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EFECTO DE LA FRECUENCIA DE APLICACION DE Bacillus
amyloliquefaciens ENDOFITO SOBRE Moniliophthora roreri EN
CONDICIONES DE CAMPO

Alexander Bernal-Cabrera’, Sofia L. Pefiaherrera-Villafuerte?, Marjorie D. Espinoza-Roca?, Betty
J. Rivadeneira Moreira® y Pedro P. P4ez-Martinez*

RESUMEN

El uso de bacterias enddfitas del género Bacillus como agentes de biocontrol contra Moniliophthora roreri se presenta como una
opcién ambientalmente segura y eficaz. El objetivo fue evaluar el efecto de la frecuencia de aplicacion de B. amyloliquefaciens
endofito contra el agente causal de la moniliasis en una zona productora de cacao de la provincia de Esmeraldas, Ecuador. El
experimento se realiz6 con el genotipo de cacao EET-103 tipo Nacional de 14 afios de edad, en un marco de 3 x 3 m, sobre un
suelo Andisol, bajo un disefio de bloques completos al azar, con tres tratamientos (frecuencia de aplicacion: 15, 30 y 45 dias) y
cinco repeticiones. Durante los 90 dias de desarrollo con una frecuencia quincenal se evalué la incidencia y severidad externa en
mazorcas. Al momento de cosecha fueron abiertas longitudinalmente y se determiné el porcentaje de severidad interna. Ademas,
se determind la colonizacion endofitica. Se hall6 que seis aplicaciones, con una frecuencia quincenal, de una suspension de
esporas B. amyloliquefaciens tuvo efecto de biocontrol sobre M. roreri, con valores de incidencia promedio entre 1,0 y 4,1 %,
severidad externa entre 1,8 y 5,0 %, severidad interna entre 5,9-6,3 % y colonizacién endofitica entre 7,3-7,5 x 108UFCg™ de
masa fresca del tejido vegetal, respectivamente. La frecuencia de aplicacion quincenal de B. amyloliquefaciens demostré efecto
de biocontrol sobre M. roreri por su alta capacidad de colonizacién endofitica en condiciones de campo, sin diferencias con el
control, presentdndose como una alternativa bioldgica para reducir las afectaciones ocasionadas por la moniliasis en los
agroecosistemas cacaoteros.
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ABSTRACT

Effect of application frequency of Bacillus amyloliquefaciens endophyte on Moniliophthora roreri under field conditions
The use of endophytic bacteria of the genus Bacillus as biocontrol agents against Moniliophthora roreri is presented as an
environmentally effective option in agriculture. The objective was to evaluate the effect of the application of endophytic B.
amyloliquefaciens against the causal agent of moniliasis in cocoa. The experiment was conducted in a 14-year-old cocoa plantation,
under a 3 x 3 m frame, in a randomized complete block design, with three treatments (frequency of application: 15, 30 and 45 days)
and five replications. During the 90 days of development at a biweekly frequency, incidence and external severity were evaluated on
the pod. At harvest time, the pods were opened and the percentage of internal severity was determined. Also, endophytic colonization
was determined. It was found that six applications of spore suspension had a biocontrol effect on M. roreri, with average incidence
between 1.0 and 4.1 %, external severity between 1.8 and 8.5 %, internal severity between 5.9-6.3 % and endophytic colonization
between 7.3-7.5 x 10%CFU g of plant tissue. The application of the bacteria, at a fortnightly frequency, had a biocontrol effect on M.
roreri, with average incidence values between 1.0 and 4.1 %, external severity between 1.8 and 5.0 %, internal severity between 5.9-
6.3 % and endophytic colonization between 7.3-7.5 x 108 CFU g of plant tissue. The biweekly application frequency demonstrated a
biocontrol effect on M. roreri due to its high capacity for endophytic colonization, without differences with the control, presenting
itself as a biological alternative to reduce the effects caused by the moniliasis in cocoa agroecosystems.
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2022; Hutz et al., 2022). Se estimd que alrededor
del 33 % del cacao se cultiva bajo condiciones de
sombra (Somarriba y LoOpez, 2018). América
Latina y el Caribe (ALC) es la tercera region de
cultivo de T. cacao a nivel mundial; con 1,2
millones de hectéreas bajo diferentes sistemas de
cultivo y sostiene los medios de vida de
aproximadamente 1,7 millones de pequefios
agricultores (Daymond et al., 2022; Hiitz et al., 2022).

La moniliasis, causada por el hongo
fitopatogeno Moniliophthora. roreri Evans et al.,
es considerada una de las enfermedades mas
importantes que afecta la produccién de cacao a
nivel mundial, debido a su alto poder invasivo y
endemismo (Cabos et al., 2024). Para su control,
los productores han integrado diferentes métodos
preventivos debido a la ausencia de fungicidas
economicamente viables (Solis et al., 2021).

Entre los métodos preventivos para el manejo
de la moniliasis se encuentran: manejo de la
sombra, las podas, el saneamiento de Ia
plantacion, no movilizar las mazorcas esporuladas
dentro de la plantacién, realizar aplicaciones de
fungicidas a base de cobre y azoxystrobina cada
21 dias y mantener los drenajes (Suarez, 1993;
Solis et al., 2021). Sin embargo, dada la rapida
diseminacion que presenta M. roreri, el uso de
bacterias enddfitas resulta de gran interés ya que
podria representar una alternativa mas sostenible
econdmica y ecoldgicamente (Abo, 2023).

Se ha demostrado que ciertas rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, en
inglés) en condiciones controladas suprimen el
crecimiento de M. roreri (Melnick et al., 2011;
Vera et al., 2020). Dentro de éstos se han descrito
varios grupos de cepas del género Bacillus (Vera
et al., 2021a).

Bacillus spp., en particular, ha sido
ampliamente estudiado como agente de control
bioldgico, debido a sus multiples mecanismos de
accion antagonista como la antibiosis, la
competencia y la induccion de resistencia
sistémica en las plantas (Villarreal et al., 2017).
Ademas, se distingue de otros géneros bacterianos
como Pseudomonas por formar endosporas que
les permiten sobrevivir durante largos periodos en
condiciones ambientales desfavorables (Shoda,
2019). Estas caracteristicas hacen que los
bioplaguicidas basados en Bacillus spp. sean méas
activos, porgue aumenta la viabilidad de las
células dentro de las formulaciones (Thakur y

Singh, 2018).

Diversas cepas de B. amyloliquefaciens han
sido estudiadas por sus propiedades antifungicas
contra un gran nimero de hongos fitopatégenos
(Cruz et al., 2021). Esta especie bacteriana ha sido
ampliamente reconocida por combinar varios de
sus mecanismos antiflngicos, lo que favorece un
biocontrol eficaz (Guapo et al., 2024). En un
informe reciente, Paez et al. (2024) seleccionaron
las cepas B. amyloliquefaciens 24 y Bacillus sp.
33, de entre 4 cepas de Bacillus que aplicaron en
condiciones de campo, por su eficacia en la
disminucién de la incidencia y severidad de M.
roreri en zona cacaotera de la provincia de
Esmeraldas, Ecuador. Estos investigadores
después de realizar varios estudios en condiciones
de campo, seleccionaron la cepa que se emplea en
esta investigacion para evaluar su frecuencia de
aplicacion en el control bioldgico de la moniliasis
en campo. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de la frecuencia de aplicacion de
B. amyloliquefaciens endéfito (cepa 24) sobre la
incidencia y severidad de la moniliasis y
colonizacion endofitica de la bacteria en
condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. La investigacion se realizd en
una plantacion establecida con el genotipo de
cacao EET-103 tipo Nacional de 14 afios de edad,
con un marco de 3 x 3 m, sobre un suelo Andisol
(Espinosa et al., 2022) en la provincia de
Esmeraldas, canton Quinindé, parroquia Rosa
Zarate en Ecuador (0°18'49"N, 79°25'42"W)
ubicada a 118 m.s.n.m durante los meses de abril a
julio de 2019 (época de verano). Las condiciones
climéaticas predominantes durante el experimento
se caracterizaron por una temperatura promedio de
27,1 °C, humedad relativa del 90,4 %, precipitacién
de 380 mm y velocidad del viento de 2,5m-s™.

Se utilizé la cepa enddfita B. amyloliquefaciens
24 (MF000350.1), aislada del mesocarpio de la
mazorca del genotipo de cacao Criollo tipo
Nacional, perteneciente a la coleccidn de cultivos
microbianos del laboratorio de Fitopatologia,
Departamento de Proteccion Vegetal de la

Estacion Experimental Tropical Pichilingue,
Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) e identificada

molecularmente segin Vera et al. (2021b).
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Previo al establecimiento de los tratamientos se
realiz6 una fertilizacion a la plantacion con
YaraMila Complex a una dosis de 500 kg ha™,
control de arvenses, manual y mecéanica con
motoguadafia; el primer manejo agronémico se
realizo al iniciar el ensayo, donde se delimitaron
los arboles en estudio y el segundo tres meses
después. Se efectud una poda sanitaria a todo el
lote, donde se eliminaron las ramas entrecruzadas,
para equilibrar la arquitectura de los arboles y
permitir la entrada de luz solar y ventilacion, se
eliminaron sintomas de escobas de bruja, ademas
de mazorcas enfermas. Las heridas se protegieron
con la aplicacion de pasta Bordelesa®.

Obtencién de inbéculo. La cepa de B.
amyloliquefaciens se inoculé en un Erlenmeyer de
1 L de capacidad que contenian 500 mL de medio
de cultivo TSB (Difco). La incubacién se realizd
entre 28 y 30 °C a 120 rpm en una zaranda orbital
durante 9 dias (Melnick et al., 2011). Transcurrido
ese tiempo de incubacion, se dejé que las esporas
se asentaran en el fondo del Erlenmeyer y
posteriormente se procedié a decantar el caldo de
cultivo. La concentracion de inoculo se determind
por el método de recuento de células viables en

Cuadro 1. Tratamientos empleados en el estudio

una placa con medio de cultivo sélido (Hoben y
Somasegaran, 1982). Finalmente, las concentraciones
se ajustaron a 10° esporas mL™ en el momento de
la aplicacion.

El experimento se realiz6 bajo un disefio de
bloques completos al azar, con tres tratamientos
(frecuencia de aplicacién) y cinco repeticiones
(Cuadro 1).

Cada réplica estuvo conformada por una
parcela Gtil de diez arboles plantados a 3 x 3 m. Se
dej6 un area (45 m?), conformada por dos hileras
de plantas sin tratar para utilizar como fondo de
infeccion. El esquema del experimento de campo
se muestra en la Figura 1.

Inoculacién. La aplicacion de la cepa
bacteriana se realiz6 con atomizadores manuales
de 500 mL de capacidad, asperjando 1 cojinete
floral (flores abiertas) y 5 mazorcas, previamente
marcadas con cinta de colores, en cada uno de los
arboles. Por cada arbol se utilizaron 200 mL de
inéculo con una concentracion de 102 UFC mL™y
se le afiadio Silwet L-77 al 0,24 % (v/v) como
coadyuvante para reducir la tensién superficial del
agua. La altura estimada de alcance de la
aplicacion fue de 2 m.

Tratamientos (Frecuencia de aplicacién, dias)

Numero de aplicaciones

15
45
30 (Control)

6
2

3 (segun trabajo realizado por Péez et al., 2024)

Se determind el porcentaje de colonizacion
endofitica (UFC g* de peso fresco de tejido
vegetal) en los tratamientos. Para ello, se
realizaron muestreos cada 15 dias, siempre antes
de la aplicacién del tratamiento. Las muestras (4
mazorcas por tratamiento), con un peso
aproximadamente igual, se trasladaron al
laboratorio en bolsas de papel etiquetadas y dentro
de las cuatro horas de su colecta. Se utilizaron los
mismos procedimientos que se describen por Vera
(2023), para el aislamiento y verificacién de las
bacterias endofitas en los tejidos.

Para las evaluaciones de incidencia y severidad
externa de la enfermedad se muestrearon 30 frutos
por tratamiento. Se realizaron seis muestreos, con
una frecuencia quincenal, a partir de la aparicion
de los primeros sintomas segun la escala de
Sanchez (1982) (Cuadro 2) y durante los primeros

90 dias de desarrollo del fruto (periodo critico de
mayor susceptibilidad a M. roreri) (Solis et al.,
2021). La incidencia de la enfermedad se calculd
mediante la aplicacion de la formula planteada por
Ciba-Geigy (1981) y la severidad externa segin
Townsend y Heuberger (1943).

) ) Numero de mazorcas enfermas
% Incidencia = x 100
Total de mazorcas evaluadas

X(nxv)
%S =Wx100

S = Severidad de la enfermedad

n = Numero de frutos por grado de la escala
v = Grado de ataque segun la escala

K = Numero total de grados

N = Namero total de frutos observados
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Figura 1. Esquema del experimento de campo
Leyenda: X------ Barreras ~ A------ Parcela util

Cuando las mazorcas alcanzaron la madurez de
cosecha (aproximadamente a los 5 meses), se
abrieron 25 muestras de fruto por tratamiento, de
forma similar a las variables anteriores, y se

determind el porcentaje de severidad interna
mediante el uso de la escala propuesta por
Séanchez et al. (1987) (Cuadro 3).

Cuadro 2. Escala de valoracion de severidad externa propuesta por Sdnchez (1982)

Grado | Descripcion

0 Ningln sintoma aparente

1 Pequefios y pocos puntos aceitosos o ligera deformacion

2 Puntos aceitosos abundantes y bien definidos, deformacion pronunciada o madurez irregular
debido a la enfermedad

3 Puntos aceitosos abundantes y bien definidos mas deformacion pronunciada o madurez
irregular; ligero agrietamiento a lo largo de uno de los surcos del fruto

4 Mancha hasta 3 cm de didmetro sola o acompafiada de madurez irregular o también con
deformacidn; agrietamiento pronunciado a lo largo del fruto

5 Mancha de mas de 3 cm de diametro pero sin cubrir mas de 2/3 del fruto o esta misma
acompafada de madurez debido a la enfermedad

6 Mancha hasta cubrir 2/3 del fruto con presencia de micelio o necrosis desde 2/3 del fruto hasta
cubrir toda la superficie del mismo

7 Mancha desde 2/3 del fruto hasta cubrirlo totalmente mas micelio; mancha hasta 3 cm de
didmetro mas esporulacion pero en poco grado

8 Mancha desde 2/3 hasta cubrir toda la superficie del fruto mas esporulacion en poco grado;
mancha desde 2 cm de diametro hasta aproximadamente la mitad del fruto con esporulacion mas
bien abundante hasta la mitad de la misma

9 Mancha desde 2/3 hasta cubrir todo el fruto mas esporulacion hasta la mitad de la mancha o
mancha hasta 2/3 del fruto mas esporulacion gque cubre todo el area necrosada

10 Mancha total mas esporulacién abundante que cubre todo el area necrosada o también con
madurez pronunciada debido a la enfermedad

Las mazorcas enfermas por pudricion negra y
los Cherelle Wilt (marchitamiento prematuro) se
eliminaron en cada fecha de evaluacién. Toda esta
informacion fue registrada para cada arbol de la
parcela (til.

Andlisis de datos. Los datos correspondientes

a las variables evaluadas se sometieron a analisis
de varianza y prueba de rango multiple medias de
Tukey (p<0,05). Se utiliz6 el paquete estadistico
STATISTICA wversion 12.0 sobre Windows
(StatSoft, 2014)
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Cuadro 3. Escala de valoracion de severidad interna propuesta por Sanchez et al (1987)

Grado Descripcion Corrspondencia visual
0 Cero area necrosada
1 1-20 % del area necrosada
2 21-40 % é&rea necrosada
3 41-60 % &rea necrosada
4 61-80 % &rea necrosada
5 100 % éarea necrosada

RESULTADOS Y DISCUSION

La incidencia de moniliasis en los frutos de
cacao, en cada uno de los muestreos, fue
significativamente menor en lo tratamientos donde
se hicieron seis aplicaciones de suspensiones de
esporas de este microorganismo, con una
frecuencia quincenal, sin diferencias significativas
con el tratamiento control (30 dias), pero si, con
respecto al tratamiento donde se realizaron dos
aplicaciones (45 dias), de esta bacteria endofita
(Figura 2).

La explicacion a este hallazgo, pudiera estar
relacionada con el método de inoculacion
inundativo que se empled, al aplicar la bacteria en

condiciones de campo, asi como, con las
interacciones microbianas complejas que se
establecieron entre este antagonista y el agente
patégeno sobre la planta. Resultados que le
permitio a la bacteria poder establecerse en ese
nicho ecoldgico, penetrar y multiplicarse en los
tejidos internos de la mazorca del cacao y ejercer
su efecto de biocontrol sobre el hongo patogeno.

Estos  resultados se  encuentran  en
correspondencia con los de Krauss et al. (2006), al
emplear estrategias de biocontrol inundativo en la
enfermedad moniliasis del cacao, en paises como:
Perud, Panama y Costa Rica, aunque con resultados
variables.
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Figura 2. Efecto de la frecuencia de aplicacion de B. amyloliquefaciens sobre la incidencia de M. roreri
en los diferentes muestreos. Medias con letras diferentes en cada muestreo indican diferencias

estadisticas significativas, segun la prueba de Tukey (p<0,05)

De manera similar a la incidencia, para las
variables severidad externa e interna, no se
hallaron diferencias significativas entre las
frecuencias de aplicacion de la cepa de Bacillus
cada 15 dias y el control. Estas solo se
diferenciaron del tratamiento, en la frecuencia de
aplicacion cada 45 dias, que fue donde se
obtuvieron los mayores valores de afectacion
externa e interna de las mazorcas (Figuras 3y 4).

Los valores de severidad obtenidos podrian
estar relacionados con las variaciones en las
variables climaticas durante el desarrollo del
experimento. Los valores de temperatura media
fluctuaron entre 24,6-27,5 °C y humedad relativa
entre 84,8- 94,5 % (Cuadro 4)

Phillips y Wilkinson (2007) y Phillips et al.
(2007), afirmaron que el conidio de M. roreri
necesita la presencia de agua para germinar, por lo
gue la moniliasis se incrementa en los meses de
lluvia; en general, el hongo prolifera con
precipitacion anual de 780 a 5500 mm,
temperatura promedio anual de 18,6 a 28 °C y
humedad relativa de 85 %, condiciones que se

corresponden con las optimas de crecimiento del
hongo patdgeno en este experimento.

Este resultado coincidié con lo expresado por
Mufioz (2019), al referir que el control biolédgico
no elimina la enfermedad, sino que reduce las
poblaciones de M. roreri y como consecuencia,
reduce el dafio externo e interno de la enfermedad.

En la literatura cientifica, existen escasos
informes sobre el efecto de las frecuencias de
aplicacion de bacterias endofitas sobre la
moniliasis. Algunos ejemplos se ilustran en
Colombia, donde el empleo de Bacillus sp. redujo
la incidencia de la moniliasis en un 13,5 %
(Villamil et al., 2015). En México, la aplicacién del
agente de control biol6gico, Paenibacillus sp.
NMAZ1017, disminuyd la incidencia y severidades
externas e internas de la moniliasis de un 66,6 a un
27 % (Gbémez et al., 2023). Estos mismos autores,
informaron que el uso de esta cepa de Paenibacillus
sp. puede constituir una alternativa dentro de un
programa de manejo integrado de enfermedades
para lograr una produccion sostenible de cacao.
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Figura 3. Efecto dela frecuencia de aplicacion de B. amyloliquefaciens sobre la severidad externa de M.
roreri en los diferentes muestreos. Medias con letras diferentes en cada muestreo indican
diferencias estadisticas significativas, segun la prueba de Tukey (p<0,05)

10

Severidad interna (%)

15

30 (Control) 45

Frecuencia de aplicacion (dias)

Figura 4. Efecto de la frecuencia de aplicacion de B. amyloliquefaciens sobre la severidad externa de
M. roreri en frutos cosechados en estado de madurez fisiologica. Medias con letras diferentes
en cada muestreo indican diferencias estadisticas significativas, segun la prueba de Tukey

(p<0,05)

Los resultados en esta investigacion se
encuentran en correspondencia con los bajos
valores de incidencia y severidad (externa e
interna) encontrados para la enfermedad, al aplicar
B. amyloliquefaciens 24, con una frecuencia
quincenal en condiciones de campo. Hecho que
refuerza, las potencialidades de esta cepa a partir

de sus mecanismos de biocontrol.

En el caso de la variable colonizacion
endofitica, no se encontraron diferencias
significativas al realizar las aplicaciones de las
bacterias con una frecuencia quincenal respecto al
control (30 dias), pero si, con respecto a las
aplicaciones cada 45 dias (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Comportamiento de las variables climaticas durante el desarrollo del experimento

Meses Temperaturas (°C) Humedad Lluvia
Méaxima Media Minima relativa acumulada
(%) (mm)
Abril 32,8 27,5 22,1 94,5 297,1
Mayo 31,0 26,6 22,2 91,2 332,3
Junio 29,6 24,6 19,5 91,0 188,8
Julio 30,7 25,8 20,8 84,8 103

Estacion Meteoroldgica del Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), localizada en

Quinindé, Esmeraldas, Ecuador

Cuadro 5. Conteo de B. amyloliquefaciens endofito en relacion a la frecuencia de aplicacion

Frecuencia de aplicacién
(dias)

15
45
30 (Control)
E.E ()
C.V (%)

Concentracion
(UFCg™ masa fresca
de tejido vegetal)
7,3x10%a
6,8x10%b
75x10%a
0,002
10,4

Medias con letras diferentes en cada muestreo indican diferencias estadisticas significativas, segin la prueba

de Tukey (p<0,05).

Maldonado (2015), encontré una disminucion
del 40 % en la incidencia de esta enfermedad,
luego de realizar podas y raleos fitosanitarios en
cacao. Otro componente importante dentro del
manejo integrado de esta enfermedad es el uso de
antagonistas (Villamil et al., 2015) como Bacillus
subtilis, el cual es usado para controlar diversos
fitopatdgenos en cultivos de importancia
econdmica (Ashwini y Srividya, 2014; Reiss y
Jorgensen, 2017).

En Colombia, Villamil et al. (2015), en un
ensayo de laboratorio compard, una cepa de
Bacillus con dos de Trichoderma y encontrd que
una de las cepas del hongo fue mas efectiva y
recomendable para ensayos de control de
moniliasis a nivel de campo.

En Ecuador, en un ensayo de campo, los
tratamientos con preparados en base a
Pseudomonas cepacea y B. subtilis, exhibieron un
area de progreso de la curva de la enfermedad,
menor que cuando solo se hizo eliminacién de
frutos enfermos cada 15 dias (Estrella y Cedefio,
2012).

El resultado de este estudio reveld la
estabilidad que present6 la cepa bacteriana B.
amyloliquefaciens 24 en el control de la
enfermedad en condiciones de campo, asi como
también demostrd su potencial como agente de

control bioldgico.

El control eficiente de enfermedades por parte
de los agentes de control bioldgico requiere que
éstos sean capaces de establecerse e interactuar
con su planta hospedante (Pérez et al., 2011).

CONCLUSIONES

La frecuencia de aplicacién quincenal de la
cepa B. amyloliquefaciens 24, demostré su alta
capacidad de colonizacion endofitica,
disminuyendo la incidencia y severidad de la
moniliasis en condiciones de campo.
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