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NOTA TECNICA

ARBOL FILOGENETICO Y DIVERSIDAD DE BACTERIAS
ENDOFITAS ASOCIADAS A Theobroma cacao L. EN UNA ZONA DE
LA PROVINCIA DE ESMERALDAS, ECUADOR

Maria A. Vera-Loor', Alexander BernaI-CabreraZ, Danilo Vera-Coello®, Michel Leiva- Mora3,
Alan Rivero-Aragén® y Lisbeth Morales-Diaz de V.*

RESUMEN

Dada la importancia que tendria el uso de bacterias endofitas para el control de las enfermedades del cacao, el objetivo de este
estudio fue construir el arbol filogenético y caracterizar las bacterias endofiticas formadoras de endosporas en funcion de la
altitud, la edad y el tejido de la planta de cacao en una zona productora de la provincia de Esmeraldas en Ecuador. El aislamiento
de las bacterias se realiz6 a partir de secciones de tejidos de mazorcas y pedicelos de la flor en cultivares de cacao Criollo tipo
Nacional. Se obtuvieron 45 aislados de bacterias endofitas formadoras de endosporas, asociados principalmente con tejidos del
endocarpio. El arbol filogenético revelé que todas las bacterias pertenecen al género Bacillus. No se encontro relacién entre el
numero de aislados bacterianos con la edad de la planta, aunque hubo una ligera tendencia a la disminucion de los aislados hacia
los sitios de mayor altitud.
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ABSTRACT

Phylogenetic tree and diversity of endophytic bacteria associated with Theobroma cacao L.
in a zone of Esmeraldas Province, Ecuador

Given the importance of using endophytic bacteria for the control of cocoa diseases, the objective of this study was to build the
phylogenetic tree and characterize the endophytic endospore-forming bacteria according to their cropping altitude, age and tissue
of the cocoa plant in a producing area of the Esmeraldas province, in Ecuador. The isolation of bacteria was done from healthy
pods and flower pedicels from cocoa Criollo Type Nacional cultivar. Forty-five endospore forming endophytic bacteria were
recovered, mainly from the endocarp tissue. The phylogenetic tree showed that all bacteria belong to the genus Bacillus. No
association was found between the number of bacterial isolates and the age of the plant, although there was a slight tendency for
the isolates to decrease towards the higher altitude sites.

Additional keywords: Bacillus, biocontrol, cocoa, endocarp, flower pedicel

INTRODUCCION embargo, dados los resultados interesantes

presentados en los pocos documentos disponibles,

El uso de bacterias endéfitas para el control de ciertamente merece mayor atencion debido a que
las enfermedades del cacao es incipiente; sin pueden ayudar a conservar la estabilidad y
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diversidad de las comunidades agricolas, reducir
el uso de insumos quimicos y ayudar a los
agricultores a adaptarse a un mundo en réapido
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).

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. Algunas de ellas
exhibieron antagonismo contra los tres agentes
patégenos principales del cacao, Phytophthora
spp., Moniliophthora roreri y M. perniciosa.

Ouattara et al. (2019) demostraron Ia
importancia de seleccionar bacterias endofitas
nativas de seis regiones productoras de cacao en
Costa de Marfil para realizar estudios in vitro y en
invernadero para discriminar los aislados con
mayor capacidad de solubilizacién de fosfatos y
proponerlas  como posibles candidatas a
desarrollar formulaciones que puedan promover el
crecimiento y desarrollo de diferentes variedades
de plantas de cacao.

Teniendo en cuenta que solo una pequefia parte
de la diversidad microbiana asociada a los tejidos
del arbol de cacao ha sido descrita y caracterizada,
y dada la importancia de este cultivo en la
agricultura del Ecuador (Moreno et al., 2020), el
objetivo del presente trabajo fue crear el arbol
genético y caracterizar las bacterias endofiticas
formadoras de endosporas en funcién de la altitud,
la edad y el tejido de la planta de cacao en una

zona productora de la provincia de Esmeraldas
en Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron prospecciones de las potenciales
bacterias endofitas en fincas de producciéon de
cacao, con plantas de diferentes edades, ubicadas
en diversas parroquias del canton Quinindé,
provincia de Esmeraldas, Ecuador (Cuadro 1). Las
plantas correspondian al cultivar de cacao Criollo
tipo Nacional (autoctono de Ecuador), que no
habia sido sometido a la aplicacion de fungicidas.
En cada finca se colectaron cojines florales y
mazorcas, sin sintomas aparentes de moniliasis,
mediante muestreos realizados al azar.

Las muestras se trasladaron al laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Proteccion
Vegetal de la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), para ser
procesadas antes de las 4 h de haber sido tomadas,
tal como lo sugerido por Melnick et al. (2011).

Las mazorcas y pedicelos florales fueron
sometidas a un proceso de lavado con agua
corriente 'y detergente. Posteriormente, se
realizaron los cortes de secciones de tejidos sanos
del mesocarpio y endocarpio de las mazorcas, asi
como secciones de tejido del pedicelo de los
cojines florales. Luego, bajo camara de flujo
laminar se procedi6 a la desinfeccion de los
tejidos con hipoclorito de sodio, seguido con
alcohol y un lavado con agua estéril. Las muestras
se colocaron sobre papel absorbente estéril y se
dejaron secar.

Cuadro 1. Descripcion de los sitios de colecta en el cantén Quinindé, provincia de Esmeraldas

Parroquia I(Djrople'garlo L atitud Longitud Altitud Edad dgl cultivo
e la finca (msnm) (afios)
Sra. Solis 0°67°45" N 79°49°44” W 95 13
Malimpia Sr. German 0°67°55" N 79°48°56" W 98 12
Sr. Alcivas 0°67°56"" N 79°48°23" W 98 2
Sr. Gomez 0°18'35" N 79°24°57" W 123 13
Rosa Zarate Sr. Quintana 0°1849" N 79°25°32" W 118 14
Sr. Brizefio 0°1929"" N 79°26'23" W 116 35
Sra. Diaz 0°07°44”" N 79°24°02”" W 193 40
La Uni6n Sr. Cunalata 0°08°04"" N 79°23°047 W 181 5
Sra. Marujita 0°13'38"" N 79°24°46" W 154 10




Vera et al.

225

Arbol filogenético v caracteristicas de bacterias enddfitas en cacao

Para el aislamiento de las bacterias formadoras
de endosporas se tomaron los tejidos previamente
desinfectados y se colocaron en tubos de ensayo
con tampon fosfato de potasio estéril 0,1 M (pH 7)
e incubaron a 75 °C en bafio termostatico (bafio
Maria) durante 15 min. Luego se procedi6 a la
trituracion de los tejidos y siembra en medio de
cultivo agar triptona soya (TSA) por el método de
diseminacién con la ayuda de una espéatula
metalica estéril. Las colonias que presentaron
caracteristicas macroscopicas diferentes, se
subcultivaron independientemente en medio de
cultivo TSA e incubaron a 28 °C por 24 h hasta su
posterior verificacién de crecimiento.

La verificacion de 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) e incubadas a
28 °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 incubacion de 28 °C por 24 h hasta observar
crecimiento bacteriano.

Para la identificacion molecular de las cepas
bacterianas se siguio el proceso descrito por Vera
et al. (2020) empleando la secuenciacion del
ARNr 16S. Las filogenias se construyeron
mediante el método de vecino mas cercano
(Saitou y Nei, 1987) y con una maxima
verosimilitud 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 utilizd un analisis de regresion mediante
el empleo del programa Statistix v.8.

RESULTADOS Y DISCUSION

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
s6lo unos pocos (17,8 %) del pedicelo de la flor.
No se encontr6 asociacion (P>0,05) entre la
presencia de aislados bacterianos y la edad de la
planta (Figura 1) o la altitud de la finca (Figura 2),
aunque hubo una ligera tendencia a la disminucion
de los aislados hacia los sitios de mayor elevacion.
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Figura 1. Frecuencia de obtencion de aislados
bacterianos en relacion a la edad de la planta.
ns: no significativo (P>0,05)

El tratamiento térmico, utilizado para obtener
los aislados bacterianos, elimind todas las
bacterias que no produjeron endosporas Yy
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 termorresistencia de las endosporas bacterianas
pues éstas le pueden garantizar mayor persistencia
a las bacterias en los tejidos vegetales, lo cual es
una condicion necesaria para seleccionar
candidatos promisorios para el control biol6gico
de agentes fitopatogenos.
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Figura 2. Frecuencia de obtencion de aislados
bacterianos en relacion con la altitud de la
zona. ns: no significativo (P>0,05)

De los aislados obtenidos, la mayoria fueron
del endocarpio de la mazorca del cacao. Este
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hallazgo pudiera explicarse por la interrelacion
entre la flor y el fruto; asi como la composicion
quimica del mucilago del cacao, el cual posee un
alto contenido de agua y es rico en azlcares,
proteinas y pectinas (Vallejo et al., 2016),
sustancias que conforman un medio favorable para
la multiplicacion de bacterias.

Por otro lado, este resultado no concuerda con
lo sefialado por Hallmann (2001) quien plante6
que los endofitos bacterianos son colonizadores
poco abundantes en los tejidos de flores, frutos y
semillas de diferentes especies de plantas,
sefialando que en condiciones naturales, la
mayoria de las flores y frutos no contienen
bacterias enddfitas o solo pueden alcanzar
densidades de poblacion muy bajas (10%-10° UFC
g” de masa fresca de tejido vegetal).

En un estudio similar al presente, Melnick et
al. (2011) obtuvieron 69 aislados de bacterias
endofitas formadoras de endosporas a partir de los
tejidos de hojas, ramas, cojines florales y mazorca
de una coleccion de clones de T. cacao tipo
Nacional  procedente  del programa de
mejoramiento genético del cultivo, con fines de
emplearlos en el control bioldgico de los
principales hongos patdgenos que afectan la
mazorca. Sin embargo, estos autores no analizaron
el aislamiento de bacterias endofitas procedentes
de secciones de tejido de mazorcas de cacao en
diferentes fases de desarrollo. En este trabajo,
detectamos la mayor cantidad de bacterias en los
frutos mas jovenes, resultado que debe tener
relacién con el grosor de la epidermis, la cual se
encuentra menos esclerotizada en los frutos de
menor edad y facilita una mejor colonizacion por
las bacterias. 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 este hongo
fitopatdgeno.

Ademas, se conoce gue en el cacao habita una
gran diversidad de hongos enddfitos (Bae et al.,
2009; Hanada et al., 2010) que coexisten con las
bacterias. El cacao es el habitat de una comunidad
microbiana diversa que todavia esta parcialmente
caracterizada, de la cual se podrian obtener
agentes de control biol6gico, particularmente
bacterias endofitas formadoras de endosporas.

Estas estructuras de resistencia son el principal
ingrediente activo de los formulados comerciales,
y le confieren mayor viabilidad y capacidad de
resistencia a factores bidticos y abidticos
estresantes. El arbol filogenético construido con
secuencias del gen 16S rRNA de las cepas
aisladas del cacao (Figura 3) revelé que todas
pertenecen al género Bacillus.

Es de destacar; sin embargo, que a pesar de que
el marcador ADNr 16S empleado en esta
investigacion, es el marcador molecular mas
utilizado para la clasificacion de organismos
procariotas por sus caracteristicas deseables
(Schleifer, 2009), las bacterias del género Bacillus
comprenden actualmente mas de 336 especies, por
lo que la clasificacién basada en un gen Unico
probablemente tiene bajo poder de resolucion a
este nivel (LPSN, 2016).

Este estudio contribuydé a un mejor
conocimiento del microbioma del cacao a partir de
la colecta de muestras de frutos del cultivar
Criollo tipo Nacional, de donde se extrae el
“Cacao Arriba”, de fino aroma y sabor con calidad
gourmet, que coloca al pais como el primer
exportador de este tipo de cacao; ademas de
confirmar la presencia de este microbioma en los
tejidos de los oOrganos reproductivos (flores vy
mazorcas) del cultivo.

CONCLUSIONES

Se caracterizaron cepas endofitas de Bacillus
spp. asociadas con frutos y pedicelos florales de T.
cacao. Estas bacterias pudieran ser empleadas
como agentes de control biolégico de
Moniliophthora roreri, una de las principales
enfermedades fungicas que limitan la produccion
en zonas cacaoteras de la provincia de
Esmeraldas, Ecuador.
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