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Resumen

Phytophthora palmivora constituye uno de los principales agentes asociados a la pudricién negra
del cacao y su manejo contintda dependiendo de practicas quimicas y culturales cuya eficacia puede
ser variable. Los consorcios bacterianos ofrecen una alternativa de control bioldgico al integrar
mecanismos funcionales complementarios; sin embargo, su capacidad para conectar antagonismo
directo con supresion de enfermedad y respuestas moleculares del hospedero permanece
insuficientemente caracterizada en cacao. En este estudio se evaluaron cuatro bacterias benéficas
—Paenibacillus taichungensis (B19), Pseudomonas juntendi (B06), Bacillus megaterium (DB1) y
Bacillus velezensis (BB1)— mediante ensayos de protedlisis, celuldlisis, produccién de sideréforos y
antagonismo frente a Diaporthe sp., Neofusicoccum sp., Lasiodiplodia theobromae y P. palmivora.
Las cepas se integraron en dos consorcios y su capacidad protectora fue evaluada en plantulas de
Theobroma cacao L. desafiadas con P. palmivora. La severidad se estimé mediante una escala
diagramatica y analisis digital del drea foliar lesionada, mientras que las respuestas de defensa se
evaluaron por gPCR de los genes PR1, PR3, PR4 y PR10. B. velezensis mostro el perfil antagonista
mas consistente, con 56,1-63,5 % de inhibicién frente al panel de fitopatédgenos. En planta, el
consorcio 1A, conformado por P. taichungensis y P. juntendi y aplicado junto con fertilizacién
reducida, presenté la menor afectacion entre los tratamientos infectados y redujo
significativamente la severidad frente a los testigos fertilizados. Los genes PR fueron activados
principalmente por la presencia de P. palmivora; la respuesta transcripcional fue mayor en plantas
infectadas sin consorcio y menor en plantas tratadas con 1A, lo que indica que la proteccion
fenotipica no puede atribuirse Unicamente a una mayor induccién de los marcadores PR evaluados.
En conjunto, los resultados apoyan un modelo de biocontrol en el que la complementariedad
funcional bacteriana se asocia con antagonismo directo y menor severidad de la enfermedad,
mientras que la contribucion de la defensa inducida requiere una caracterizacion molecular mas
amplia.

Palabras clave: antagonismo; biocontrol; cacao; consorcio bacteriano; defensa vegetal,
Phytophthora palmivora; proteinas PR.

45



AGROFORESTERIA NEOTROPICAL N° 16, 2026

Abstract.

P. palmivora is a major causal agent of black pod disease in cacao, and its management still relies
on chemical and cultural practices with variable efficacy. Bacterial consortia provide a promising
biological-control platform because they can integrate complementary mechanisms; however, the
extent to which direct antagonism, disease suppression, and host molecular responses are
connected remains poorly resolved in cacao. Here, four beneficial bacteria—Paenibacillus
taichungensis B19, Pseudomonas juntendi BO6, Bacillus megaterium DB1, and Bacillus velezensis
BB1—were evaluated for proteolysis, cellulolysis, siderophore production, and antagonism against
Diaporthe sp., Neofusicoccum sp., Lasiodiplodia theobromae, and P. palmivora. The strains were
assembled into two consortia and tested in Theobroma cacao L. seedlings challenged with P.
palmivora. Disease severity was quantified using a diagrammatic scale and digital lesion-area
analysis, whereas host defense responses were assessed by gPCR of PR1, PR3, PR4, and PR10. B.
velezensis displayed the broadest antagonistic phenotype, inhibiting all tested pathogens by 56.1—
63.5%. In planta, consortium 1A, composed of P. taichungensis and P. juntendi and applied under
reduced fertilization, showed the lowest disease impact among infected treatments and
significantly reduced severity relative to fertilized controls. PR genes were induced primarily by P.
palmivora infection; transcriptional signals were highest in infected plants without the consortium
and lower in 1A-treated plants, indicating that phenotypic protection cannot be attributed solely to
stronger induction of the four PR markers. Together, the results support a multimechanistic
biocontrol model in which bacterial functional complementarity is associated with direct
antagonism and reduced disease severity, while the contribution of host-mediated induced defense
requires broader molecular validation.

Keywords: antagonism; bacterial consortium; biocontrol; cacao; host defense; pathogenesis-related
genes; Phytophthora palmivora.
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cacao—oomiceto (Fister et al., 2016; Ali et al.,

Introduccién 2017; Coles et al., 2021).

El control de P. palmivora en cacao esta
mediado  principalmente en  practicas
sanitarias, manejo agrondmico y fungicidas.
Aunque estas herramientas son necesarias
dentro de programas integrados, el uso
reiterado de insumos quimicos puede
incrementar costos, afectar microorganismos

La pudricién negra causada por especies de P.
palmivora es una de las enfermedades mas
importantes del cacao a escala mundial. P.
palmivora puede colonizar diferentes tejidos
de Theobroma cacao L. y desencadenar
respuestas de defensa complejas, cuya
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enzimas hidroliticas, colonizacion  del
hospedero y modulacién de respuestas
defensivas de la planta (Choudhary & Johri,
2009; Santoyo et al., 2019).

Entre las bacterias con mayor interés para
proteccion vegetal se encuentran especies de
Bacillus, Pseudomonas 'y Paenibacillus.
Bacillus velezensis, en particular, ha mostrado
antagonismo de amplio espectro frente a
hongos y oomicetos fitopatdégenos vy
capacidad para reducir la severidad de
enfermedades bajo condiciones controladas.
Estudios recientes con P. palmivora, P.
infestans y otros, respaldan su potencial
como agente de biocontrol mediante
metabolitos antimicrobianos y actividades
enzimaticas multiples (Wang et al.,, 2022;
Microorganisms, 2025). No obstante, una
cepa con alta actividad antagonista no
necesariamente aporta todas las funciones
requeridas para una proteccidon estable. La
construccion de consorcios puede ampliar el
repertorio funcional al combinar
microorganismos con capacidades
complementarias de competencia, nutriciény
antagonismo.

En cacao, los trabajos con microorganismos
benéficos han demostrado reduccidén de
enfermedades causadas por P. palmivora y
efectos positivos del establecimiento
microbiano en vivero y campo (Gémez-de la
Cruz et al., 2023; Neeraja et al., 2025). Sin
embargo, todavia son escasos los estudios
que integran, dentro del mismo experimento,
la caracterizacién funcional de las cepas, un
panel de antagonismo frente a diferentes
patégenos, la evaluacién fenotipica de P.
palmivora en plantulas y la expresion de
genes de defensa del hospedero. Esta
integracién es necesaria para diferenciar
entre proteccion asociada a antagonismo
directo y respuestas compatibles con
mecanismos mediados por la planta.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el potencial de biocontrol de dos
consorcios  bacterianos  mediante la
integracion  de  atributos  funcionales,
antagonismo in vitro, severidad de
enfermedad causada por P. palmivora y
expresiéon de los genes PR1, PR3, PR4 y PR10
en plantulas de cacao. Se planted que la
complementariedad funcional de las cepas
podria disminuir la severidad de Ia
enfermedad, aunque la proteccidn fenotipica
no necesariamente estaria acompafada por
una mayor expresion de todos los marcadores
PR evaluados.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y conformacion de
consorcios

Se seleccionaron cuatro cepas bacterianas del
banco de microorganismos del Laboratorio de
Microbiologia y Micorrizas de la Universidad
del Tolima. Paenibacillus taichungensis B19 y
Pseudomonas juntendi B06 habian sido
previamente caracterizadas por atributos
asociados a promocién vegetal; Bacillus
megaterium DB1 (PV133310) y Bacillus
velezensis BB1 (PV133309) fueron
identificadas mediante secuenciaciéon de
genoma completo. Las cepas se agruparon en
dos consorcios: 1A (P. taichungensis B19 + P.
juntendi B06) y 2A (B. megaterium DB1 + B.
velezensis BB1). Para los ensayos, los inéculos
bacterianos fueron preparados en caldo BHI,
ajustados aproximadamente a 1 x 10® UFC
mL™"y verificados por recuento en placa.

Caracterizacién funcional y antagonismo in
vitro

Las cepas se evaluaron individualmente para
actividad proteolitica, actividad celulolitica y
produccién de siderdforos. El antagonismo se
determind frente a Diaporthe sp.,
Neofusicoccum sp., L. theobromae y P.
palmivora mediante cultivo pareado. Un disco
de 5 mm del fitopatdgeno se ubicé en el
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centro de placas de agar papa dextrosay, a 3
cm, se dispusieron discos de papel filtro
impregnados con suspension bacteriana. Las
placas se incubaron durante ocho dias a 28 °C.
El porcentaje de inhibicién del crecimiento
radial se calculé como PICR = [(R1 - R2)/R1] x
100, donde R1 corresponde al crecimiento
radial del control y R2 al crecimiento en
direccion a la bacteria.

Material vegetal, inoculacidon bacteriana y
desafio con P. palmivora

Se utilizaron plédntulas de T. cacao del clon
ICM-67® mantenidas en vivero. Las semillas
fueron expuestas a los consorcios bacterianos
desde el establecimiento y las plantulas
recibieron reinoculaciones periddicas. Para el
desafio, P. palmivora se cultivd en agar V8 y
posteriormente en medio ARV
(arveja)durante 15-17 dias a 23 + 2 °C. Se
prepard una suspension de 1 x 108
esporangios mL™y la liberacion de zoosporas
se estimulé mediante choque térmico (4 °C,
30 min; 30 °C, 30 min). La inoculacion se
realizd en el envés del tercio medio de hojas
jévenes de madurez comparable.

Para la evaluacidn de enfermedad se
consideraron tratamientos con los consorcios
1A y 2A bajo fertilizacién reducida, testigos
con fertilizacion al 50 % y 100 %, y controles
correspondientes. Cada tratamiento conté
con plantas infectadas vy, cuando
correspondid, homodlogos no infectados. La
severidad fue registrada a 0, 36 y 60 h
posinoculacion  mediante una  escala
diagramaticade 0 a 5: 0 = sin dafio; 1 = 1-5 %;
2=5-15%; 3 =15-30%; 4 =30-70 %; y 5 =
70-100 % de area afectada. La estimacion de
area foliar lesionada fue apoyada mediante
analisis digital en Imagel.

Cuantificacidn de genes relacionados con
defensa

Se recolectd tejido foliar en los tiempos
definidos del desafio y se conservd a -80 °C.

El ARN total fue extraido con Plant/Fungi
Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek); su
concentracién y pureza se evaluaron por
NanoDrop 2000. Tras la eliminacién de ADN
gendémico, el cDNA se sintetizd con
ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit.
La gPCR se realizd con Luna Universal gPCR
Master Mix en un sistema Applied Biosystems
StepOne utilizando cebadores descritos por
Fister et al. (2016) para PR1, PR3, PR4 y PR10.
La tubulina fue utilizada como gen de
referencia. Para este manuscrito, las sefiales
se interpretan como expresiéon normalizada
relativa entre tratamientos; antes del envio
final debera confirmarse el procedimiento de
normalizacién con los archivos crudos de Cq
y, de ser posible, recalcularse mediante un
método ACq/AACq validado.

Analisis estadistico

La normalidad se verificd con Shapiro—Wilk.
Las variables que cumplieron los supuestos
paramétricos se analizaron mediante ANOVA
y comparacién de medias de Tukey; cuando
los supuestos no se cumplieron se emplearon
alternativas no paramétricas. Para las
variables de severidad y expresién génica se
consideraron diferencias entre tratamientos
con p £ 0,05. La interpretacion molecular se
basé en el efecto de tratamiento y en los
patrones temporales observados, evitando
inferir causalidad de resistencia inducida
cuando la interaccién tratamiento x tiempo
no estuvo respaldada estadisticamente.

Resultados

Todas las cepas presentaron al menos un
atributo  funcional relevante para |Ia
interaccion planta—microorganismo. B.
megaterium DB1 registrd la mayor actividad
proteolitica (2,16 + 0,06), mientras que B.
velezensis BB1 presentd la mayor actividad
celulolitica (48,87 + 5,64). P. taichungensis
B19 mostré la mayor produccion de
siderdéforos (23,31 £ 0,95 mm) y una actividad
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celulolitica intermedia. En contraste, P. entre las cepas, fundamento para su
juntendi BO6 presentd valores bajos para combinacion en consorcios (Tabla 1).

estas variables. Los perfiles evidencian una

distribucidn no redundante de funciones

Tabla 1. Perfil funcional de las cepas bacterianas. IH: indice de hidrélisis. Los valores deben
verificarse contra la tabla maestra final antes del envio.

L. . Sideroforos Rol funcional
Cepa Protedlisis (IH) Celuldlisis (IH) .
(mm) dominante
. . Competencia por
P. taichungensis ..
B19 1,52+0,10 26,51+ 3,10 23,31+0,95 Fe / funcién
complementaria
Componente de
. . consorcio;
P. juntendi BO6 0,00 0,00 3,51+0,68 .
antagonismo
selectivo
. Protedlisis /
B. megaterium .
DB1 2,16 £ 0,06 0,00 2,35+0,13 antagonismo
intermedio
. Antagonismo
B. velezensis BB1 1,53 £ 0,05 48,87 5,64 2,09 +0,29 . o
amplio / celuldlisis

Neofusicoccum sp. (42,2 %), mientras que P.
juntendi  B06 inhibié  principalmente
Neofusicoccum sp. (35,8 %) y P. palmivora
(17,3 %). P. taichungensis B19 presentd
antagonismo directo minimo (0-2,4 %). Esta
distribucidn confirma que la contribucion
potencial de cada integrante del consorcio no
depende de un Unico mecanismo (Tabla 2).

B. velezensis BB1 fue la cepa con mayor
actividad antagonista frente a todos los
fitopatdgenos evaluados, con inhibiciones de
63,4 % frente a Diaporthe sp., 63,5 % frente a
Neofusicoccum sp., 58,7 % frente a L.
theobromae y 56,1 % frente a P. palmivora. B.
megaterium DB1 mostré actividad
intermedia, especialmente frente a

Tabla 2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de fitopatdgenos por cepas bacterianas.

. Neofusicoccum .
Cepa Diaporthe sp. L. theobromae P. palmivora

sp.
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P. taichungensis
0% 0% 2,4% 0%
B19
P. juntendi BO6 0% 35,8 % 2,0% 17,3 %
B. megaterium
3,1% 42,2 % 3,6 % 14,6 %
DB1
B. velezensis BB1 63,4 % 63,5% 58,7 % 56,1 %

La inoculacién con P. palmivora produjo
lesiones foliares claramente detectables en
los tratamientos infectados, mientras que los
homdlogos no infectados permanecieron sin
lesion. Entre los tratamientos desafiados, los
testigos con fertilizacion completa y reducida
presentaron las mayores dreas afectadas. El
consorcio 1A bajo fertilizaciéon reducida
presentd el menor nivel de afectacidn entre
los tratamientos infectados vy difirié
significativamente de los testigos de mayor
severidad (Figurs 1). El tratamiento con 2A
mostré una respuesta intermedia. El control
sin  fertilizacién  produjo una lesidn
relativamente baja, pero no fue incluido en la
comparacion principal debido a que la hoja
inoculada no cumplid el criterio de madurez
foliar establecido a priori.

B
AB
AB
A
A

TAFS0+Fhy C-SF+Phy  24+F50+Phy C-FS0+PNY ¢ Fqg0+phy
Tratamientos

Area afectada (%)

Figura 1. Area foliar afectada por P. palmivora
en los diferentes tratamientos.

En consecuencia, la evidencia fenotipica mas
robusta corresponde a la reduccion de
severidad asociada con 1A bajo condiciones
nutricionales comparables.

La infeccion, mas que el consorcio, domina la
respuesta de PR1, PR3, PR4 y PR10

Los cuatro genes evaluados mostraron
expresion practicamente nula en ausencia del
patégeno y una induccién clara en plantas
infectadas. Los tratamientos con fertilizacién
reducida e infeccién, pero sin consorcio,
presentaron las sefiales normalizadas mas
altas para los genes evaluados. En contraste,
las plantas tratadas con 1A, fertilizadas e
infectadas mostraron niveles intermedios o
menores, aun cuando presentaron menor
severidad foliar. PR4 mostré una tendencia de
incremento hacia 60 h en el tratamiento
infectado sin consorcio, mientras que PR10
alcanzé su mayor respuesta alrededor de 36
h. No se detectaron diferencias temporales
consistentes para todos los genes, por lo que
los datos no permiten afirmar que 1A induzca
resistencia sistémica a través de una mayor
expresion de estos cuatro marcadores (Figura
2).
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Figura 2. Respuesta normalizada de PR1, PR3, PR4y PR10a 2,36y 60 h.

Discusion

El hallazgo central de este estudio es que la
proteccion frente a P. palmivora no puede
explicarse por un unico atributo microbiano.
B. velezensis BB1 fue, individualmente, el
antagonista mas potente del panel ensayado,
mientras que P. taichungensis B19 aportd
principalmente competencia por hierro vy
actividad celulolitica. Este patrén respalda el
concepto de complementariedad funcional: la
utilidad de un consorcio no depende de que
todos sus integrantes presenten el mismo
fenotipo, sino de que el conjunto amplie el
repertorio de mecanismos disponibles. La
capacidad de B. velezensis para inhibir
oomicetos coincide con estudios recientes
gue muestran antagonismo frente a P.

palmivora. y reduccién de enfermedad en
otros cultivos, apoyando el potencial del
género Bacillus como plataforma de
biocontrol de amplio espectro.

Sin embargo, el tratamiento con mejor
respuesta fenotipica frente a P. palmivora fue
1A, conformado por P. taichungensis y P.
juntendi, y no el consorcio que contenia B.
velezensis. Esta aparente discrepancia es
cientificamente relevante porque sugiere que
el antagonismo medido en placa no predice
por si solo la proteccién in planta. La
colonizacion, persistencia, competencia por
micronutrientes, interaccion con el estado
nutricional del hospedero y comunicaciéon
planta—microorganismo  pueden alterar
profundamente el desempefio de una cepa
una vez aplicada al sistema vegetal. En
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consecuencia, la seleccion de consorcios
exclusivamente a partir del porcentaje de
inhibicion in  vitro podria  descartar
combinaciones con alto desempefio bioldgico
en planta.

La reduccidn de severidad en 1A ocurrié sin
una mayor acumulacion de las sefiales
normalizadas de PR1, PR3, PR4 y PR10
respecto al tratamiento infectado sin
consorcio. Este resultado debe interpretarse
con cautela. Una respuesta PR elevada puede
reflejar una mayor presién de infeccion y no
necesariamente una planta mejor protegida.
Si el consorcio limita el establecimiento del
patégeno de manera temprana, el hospedero
podria requerir una respuesta transcripcional
de menor magnitud. Alternativamente, la
proteccion puede depender de vias no
representadas por los cuatro marcadores
seleccionados, incluyendo NPR1, LOX, ERF,
PDF1.2, TLP u otros reguladores de
sefializacion salicilica, jasmonato/etileno y
priming. Por ello, los resultados no
demuestran una ISR cldsica mediada por 1A,
pero si muestran que la respuesta fenotipica
y la transcripcional no son equivalentes.

Este desacoplamiento entre severidad vy
marcadores PR constituye una fortaleza
conceptual del estudio. La literatura de cacao
muestra que las familias PR responden
intensamente a P. palmivora y que diferentes
miembros presentan patrones temporales y
genotipo-dependientes (Fister et al., 2016; Ali
et al, 2017; Coles et al.,, 2021). En este
contexto, utilizar solo cuatro genes como
sustitutos de 'resistencia sistémica' puede
resultar insuficiente.  Estudios  futuros
deberian incorporar paneles de expresion
mas amplios, genes de sefializacién
hormonal, cuantificacion del patégeno por
gPCR, metaboldmica dirigida y seguimiento

de colonizacién de las cepas para discriminar
antagonismo directo, priming e inmunidad
inducida.

Desde una perspectiva aplicada, Ia
combinacion de un ensayo de antagonismo
multiespecie con un desafio in planta y una
lectura molecular ofrece un marco mas
robusto para seleccionar bioinoculantes
destinados a cacao. La cepa BB1 emerge
como candidato fuerte para biocontrol
directo, mientras que 1A destaca por su
desempeino en planta. Estos fenotipos
diferentes podrian ser explotados en una
segunda generacion de consorcios
racionalmente disefiados, siempre que se
evalle  compatibilidad entre  cepas,
estabilidad de formulacién, colonizacion y
eficacia bajo presién natural de enfermedad.

Conclusiones

Las bacterias evaluadas presentaron
funciones complementarias relevantes para
biocontrol. B. velezensis BB1 fue el
antagonista directo mds consistente,
mientras que otras cepas aportaron rasgos
asociados con competencia por nutrientes y
actividades enzimdticas. En condiciones de
vivero, el consorcio 1A se asocié con una
reduccion significativa de la severidad por P.
palmivora respecto a los testigos fertilizados,
demostrando que el desempefio in planta no
puede predecirse exclusivamente a partir del
antagonismo in vitro. PR1, PR3, PR4 y PR10
respondieron principalmente al desafio con P.
palmivora; la menor expresidén observada en
plantas protegidas con 1A indica que estos
marcadores no sustentan, por si solos, una
conclusion de resistencia sistémica inducida
por el consorcio. En conjunto, los resultados
apoyan el desarrollo de consorcios
bacterianos como herramientas
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multimecanisticas de manejo de P. palmivora
en cacao y justifican estudios posteriores que
integren colonizacién, cuantificacién del
patégeno, redes de sefializacion hormonal y
validacién en campo.

Fortalezas, limitaciones y siguientes pasos

La principal fortaleza del estudio es la
integracion de cuatro niveles de evidencia:
rasgos funcionales bacterianos, antagonismo
frente a un panel de fitopatdgenos, supresion
de enfermedad en pldntulas y respuesta
molecular del hospedero. Sus principales
limitaciones son el nuimero limitado de
marcadores de defensa, la ausencia de
cuantificacion directa de biomasa de P.
palmivora, la necesidad de verificar Ia
normalizacion de gPCR y el uso de
condiciones de vivero. Para elevar el
manuscrito a una revista de alto impacto se
recomienda: (1) reanalizar gPCR con
eficiencia de cebadores y AACq; (2) cuantificar
P. palmivora por gPCR; (3) incorporar genes
de SA/JA/ET y priming; (4) confirmar
colonizacion de cada cepa; y (5) validar los
consorcios en un ensayo independiente y
posteriormente en campo.
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