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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar
morfolégica, fisiologica y molecularmente bacterias endofitas
formadoras de endosporas procedentes de Theobroma cacao L.
en Quinindé, Esmeraldas, Ecuador. El aislamiento de las
bacterias se realizd a partir de secciones de tejidos de mazorcas
y pedicelos de la flor, en cultivares de cacao Criollo tipo
Nacional, sin sintomas de la enfermedad. Posteriormente, se
caracterizaron las bacterias desde el punto de vista cultural,
morfoldgico y fisioldgico de acuerdo a metodologias recogidas
en la literatura cientifica. La confirmacién de la identidad de las
bacterias se realizé mediante la secuenciacion del ARNTr 16S. Se
obtuvieron 45 aislados de bacterias endofitas formadoras de
endosporas, asociados con tejidos del endocarpio. Todas las
cepas mostraron caracteristicas culturales, morfoldgicas y
fisiologicas semejantes al género Bacillus. La secuenciacion
confirm¢ los criterios anteriores y las principales especies
identificadas fueron Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
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Bacillus mycoides y Bacillus cereus con un 99 % de similitud; mientras otras cepas no produjeron
una secuencia consenso optima, por lo que se clasificaron como Bacillus sp.
Palabras clave: Bacillus, biocontrol, cacao, endocarpio, pedicelo de flores

ABSTRACT

The aim of this work was to characterize cultural, morphological, physiological and molecular
endospore forming endophytic bacteria associated with Theobroma cacao L. in Quinindé canton,
Esmeraldas province, Ecuador. Isolation of bacteria were done from healthy pods and flower
pedicels from cocoa Criollo Type Nacional cultivar. Bacteria isolates were characterized cultural,
morphological, physiological and molecular. Identification of bacteria isolates were analyzed by
16S-ribosomal RNA gene pyrosequencing. Fourty-five endospore forming endophytic bacteria
were recovered from healthy pods and flowers peduncules, mainly from endocarp. Based on
their cultural, morphological and physiological characteristics they were similar to Bacillus.
According on 16S rDNA sequence alignment isolates were classified like Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus mycoides and Bacillus cereus with 99 % sequence similarity. Some
bacteria isolates did not produced optima concensus sequences and were classified under the

genus Bacillus.

Keyword: Bacillus, biocontrol, cocoa, endocarp, flower pedicel

INTRODUCCION

Theobroma cacao L. es un arbol del
sotobosque tropical, de gran importancia
economica, pues de sus "semillas” procesadas se
obtienen productos como el chocolate. En el afio
2020, Ecuador exporté mas de 345 000 t de
granos de cacao y semielaborados; lo cual
constituye el equivalente a 850 millones de
ddlares. Actualmente la industria chocolatera
mundial es valorada en 80 mil millones USD/
ano (The Guardian, 2021).

En los ultimos afos se ha informado acerca la
diversidad y el potencial de las bacterias
endofitas asociadas con las plantas (organismos
que colonizan los tejidos: hojas, frutos, tallos y
raices de plantas, sin causar enfermedad) como
agentes de biocontrol y promotores del
crecimiento vegetal (Khan et al, 2020). Sin
embargo, solo una pequefia parte de la
diversidad microbiana ha sido descrita y
caracterizada.

El uso de bacterias enddfitas en la agricultura
tiene un inmenso potencial para reducir los
efectos adversos ambientales provocados por el
uso indiscriminado de agroquimicos. Estas
bacterias son capaces de sintetizar fitohormonas
como el acido-indolacético (AIA), citoquininas,
giberelinas y sideréforos que promueven el

crecimiento de las plantas. Ademds, se ha
informado que especies enddfitas de los géneros
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Pseudomonas y Serratia son efectivas en la
inhibicién del crecimiento in vitro e in vivo de
microorganismos fitopatégenos; mientras que
otras especies enddfitas de los géneros Bacillus,
Enterobacter, ~ Pseudomonas,  Azotobacter,
Arthrobacter, Streptomyces e Isoptericola mejoran
el estrés a la sequia, el calor y la salinidad en
diferentes cultivos (Kandel et al., 2017).

Las bacterias enddfitas, especialmente el
género Bacillus spp. ha comenzado a recibir
atencion para el control de las enfermedades del
cacao, aunque menos que el uso de hongos
antagonistas (Ten-Hoopen y Krauss, 2016). En
este sentido, Melnick et al. (2008) demostraron
que las bacterias del género Bacillus eran
capaces de colonizar hojas de cacao,
principalmente como epifitas, pero también
como endofitas.

Melnick et al. (2011) en un estudio sobre el
uso de bacterias endofitas formadoras de
endosporas para el control de enfermedades de
cacao, encontraron que en este arbol pueden
coexistir ~multiples especies de bacterias
formadoras de endosporas. Las especies Bacillus
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus y B.
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cereus exhibieron antagonismo contra los tres
agentes patdgenos principales del cacao,
Phytophthora spp., M. roreri 'y M. perniciosa.

Quattara et al. (2019) demostraron la
importancia de seleccionar bacterias endofitas
nativas de seis regiones productoras de cacao en
Costa de marfil para realizar estudios “in vitro”
asi como en invernadero con el objetivo de
desarrollar formulaciones que promuevan el
crecimiento y desarrollo de plantas de cacao de
las variedades P7 y NA32.

En el cantén Quinindé de la provincia
Esmeraldas, Ecuador no se habian realizado
investigaciones sobre la utilizacién de bacterias
endofitas para el control de las enfermedades del
cacao, sin embargo, dados los resultados
interesantes presentados, ciertamente merece
mayor atencion debido a que pueden ayudar a
conservar la estabilidad y diversidad de las
comunidades agricolas, reducir los insumos
quimicos y ayudar a los agricultores a adaptarse
a un mundo en rapido cambio donde la
intensificacion agricola, el uso de la tierra y el
cambio climatico aumentan el riesgo de epifitias
devastadoras (Ek-Ramos et al., 2019).

El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar ~ morfoldgica,  fisiologica vy
molecularmente cepas de bacterias endofitas
formadoras de endosporas procedentes de T.
cacao en Quinindé, Esmeraldas, Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en el laboratorio de
Fitopatologia del departamento de Proteccion
vegetal de la Estacion Experimental Tropical

Pichilingue perteneciente al Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) (1°
05 de Latitud Sur y 79° 26' de Longitud
Occidental), Cantén Mocache, provincia Los
Rios, Ecuador.

Las prospecciones de las potenciales bacterias
endofitas se realizaron en fincas de produccion
de cacao que no habian sido sometidas a la
aplicacion de fungicidas, con diferentes edades y
ubicadas en Parroquias dentro del cantén
Quinindé, provincia de Esmeraldas (Tabla 1).
Estas se encontraban plantadas con el cultivar de
cacao Criollo tipo Nacional. En cada finca se
colectaron mazorcas sin sintomas aparentes de
la enfermedad y cojines florales mediante un
muestreo al azar.

Las muestras, previamente etiquetadas, se
trasladaron envueltas en bolsas de papel al
laboratorio de Fitopatologia para ser procesadas
segun lo sugerido por Melnick et al. (2011).

Procesamiento de las muestras

Las mazorcas fueron sometidas a un proceso
de lavado con agua corriente y detergente por 5
min. Bajo camara de flujo laminar se procedié a
la desinfeccion de los tejidos con hipoclorito de
sodio al 0,525 % por 3 min, seguido con alcohol
al 70 % (v/v) durante 2 min y por ultimo se
realizé un lavado con agua estéril por 1 min. Las
muestras se colocaron sobre papel absorbente
estéril y se dejaron secar.

Aislamiento de bacterias endofitas
Se tomaron los tejidos de la mazorca
(mesocarpio y endocarpio) previamente

Tabla 1. Descripcion de los sitios de colecta en Quinindé, provincia de Esmeraldas

Parroquias Propietario de las Latitud Longitud  Altitud Edad del cultivo
fincas Norte Oeste (msnm) (afios)

Malimpia  Sra. Maura Solis 0°67°45”  0°49'44” 95 13
Sr. German 0°67’55”  0°48°56” 98 12
Sr. Walter Alcivas 0°67’56”  0°48°23” 98 1%

Rosa Zarate Sr. Jairo Gomez 0°18’35”  79°24’57” 123 13
Sr. Quintana 0°18'49”  79°25’32” 118 14
Sr. Manuel Brizefo 0°19°29”  79°26'23” 116 35

La Uni6n Sra. Marta Diaz 0°744” 79°24°2” 193 40
Sr. José Cunalata 0°8°4” 79°23’4” 181 5
La Marujita 0°13’38”  79°24°46” 154 10
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desinfectados y se colocaron en tubos de ensayo
(150 x 22 mm) con 5,0 mL de tampén fosfato de
potasio estéril 0,1 M (pH 7) e incubaron a 75 °C
en bano Maria (marca: Memmert, Gmbbh,
Schwabach, Alemania) durante 15 min. Luego
se procedié a la maceracion de los tejidos y
siembra en medio de cultivo Agar Triptona Soya
(TSA, Difco) por el método de diseminacioén o
extension con la ayuda de una espatula metalica
estéril de Drigalsky (Similar a lo sugerido por
Melnick et al, 2011). Las colonias que
presentaron  caracteristicas = macroscopicas
diferentes, se subcultivaron independientemente
en medio de cultivo TSA e incubaron a 28+1 °C
por 24 h hasta su posterior verificacion de
crecimiento.

Verificacion de la presencia de endosporas

La presencia de bacterias con endosporas, se
realizd, sembrando las bacterias en tubos de
ensayo con 5 mL de medio de cultivo Caldo
Triptona Soya (TSB, Difco) e incubadas a 28+1
°C por 3 dias. Seguidamente, los cultivos se
incubaron a 75 °C durante 15 min. Finalmente,
los cultivos bacterianos se extendieron en placas
de Petri con medio de cultivo TSA bajo
condiciones de incubacién de 28+1 °C por 24 h
hasta observar crecimiento bacteriano. Este
procedimiento fue repetido para confirmar los
resultados. También, se realizaron tinciones de
endosporas mediante el método propuesto por
Schaeffer y Fulton (Hussey y Zayaitz, 2007)
mediante observaciones al microscopio Optico
(Karl Zeiss, Alemania) con aceite de inmersion
y un aumento de 1000x.

Caracteristicas fenotipicas

Se describieron los caracteres morfoldgicos
(forma, agrupaciéon y respuesta a la tincion)
mediante tinciones simples y tincién de Gram,
mediante observaciones al microscopio Optico
(Karl Zeiss, Alemania) con un aumento 1000 x.
Los aislados que resultaron ser bacilos Gram
positivos se les realizd la prueba de la catalasa
(Reiner, 2010).

Identificacion molecular

Se realizo la extracciéon del Acido
Desoxirribonucleico (ADN) de las cepas de
bacterias enddfitas sembradas a 28+1 °C por 24

h en medio de cultivo TSA. El proceso de
extracciéon se hizo acorde a las normas de
manufactura de PureLink® Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen) con un volumen de elucién de
ADN final a 100 pL por muestra. El ADN total
se amplificd para la region 16S rRNA mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
usando los cebadores universales: 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) (Hogg vy
Lehane, 1999) y 1492R (5- GGTTACCTTGTTA
CGACTT-3) (Turner et al, 1999), a una
concentracion de 25 pmol.

Las condiciones de la PCR fueron: 35 ciclos,
con desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min,
seguido de los ciclos con desnaturalizacion a 94
°C por 30 s, temperaturas de anillamiento a 50
°C, por 30 s, con extension a 72 °C por 2 min,
seguido de una extension final a 72 °C por 10
min. El volumen de reaccién de la PCR fue de 25
uL: 2,5 puL de 10x Pfx tampon de amplificacion,
17,4 pL de agua desionizada, destilada estéril, 0,8
uL de dNTPs (10 nM), 0,5uL de mM MgSO,, de
cada cebador 0,8 pL, 0,8 uL de dimetilsulféxido
(DMSO), 0,2 pL de Platinum Pfx® de Invitrogen
y 2 uL de ADN.

Los productos de amplificacion mediante
PCR se comprobaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1 % mas 1x GelRed® Safe
Nuclied Acid Gel Stain (Biotium, Hayward,
USA), las condiciones de corrida fueron; 128 V,
3000 mA por 20 min. Se utilizé 2 pL de
marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen),
en el gel se carg6 2 pL del producto de PCR mas
3 pL de bromo fenol azul. El tampén de corrida
fue SB 1X. Los productos de PCR fueron
purificados con el protocolo para PureLink™
PCR Purification Kit, obteniendo un volumen
final de 60 pL. Los productos positivos fueron
enviados a secuenciar en Macrogen (Seoul-
Korea).

Los cromatogramas de las secuencias
obtenidas se verificaron Sequencher 4.6 (Gene
Codes, Ann Arbor, MI, USA). Las secuencias
correctas fueron comparadas en la base de datos
(GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), los
alineamientos con las secuencias desde la base
de datos se realizaron usando G-INS-i
implementado en MAFFT v5.667. Las filogenias
se construyeron mediante el método de vecino
mas cercano y con una mdxima verosimilitud
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(ML) implementado en MEGA 7 (Kumar et al.,
2016), los valores ubicados en los diferentes
clados y nodos fueron mayores al 50 %.

Para establecer relacion entre la frecuencia de
los aislados bacterianos con la altitud y edad del
cultivo, se usaron los coeficientes de correlacién
de Spearman y Tau de Kendal. Se empled el
paquete estadistico STATISTICA version 12.0
sobre Windows.

RESULTADOS y DISCUSION
Aislamiento de bacterias endofitas

A partir del método de aislamiento descrito se
obtuvieron 45 aislados bacterianos asociados a

los tejidos vegetales muestreados. La mayoria de
ellos (55,5 %) procedieron del endocarpio,
algunos del mesocarpio (26,7 %) y solo unos
pocos (17,8 %) del pedicelo de la flor (Figura 1).
No se encontr6 asociacion significativa entre el
numero de aislados bacterianos con la altitud de
la finca y edad del cultivo (Figuras 2 y 3);
aunque hubo wuna ligera tendencia a la
disminucién de los aislados hacia los sitios de
mayor altitud (Figura 1).

Por otro lado, no se encontro relacion entre el
numero de aislados bacterianos con la altitud y
edad del cultivo (Kendal Tau = 0,2545) (Figura

2y 3).
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Figura 1. Frecuencia de distribucion de bacterias endofitas aisladas de secciones de tejidos
de T. cacao
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Figura 2. Correlacion entre la frecuencia de aislados bacterianos y la altitud del cultivo
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Figura 3. Correlacion entre el nimero de aislados bacterianos y la edad del cultivo

Caracteristicas fenotipicas

Se observo que las colonias de bacterias
aisladas en TSA a las 72 h, tenian caracteristicas
culturales 'y morfolégicas macroscdpicas
semejantes a las del género Bacillus tales como
tamafo de mediano-grande, borde irregular,
elevacion planoconvexa y color blanquecino
(Figura 4 A). Después de realizar la tincion de
Gram, se constatd a nivel microscdpico, que
todos los aislados resultaron ser bacilos Gram
positivos (Figura 4 B), formadores de
endosporas (Figura 5 A) y catalasas positivas
(Figura 5 B).

Este resultado puede atribuirse al método de
aislamiento utilizado (tratamiento térmico), el
cual elimin6 todas las bacterias que no
produjeron endosporas, y probablemente la
mayoria de los géneros bacterianos, incluyendo
bacterias formadoras de endosporas que estaban
creciendo en una etapa vegetativa en el
momento del muestreo. De forma semejante
Foldes et al. (2000) consideraron muy
apropiadas estas técnicas de aislamiento del
género Bacillus donde es importante caracterizar
la  termoresistencia de las endosporas
bacterianas pues estas le pueden garantizar

Figura 4. Caracteristicas culturales y morfoldgicas de Bacillus sp. (aislado # 33), con
aumento de 1000 X

A) Morfologia macroscopica; B) Células bacilares Gram positivas

10

http://cagricola.uclv.edu.cu


http://cagricola.uclv.edu.cu

http://cagricola.uclv.edu.cu/

Articulo aceptado para publicacién /Article accepted for publication, 2021

Figura 5. Caracteristicas fisioldgicas de Bacillus sp. (aislado # 33), con aumento de 1000 X
A) endosporas (flechas rojas); B) prueba de la enzima catalasa (positiva)

mayor persistencia a las bacterias en los tejidos
vegetales, lo cual es una condiciéon necesaria
para seleccionar candidatos promisorios para el
control bioldgico de agentes fitopatdgenos.

En el estudio de Melnick et al. (2008), para la
caracterizacion fenotipica de Bacillus en TSA
tomd en cuenta el tamafo, forma, elevacion
margen y color, obteniendo como resultado
colonias medianas a grandes, de borde irregular,
elevacion planoconvexa y color blanco/crema,
corroborando estas caracteristicas para el género
Bacillus como las observadas en la presente
investigacion.

De los aislados obtenidos, la mayoria fueron
del endocarpio de la mazorca del cacao (Figura
1). Este hallazgo pudiera explicarse por la
interrelacion entre la flor y el fruto; asi como la
composiciéon quimica del mucilago del cacao, el
cual posee un alto contenido de agua y es rico
en azucares, proteinas y pectinas, sustancias que
conforman un medio favorable para la
multiplicacion de bacterias.

Por otro lado, este resultado no concuerda
con informes publicados por Hallmann (2001)
quien plante6 que los enddfitos bacterianos son
colonizadores poco abundantes en los tejidos de
flores, frutos y semillas de diferentes especies de
plantas. Este mismo autor, afirmé que, en
condiciones naturales, la mayoria de las flores y
frutos no contienen bacterias enddfitas o solo
pueden alcanzar densidades de poblaciéon muy
bajas (102-103 UFC. g! de masa fresca de tejido
vegetal).

De los arboles de T. cacao se han aislado
bacterias asociadas a los tejidos; sin embargo,
como colonizadores enddfitos solo se informa el
trabajo realizado por Melnick et al. (2011) en la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue
(EET-Pichilingue) en la provincia Los Rios,
Ecuador. Estos investigadores obtuvieron 69
aislados de bacterias endéfitas formadoras de
endosporas pertenecientes al género Bacillus, a
partir de los tejidos de hojas, ramas, cojines
florales y mazorca, de una coleccién de clones
de T cacao tipo Nacional procedente del
programa de mejoramiento genético del cultivo
con fines de emplear en el control bioldgico de
los principales hongos patégenos que afectan la
mazorca de cacao.

Asimismo, Macagnan et al. (2006) aislaron
bacterias formadoras de endosporas del
rizoplano y rizésfora de la planta, aunque no
especifican sobre su identificacion; de manera
contraria a los actinomicetos de la carpdsfera de
mazorcas de cacao, los cuales pertenecen a
varias especies del género Streptomyces (Barreto
et al., 2008).

A pesar de que los investigadores citados
anteriormente  trabajaron  con  bacterias
asociadas a las plantas, ninguno de ellos analizd
el aislamiento de bacterias enddfitas procedentes
de secciones de tejido de mazorcas de cacao.
Este aspecto constituye una novedad del
presente trabajo, al obtener en los frutos mas
jovenes la mayor cantidad de bacterias. La
explicacion a este resultado tiene relacion con el
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grosor de la epidermis de los frutos jovenes, la
cual se encuentran menos esclerotizados y
facilita una mejor colonizacion por las bacterias;
fenémeno que se dificulta a medida que avanza
el crecimiento y desarrollo del fruto. Ademas, si
se toma en cuenta que las mazorcas de cacao
son mas susceptibles a M. roreri en los tres
primeros meses de desarrollo, este resultado
aseguraria una mayor probabilidad de
proteccion del fruto contra el este hongo
basidiomicete fitopatogeno.

Identificacion molecular

El arbol filogenético construido con
secuencias del gen 16S rRNA de las cepas
aisladas del cacao reveld que todas pertenecian
al género Bacillus. (Figura 6).

La identificacion basada en criterios
morfolégicos, coincidi6 con los criterios
moleculares correspondientes a la secuenciacion
del gen que codifica para el ARNr 16S vy las
principales especies identificadas fueron Bacillus
subtilis, Bacillus  amyloliquefaciens, Bacillus
mycoides y Bacillus cereus con un 99 % de
similitud; mientras otras cepas no produjeron
una secuencia consenso Optima, por lo que se
clasificaron como Bacillus sp. (Figura 6).

El género Bacillus comprende actualmente
mads de 336 especies, por lo que la clasificacion
basada en un gen tunico tiene bajo poder de
resolucidn a este nivel. A pesar de que, el ADNr
16S cumple con varias propiedades que lo hacen
el marcador molecular simple mas utilizado
para la clasificacion de organismos procariotas,
por ser altamente conservador, ubicuo,
homologo, funcionalmente constante, estable,
poco sujeto a mecanismos de transferencia
lateral de genes, contiene regiones variables e
hipervariables y ofrece buena concordancia con
los estudios basados en el genoma (LPSN,
2016). No obstante, la secuenciacion del ARNr
16S no puede diferenciar de forma confiable
entre dos especies bacterianas estrechamente
relacionadas, es necesario la combinaciéon de
otros genes esenciales tales como rpoA, rpoB,
rpoC, rpoD, gyrA, gyrB, recA, recB son
igualmente utiles para la identificacion de
especies del género Bacillus (Glazunova et al.,
2009).

Este estudio contribuy6 a un mejor
entendimiento del  conocimiento del
microbioma del cacao al encontrar por primera
vez de muestras de frutos del cultivar Criollo
tipo Nacional (autéctono de Ecuador) varias
especies de bacterias enddfitas formadoras de
endosporas del género Bacillus asociados a los
tejidos de los drganos reproductivos (flores y
mazorcas).

De manera semejante, otros autores como
Hanada et al. (2010), han encontrado una gran
diversidad de hongos endodfitos que coexisten
con las bacterias.

Estos resultados constituyen el primer paso
hacia la seleccion de cepas eficientes de
bacterias enddfitas formadoras de endosporas
como agentes de control biolégico contra los
principales hongos fitopatégeno que afectan el
cultivo del cacao, por lo que continuaran los
estudios para esclarecer sus relaciones
microbianas que se establecen entre estas
especies y su comportamiento en la interaccién
con la planta.

CONCLUSIONES

Se caracterizaron e identificaron cepas
endofitas de Bacillus spp asociadas con frutos y
pedicelos florales de T. cacao, que pudieran ser
empleadas en el futuro como agentes de control
bioloégico de las principales enfermedades
fungicas que limitan la produccién cacaotera en
Quinindé, Esmeraldas, Ecuador.
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Figura 6. Arbol filogenético de Maxima probabilidad, basado en la secuencia de los genes 16S ARNr, que

muestra la relacion entre las cepas enddfitas de Bacillus aisladas de Theobroma cacao L.
Arbol construido por el método de méxima probabilidad en MEGA 7. Valores de Bootstrap > 50 (basado en 1000 réplicas) para cada
nodo
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