién del desarrollo de la planta y la induccién
de los sistemas de defensa de la planta (Gravel et al., 2007; Navarro et al., 2006;
Spaepen et al., 2007). Esta fitohormona puede iniciar la formacién de raices laterales
y adventicias, mediar en las respuestas a estimulos, afectar a la fotosintesis y a la
biosintesis de metabolitos y mediar en la resistencia a las condiciones de estrés
(Glick, 2012); ademaés, puede controlar la sintesis de otras hormonas vegetales
como el etileno (Woodward y Bartel, 2005).

La modulacién de las reservas de AIA en las plantas es un rasgo importante por
el cual las bacterias enddfitas pueden mejorar el crecimiento de las plantas. La
produccién de AIA por parte de las bacterias endéfitas probablemente mejore
la biomasa y la superficie de las raices de las plantas, asi como la produccién de
raices laterales en las plantas hospederas (Dias et al., 2009; Kuklinsky-Sobral ef al.,
2004; Taghavi et al., 2009; Tsavkelova et al., 2007).

Las plantas pueden desarrollar asociaciones con miembros de su ecosistema para
prosperar en su entorno natural. Asi, los microorganismos hacen parte de los
organismos mds importantes, ya que pueden desarrollar asociaciones beneficiosas con
plantas (Santoyo et al., 2016). Estas bacterias beneficiosas para las plantas proporcionan
numerosos ventajas a su huésped, ayudandolo a tolerar diversos estreses bidticos y
abidticos que pueden contribuir a mejorar su crecimiento (Miliute et al., 2015). En suma,
estas bacterias pueden vivir tanto externa como internamente en su planta huésped.

Ahora, el aguacate es considerado uno de los principales cultivos en zonas tropicales
y subtropicales del mundo. Esta fruta genera demanda en los mercados nacionales e
internacionales debido a su alto contenido nutricional y a su aplicacion en la industria
cosmética y farmacéutica (Aradjo et al. 2018). En los tdltimos afios la produccién
mundial de aguacate fue de aproximadamente de 4,2 millones de toneladas por afio,
siendo Colombia el segundo productor de aguacate del mundo y aportando el 11 %
de la produccién mundial de aguacate (FAO, 2021). Asimismo, la produccién requiere
para su 6ptimo rendimiento, el uso de altas cantidades de fertilizantes quimicos que,
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aunque logran su propoésito, generan una serie de problemas de tipo ambiental. En
respuesta a esta problematica, tiltimamente se han incrementado las investigaciones
sobre la bisqueda de mecanismos mas amigables con el medioambiente.

Estudios comparativos de bacterias endéfitas asociadas a cultivos de aguacate
son escasos, sin embargo Jorquera et al., (2012) llevaron a cabo investigaciones
sobre la presencia de bacterias rizosféricas asociadas con arboles de aguacate cv.
Hass, los cuales respaldan la hipétesis de que varias de las especies analizadas e
identificadas poseen la capacidad de producir la enzima 1-aminociclopropano-1-
acido carboxilico desaminasa (ACC), la cual degrada el exceso de etileno producido
en las raices por su crecimiento en suelos salinos. Esto contribuye a la tolerancia
de las plantas de aguacate en estos ambientes y a la nutricién de dicho cultivo.

A raiz de ello, en este estudio, se presentan los resultados de un proyecto que
pretendia identificar la diversidad poblacional de bacterias endéfitas asociadas en
raices de plantulas de aguacate, localizadas en los municipios de Chalan y Ovejas,
subregiéon Montes de Maria, Colombia. Y, en suma, evaluar in vitro la capacidad
de reducir del nitrégeno a ion amonio, producir fosfato soluble y acido 3 indol
acético, sustentado en que estos tres compuestos, producidos por estas bacterias
enddfitas nativas asociadas a las raices de las plantas de aguacate, pueden mejorar
el crecimiento vegetal bajo las condiciones edaficas establecidas en dicho cultivo.

Materiales y métodos

Sitio experimental y muestreo

Se colectaron muestras aleatorias en zig-zag, en plantas de aguacate con raices,
tallos y hojas en la vereda Salitral, municipio de Ovejas, (9°31'33"N 75°13'38"O y
altitud de 254 m s. n. m.) y la vereda el Limé6n perteneciente al municipio de Chalan
(9°32'38"N 75°18'45"O y altitud de 270 m s. n. m.), ambas veredas pertenecientes a
la subregién Montes de Maria (MM), departamento de Sucre, Colombia.

MM es una zona de bosque seco tropical y su paisaje caracteristico es de montafia.
Ademas, presenta una temperatura promedio de 27 °C, con precipitaciones que pueden
variar entre los 1000 y 1 200 mm al afio (Aguilera-Diaz et al., 2013; Burbano, 2019).
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Aislamiento de bacterias endéfitas

El aislamiento de las bacterias endofitas se llevé a cabo de la siguiente manera:

Desinfeccion superficial de tejidos

A cada planta recolectada se le hizo una separacién de tejidos (raiz, tallo y hoja)
y, posteriormente, dichos tejidos fueron sometidos a un proceso de desinfeccién
superficial mediante los protocolos descritos por Bueno-Pallero et al. (2018).

Determinacion de la densidad poblacional

Después del proceso de desinfeccién, cada tejido se deposit en platos de porcelana,
se macerd con ayuda de nitrégeno liquido hasta homogenizar y se prepararon
diluciones seriadas (de 10-1 a 10-8) por triplicado, de las cuales se tomaron alicuotas
para después depositarse sobre la superficie de agar R2A y, finalmente, se incubaron
a 32 °C por 72 horas. La densidad poblacional de bacterias por tejido (UFC/g) fue
determinada mediante un conteo directo de colonias sobre la superficie de las
placas y seleccionando aquellas colonias que se diferenciaban en cuanto a forma,
textura, color y tamarfio (Bueno-Pallero et al., 2018).

Evaluacioén in vitro: actividad de promocién de crecimiento de bacterias endéfitas
aisladas de los tejidos de plantulas de aguacate

Ensayo de evaluacion de nitrogeno reducido en forma deion amonio

Las cepas con crecimiento positivo sobre la superficie del medio Burk (Park et al., 2005;
Tejera et al., 2005) fueron utilizadas para la evaluacién del nitrégeno total reducido
en forma del ion amonio, para lo cual, las cepas se inocularon en medio caldo Burk’s,
a 30 °C durante 72 horas, a 150 rpm. Luego de este tiempo, se afadié al medio KCl a
una concentracién de 2M y se en incubé nuevamente bajo las condiciones previamente
descritas durante 1 hora. Seguidamente, se tomaron 10 ml de sobrenadante y se
centrifugaron a 8000 rpm por 20 minutos; al finalizar este tiempo, se agregd una
solucién alcoholica de fenol al 10 %, nitroprusiato de sodio al 0,5 % y 1 ml de solucién
oxidante (20 g citrato de sodio, 1 g de hidréxido de sodio y 1 ml de hipoclorito de
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sodio 1,5 N en 100 ml de H20). Dicha mezcla més la muestra se incubaron por 1 hora
para luego analizar los resultados, esto mediante la lectura de absorbancia a 632 nm
en un espectrofotémetro Genesys 10S UV-Vis (Mantilla ef al. 2007).

Determinacion del fosfato disuelto

Las cepas que produjeron halo y en las que se evidenci6, cualitativamente, la
capacidad de solubilizar fosfato en el medio de cultivo NBRID fueron utilizadas para
la determinacién indirecta de fosfato disuelto (Rodriguez et al., 2016). Las cepas se
incubaron en el medio NBRID, enriquecido con fosfato de calcio tribasico, durante
72 horas a 30 °C a 150 rpm; pasado este tiempo, las muestras fueron centrifugadas
a 8000 rpm durante 20 minutos. Luego, se tom6 1 ml del sobrenadante para ser
resuspendido en 7 ml de agua destilada; a esta suspension se le adicionaron 2 ml del
reactivo Vaneato Molibdato para luego incubar las muestras durante 30 minutos.
Una vez cumplido el tiempo, se tomaron las lecturas de absorbancia a 540 nm,
los datos se analizaron empleando la curva patrén estandarizada y cada ensayo
se evalud por triplicado (Lara et al., 2013).

Ensayo de produccion de acido 3 indol acético

La capacidad de producir de acido indol acético fue evaluada utilizando el medio
liquido Burk Corea (0,41 g KH2PO4, 0,52 g K2HPO4, 0,05 g Na2504, 0,2 g CaCl2,
0,1 MgSO4 * 7H20, 0,01 g Fe SO4 * 7H20, 0,0025 g NaMoO4, en 1000 ml de agua
destilada y suplementado con 0,1 g tript6fano), precursor del acido indol acético.
Asi, la densidad 6ptica de los cultivos fue medida y la concentracién de las cepas
fue de 106 UFC/ml. Luego, dichas cepas fueron inoculadas en el medio liquido Burk
Corea e incubadas a 150 rpm por 72 horas, después de este tiempo, se tomé 1 ml de la
suspension bacteriana y se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, se
tomo una alicuota del sobrenadante y se le agreg6 el reactivo de Salkowski (Dawwam
et al., 2013; Gordon y Weber, 1951), esta se incub6 en oscuridad por 30 minutos y,
una vez transcurrido este tiempo, se midi6 la absorbancia de la muestra a 450 nm.
Finalmente, para la determinacién cuantitativa se utilizé la curva estandarizada a
través de soluciones de dcido 3 indol acético puro (Lara ef al., 2011).
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Diversidad de bacterias endoéfitas

La extraccion de ADN se realiz6 segtin el protocolo descrito por Green y Sambrook
(2012) y Oliveira et al. (2013). E1 ADN extraido fue cuantificado con un nano
espectrofétometro, ND-100 (NanoDrop, Wilmington, Delaware, Estados Unidos),
a una longitud de onda de 260 nm. La pureza del ADN se determiné estableciendo
la relacién de absorbancia entre 260 y 280 en un rango de 1,8 a 2,0. La identificacién
molecular de bacterias rizosféricas se determiné mediante el uso de iniciadores
especificos para bacterias de la regién ADNr 16S (Oliveira et al., 2013).

Posteriormente, los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa
concentrada al 1 % y fueron observados en un transiluminador después de haber
sido coloreados con bromuro de etidio. Los productos amplificados fueron enviados
a secuenciacién a la empresa Macrogen (Setil, Corea del Sur), en un secuenciador
automatico con capilar 3730XL. A partir de alli, las entidades de las secuencias
nucleotidicas obtenidas se compararon con las almacenadas en los bancos de
datos de la National Center for Biotechnology Information (NCBI). Finalmente, el
alineamiento de bases se realiz6 con el software Clustal W y el analisis y correcciéon
con el programa Mega 4.0. (Tamura et al., 2007).

Los resultados obtenidos de las variables de bacterias endéfitas (UFC/g de tejido)
en funcion a tejidos y municipios se expresaron como la media + D.E. con el criterio
de normalidad previamente determinado bajo la prueba de Shapiro-Wilks (5 %),
mientras las diferencias significativas se establecieron con la prueba de Tukey
(5 %). Luego, los datos se tomaron por triplicado y fueron analizados en el software
InfStat versién libre.

La prueba de Shapiro-Wilk arrojé un valor de p—de 0,0971, que es superior a 0,05,
lo que indica una distribucién normal de los datos. El Anova estableci6 diferencias
estadisticas significativas dentro de los factores y entre ellos. Por otra parte, la
prueba de rangos multiples de Tukey (5 %) mostré diferencias significativas entre
la cantidad de bacterias endéfitas y los municipios estudiados, encontrandose
que el municipio de Ovejas present6 la mayor densidad poblacional de bacterias
endofitas con un 3,6 x 106 + 3,4 x 108 UFC/g de tejido, mientras que en el municipio
de Chaléan se aislaron la menor densidad de bacterias con 2,4 x 106 = 2,1 x 108
UFC/g de tejido (Figura 19).
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Figura19
Resultado de prueba de rango miltiple de Tukey para la cantidad de bacterias endéfitas
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Nota: Resultado de prueba de rango multiple de Tukey para cantidad de bacterias endéfitas (UFC/g de tejido) en
plantulas de aguacate en el municipio de Chalany Ovejas, Sucre, Colombia.

Con respecto a la cantidad de bacterias enddfitas por tejidos, las raices presentaron
la mayor densidad de bacterias endéfitas con 9,6 x 107 + 6,8 x 108 UFC/ g de tejido,
seguido del tallo con 1,6 x 107 + 1,4 x 108 UFC/g de tejido y, finalmente, las hojas
con 4,3 x 105 + 3,7 x 107UFC/g de tejido (Figura 20).

Figura 20
Resultados de la prueba de rango miiltiple de Tukey para la densidad de poblacion de bacterias endofiticas
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Nota: Resultados de la prueba de rango mdltiple de Tukey para la densidad de poblacién de bacterias endofiticas
(UFC/g de tejido) por tejido en plantulas de aguacate.
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En este estudio, al reportarse una mayor presencia de bacterias enddfitas asociadas
en las raices de plantulas de aguacate, se llevé a cabo los siguientes cuestionamientos:
¢Qué actividades promotoras de crecimiento realizan estas bacterias en las raices de
plantulas de aguacate establecidas en los municipios de Chaldn y Ovejas? y ;cudles
son las principales especies de las bacterias endéfitas presentes en dicho ecosistema?

En la Figura 21A se observan los resultados del ensayo de nitrégeno reducido
en forma de ion amonio. Las cepas C1R3ChLim y C3R2Chlim presentaron los
mayores valores de produccién de ion amonio 3.7 y 3.1 mg/L, respectivamente y los
menores valores fueron observados en la cepa C5R30vLIM y C3R60VLIM con 0.9
y 1.1 mg/L, respectivamente. Asi, los resultados evidencian que las cepas aisladas
del municipio de Chaldn presentaron una mayor produccién del ion amonio con
respecto a las aisladas de suelo de plantaciones de aguacate del municipio de Ovejas.

En la Figura 21b se indican los resultados de la actividad de produccién de fosfato
soluble de las cepas de bacterias rizosféricas, con base en los hallazgos obtenidos
con los aislados de mayor actividad. Esto correspondi6 a la cepa C1R3ChLIM
(2720 m/L), obtenida en plantaciones de aguacate del municipio de Chalan, por
otra parte, los menores valores producidos se encontraron en la cepa C5R30vLIM
(765 m/L), del municipio de Ovejas. Asimismo, se observa en la Figura 21 una
relacién inversa con respecto al pH del medio, indicando que a medida que las
cepas solubilizan el fosfato, se presenta una menor acidificacién del medio.

En cuanto a los resultados de la produccién de &cido 3 indol acético mg/L, estos
muestran que solo seis cepas produjeron dicho compuesto (Figura 21c), siendo la
cepa C2R10vLIM la que present6 la mayor produccién (16,3 mg/L), mientras que
los menores valores se encontraron para la cepa CIR3ChLIM (2,3 mg/L).
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Figura 21
Relacién inversa con respecto al pH del medio
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Nota: Resultados de prueba de produccién de ion amonio (mg/L) (A) fosfato soluble (mg/L) (B) acido 3 indol acético
(mg/L) (C) por cepas de bacterias enddfitas de aguacate cv. Lorena en los Montes de Maria, departamento de Sucre,
Colombia. C2R10vLIM: C: Cepa; R: Rizdsfera; Ch: Chaldn; Ov: Ovejas; LIM: Laboratorio de investigaciones microbiolégicas.

Ahora, en la Figura 22 y en la Tabla 1 se exponen los resultados del analisis de
agrupamiento de secuencias RNAr 16s de bacterias rizosféricas y su similitud
con secuencias de especies de bacterias almacenadas con la base de datos del
GenBank. En los resultados obtenidos del secuenciamiento, se relacionan las
bacterias identificadas con la actividad de promocién de crecimiento observada
in vitro. En suma, en dichos hallazgos se identificaron las especies de bacterias
enddfitas de plantulas de aguacate del municipio de Chaldn como: Azospirillum
brasiliense, Gluconoacetobacter diazotrophicus, Pseudomonas entomophila, Pseudomonas
aeruginosa y Herbaspirillum seropedicae y en el municipio de Ovejas se identificaron las
especies de bacterias endofitas: Pseudomonas putida, Pantoea vagans, Gluconacetobacter
liquefaciens, Azotobacter vinelandii y Burkholderia diazotrophica.
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Con respecto a la actividad de promocién de crecimiento observada in vitro,
se detecté que las cepas C1R3ChLIM (Azospirillum brasiliense) y C2R5ChLIM
(Herbaspirillum seropedicae), asiladas del municipio de Chalan, y la cepa CIR50OvLIM
(Azotobacter vinelandii), aislada del municipio de Ovejas, mostraron una actividad
positiva para los tres ensayos de reduccién de N2 a amonio, produccién de fosfato
soluble y acido 3 indolacético, respectivamente.

Figura 22
Dendograma de bacterias enddfitas promotoras de crecimiento aisladas de
aguacate cv. Lorena, en los municipios de Chalan y Ovejas
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Nota: Dendograma de bacterias endéfitas promotoras de crecimiento aisladas de aguacate cv. Lorena, en los municipios
de Chalany Ovejas, subregion fisiografica Montes de Maria, departamento de Sucre, mediante el método de Neighbor-
joining a partir de las secuencias del gen ARNr16S.
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Tabla 1. Diversidad de bacterias endéfitas de raices de aguacate cv.
Lorena con actividad promotora de crecimiento in vitro

Actividad promocion de crecimiento

Cepa Especie Nitrégeno Produccién Acido
reducido en forma de fosfato 3-indol
de ion amonio soluble acético
C1R3ChLIM | Azospirillum brasiliense + + +
C3R2ChLIM | Gluconoacetobacter + - +

diazotrophicus

C4R1ChLIM | Pseudomonas entomophila + + -
C5R4ChLIM | Pseudomonas aeruginosa - + -
C2RsChLIM | Herbaspirillum seropedicae + + +
C2R10vLIM | Pseudomonas putida - + +
C3R60VLIM | Pantoea vagans + + +
C4R20vLIM | Gluconacetobacter liquefaciens | + - +
C1RsOVLIM | Azotobacter vinelandii + + +
C5SR30VLIM | Burkholderia diazotrophica + + -

Nota: +: indica actividad de promocién de crecimiento; -: indica no actividad de promocién de crecimiento

Las evidencias actuales indican que las bacterias endéfitas han sido aisladas e
identificadas de una diversidad de plantas hospederas, dentro de las cuales, se
encuentran cultivos agricolas, plantas de pradera, plantas que crecen en entornos
extremos y plantas silvestres y perennes (Nair y Padmavathy, 2014; Yuan et al., 2014;
Zinniel et al., 2002) y pasturas tropicales (Pérez et al., 2018). Asimismo, los resultados
muestran la presencia de estas bacterias en diferentes partes de las plantas, en
6rganos aéreos y por debajo del suelo (Senthilkumar et al., 2011). Entre los tejidos
analizados se encuentran raices, tallos, hojas, semillas, frutos, tubérculos, 6vulos
y nédulos, donde las raices tienen el mayor ntimero de endéfitos bacterianos en
comparacion con los tejidos de la superficie (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006).
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Numerosos estudios demuestran que las bacterias endéfitas pueden promover el
crecimiento en plantas tales como: trigo, arroz, canola, papa tomate, (Mei y Flinn,
2010; Sturz y Nowak, 2000) y pasto colosuana (Pérez ef al., 2018), entre otros. La
mayoria de estos estudios demuestran el potencial en la promocién del crecimiento
de estas endéfitas aisladas de las mismas plantas. Sin embargo, otros estudios han
evidenciado los efectos de promocién del crecimiento de las bacterias endéfitas
en plantas no hospedantes (Sessitsch et al., 2005).

De manera que existen estudios contrastados sobre la especificidad del huésped
de las enddfitas. Algunos de sus hallazgos sefialan que las bacterias enddfitas
solo son capaces de promover el crecimiento de plantas que estdn estrechamente
relacionadas con su huésped natural (Long et al., 2008). No obstante, resultados
llevados a cabo in vitro e in situ confirman que dichas bacterias endéfitas promueven
el crecimiento en diversas especies vegetales (Ma et al., 2011; Sessitsch et al., 2005); sin
embargo, su amplia gama de huéspedes las convierte en una poderosa herramienta
para la biotecnologia agricola, con un gran potencial para ser utilizadas como
biofertilizantes y biopesticidas.

Dentro de las especies de bacterias enddfitas aisladas de raices de aguacate cv. Lorena
de los Montes de Maria, con capacidad de fijar biolégicamente nitrégeno y reducirlo
a amonio (NH4+), se identificaron: Azospirillum brasiliense, Gluconoacetobacter
diazotrophicus, Pseudomonas entomophila, Pantoea vagans, Gluconacetobacter liquefaciens,
Azotobacter vinelandii y Burkholderia diazotrophica. Las cuales estarian contribuyendo a
incrementar el rendimiento en las cosechas, reduciendo la necesidad de fertilizantes
nitrogenados y la emisién de gases toxicos como el N20 y obteniendo beneficios
econémicos y ambientales en los ecosistemas.

De acuerdo con un estudio realizado por Gupta et al. (2015), se indica que las
bacterias endoéfitas fijadoras de nitrégeno también pueden mejorar la tasa de fijacion
y acumulacién de nitrégeno en plantas que residen en suelos con limitaciones
de nitrégeno. De manera que las bacterias endofiticas no son tan eficientes como
los nédulos de Rhizobium en la capacidad de fijacién de nitrégeno; sin embargo,
la cepa de G. diazotrophicus tiene un rendimiento excepcional en dicho proceso,
puesto que se han identificado cepas de G. diazotrophicus que viven en simbiosis
con plantas de cafia de aztcar y pino (Carrell y Frank, 2014; Dong et al., 2012).
Del mismo modo, la endéfita fijadora de nitrégeno Paenibacillus cepa P22 se ha
encontrado en el Alamo, donde se demostré que contribuye a la reserva total de
nitrégeno de la planta huésped (Scherling et al., 2009).
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Por otra parte, las fuentes de fésforo y su distribucién en el suelo son criticas para
la sostenibilidad de los ecosistemas agricolas (Chen et al., 2008; Chen et al., 2021),
debido a que este elemento se requiere para la formacién de frutos, hojas, semillas
y raices para la maduracion de los cultivos. La principal contribucién a la dindmica
del f6sforo en los suelos esta dada por el recambio de los procesos de mineralizacion
e inmovilizacién microbianos en la rizésfera (Richardson y Simpson, 2011).

Los hallazgos en este estudio registran al siguiente grupo de bacterias rizosféricas nativas
asociadas al aguacate cv. Lorena con capacidad de producir fosfato soluble: Azospirillum
brasiliense, Pseudomonas entomophila, Pseudomonas aeruginosa, Herbaspirillum seropedicae,
Pseudomonas putida y Pantoea vagans. A su vez, estudios referentes a la mineralizacion e
hidroélisis de los ésteres organicos de P, relacionan a las siguientes especies de bacterias
rizosféricas: Bacillus subtilis, Nostoc sp., Caulobacter crescentus, Pseudomonas aeruginosa,
Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti y Corynebacterium glutamicum.

La actividad y biomasa de las rizobacterias desempefian una funcién fundamental
en la mineralizacién del P, especialmente en la rizésfera, infiriendo que, bajo un
esquema que favorezca las asociaciones microbianas que incrementan la eficiencia en la
disponibilidad de este elemento para las plantas, estas son beneficiosas desde el punto
de vista econémico y ambiental para el desarrollo de sistemas agricolas y, en especial,
para cultivos de aguacate donde los suelos se encuentran en condiciones de escasez.

La caracteristica de solubilizacién de fosfato se encuentra, comtnmente, en las
bacterias enddfitas, alrededor del 59 al 100 % en poblaciones de cactus, fresas,
girasoles, soya y otras legumbres (Dias ef al., 2009; Forchetti et al. et al., 2007;
Kuklinsky-Sobral ef al., 2004; Palaniappan et al., 2010; Puente et al., 2009).

Para este estudio se identificaron las siguientes especies de bacterias endéfitas
en raices de aguacate: Azospirillum brasiliense, Gluconoacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, Pseudomonas putida, Pantoea vagans y Gluconacetobacter
liquefaciens, quienes mostraron capacidad de producir acido indol-3-acético (AIA).
Los resultados de produccién de AIA arrojados in vitro por bacterias rizosféricas
asociadas a plantaciones de aguacate no fueron comparados con otros similares en
esta investigacion, debido a que no existe informacion al respecto para contrastarlo,
tanto a nivel nacional como internacional. Sin embargo, aunque los resultados de
las investigaciones que se tienen sobre la produccién de AIA muestren valores
altos o bajos si se comparan entre si, estd demostrado que bajas concentraciones
de esta hormona son capaces de estimular el desarrollo vegetal y que las altas
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concentraciones inhiben y reducen la zona de alargamiento. Esto teniendo en
cuenta que los microorganismos nativos estan adaptados a condiciones y ambientes
propios, solo realizando bioensayos in vivo, se podra encontrar la dosis adecuada
y comprobar el efecto ejercido sobre los cultivos (Lara ef al., 2011).

De los reportes que se tiene sobre Azospirillum brasilense, lo mas destacable es su
capacidad para fijar nitrégeno en presencia de bajos niveles de oxigeno (Okon et
al., 1983, Dardanelli ef al., 2008), para cuyo proceso utiliza el 6xido nitrico como
molécula de sefializacién en la via inducida por el acido indol acético que mejora
el desarrollo de la raiz lateral y de los pelos absorbentes en las plantas (Creus et
al., 2005). A su vez, Gluconoacetobacter diazotrophicus posee la capacidad de fijar
nitrégeno y producir acido 3- indol acético (Rodriguez et al., 2016). Herbaspirillum
seropedicae es productora de auxinas (Rajkumar et al., 2012) y giberelinas (Nagel et al.,
2018). Pseudomonas aeruginosa produce sideréforos del grupo catecol como proteina
implicada en el control biolégico contra fitopatégenos (Shi et al., 2017). Pseudomonas
putida promueve el crecimiento en las plantas mediante la produccién de citoquininas
y acido 3-indol acético (Patel y Saraf,fu 2017). Pseudomonas entomophila se encuentra
en el suelo, en ambientes acudticos y en la rizosfera y ha sido considerada como una
bacteria con un potencial para el control biolégico de insectos plaga (Dieppois et
al., 2015). Pantoea vagans promueve el crecimiento vegetal mediante la produccion
de 4cido-3-indol acético y reduce la acumulacién de cadmio en las plantas (Begum
et al., 2019). Azotobacter vinelandii estimula el crecimiento vegetal a través de la
produccién de sideréforos del grupo azobactina (Pahari ef al., 2017) y finalmente,
Burkholderia diazotrophica se reporta en algunos estudios como una rizobacteria con
capacidad de fijar de nitrégeno en mimosa (Sheu et al., 2013).

En otros estudios realizados alrededor de este tema, se evidencia que las bacterias
enddfitas aisladas de orquideas terrestres producen AIA, ademads, demostraron que
el sobrenadante del cultivo de las bacterias estimulaba la formacién de raices de las
de plantas de frijol rojo, aumentando significativamente la longitud y el ndmero
de las raices, lo que indica el posible papel del AIA bacteriano en el desarrollo del
sistema radicular de las plantas. Al respecto, Patten y Glick (2002) demostraron
que la bacteria Pseudomonas putida GR12-2 es capaz de aumentar el crecimiento
de la raiz de la planta y la formacién de raices laterales.

Las bacterias enddfitas producen AIA utilizando la ruta metabdélica del triptéfano,
que es un precursor del AIA. Los estudios demuestran que la ruta de produccién del
AIA permite a esta bacteria regular la cantidad de AIA producido en condiciones
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naturales. De forma similar, Zdadniga et al., (2013) demostraron que el mutante
Burkholderia phytofirmans Ps]N, que era defectuoso en la mineralizacion de AIA,
era incapaz de aliviar los efectos inhibidores del AIA exégeno en las raices de
Arabidopsis thaliana en comparacién con la cepa de tipo salvaje. Sin embargo,
la produccion de AIA se considera un rasgo muy importante en la seleccion de
bacterias beneficiosas para las plantas. Ademas, los niveles de AIA en la planta
también pueden determinar si la AIA bacteriana estimula o suprime el crecimiento
de la planta, ya que la produccién de AIA bacteriana suele beneficiar a las plantas
que tienen niveles bajos de AIA endégena (Glick, 2014).
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Rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal






Capitulo 5. Rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal

Las bacterias rizosféricas juegan un papel fundamental en la adaptaciéon y
productividad de las especies vegetales mediante mecanismos que mejoran
el crecimiento, nutricién y defensas de las plantas, contribuyendo de manera
significativa a la agricultura sostenible y, asi mismo, a su comercializacién a través
de tecnologias mas limpias que ayudan a la conservaciéon de los recursos.

La agricultura se ha convertido a través del tiempo en el impulso de las zonas rurales
al jugar un papel estratégico en el desarrollo sostenible, el incremento econémico,
la reduccién de pobreza, la sostenibilidad ambiental y la seguridad alimentaria.
Los productos agricolas son importantes gracias a que son fuente de proteina y
por ser parte de la alimentacion de millones de personas; sin embargo, a pesar
de que los cultivos han incrementado su demanda, estos se enfrentan a multiples
desafios como la insuficiente tecnificacién, el desgaste nutricional del suelo, las
fluctuaciones climaticas, la apariciéon de enfermedades provocadas por fitopatégenos,
el excesivo uso de pesticidas quimicos para su proteccion y fertilizantes sintéticos
para nutrirlos (Dhayalan y Sudalaimuthu, 2021). Este tipo de productos conllevan a
dafios ambientales al alterar a gran escala los ciclos biogeoquimicos por medio de la
degradacién del suelo, la eutrofizacién del agua y las emisiones de gas invernadero
(Jacoby et al., 2017). Esto repercute severamente en la rizésfera y en el desarrollo,
crecimiento, salud y productividad de las plantas. Por lo tanto, es necesario desarrollar
estrategias que ayuden a mitigar los efectos de los factores bidticos y abiéticos que
incrementen los cultivos y garanticen la sostenibilidad ambiental y alimentaria.



Las plantas entran en contacto con la rizésfera a través de las raices conectdndose
con grupos especificos de microorganismos patégenos y benéficos que habitan el
suelo (Khan ef al., 2021). Dichas interacciones se producen debido a que las raices
secretan compuestos quimicos atrayentes que provocan respuestas conductuales de
los microorganismos. Estos tltimos modifican las propiedades fisicoquimicas del
suelo y, en consecuencia, se ajustan las comunidades microbianas en la superficie
de las raices (Yang et al., 2009; Bechtold y Field, 2018). A medida que son adheridas,
estas son capaces de convertir los exudados de la raiz en fitohormonas como, por
ejemplo: auxinas, giberelinas y otras moléculas sefializadoras, que permiten una
mayor ramificacién lateral de las raices y el crecimiento de pelos radiculares (Khan
et al., 2021). Ahora bien, en el suelo se encuentra una diversidad de microbios,
incluidos hongos, bacterias, arqueas, actinomicetos, protozoos y nematodos. La
clase de hongos presentes en la rizésfera, como las micorrizas arbusculares, son
importantes por promover el rendimiento de los cultivos, la asimilacién de los
nutrientes, el mejoramiento de la estructura del suelo y la tolerancia de las plantas
a estrés (Omotayo y Babalola, 2021). También se encuentran en el suelo los hongos
patégenos que causan enfermedades graves y que pueden provocar la muerte de
las plantas; asi mismo, los nematodos son considerados microorganismos dafiinos
en los cultivos, causando reducciones en la productividad y generando pérdidas
significativas (Abad et al., 2008; Mendes et al., 2013). Sin embargo, la mayoria de
las comunidades microbianas promueven el desarrollo y crecimiento a través de
la adquisicion de nutrientes, del alivio del estrés y del aumento en la tolerancia e
induccién de mecanismos defensa por parte de las plantas (Ali et al., 2017).

Existen estudios que ilustran que estos microorganismos asociados a las plantas
desempefian un papel importante en el aumento de biomasa vegetal, contenido de
carbohidratos y proteinas, pigmentos fotosintéticos y modulacién en la expresién de
metabolitos, superando a hormonas exdgenas aplicadas para mejorar las caracteristicas
asociadas a los bajos rendimientos causados por estrés (Ismail ef al., 2021). Muchos de
estos microorganismos son conocidos como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV), esto incluye bacterias pertenecientes a los géneros: Acinetobacter,
Agrobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus, Pseudomonads y Bacillus (Vessey,
2003 ; Goswami et al., 2016; Grover et al., 2021). Las interacciones que se establecen
entre raiz y rizésfera y rizobacterias han evolucionado a través del tiempo, de
manera que las partes involucradas han desarrollado habilidades que facilitan la
capacidad de adaptacién (Velasco-Jiménez et al., 2020). Posteriormente, los procesos de
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colonizacién y estimulacion por parte de las rizobacterias estdn sujetos a mecanismos
de reconocimiento del hospedero y a procesos de sefalizaciéon molecular entre las
bacterias y la planta hospedera (Kamilova et al., 2006).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias corresponden entre el 2 % y el 5 % de las bacterias de la rizésfera
(Antoun y Prévost, 2006 ; Jha et al., 2010 ; Sgroy et al., 2009 ; Siddikee et al., 2010).
En el establecimiento de las relaciones con las rizésfera, las plantas invierten hasta
el 20 % de las fuentes de carbono que obtienen durante el proceso de fotosintesis,
con el fin de mejorar la arquitectura de la raiz, la absorcién de nutrientes y los
procesos llevados a cabo por las RPCV (Stringlis et al., 2018). Las rizobacterias son
consideradas promotoras de crecimiento vegetal en la planta tras la inoculacién, a
través de una serie de mecanismos que pueden ser directos (Goswami et al., 2016)
como la fijacién biolégica de nitrégeno y la solubilizacién de fosfatos, e indirectos
como la respuesta defensiva de la planta frente ataques de patdgenos y ante una
fuente de estrés abidtico (Velasco-Jiménez et al., 2020) (Figura 23).

Figura 23
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Fuente: Velasco-Jiménezetal. (2020).
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Mecanica directa de RPCV
Fijacion biologica de nitrogeno

El nitrégeno se encuentra en la atmosfera como N2, no obstante, es inaprovechable
para la mayoria de los seres vivos, ya que no todos los organismos pueden captarlo
directamente desde el ambiente (Dobereiner, 1997; Sheppard y Wallander, 2004). Por
otra parte, los microorganismos fijadores de nitrégeno se clasifican en diazétrofos,
cianobacterias, Azospirillum, Pseudomonas, Azotobacter, Acetobacter y Nostoc que
son fijadores de nitrégeno no simbidticos (Bhattacharyya y Jha, 2012; Umar et al.,
2020). Estos no penetran el tejido vegetal de la planta y fijan menos nitrégeno, sin
embargo, establecen estrechas relaciones simbiéticas inespecificas con las raices, de
manera que proporcionan el nitrégeno suficiente para cumplir con las demandas
de la planta huésped. Otro grupo de bacterias son los microorganismos simbidticos
(asociadas a raices y leguminosas que poseen especificidad e infectan las raices para
producir nédulos); en este grupo encontramos miembros de la familia Rhizobiaceae
y del género Frankia (Goswami et al., 2016). Otras rizobacterias enddfitas capaces
de convertir nitrégeno atmosférico a la forma disponible para las plantas son:
Herbaspirillum spp. Azospirillum amazonense y Burkholderia tropica (Suman et al., 2008).

Asimismo, estos microorganismos se caracterizan por poseer un complejo
enzimatico denominado nitrogenasa, el cual reduce el N2 para formar compuestos
nitrogenados asimilables que puedan ser utilizados por las plantas, tales como el
amonio (NH4+) y el nitrato (NO3+) (Dawe, 2000) (Figura 24).
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Figura24
Representacion de la fijacion biolégica de nitrégeno de plantas

No leguminosa Leguminosa

Nota: Representacion de la fijacion bioldgica de nitrégeno de plantas no leguminosas con bacterias de vida libre, y
plantas leguminosas, interactuando con las bacterias mutualistas. En ambos casos las bacterias reciben como fuente
de carbono de las plantas (CHO) y ellas proveen de nitrégeno combinado (NH4+) que se obtiene de FBN.

Fuente: Molina-Romero et al., (2015).

Posteriormente, el complejo nitrogenasa es codificado por los genes nif que son
los responsables de codificar las enzimas involucradas en la fijacién de nitrégeno
atmosférico. La falta de nitrégeno alrededor de las raices y la concentracién de
oxigeno (02) son los inductores de la expresién de estos genes (Marroqui ef al.,
2001), otorgando la capacidad de crecer bajo condiciones con escasez de nitrégeno.

Solubilizacién de fosfato

El fésforo (P) es el segundo mineral después del nitrégeno que mas limita el
crecimiento de las plantas terrestres. Dentro de las funciones que le han sido atribuidas
se encuentra la transferencia de energia que estd involucrada en procesos metabdlicos
y de fotosintesis (Billah et al., 2019). Ir6nicamente, los suelos tienen grandes reservas
de fésforo, pero las cantidades disponibles para las plantas son generalmente muy
pequeiias (Stevenson y Cole, 1999), por lo que es necesario el uso de fertilizantes
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comerciales para cumplir con los requerimientos nutricionales (Pereira y Castro,
2014). Esta baja disponibilidad de f6sforo se debe a que este nutriente se encuentra en
el suelo en formas insolubles y las plantas solo pueden absorber las formas solubles
(fosfato monobasico H2PO4-1 y dibasico HPO4-2) (Jha et al., 2012; Jha y Saraf, 2015).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato son abundantes en la rizésfera facilitando
la conversion de las formas insolubles a formas disponibles para las plantas por
medio de la modificacién del pH del suelo, ello a causa de la secrecién de acidos
organicos como el acido glucénico, acético, lactico, mélico, succinico, tartarico,
2-cetogluconico, oxalico y citrico. Dicha secrecién es producida por parte de los
microorganismos debido al metabolismo del azticar de los exudados de las raices
(Goswani et al., 2014; Goswani et al., 2014). Estos 4cidos orgénicos son capaces
de quelar el fésforo disponible en el suelo y de utilizar los radicales hidroxilo y
carboxilo (Vyas y Gulati, 2009). Asi mismo, las bacterias utilizan enzimas como las
fosfatasas-catalizadoras de la hidrolisis de ésteres fosofricos-fitasas y C-P liasas.

Dentro de las especies solubilizadoras de fosfatos encontramos: Azotobacter,
Burkholderia, Enterobacter, Microbacterium, Serratia, Burkholderia y Beijerinckia (Kalayu,
2019), Rhizobium, Pseudomonas y Bacillus (Umar et al., 2020). Es importante resaltar
que la reduccién del 50 % de la aplicacion de fertilizantes con P puede lograse
con el uso combinado de microorganismos solubilizadores, lo cual es un enfoque
eficaz y sostenible para mejorar la disponibilidad de P en las plantas y que estas
no sean dependientes de los fertilizantes sintéticos (Figura 25).
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Figura 2s
Representacion esquematica de la solubilizacion del fosforo del suelo por PGPR
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Nota: Representacién esquematica de la solubilizacién del fésforo del suelo por PGPR (Goswami et al., 2016).

Fuente: Chamorro (2022).

Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas son moléculas organicas que ayudan al crecimiento y desarrollo
vegetal (Damam et al., 2016), las cuales son sintetizadas en diferentes estructuras
de la planta y exhiben diferentes efectos especificos sobre la fisiologia vegetal
como el incremento del volumen radicular y el aumento de la tasa de respiracion
de la planta hospedera para, en consecuencia, generar una mayor absorcién de
nutrientes y minerales (Fibach-Paldi et al., 2012). Las bacterias rizoféricas poseen
el potencial para producir fitohormonas como las auxinas, giberelinas, citoquinas,
el etileno y el 4cido abscisico.

El 4cido-indol-3-acético (AIA) es la auxina producida por las rizobacterias que afectan,
principalmente, a las raices, aumentando su peso, tamafio, ndmero de ramificaciones
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y el contacto con la superficie del suelo. Todos estos cambios se llevan a cabo con
el fin de sondear el suelo en bisqueda de nutrientes para mejorar la reserva y la
capacidad de crecimiento de la planta (Gutiérrez-Manero et al., 2001; Solano et al.,
2008; Goswami et al., 2016). Las bacterias RPCV asociados a plantas sintetizan el AIA
a través de vias independientes y dependientes de L-tript6fano. Este compuesto es
secretado en los exudados de las raices y es utilizado en la mayoria de las bacterias
como un precursor de la producciéon de AIA. En contraposicién, Azospirillum
brasilense es uno de los microorganismos que ha sido estudiado y que utiliza la
via independiente del L-triptéfano para la produccion del 90 % del AIA y el 10 %
restante se produce utilizando L-triptéfano (Spaepen et al., 2007; Jha y Saraf, 2015).

Un estudio realizado por Muhammad et al. (2021) reporta a Bacillus cereus con
capacidad de estimular el crecimiento de las raices de las plantulas de palma aceitera
y en asocio con Trichoderma asperellum contribuyen al aumento de las partes aéreas,
complementando entre si su capacidad de producir acido indol acético (AIA) y de
solubilizar fosfatos y sideréforos.

Otra clase de hormonas que juegan un papel importante en el desarrollo de
las plantas y que influyen en las respuestas al estrés son las giberelinas (Sytar
et al., 2019), las cuales pueden estimular el crecimiento de los tallos, inducir la
brotacién de yemas y al desarrollo de frutos (floracién) e interrumpir el periodo
de latencia en las semillas (Camelo et al., 2011). A su vez, las bacterias simbiéticas
que existen en los nddulos de las leguminosas son capaces de producir giberelinas,
pero en concentraciones muy bajas; solo dos especies han sido reportadas
como productoras de giberelinas: Bacillus pumilys y Bacillus licheniformis (Jha y
Saraf, 2015). Actualmente, se ha notificado la actividad por diversas especies
de RPCV productoras de giberelinas, como: Azotobacter spp., Bacillus pumilus, B.
licheniformis, Herbaspirilum seropedicea, Leifsonia xyli, Pseudomonas spp., Rhizobium
meliloti y R. phaseoli (Molina-Romero et al., 2015).

Finalmente, las citoquinas son producidas por muchas RPCV que promueven la
divisioén de las células vegetales en los cultivos y participa en varios procesos de
diferenciacion como la formacién de brotes, el crecimiento de raices primarias y la
formacién de callos (Jha y Saraf, 2015). Como ejemplo de estas rizobacterias se ha
reportado a Arthrobacter giacomelloi, Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium japonicum,
Bacillus licheniformis; Paenibacillus polymyxa en trigo; Pseudomonas fluorescens en soya
y Rhizobium lequminosarum en lechuga (Vacheron et al., 2013).
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Mecanismos Indirecta de RPCV

Produccion de antibioticos

Las rizobacterias ayudan al crecimiento vegetal indirectamente a través de la
proteccion de las plantas frente al ataque de patégenos (nematodos, bacterias,
hongos e insectos). La capacidad de las bacterias rizoféricas para inhibir patégenos
de cultivos esta asociada a la capacidad de producir uno o mas antibiéticos (Glick
et al., 2007) o de la secrecién de moléculas de amplio espectro (Molina-Romero et
al., 2015). El mecanismo de accién de estos metabolitos incluye la inhibicién de la
sintesis de la pared celular, la desestabilizacion estructural de la membrana celular
y la inhibicién de la formacién del complejo de iniciacién de la traduccién de los
fitopatogenos (Beneduzi et al., 2012). Las rizobacterias que han sido estudiadas
incluyen una amplia variedad de antibiéticos: amfisina, 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG), oomicina-A, fenazina, piroluteorina, pirrolnitrina, tensina, oligomicina
A, kanosamina, zwittermicina A y xantobaccina (Odoh, 2017).

Las rizobacterias sintetizan compuestos volatiles utilizados para el control de
fitopatdgenos. Uno de los compuestos caracterizados es el acido cianhidrico
(HCN), el cual presenta un amplio espectro de actividades antibitticas debido a
su mecanismo de inhibir la citocromo-c oxidasa y otras metaloenzimas (Haas y
Défago, 2005; Gross y Loper, 2009).

Resistencia sistémica inducida (RSI)

Las bacterias RPCV proporcionan una estrategia para inducir respuestas defensivas
en las plantas por periodos de tiempo prolongados y mantienen la planta en
estado de alerta, tanto en partes distantes como en las no afectadas (Chaturvedi
y Paul Khurana, 2018). La resistencia sistémica inducida (RSI) es el producto del
reconocimiento de un patégeno especifico por receptores de las plantas (Pieterse et
al.,2014; Abbas et al., 2018), no obstante, en su mayoria, el caracter no es definido, lo
que ayuda al aumento en el nivel de la resistencia basal ante el ataque de mtiltiples
patogenos simultdneamente, y esto es beneficioso en condiciones naturales (Van
Loon y Bakker, 2006 ; Thakker et al., 2011; Thakker ef al., 2007). Esta respuesta
de sefializacién es dependiente del acido jasménico y del etileno presente en la
planta, las cuales al ser acumuladas inducen un cambio a nivel sistémico por la

Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal | 119


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/23311932.2015.1127500
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/23311932.2015.1127500
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/23311932.2015.1127500

activacion de los mecanismos de defensa, como la produccion de fitoalexinas, el
reforzamiento de la pared celular, la formacién de proteinas relacionadas con la
patogénesis y la produccién de biosurfantactes (Sunnar et al., 2015).

La RSI puede ser inducida por una gran variedad de microorganismos que incluyen
bacterias grampositivas, como B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. mycoide,
B. pasteuri, B. pumilus y B. sphaericus; o bacterias gramnegativas pertenecientes a
los géneros Pseudomonas, P. fluorescens, P. putida y P. aeruginosa. En suma, puede
ser inducida por enterobacterias como Serratia e. g., S. marcesens, S. plymuthica,
asi como Pantoea agglomerans. Estos tltimo a través de la generacion de diversos
metabolitos, entre los cuales destacan: AS, lipopolisacéridos (LPS), sideréforos,
lipopéptidos ciclicos, 2,4-diacetilfloroglucinol, lactonas homoserinas y compuestos
volatiles como acetoin y 2,3-butanediol (Molina-Romero et al., 2015).

Produccion de acido1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa

El etileno es una hormona esencial, producida endégenamente, que se genera de
forma natural en las plantas para el crecimiento y la senescencia de las plantas, flores
y frutos. Esta induce cambios fisioldégicos importantes en la planta, ya que sirve
como molécula sefializadora que activa la trascripcién de varios genes asociados
al éxito reproductivo y a la longevidad de 6rganos, regulando la vida dtil de
las plantas (Barnawal ef al., 2017). Sin embargo, cuando la planta esta expuesta
drasticamente a condiciones de estrés abidtico, los niveles de etileno aumentan
teniendo un efecto perjudicial. (Etesami et al., 2015; Jha y Saraf, 2015).

Las RPCV han sido reportadas como productoras de la enzima de origen microbiano
1- aminociclopropano-carboxilato deaminasa (ACC), clave en el metabolismo de
a-ketobutirato y amoniaco, ya que disminuyen los altos niveles de etileno en las
plantas hospederas, brindandoles resistencia frente a diversos tipos de estrés (Glick,
2014). Esta hormona estd ampliamente distribuida en los géneros Achromobacter
sp, Alcaligenes sp, Azospirillum sp, Bacillus sp, Burkholderia sp (Onofre-Lemus et al.,
2009), Rhizobium, Rhodococcus; asi como en Klepsiella oxytoca, Methylobacterium
fujisawaense, Pseudomonas putida y Sinorhizobium meliloti (Jorquera et al., 2012). A su
vez, un estudio realizado por Pramanik et al. (2018) reporta a las rizobacterias como
capaces de resistir metales pesados (cadmio, plomo, arsénico, niquel y mercurio),
promoviendo el crecimiento de plantas por medio de la solubilizacion de fosfatos,
la produccién de AIA, ACC desaminasa y la fijacién de nitrégeno.
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Produccion de exopolisacaridos

Sushanto et al. (2018) plantea, tal como se observa en detalle en la Tabla 2, que:

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros biodegradables de alto peso molecular
formado por residuos de monosacéridos y sus derivados biosintetizados por
bacterias, plantas y algas (Sanlibaba y Cakmak, 2016). Estudios realizados por
Naseem et al. (2018) indican que las RPCV productoras de EPS son capaces de
mantener mayor contenido de humedad del suelo y crecimiento de las plantas
en suelos muy secos, ya que este compuesto forma alrededor de las raices una
rizovaina que protege a las raices de la desecaciéon durante épocas secas; asi mismo,
los EPS permiten la agregacion microbiana, interaccién planta-microorganismo
y biorremediacion. Las rizobacterias que producen EPS reportadas son
Rhizobium leguminosarum, Azotobacter vinelandii, Bacillus drentensis, Enterobacter
cloacae, Agrobacterium sp., Xanthomonas sp. Y Rhizobiums p., que tienen un papel
importante en el aumento de la fertilidad del suelo y contribuyen a la agricultura
sostenible (Mahmood et al., 2016) (p. 136).

Tabla 2. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y su aplicacién
en el crecimientoy desarrollo vegetal (Gouda et al., 2018).

Nombre Planta

del microbio fuente/huésped Usos Referencias

Aumentar la tolerancia de las
plantas a los hidrocarburos Orlandinietal. (2014)
aromaticos policiclicos

Festuca

Azospirillium brasilence ;
arundinacea

Alterar la arquitectura de
las raices de las plantas
. . Saccharum - o
zospirillum brasilence . aumentando la formaciénde | Orlandinietal. (2014)
officinarum . o
raices laterales y adventicias y
pelos radiculares

Sintetizar acido indolacético

Azospirillum brasilence en concentraciones

Zeamays, Glicina

y Bradyrhizobium max adecuadas para inducir Orlandinietal. (2014)
japonicum cambios morfolégicosy
promover el crecimiento.
i Narozna et
Azotobacter T Crecimiento vegetal o
Brassica juncia . al. (2014) , Orlandini
chroococcum estimulado
etal. (2014)
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Bacilo Solanum Prevenir el virus de la muda

amyloliquefaciens lycopersicum del tomate Oteinoetal. (2015)

Bacillus circulans,

Cladosporium Vigna radiada Solubilizacién de fosfato Oteino etal. (2015)
herbarum
Bacilo licheniformis Piper negro Prot‘ecmon contra Myzus Ajithkumaretal.

persicae (2015)
Bacilo megaterium Camellia sinensis Solubilizacion de fosfato Stefanescu (2015)
Pseudomonas Triticum aestivum Ayuda a prevenir Fusarium .

Santoré et al. (2016)

fluorescens Hordeum vulgare culmorum
Pseudomonas Faseolus vulgaris Prevenir la plaga de halo Ramadan et al. (2016)
fluorescens

Fuente: (Gouda et al., 2018).

Los efectos beneficiosos, descritos anteriormente, de las bacterias rizosféricas
promotoras de crecimiento vegetal tienen un potencial agrobiotecnolégico para la
produccién de biofertilizantes (Saravanan et al., 2008), fitoestimulantes, agentes de
control biolégico (Ortiz-Castro et al., 2009; Marin-Cevada et al., 2012), entre otras.
Estas bacterias ayudan a la adaptacion y productividad de las especies vegetales
mediante la absorcién de nutrientes y el desarrollo de la planta, disminuyendo el
uso de fertilizantes sintéticos y de pesticidas para el control de patégenos, puesto
que su uso inadecuado ha provocado la contaminacién de los suelos agricolas
por su caracter toxico. Asi, la aplicaciéon de herramientas y técnicas modernas
como el uso de RPCV puede ser clave en la agricultura sostenible y amigable con
el medioambiente, ya que su utilidad no requiere de fuentes de energias para sus
condiciones in vivo, manteniendo la estructura de los suelos saludables. Ademés,
la mayoria de los inoculantes bacterianos cuenta con mas de un mecanismo de
promocién vegetal, ejerciendo beneficios, tanto de forma directa como indirecta,
sobre las plantas, regulando los mecanismos de defensa contra diversos factores
bidticos y abidticos, disminuyendo la contaminacién ambiental y reduciendo
los costos de produccién agricola. En algunas empresas, multiples cepas ya se
estan formulando y comercializando como, por ejemplo, Pseudomonas aureofaciens
por Ecosoil, utilizada contra la mancha doélar. Asi mismo, la cepa Streptomyces
griseoviridis, comercializada por AgBio para la inhibicién de Fusarium spp., Alternaria
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brassicola, Phomopsis spp., Botrytis spp., Pythium spp. y Phytophthora spp., ya que
estas causan enfermedades de semillas, raices, tallos y marchitez de cultivos
ornamentales y vegetales (Goswami et al., 2016). Sin embargo, se necesitan mas
estudios asociados a la interaccion entre microorganismos y plantas, asf como
educar a los agricultores sobre la aplicacién de los microorganismos que ayudan
a la conservacion de los recursos y a mantener la sostenibilidad ambiental.
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Conclusion

El ecosistema en los Montes de Maria, objeto de este proyecto, pertenece a la zona
de vida de bosque seco tropical, con recursos hidricos y cuerpos acuaticos como
ciénagas, lagunas y aguas subterraneas, asi como playas marinas que albergan
una gran diversidad de fauna. No obstante, esta drea ha sido afectada por la
deforestacion, ocasionando problemas como deslizamientos, erosién de suelos
y deterioro del habitat. Por otra parte, la fertilidad en la subregién es variada,
predominando en niveles moderados debido a la cantidad media de nutrientes, la
profundidad de los suelos, la alta pedregosidad y su excesivo drenaje. Las malas
practicas agricolas han hecho que el suelo como recurso y como medio de mdltiples
microorganismos benéficos haya perdido esos agentes naturales que de manera
gratuita aportan y promueven procesos biogeoquimicos naturales importantes para
su preservacion. Algunas de estas practicas negativas son: el manejo inadecuado
del suelo, los desaciertos en la planeacion agricola como el monocultivo, la poca
incorporacion de materia organica, la erosion del suelo, los deficientes planes de
fertilizacion y el uso inadecuado de agroquimicos, entre otras.

En definitiva, las practicas de la agricultura convencional estan contribuyendo
al cambio climatico debido al uso excesivo de combustibles fésiles, maquinaria
agricola, fertilizantes y abonos quimicos. Estos productos generan gases de efecto
invernadero que agravan el problema, ya que no solo se pone en riesgo la seguridad
alimentaria, sino también incrementando el dafio ambiental. Ademas, la actividad
microbiana del suelo y sus beneficios se ven fuertemente afectados por las practicas
agricolas intensivas no sostenibles y las condiciones climaticas, lo que provoca
modificaciones en las caracteristicas del suelo a nivel fisico, quimico y biolégico. De



esta manera, el desequilibrio en las comunidades microbianas del suelo desencadena
en procesos de degradacién bioldgica que reducen el rendimiento y la calidad de
los cultivos al aumentar su vulnerabilidad ante diversos tipos de estrés y limitar
su capacidad para proporcionar sus principales servicios ecosistémicos.

Uno de los grandes retos a los que se enfrentara la sociedad a nivel mundial en los
préximos anos es, sin duda, construir un futuro sostenible. Esto implica satisfacer
de las necesidades actuales sin comprometer la capacidad de las generaciones
futuras de satisfacer las suyas, garantizando el equilibrio entre el crecimiento
econdmico, el cuidado del medioambiente y el bienestar social. En este sentido, el
sector agroalimentario es uno de los sectores cruciales en el cumplimiento de los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de las Naciones Unidas.

Gran parte de las investigaciones actuales se enfocan en utilizar organismos nativos
de una determinada regién o localidad con el objetivo de observar como interactian
con sus hospedadores y como contribuyen a su crecimiento. Los Montes de Maria
se caracterizan por ser una zona rica en diversidad de cultivos, como yuca, iame,
platano y, principalmente, aguacate. Sin embargo, estos cultivos estdn siendo
afectados por patégenos que limitan su produccién, lo que conlleva a ingresos
econémicos reducidos por la venta de los productos, o que dicha ganancia sea
invertida en la compra de agroquimicos con el fin de combatir las enfermedades.

De los resultados de las diferentes actividades en el marco del proyecto, se
encontr6 una alta diversidad de hongos formadores de micorrizas arbusculares
de Trichoderma spp.; bacterias rizosféricas asociadas a la rizésfera de plantulas
de aguacate.

Asimismo, los estudios realizados con microorganismos en los Montes de Maria
han revelado la presencia de especies de Trichoderma harzianum, T. atroviride, T.
koningiopsis, T. viride y T. longibrachiatum. Estas especies pueden ser bioaumentadas
a bajo costo mediante el uso de arroz precocido o harina que luego son aplicados
en los cultivos de esta subregién, con el fin de mejorar su rendimiento y controlar
las enfermedades endémicas en los municipios de Chalan y Ovejas.

En suma, se observaron respuestas positivas en el crecimiento y la fisiologia de
las plantas de aguacate y maiz tras la inoculacién con esporas nativas de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) aisladas de la rizsfera de plantas de aguacates.
Asi, estos hongos, asociados naturalmente a este cultivo,S fueron aislados y
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multiplicados bajo los parametros establecidos. Es importante destacar que la
inoculacién con HMA demostré mejorar las condiciones fenotipicas de las plantas
de maiz, mostrando efectos muy positivos en los cultivos.

Finalmente, se identificaron bacterias con capacidades promotoras del crecimiento
vegetal por medio del aislamiento de las especies Burkholderia cepacia, Pseudomona
aureginosa, Burkholderia cepacea, Bacillus cereus y Bacillus megaterium de suelos del
corregimiento Salitral, Ovejas (Montes de Maria), departamento de Sucre, Colombia-
Estas cuentan con la capacidad de producir sideréforos, ACC desaminasa, fijar de
nitrégeno y solubilizar de fosfatos, siendo asi, un claro ejemplo de microrganismos
con promocién de crecimiento vegetal
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