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RESUMEN

Se desconoce la diversidad y el potencial de antagonismo de bacterias asociadas a frutos de
cacao (Theobroma cacao L.) en la provincia de Orellana, por lo tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue estudiar la caracterizacion y antagonismo in vitro de bacterias asociadas a
frutos de cacao (Theobroma cacao L.) en la provincia de Orellana. Se procesaron muestras
provenientes de las localidades La Belleza, La Calumefia, INIAP EECA, Bajo Huiruno, Union
Milagrefia y Tomebamba. En la caracterizacion cultural se determind aspectos de las diferentes
colonias y para la caracterizaciéon molecular, se realizd la extraccion de ADN mediante el
empleo kit OMEGA E.Z.N.A ® Bacterial DNA, la identificacion molecular estd basada en el
analisis del ARNr 16S con primers 27f y 1492r y los productos de las PCR fueron secuenciados
en la empresa MACROGEN COREA. Para confrontaciones se utiliz6 la técnica de siembra dual
enfrentando Moniliophthora roreri como patégeno vs 12 cepas bacterianas como antagonistas
en medio de cultivo V8 modificado y medio KADO 523. Los resultados obtenidos de la
caracterizacién cultural se identifico colonias con forma circular o irregular; borde entero,
lobulado u ondulado; elevacion plana; pigmentacion blanca o amarilla y en caracterizacién
molecular presentaron siete géneros diferentes. En confrontaciones el mayor porcentaje de
inhibicién obtuvieron M.roreri de la cepa C10 del cantdn Loreto, la bacteria B40 y el medio
KADO 523. En conclusién, se presentaron géneros como: Bacillus sp, Stenotrophomonas sp,
Mammaliicoccus sp, Brucella sp, Achromobacter sp, Sphingobacterium sp y Brachybacterium
sp. El género Bacillus sp difiere en las diferentes localidades de la provincia de Orellana. La
cepa C10, la bacteria Bacillus sp y en medio KADO 523 demostraron ser capaces de combatir y
limitar el crecimiento del patégeno. Se recomienda utilizar las secuencias del ARN polimerasa

(rpoB) como una herramienta alternativa para la identificacion genotipica bacteriana.

Palabras clave: <CARACTERIZACION>, <ANTAGONISMO>, <IN VITRO>,
<BACTERIAS>, <ASOCIADAS>, <CACAO (Theobroma cacao L.) > <ORELLANA
(PROVINCIA)>,

20-12-2023

2274-DBRA-UPT-2023 20-12-2023
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SUMMARY

This investigation aimed to study the characterization and in vitro antagonism of bacteria
associated with cocoa fruits (Theobroma cacao L.) Orellana province due to the diversity and
antagonism potential of bacteria which is unknown. Samples from La Belleza, La Calumeiia,
INIAP EECA, Bajo Huiruno, Unién Milagrefia and Tomebamba were processed. In the cultural
characterization, aspects of the different colonies were determined and for the molecular
characterization, DNA extraction was carried out using the OMEGA E.Z.N.A ® Bacterial DNA
kit. Molecular identification was based on the analysis of 16S rRNA with primers 27f and 1492r
and the PCR products were sequenced in the company MACROGEN COREA. For
confrontations, the dual seeding technique was used, confronting Moniliophthora roreri as
pathogen vs. 12 bacterial strains as antagonists in modified V8 culture medium and KADO 523
medium. The results obtained from the cultural characterization identified colonies with circular
or irregular shape; whole, lobed, or wavy edge; flat elevation; white or yellow pigmentation and
in molecular characterization they presented seven different genera. In confrontations, the
highest percentage of inhibition was obtained by M.roreri of strain C10 from the Loreto canton,
bacterium B40 and KADO 523 medium. It is concluded that Bacillus sp, Stenotrophomonas sp,
Mammaliicococcus sp, Brucella sp, Achromobacter sp, Sphingobacterium sp and
Brachybacterium sp. were present. The genus Bacillus sp is different in some places of
Orellana province. Strain C10, Bacillus sp and Bacillus sp on KADO 523 medium were able to
combat and limit the growth of the pathogen. It is recommended to use RNA polymerase (rpoB)

sequences as an alternative tool for bacterial genotypic identification.

Keywords: <CHARACTERIZATION>, <ANTAGONISM>, <IN VITRO>, <BACTERIA>,
<ASSOCIATED>, <COCOQOO (Theobroma cacao L.) >, <ORELLANA (PROVINCE)>.

Esthela Isabel Colcha Guashpa 20-12-2023
0603020678 2274-DBRA-UPT-2023
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INTRODUCCION

Ecuador ha tenido un crecimiento acelerado en el sector agricola, con énfasis en el desarrollo de
la industria del cacao (Teobroma cacao L.) y sus productos derivados. Este progreso ha sido
impulsado por el uso de tecnologia y otros factores, lo que ha permitido que el cacao se
convierta en un producto de exportacion a gran escala, generando ingresos y divisas

significativas para el pais (Vargas et al., 2022, pag. 2).

El cacao es una de las frutas que posee mayor demanda a nivel mundial debido a su gran valor
de exportacion. Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC, 2023, pags. 9-23), la
superficie plantada de cacao representa el 41,3 % del total en el pais, donde la produccion se
concentra en la provincia de Los Rios con el 30,9 %, Manabi 20,7%, Guayas 16,7%,
Esmeraldas 15,0% y Otras provincias 25,4% entre ellas se encuentra la provincia de Orellana,

siendo asi la exportacion de cacao fino o de aroma los mas importantes.

En los ultimos afios, se ha evidenciado variedad y potencial de las bacterias endofitas que se
asocian con las plantas (organismos que colonizan los tejidos de las plantas sin causar
enfermedades). Estas bacterias se consideran agentes de biocontrol y promotores del
crecimiento vegetal (Khan et al., 2020, pags. 103-120). Segin Loor et al (2021, pags. 2-3) menciona que
la utilizacion de bacterias enddfitas en la agricultura presenta un enorme potencial para
disminuir los impactos ambientales negativos ocasionados por el uso excesivo y sin control de

agroquimicos.

Existen especies enddéfitas de los géneros Bacillus, Enterobacter y Pseudomonas son efectivas
en la inhibicion del crecimiento in vitro de microorganismos fitopatdgenos, mientras que otras
especies endofitas 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. (Khan et al., 2020, pags. 103-120).

El género Bacillus spp. ha empezado a recibir interés como una opcion para controlar las
enfermedades del cacao, aungque su uso es menos frecuente que el de hongos antagonistas.
Segun Carvajal et al (2015, pags. 41-50), menciona que las especies Bacillus subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. pumilus y B. cereus exhibieron antagonismo contra los tres agentes

patdgenos principales del cacao, Phytophthora sp., M. roreri y M. perniciosa.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Se desconoce la diversidad y el potencial de antagonismo de bacterias asociadas a frutos de
cacao (Theobroma cacao L.) en la Provincia de Orellana.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Estudiar la caracterizacion y antagonismo in vitro de bacterias asociadas a frutos de cacao

(Theobroma cacao L.) en la Provincia de Orellana.

1.2.2. Obijetivos especificos

o Caracterizar fenotipica y molecularmente las bacterias asociadas a los frutos de cacao en

la Provincia de Orellana.

o Estudiar el antagonismo de bacterias asociadas a frutos de cacao a Moniliophthora roreri
H. C Evans.

1.3. Justificacion

En la actualidad, la falta de informacién sobre las bacterias asociadas a frutos de cacao limita un
desarrollo eficiente para el manejo de las diferentes enfermedades que atacan a los frutos. El
cacao tiene una importancia notable en la economia del Ecuador, por ser uno de los productos
de exportacion y por establecer una fuente de empleo para un alto porcentaje de habitantes de
los sectores rurales y urbanos. Entre los distintos riesgos que corre el productor cacaotero en la
region, es el ataque de enfermedades y plagas a las plantaciones lo que resulta en pérdidas
considerables. Esta investigacion tiene por objetivo caracterizar las bacterias presentes en los

Frutos.



1.4, Hipotesis

1.4.1. Hipdtesis nula

La diversidad bacteriana asociada a frutos de cacao (Theobroma cacao L.) no difiere en las

diferentes localidades de la Provincia de Orellana.

1.4.2. Hipétesis alternativa

La diversidad bacteriana asociada a frutos de cacao (Theobroma cacao L.) difiere en las

diferentes localidades de la Provincia de Orellana.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Bacterias como agente de control bioldgico

2.1.1. Generalidades

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en emplear bacterias, especialmente Bacillus
sp. y Pseudomonas fluorescens, para combatir las enfermedades del cacao. Aunque su uso ha
sido menos explorado en comparacion con los hongos antagonistas, se ha demostrado que las
bacterias del género Bacillus pueden colonizar las hojas de cacao, tanto como epifitas
predominantes y también como enddfitas (Khan et al., 2020, pags. 103-120).

La presencia de Bacillus cereus provocé una marcada reduccion en la gravedad de la
enfermedad cuando las hojas fueron infectadas con Phytophthora capsici. Es importante
destacar que la supresion de Phytophthora por parte de Bacillus cereus solo ocurrié en hojas
gue no estaban previamente colonizadas antes de la aplicacion de las bacterias, y esta supresion

persistio en hojas mas antiguas de las plantas que ya estaban colonizadas por las bacterias (Vera
et al., 2018, pag. 84).

Carvajal et al (2015, pags. 41-50) estipula en una investigacion sobre la utilizacion de bacterias
formadoras de endosporas para combatir enfermedades del cacao, se descubrié que en T. cacao
pueden coexistir diversas especies bacterianas formadoras de endosporas pertenecientes a
distintos géneros. Algunas de las bacterias presentaron antagonismo contra los tres agentes

patdgenos del cacao, P. capsici, M. roreri y M. perniciosa.

Se ha evidenciado que las bacterias enddfitas Bacillus subtilis y Enterobacter cloacae, que
fueron aisladas del cacao, pueden colonizar de manera sistémica o estimular el crecimiento de
las plantulas de cacao. Aunqgue el uso de bacterias en el control de enfermedades en el cacao aln
se encuentra en una etapa inicial, los resultados interesantes presentados en los pocos
documentos disponibles sugieren que merece una mayor atencion. La implementacion de
bacterias para el control bioldgico de las enfermedades del cacao podria acarrear beneficios
adicionales, como la reduccion de los costos de produccion o una mayor vida atil del producto

de biocontrol (Vera et al., 2018, pag. 84).



2.1.2. Principales grupos bacterianos

2.1.2.1. Cocos

Presenta una forma redondeada u ovalada de los cocos permite que, al dividirse la célula
bacteriana, estas puedan permanecer unidas a otras células después de la division. De esta
forma, aunque estos tipos de bacterias sigan conservando siempre su independencia celular,

formarén distintas agrupaciones como se puede observar en la siguiente tabla:

Tabla 2-1: Caracteristicas de Cocos

Género Plano de division ~ Caracteristica
Streptococcus Unico Diplococos o cocos en cadena
Staphylococcu Multiples Agrupacion de cocos en tétradas o racimos

Fuente: (Algorta, 2008, pag. 27).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

2.1.2.2. Bacilos
Dentro del grupo de bacterias del tipo bacilo, es factible distinguir varios subtipos de bacterias
en funcién de la longitud y estructura morfolégica de sus células, como se puede observar en la

siguiente tabla:

Tabla 2-2: Caracteristicas de Bacilos

Género Forma Caracteristica

Cocobacilos Irregular Bacilos cortos

Bacillus Ondulados Bacilos largos

Bacillus Coma Bacilos curvos
Corynebacterium Letras chinas Bacilos agrupados en filamento

Fuente: (Algorta, 2008, pag. 27).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

2.1.2.3. Espirilos

La peculiar forma en espiral que define a las bacterias del grupo de los espirilos es claramente
identificable a través del microscopio Optico, y permite distinguir diversos subgrupos segun el

nimero de vueltas y la estructura de estas espirales. Algunas pueden presentar una forma



helicoidal con una estructura rigida, mientras que otras adoptan una forma de tirabuzon, lo que
les otorga una estructura mas flexible. Este Gltimo tipo de morfologia es caracteristica de las

bacterias espiroguetas, como se conocen comunmente (Algorta et al., 2008, pég. 27).

2.1.3. Topografia de la colonia

> Forma: circular, irregular, filamentosa.
> Elevacion: plana y extendida, elevada y limitada, umbilicada.
> Margen: entero, lobulado, desflecado, rizoide.
Forma do las colonlas,
D 3 % @
Imeguis Rizoxse Fillamentosa  Circular Puntiforme
Elovacion de las colonlas,
———— allm
Efusa Plana Rizada Convexa Umbonada
Bordes de las colonlas,
& Bz 2 B
ada Filamentosa Crenada Ondutada Entera
Superficie de las colonlas
Concéntrica  Radial Ondulada Lisa

llustracién 2-1: Caracteristicas de colonias
Fuente: (Montelongo, 2012).



2.2. Moniliasis

2.2.1. Generalidades

Evans et al. (2003, pag. 476), mencionan que la moniliasis es una enfermedad que afecta
exclusivamente al fruto del cacao y puede propagarse ampliamente cuando las plantaciones se
encuentran en un estado de manejo deficiente, especialmente con exceso de sombra, falta de
poda y una altura excesiva que dificulta la implementacién de todas las practicas de manejo,
incluyendo la cosecha y la eliminacion regular de los frutos afectados por la enfermedad. Por
otro lado, Rorer en 1926, citado por Evans et al., quien describié que la moniliasis del cacao fue
identificada inicialmente en Ecuador, Sudamérica, y desde entonces, durante casi un siglo, ha
sido considerada como el lugar de origen de esta enfermedad (Evans et al., 2003, pag. 476).

2.2.1.1. Agente causal

El patégeno causante de la moniliasis es el hongo M. roreri, un hongo de la clase Deuteromicete
(Imperfectos) y del Orden moniliales. Su estado perfecto (sexual) de la enfermedad ain no ha
sido descubierto, lo que lleva a suponer que su reproduccion se lleva a cabo Unicamente de
manera asexual a través de conidios. Hasta el momento, los conidios son las (inicas estructuras
(semillas) conocidas capaces de causar infeccidn (Loor et al, 2021, pags. 2-3). Actualmente se
sugiere la inclusién del hongo M. roreri en la clase Basidiomicete, especie Crinipellis roreri,
var. roreri El hongo s6lo ha sido encontrado atacando los frutos de los géneros Theobroma y

Herrania (Evans et al., 2003, pag. 476).

2.2.2. Taxonomia

Segln el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica NCBI, la moniliasis se clasifica

taxondmicamente en:

Tabla 2-3: Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Division: Basidiomicota

Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales

Familia: Marasmiaceae
Género: Moniliofthora
Especie: Moniliophthora roreri

Fuente: (Schoch CL, et al., 2020).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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2.2.3. Importancia

Esta enfermedad tiene consecuencias devastadoras en las regiones donde se manifiesta,
ocasionando pérdidas que oscilan entre el 30% y el 100% de las cosechas, lo que lleva al
abandono de muchas de las plantaciones afectadas. En Colombia y Pert, donde la moniliasis
coexiste con la escoba de bruja, los productores la consideran como la principal limitante del
cultivo. En la zona amazoénica del norte de Ecuador, més del 40% de la produccion se ve

afectada, lo que representa una pérdida econdmica de alrededor de 20 millones de dolares al afio
(Pallazhco, 2021, pag. 20).

Segun Pallazhco (2021, pag. 20), el método mas recomendado para controlar la enfermedad
denominada moniliasis es eliminar y destruir los frutos enfermos. Para evaluar su efectividad, se
llevé a cabo esta practica cultural junto con la aplicacion de fungicidas durante los primeros tres

meses del desarrollo de las mazorcas.

2.3.Cacao (Teobroma cacao L.)

2.3.1. Generalidades del cultivo de cacao

2.3.1.1. Origen

Theobroma cacao L es una especie perteneciente a la familia Malvaceae. El cacao tiene sus
origenes en América, aunque el lugar exacto de su origen no esta claramente establecido, lo que
sigue siendo motivo de debate en la actualidad. Algunos investigadores sugieren que el cultivo
del cacao comenz6 en México y América Central, mientras que los registros de los espafioles
indican que no encontraron el cultivo del cacao en América del Sur cuando llegaron al
continente. Sin embargo, si descubrieron que crecia de manera natural en muchos bosques a lo
largo de los rios Amazonas y Orinoco, asi como en sus afluentes, donde todavia hoy se

encuentran valiosos tipos genéticos de esta planta (Batista, 2009, pag. 10).

No obstante, investigaciones recientes han comprobado que al menos una variedad de cacao
tiene sus origenes en la alta Amazonia, donde ha sido cultivada y utilizada durante mas de 5000
afios. En el caso de Ecuador, la tradicion del cacao es ancestral ya que, segun registros de los
espafioles, al llegar a la costa del Pacifico, se encontraron con grandes arboles de cacao, lo que
evidencia que antes de la llegada de los europeos, ya se tenia conocimiento sobre el uso de esta

especie en la region costera (Batista, 2009, pag. 12).
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2.3.1.2. Historia

Hace aproximadamente 2 000 afios, los toltecas, aztecas y mayas llevaron a cabo la
domesticacién, cultivo y consumo del cacao. No obstante, investigaciones recientes sugieren
gue al menos una variedad de cacao tiene sus origenes en la Alta Amazonia, hace unos 5 000
afios. Al llegar los espafioles a América, los granos de cacao se utilizaban como moneda y para
preparar una exquisita bebida. Un siglo después, estas semillas fueron llevadas a Europa, donde
se desarrollé una receta que incluia vainilla y azlcar. Fue solo a fines del siglo X1X, después de
multiples experimentaciones, que los suizos lograron producir el primer chocolate con leche,

iniciando una industria mundial (Guerrero, 2018, pags. 47-50).

En la segunda mitad del siglo XVI, esta lucrativa actividad comercial atrajo el interés de
empresarios originarios de Guayaquil, y para el afio 1600, ya se habian realizado las primeras
cosechas, siempre en las orillas de los afluentes rio arriba de Guayaquil, lo que lo ha dado a
conocer en el mundo como Cacao de Arriba. Aunque hay registros de que Ecuador ha estado
produciendo cacao desde 1780, no fue hasta 1911 cuando se convirtié en uno de los principales
exportadores. En la actualidad, la mayor parte del cacao exportado por Ecuador corresponde a
una mezcla de las variedades Nacional y Trinitarios, que fueron introducidas en la década de

1930y 1940, y se define como Complejo Tradicional (Guerrero, 2018, pags. 47-50).

2.3.2.  Taxonomia

La clasificacion completa del cacao, (Theobroma cacao L.) segun El Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica NCBI se describe a continuacion:

Tabla 2-4: Taxonomia del cacao

Reino: Viridiplantae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales

Familia: Malvaceae

Género: Teobroma

Especie: Theobroma cacao L.

Fuente: (Schoch CL, et al., 2020).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.



2.3.3. Descripcion morfologica

Segun Dumble (2013, pag. 20), menciona que el cacao es un arbol de tamafio mediano,
generalmente entre 5 y 8 metros, aunque puede llegar a alcanzar alturas de hasta 20 metros si
crece sin restricciones bajo una intensa sombra. Su copa es densa y redondeada, con un
diametro de 7 a 9 metros. El tronco es recto y puede adquirir diversas formas, dependiendo de

las condiciones del entorno en el que se desarrolle.

Se ha considerado el estudio de las caracteristicas morfolégicas més predominantes del cacao,
mismas que son detalladas en la siguiente tabla:

Tabla 2-5: Caracteristicas morfol6gicas del cacao

Fruto. — Presenta variaciones en tamafio, color y forma, pueden
tener una superficie lisa o acostillada, con forma eliptica y colores
que van desde rojo, amarillo hasta café, los frutos se dividen en
cinco celdas y contienen pulpa blanca, rosada o café, cada baya
contiene de 20 a 40 semillas, las cuales pueden ser planas o
redondeadas, y presentan colores que abarcan desde blanco hasta
morado, con sabores que oscilan entre lo dulce y lo amargo.

Flores. - son pequefias y de color blanco, se agrupan en
inflorescencias llamadas racimos o mazorcas. Cada mazorca puede
contener de 20 a 50 flores, pero solo unas pocas llegan a
desarrollarse en frutos.

Hojas. - son grandes y lanceoladas, con un color verde oscuro
brillante en la parte superior y mas claro en la parte inferior. Las
hojas son alternas en las ramas.

Tallo. - es de naturaleza lefiosa y puede llegar a tener dimensiones
medianas o grandes, presenta una forma cilindrica y recta, y su
tamafo varia de acuerdo con el crecimiento y la edad de la planta.

La corteza del tallo puede tener una textura rugosa y mostrar

1 tonalidades que oscilan entre el marrén oscuro y el grisaceo.
:‘_,,“ Raiz. - presenta una raiz principal con estructura pivotante y
_ ;5)’),»3,,}',]-“ numerosas raices secundarias, mayoritariamente ubicadas en los

primeros 30 centimetros del suelo.

Fuente: (Dumble, 2013).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

2.3.4. Importancia del cacao en el Ecuador

El cacao es un cultivo de gran importancia en Ecuador y representa un recurso social valioso, ya

que esta presente en la mayoria de las parcelas de los agricultores y fincas. Esto genera una
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fuente significativa de ingresos y la produccion nacional del pais se ha destacado por su
excelente calidad. Sin embargo, dentro de Ecuador, el cacao no ha sido debidamente reconocido
por su significado en la economia y por su impacto en la calidad de vida de los pequefios
productores. Este cultivo posee un valor historico destacado, ya que estd relacionado con
diversos procesos y brinda recursos a productores de distintas escalas, desde pequefios hasta

grandes (ANECACAO, 2020).

En los ultimos afios, la exportacion de cacao al extranjero ha adquirido un papel importante en
la obtencion de divisas, promoviendo la creacion de empleo y aportando tanto a la balanza
comercial como al Producto Interno Bruto (PIB). Sin embargo, la exportacion de cacao en grano
ha experimentado variaciones en los niveles de envio al extranjero, ya que otros paises compiten
en el mercado mundial ofreciendo el mismo producto a precios mas bajos. No obstante, el cacao
ecuatoriano se destaca por la alta calidad de su grano, su aroma y sabor, lo que le otorga una
importante ventaja competitiva en el mercado internacional. Esto ha permitido mantenerse y

obtener exportaciones de 315 toneladas en el afio 2018 (ANECACAO, 2020).

2.3.5. Principales enfermedades

2.3.5.1. Escoba de bruja

En Ecuador, se detect6 la presencia de la enfermedad conocida como "escoba de bruja" en 1918,
y en la actualidad, puede afectar hasta el 80% de la produccién de cacao. Durante su ataque a las
mazorcas, puede asociarse con otras enfermedades como la monilla y la pudricién negra. Este
hongo produce una estructura sexual Ilamada basidiocarpo, que crece sobre la escoba seca en
forma de sombrillas de color rosa purpura. Durante la noche, libera basididsporas (esporas
sexuales) que se dispersan mediante el viento y la lluvia. Las basididsporas germinan en la
superficie de la planta, en tejidos en crecimiento como cojinetes florales, frutos, hojas y ramas,
penetrando a través de las estomas y formando un micelio que se ramifica intercelularmente

dentro del huésped (Solis et al., 2021, péag. 4).

2.3.5.2. Moniliasis

La monilia es una enfermedad originada por el hongo Moniliophthora roreri H C Evans y es
una afeccion endémica que se dirige de manera especifica a las mazorcas de cacao. Se identifico
por primera vez en Colombia en el afio 1817 (Evans, 2016) y en Ecuador se la reporté en 1916,

ocasionando pérdidas estimadas entre el 50 al 80 % del total de la produccion anual. La
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enfermedad se encuentra en América, afectando a los paises productores de cacao a excepcion
de Brasil y Republica Dominicana en el Caribe. Moniliophthora roreri puede mantenerse viable
en las mazorcas secas y momificadas que permanecen unidas al arbol durante un periodo de
hasta nueve meses. Sin embargo, si estas mazorcas son cortadas y caen al suelo, la capacidad de
las esporas para mantenerse vivas se reduce después de unos meses debido a la accién de

microorganismos antagonistas que se encuentran en el suelo (Solis et al., 2021, pag. 7).

2.3.5.3. Mazorca negra, pudricion parda o Phytophthora

La mazorca negra o pudricion parda es provocada por el oomicete Phytophthora sp. A nivel
mundial, es una de las enfermedades més agresivas que afecta al cacao, pudiendo causar
pérdidas de hasta el 30% en la produccién de cacao y la muerte anual del 10% de las plantas
debido a céanceres en el tallo. Los sintomas iniciales en las mazorcas se presentan
aproximadamente 30 horas después de la infeccion (ingreso de Phytophthora), mostrando
pequefias manchas acuosas en la superficie del fruto que posteriormente se vuelven oscuras y
cubren toda la mazorca. De tres a cinco dias después de la aparicién de los primeros sintomas,
las mazorcas enfermas se vuelven blandas y su interior se necrosa, generando un olor similar al
de mariscos o pescado. En el exterior, se observa micelio blanco, poco compacto y superficial
que recubre las mazorcas y produce los esporangios. Si la infeccidn ocurre en mazorcas casi

maduras, es posible que sus almendras estén libres de la enfermedad (Solis et al., 2021, pag. 8).

2.3.5.4. Mal de machete

Esta enfermedad es ocasionada por el hongo ascomiceto Ceratocystis cacaofunesta. En
Ecuador, se identificd como una epidemia en la década de los 50, y cada afio provoca la muerte
de un nimero indeterminado de arboles, dependiendo de su susceptibilidad. C. cacaofunesta
penetra en la planta a través de heridas causadas por herramientas, ataques de insectos
perforadores o por causas naturales. Las plantas afectadas por el mal de machete muestran
clorosis y marchitez en las hojas, seguido de un periodo de 2 a 4 semanas en el que las hojas se

secan, permanecen adheridas a las ramas y la planta finalmente muere (Solis et al., 2021, pag. 10).

2.3.5.5. Muerte regresiva y pudricion negra o carbon de las mazorcas

Estas enfermedades son provocadas por el hongo Lasiodiplodia theobromae, el cual afecta a las
mazorcas y puede combinarse con la monilia. El patdgeno penetra a través de heridas no

protegidas y tejidos en descomposicidn, causando necrosis en el interior de la planta y marchitez
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en los brotes y ramas terminales. Un sintoma comun de su ataque es la aparicion de "puntas

desnudas". También se ha observado que afecta las raices (Solis et al., 2021, pag. 11).

El hongo L. theobromae tiene capacidad para infectar durante todo el afio. En las mazorcas, la
enfermedad comienza como una mancha de color negro que se expande rapidamente,
cubriéndola con las estructuras reproductivas del hongo (conidios de color negro) en
aproximadamente ocho dias, similar a polvo de carbén, especialmente si hay heridas presentes.
La fuente inicial de in6culo son las mazorcas enfermas y momificadas que permanecen en la
planta. A partir de alli, los conidios son dispersados por el viento, el agua, los implementos de
trabajo o los insectos perforadores del tronco (Solis et al., 2021, pag. 11).

2.3.6. Variedades de cacao en el Ecuador

2.3.6.1. Nacional o arriba

Este tipo de cacao es conocido como fino de aroma y es el producto emblemaético y tradicional
de Ecuador. Se encuentra principalmente en las provincias de Guayas y Los Rios, en la regién
de la Costa del pais, y su cultivo se limita a Ecuador debido a las condiciones climéticas
especificas que requiere. Las mazorcas de este cacao son de forma amelonada, grandes y casi
ovales, con una cascara gruesa y de color verde. Las semillas varian en tamafio de medianas a
grandes y presentan tonalidades que van desde el violeta al morado. El cacao exhibe notas
florales y frutales, lo cual lo distingue como "cacao fino de aroma". Esta variedad de cacao es
ampliamente exportada debido a su alta reputacion a nivel mundial por su exquisito sabor y
calidad. Ademas, es Unica, ya que solo se cultiva en Ecuador, lo que ha llevado a que el Cacao

de Arriba tenga una denominacion de origen, otorgandole proteccion a nivel global (Sosa, 2020,
pags. 22-23).

2.3.6.2. CCN-51

El Cacao CCN-51, también conocido como Ramilla en Ecuador, es un hibrido de tres
variedades: trinitario, nacional y oriente, originario de la region amazonica del pais. Gracias a
esta combinacion de variedades, se considera uno de los cacaos mas productivos a nivel
mundial. Durante su desarrollo y maduracion, los frutos adquieren una tonalidad rojiza, y su
perfil de aroma y sabor difiere significativamente del cacao fino de aroma. Sin embargo, esto no
significa que se considere de menor calidad. Ademas, se destaca por tener una alta cantidad de
manteca, lo que lo hace muy apreciado en la industria cosmetoldgica debido a sus propiedades

hidratantes para la piel (Sosa, 2020, pag. 23).
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2.3.6.3. Cacao Sacha

Este tipo de cacao también es conocido como "cacao Edwin Sanchez Sacha”, en honor al
hombre que descubrié esta variedad en la finca de sus padres. Estos arboles eran altamente
productivos y mostraban resistencia frente a enfermedades, es considerado altamente productivo
y tiene caracteristicas distintivas en sus mazorcas. Estas mazorcas son alargadas y rugosas, con

colores que varian entre tonos rojizos y anaranjados (Carvajal et al, 2015, pags. 41-50).

En la provincia de Orellana, especificamente en el cantén Joya de los Sachas, se ubican las
primeras plantaciones de un cacao considerado altamente productivo, conocido como cacao
Sacha. Este tipo de cacao contiene en su ADN una gran proporcién de trinitario, lo que se
refleja en sus mazorcas alargadas y rugosas, de colores rojizos y anaranjados. Su sabor presenta
notas citricas que se asemejan al sabor del cacao fino del Caribe, lo que lo convierte en un cacao

muy valorado en el mercado mundial (Sosa, 2020, pag. 24).

Una de las particularidades del cacao Sacha es su ADN, que contiene una significativa
influencia de la variedad trinitario. Esta influencia genética se refleja en su sabor, el cual
presenta notas citricas que recuerdan al cacao fino del Caribe, una variedad altamente apreciada
en el mercado mundial. El cacao Sacha ha ganado reconocimiento por su productividad y sus
caracteristicas organolépticas Unicas, lo que lo convierte en una opcion atractiva para los
productores y consumidores de cacao. Su cultivo y produccion estan centrados en la provincia
de Orellana, donde se han establecido las primeras plantaciones de este tipo de cacao

prometedor (Carvajal et al, 2015, pags. 41-50).

2.3.6.4. Super arbol

Es una variedad de cacao que se ha identificado en la region Amazénica en Ecuador. Este cacao
sobresale por su notable resistencia a enfermedades, alto rendimiento y calidad destacada. La
utilizacion de este material genético en nuevas siembras, mediante practicas agricolas
apropiadas, podria aumentar significativamente el rendimiento por hectarea y generar beneficios

a mediano y largo plazo en términos econémicos, sociales y medioambientales (Calva et al., 2016,

pag. 5).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Caracteristicas del lugar
3.1.1.1. Localizacion
La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de Fitopatologia de la

Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (llustracion
3-1).
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llustracion 3-1: Ubicacion del laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos
Naturales-ESPOCH

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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3.1.1.2. Ubicacién geografica

3.1.2.

Tabla 3-1: Caracteristicas geogréaficas de la zona

DESCRIPCION DE LA ZONA

Lugar: Chimborazo, Riobamba
Altitud: 2850 m.s.n.m.
Longitud: 78°40° 59 W
Latitud: 01°38° 51 S

Fuente: (Estacion Meteorolégica ESPOCH, 2021).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

Materiales y equipos

3.1.2.1. Materiales de oficina

Marcadores, esferos, libreta de apuntes, papeles, lapices, borrados, hojas de papel bond, cinta

adhesiva, tijera, papel fomix azul.

3.1.2.2. Materiales de laboratorio

Botellas de vidrio de tapa roscable (500 mL y 100 mL), cajas Petri (90 mm), tubos de ensayo,

papel film, papel toalla, cucharas desechables, cinta masking, tarrinas plasticas, fundas plasticas

transparentes de polietileno, sorbetes, probetas (500 mL), cubre y porta objetos, asas, sorbetes,

papel aluminio, puntas plasticas para micropipetas (10uL, 100uL, 1mL), Micropipeta (10 uL,

100 uL y 1000 uL), gradillas para tubos de ensayo, guantes de nitrilo, matraz Erlenmeyer (250
mL), microtubos (2 mL y 1,5 mL).
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3.1.2.3. Materiales bioldgicos

Material bioldgico de Moniliophthora roreri

Tabla 3-2: Cepas de Moniliophthora roreri utilizadas en el estudio

N° ) ) GENOTIPO DE
CODIGO CANTON
CEPA CACAO
C8 0OS-SC-03-A1  Joya de los Sachas Tipo nacional
C10 OL-03-A1 Loreto Super arbol
C18 O-FO-03-Al Francisco de Orellana CCN51

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

Material biol6gico de bacterias

Tabla 3-3: Cepas de bacterias utilizadas en el estudio

N° CEPA CODIGO COMUNIDAD GENOTIPO DE CACAO
B6 0O-FO-03-A2-M-S La Belleza CCN51
B8 0OS-LS-03-A2-M-S La Calumefia Super arbol
B10 0S-UM-03-A2-M-E La Calumefia Super arbol
B14 0S-SC-03-A2-M-E INIAP EECA Tipo Nacional
B18 0S-SC-03-A6-M-E INIAP EECA Tipo Nacional
B23 0-FO-05-A5-M-S La Belleza CCN51
B25 0-UM-05-A2-MS-E  Uni6n Milagrefia Super arbol
B33 0-UM-05-A10-MS-E  Uni6n Milagrefia Super arbol
B37 OL-07-A2-M-S Bajo Huiruno CCN51
B40 0OS-LS-07-A1-M—S La Calumefia Super arbol
B46 JS-EECA-A2-M-E INIAP EECA Tipo Nacional
B48 JS-EECA-A4-M-E INIAP EECA Tipo Nacional
B53 0-FO-09-A2-M-S La Belleza CCN51
B59 0S-UM-09-A2-M-S  Unién Milagrefia CCN51
B64 0S-LS-09-A3-M-E La Calumefia CCN51
B68 0S-R-09-A3-M-E Tomebamba CCN51
B69 0S-R-09-A4-M-E Tomebamba CCN51
B71 0S-SC-09-A1-M-E INIAP EECA Tipo Nacional

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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3.1.2.4. Equipos de oficina

Computadora, impresora, calculadora.

3.1.2.5. Equipos de laboratorio

Balanzas de precision (RADWAG AS220.R2), autocleve (BIOBASE BKQ-B100lI), camara de
flujo laminar (OASIS 48), incubadora (MEMMERT UN 30), secador de vidrio (SELECTA
200038), destilador de agua (BOECO WS 8000), cdmara de esporulacion, estereoscopio,
adaptador de camara fotografica o microscopio, microondas (PANASONIC 900W), calibrador
digital (VERNIER), micropipetas (Eppendorf), termo-bloque (HM100-PRO), termo-ciclador,
vortex (QILINBEIER QL-901), Centrifuga (EPPENDORF 5424), Refrigeradora (Durex), Cuba
electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710).

3.1.3. Reactivos

Sacarosa, caseina hidrolizada, extracto de levadura, K2HPO4 (anhidro), Sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO4-7H20), Bacto-Agar (BD DIFCO™), agua destilada estéril, alcohol al
70%, jugo de vegetales V8, aspergina (DIFCO), carbonato de calcio (ACROS ORGANICS),
extracto de malta (MERCK), maltosa (GIBCO), etanol, isopropanol, master Mix, 2X (Go Tag®
Green), DNA Ladder Bench Top 100 pb (PROMEGA), kit OMEGA E.Z.N.A.® Bacterial
DNA, agarosa, Diamond™ Nucleic Acid Dye, TBE Buffer 10X.

3.2. Metodologia

3.2.1. Operacion de las variables

3.2.1.1. Variable dependiente

e Diversidad bacteriana

e Antagonismo

3.2.1.2. Variable independiente

o Localidades en la provincia de Orellana
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3.2.2. Aislamiento de bacterias en mazorcas de cacao

Las muestras, previamente etiquetadas, se trasladaron envueltas en bolsas de papel al
laboratorio. Posteriormente fueron procesadas segun lo sugerido por Melnick et al. (2011). Se
emplean tejidos de mazorcas sanas, las muestras de mazorca parte interna, muestras sanas se
cortaron en pequefios trozos con una cuchilla estéril y posteriormente se desinfesto mediante
tres lavados: primer lavado con agua estéril, hipoclorito de sodio al 10% durante 1 min; el
segundo lavado con agua estéril, y alcohol por 30 s, y un triple lavado con agua estéril, para la
eliminacion de restos de humedad se los coloco en papel absorbente esterilizado luego se
sembrd en el medio agar nutriente. Para llegar a identificar la especie, también se realizaran
pruebas bioquimicas, fisiol6gicas y nutricionales complementadas con técnicas de biologia

molecular.

3.2.3. Preparacion de medios

Medio KADO 523 propuesto por Kado (1970) para bacterias.

Se prepar6 el medio KADO 523 en una cantidad suficiente para llenar un total de 20 cajas de
cultivo, donde cada caja estaba compuesta por 15 mL del medio, resultando en una cantidad
total de 300 mL de medio preparado. Esta formulacion se llevé a cabo mediante la combinacion
de los siguientes componentes: 3 g de sacarosa, 2,4 g de caseina hidrolizada, 1,2 g de extracto
de levadura 0,6 g de K;HPO, (anhidro), 0,09 g de MgS0O4-7H-0, 4,5 g de Bacto-Agar y agua

destilada hasta alcanzar un volumen final de 300 mL.

Medio V8 modificado propuesto por Phillips & Mora (2003), para Moniliophthora roreri.

Con el fin de cultivar Moniliophthora roreri, se prepar6 una solucién de 300 mL que fue
utilizada para llenar un total de 20 cajas de Petri. La preparacion de esta solucion involucré la
combinacion de varios reactivos esenciales, incluyendo 60 mL de jugo V8, 6 g de maltosa, 0,30
g de asparagina, 3 g de extracto de malta, 0,9 g de CaCOs, 6 g de agar-agar, y agua destilada

hasta alcanzar un volumen final de 300 mL.

3.2.4. Reactivacion de bacterias

Dentro de una cabina de flujo laminar, se dispensaron 15 mL del medio KADO 523 en cada

caja Petri. Luego, se tomd una pequefia muestra de bacterias de tubos de 1,5 mL utilizando
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puntas de micropipetas, y se procedio a realizar el estriado en cada una de las cajas Petri. Cada
caja fue debidamente etiquetada, sellada con plastico film y finalmente colocada en una
incubadora a una temperatura de 25 °C, manteniéndolas alli durante un periodo de incubacién
de 24 h (llustracion 3-2).

Dispensar medio

INRRRRR e

llustracién 3-2: Reactivacion de bacterias

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

3.2.5. Purificacion de bacterias

Para la purificacion de las bacterias se realizd una previa esterilizacion de los materiales para
evitar contaminacion. Luego en la cabina de flujo laminar se dispensa el medio KADO 523
(15mL) en cada caja Petri. Se colocdé 2 mL de agua destilada estéril en cada caja Petri que
contenia la bacteria y con la ayuda de la espatula drigalski se removio la bacteria crecida, se
tomd 1 mL y se transfirid a un tubo de ensayo que contenia los 9 mL de agua destilada, se agitd
suavemente para la obtencidon de una suspension homogénea, nuevamente se transfirié a un

nuevo tubo de ensayo y repetimos el proceso hasta llegar a la 10° y 10°. Posteriormente se
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tomo 25uL de la suspension y se transfirié al medio KADO 523, luego se dispensé toda la caja

con la espéatula drigalski para etiquetar, sellar e incubar a 25 °C durante 24 h (llustracion 3-3).

Dispensar medio kado 523 terilizada

Con espatula drigalski remover la bacteria

Colocar 2 mL de agua es

Ty

Colocar 25uL de la suspension en el _ )
medio y dispensar toda la caja. Sellado, etiquetado e incubados

.

llustracion 3-3: Purificacion de bacterias

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

3.2.6. Cultivos puros

Con el proposito de obtener cultivos puros, se procedio en la cabina de flujo laminar a dispensar
el medio KADO 523. Una vez que el medio se solidifico, se utiliz6 una micropipeta para tomar
una pequefia porcién de una de las colonias que presentaban las caracteristicas mas favorables.
Esta porcion se transfirié cuidadosamente a cada caja Petri correspondiente. Las cajas fueron
debidamente etiquetadas y luego selladas con pléastico film. A continuacién, se colocaron en una
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incubadora a una temperatura de 25 °C, manteniéndolas alli durante un periodo de incubacién
de 48 h (llustracion 3-4).

Dispensar medio Kado 523 Tomar la colonia de bacteria Realizar el estriado

Wy

Sellado, etiquetado e incubados

llustracion 3-4: Obtencion de cultivos puros

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

3.2.7. Caracterizacion cultural de diferentes colonias de bacterias

La caracterizacion se realizd6 mediante el uso del estereoscopio y se establecié la Forma
(circular, irregular, filamentosa, rizoide, puntiforme, fusiforme), Bordes (entero, lobulado,
ondulado, rizado, filamentoso, erosionado), Elevacion (plana, elevada, convexa, pulvinada,
umbilicada) y la pigmentacion se establecio en base a la tabla de Pantone (Pantone Coated Color
Reference, 2012). ES a partir de esta técnica que se realizo la caracterizacion y finalmente con la
ayuda del adaptador de camara fotografica se tomaron las respectivas fotos de cada colonia

(Hustracion 3-5).
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Colonias separadas para Caracterizacion con el Determinacion de forma, borde,
caracterizar estereoscopio elevacion y pigmentacion

llustracion 3-5: Caracterizacion cultural de las colonias de bacterias

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

3.2.8. Extraccién de ADN genomico de las bacterias

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante el empleo del kit OMEGA E.Z.N.A.® Bacterial
DNA, siguiendo rigurosamente las instrucciones del fabricante (llustracion 3-6).

Transferir muestra de bacteria a tubos de 2mL Colocar 1,5 mL de agua ultrapura esterilizada
: &,

Agregar 500 puL de una solucion de tampon
HBC diluido con isopropanol al 100 %
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lustracion 3-6: Extraccién de ADN gendmico de las bacterias
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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Extraccion de ADN gendomico de
las bacterias

En primer lugar, se transfind una
pequeiia muestra de la poblacicn
bacteriana cultivada a tubos eppendorf
de 2 ml previamente autoclavados v

=

llenados con agua ultrapura estéril

A continuacidn, se procedic a cemtrifiigar
1.5 mlL de las células bacterianas
suspendidas en agua a una velocidad de
7750 rpm durante 10 min a temperatura

ambiente.
hes

Posterionmente, se incorporarcn 20 pl. de
una solucion de lisczima resuspendida en
un tampon de elocidn, v se procedio a
incubar la mezcla en termoblogue a uma
temmeratura de 37°C durante 20 min

Se afiadieron 100 pl. de tampin TE
Buffer, s=zegnide de uma agitacidn
vigorosa en Vortex durante un periodo de
15 segundos

i

Luego, se adicionaron 100 pl de un
tampen TL v 20 pl de wna scolucion de
proteinzza K, sepnido de ofra agitacion en
Vortex durante 15 segundos. Esta dltima
mezcla 52 manho el termwoblogue a
SSTG, con agitacion por 20 min.

Luego, se agregd 5 pl de ARMNaza A al
tubo de reaccion. Cada 5 min, =2 realizo
una inversicn del tubo para una mezcla v
ze  permuitid reposar a2 temperatura
ambiente durante 5 min

<

A contimacicn, s adicionarcn 220 pl de
un tampon BL Buffer, zzpuido de una
agitacion en Vortex durante 15 segundos.
La muestra fue luego colocada en

Después, se procedic a centrifugar la
muestra a 12,200 rpm durante 2 min, con
el proposito de sedimentar cualguier
material no digeride, ¥ el scbrenadante

rezultante se tran=fino cuidadosaments a
un muevo tubo de microcentrifuga de 1,5
ml.

termoblogque a §5°C durante un pericdo de

10 min.
4

A comfinuacion, se procedio a afiadir 220
pL de etanel al 100 %%, seguido de wma
agitacion en Vortex durante 20 5. Luego,
ze realizd un pipetec de 10 wveces para
desintegracion del precipitado. En wma
minicolumna de ADMN HiBind ze insertd
en un fubo de recogida de 2 ml, ¥ se
tranzfirié la totalidad de la muestra a la
mindcolunmna de ADN HiBind.

Posterionmente, se procedid a centrifugar a
12 200 rpm durante 1 muim seguido ze
eliming el filtrado v el tubo de recoleccion.
Luego, la mimicoluwmna de ADN HiBind ==
colocd en un nueve tubo de recogida de 2
mL.. Se apregaron 500 pl. de una sclucidn de
tampon HEC diluide con isopropanol al 100
e, v la muestra fiue nuevamente centrifiizada
2 12200 rpm durante 1 min.

O

A conmtinuacidn, la minicolumna de ADDN
HiBind® se centmifisge a 12 200 rpm durante
2 min para secar la columma Luepo, se
tramefirid la minicehunna d= ADN HiBind a
un muevo fubo de microcentrifings de 1,5 ml
con tapas libres de nucleasas.

Se aplicaron 70 ul de una solucion de lavado
compuesta por wash buffer ADN dilnido con
etanol al 100 %% La muestra se procedid a

i idm a 12 200 rpm durante 1 min, ¥ se
eliming el filtrade comeo el tubo de recoleccion.
Este proceso se repific en un szegunde ciclo de
lavado utilizando wash buffer ADN.

I

Para la elucicn del ADMN, s= agregaron 50
calentado a 65 “C duramte 1 min Se
permitid que la muestra repose durante 5
mimitos a temperatura ambients.

Luego, s realizd una centrifingacidn a 12
200 rpm durante 1 min para recuperar 2]
ADN elmide. Este proceso se repitid en
un segundo cicle de elucidén, v el ADN
resultante se almacend a -20 =C.

=

lustracién 3-7: Procedimiento de la extraccion
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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3.2.9. PCR con primers

La identificacion molecular estd basada en el analisis del ARNr 16S con los primers 27f y
1492r.

Para la PCR se prepar6 6,25 uL de Master Mix, 2X Go Taq® Green, 1 uL de forward 27f, 1 uL
de reverse 1492r, 2,25 uL de agua ultrapura estéril y 2 uL de ADN de cada una de las muestras

dando un total de 12,5 pL para cada reaccion de PCR (llustracion 3-8).

ADN extraido

MIX para la PCR

Microtubos colocados en el

Vortex de los microtubos termociclador

FITO/PITVIRUS 1/edit
s 3
for.0 IRON
[03:00. 00:40 7200 72,00
/ ) 00:40; 0500
no:an

N+ —

Dilucidn a 1:49 y 1:99 del
ADN extraido
5 \ A \J

o

Producto de PCR

llustracion 3-8: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

Para la amplificacion se realizo en el termociclador con las siguientes condiciones:

Tabla 3-4: Perfil térmico para PCR

Condicion Temperatura  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 °C 4 min
Desnaturalizacion 94 °C 30s

Anelamiento 55°C 30s 30
Extension 72°C 1 min

Extension final 72 °C 10 min
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Fuente: (Alvarez, 2023).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

Tabla 3-5: Primers usados para identificacién molecular basada en el analisis del ARNr 16S

Nombre Cddigo Secuencia
27f 27f (Forward) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492r 1492r (Reverse) TACGGYTACCTTGTTACGACT

Fuente: (Ukuda et al, 2016).
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

3.2.10. Electroforesis

La electroforesis se llevo a cabo con el objetivo de confirmar la presencia de amplificacion de
bandas. Para preparar el gel, se utilizé una solucién compuesta por un 1.33 % de agarosa y TBE
Buffer, con una concentracién de 0,8 g de agarosa. Se prepard una mezcla que consistia en 360
mL de agua destilada y 40 mL de TBe Buffer. Luego, se tomaron 60 mL de esta mezcla y se
diluyeron con agarosa en el microondas, a los que se afiadieron 3 pL de un agente intercalante
(Diamond TM Nuclei Acid Dye). Esta solucion se vertié en una cubeta de electroforesis
(modelo FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710) y se crearon 10 pozos en ella. Una vez que el gel
se solidificd, se retiraron las bandas de los 10 pozos y se agregaron 340 mL de TBe Buffer a la

cubeta.

Luego, en una cinta de parafilm se mezclaron 2 uLL de un buffer de carga (10X BlueJuiceTM
Gel Loading Buffer), 2 uL de los productos obtenidos de la reaccion de PCR. Estas muestras se
depositaron en los pozos del gel, y la electroforesis se llevo a cabo con una configuracion de

voltaje de 75 voltios, 70 amperios, y un tiempo de corrida de 60 min.

Cuando finalizé la electroforesis el gel se colocd sobre el transluminador UV (FISHER
SCIENTIFIC 88A) y se observé la amplificacion del ADN (llustracion 3-9).
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Producto de PCR mezclado con Muestras depositadas en los Electroforesis
Buffer en parafilm pozos del gel

S

Gel agarosa colocada en el transluminador
para verificar el recorrido

llustracion 3-9: Electroforesis

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

3.2.11. Secuenciacion del producto de PCR

Las muestras se secuenciaron con la tecnologia SANGER en la empresa MACROGEN
COREA.

3.2.12. Siembra dual

Se llevd a cabo ensayos de confrontacion utilizando la técnica de siembra dual, enfrentando
Moniliophthora roreri como el patégeno, con 12 cepas bacterianas como antagonistas, en medio
de cultivo V8 modificado y medio de cultivo KADO 523. En este proceso, se sembraron discos
de micelio de 5 mm de didmetro del patogeno en el centro de la caja Petri. Luego de 6 dias de
crecimiento se procedié a realizar un estriado con la bacteria antagonista tomada con puntas de
micropipetas que se coloco en la parte superior e inferior de la caja Petri, y se procedio a
incubar a una temperatura de 25 °C durante 4 dias para finalmente proceder a la toma de datos
de las diferentes confrontaciones.
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3.2.13. Variable evaluada
3.2.13.1. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial

Luego de la incubacion durante 4 dias en el medio V8 y 5 dias en el medio KADO 523 de la
siembra dual a 25 °C se procedié a evaluar la inhibicién del crecimiento micelial por parte de
las bacterias hacia el patogeno, y se determindé mediante la siguiente formula utilizada por
Ezziyyani et al. (2004), en este caso para el porcentaje de inhibicion se utilizé el didmetro

empleado en la siguiente formula:

o, D1-D2
U inhibicion = Tx 100

En donde:

e D1 =diametro mayor (del patégeno testigo)

e D2 =diametro menor (del patdgeno en el enfrentamiento con el antagonista)
3.2.13.2. Tasa de crecimiento micelial Moniliophthora roreri H.C Evans

Una vez realizado el ensayo se procedié a medir el didmetro de cada tratamiento con su cepa
correspondiente de manera horizontal y vertical cada 24 h, para determinar la tasa de
crecimiento micelial del hongo Moniliophthora roreri H.C Evans, se utilizd la siguiente

formula.

Crecimiento de micelio
TCM =

Numero de dias

3.2.14. Disefo experimental

En esta investigacion se utiliz6 un DCA trifactorial, en donde se considerdé 3 cepas de
Moniliophthora roreri vs 12 especies de bacterias y se prob6 2 medios de cultivos diferentes,
dando un total de 72 tratamientos, este disefio se utiliz6 solo para antagonismo. Los datos
obtenidos se organizaron en hojas de calculo de Microsoft Excel y se sometieron a un proceso

de anélisis estadistico mediante el uso del software R. Se aplico el Test de Tukey al nivel de
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significancia del 5 % con el propdsito de llevar a cabo la comparacién y diferenciacion de las

medias.

30



CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1. Caracterizacion cultural de las diferentes colonias de bacterias
Luego de una previa purificacion de las diferentes colonias que se desarrollaron en medio de
cultivo KADO 523 lo cual reflejaron diferentes caracteristicas culturales. La forma, borde,

elevacion y pigmentacion son las principales caracteristicas que se consideraron para la

seleccion de las mejores colonias bacterianas.
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llustracion 4-1: Caracterizacion cultural de las bacterias

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

> Bacteria B6

El crecimiento Bacteriano de la cepa B6 con codigo O-FO-03-A2-M-S, genotipo (CCN51), se
desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, inicialmente se observé
que presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma
irregular, elevacion plana y bordes lobulados (llustracion 4-A).

> Bacteria B8
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El crecimiento Bacteriano de la cepa B8 con codigo OS-LS-03-A2-M-S genotipo (Super arbol),
se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observd que
presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma irregular,

elevacién plana y bordes lobulados (llustracién 4-B).

> Bacteria B10

El crecimiento Bacteriana de la cepa B10 con codigo OS-UM-03-A2-M-E genotipo (Super
arbol), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observo que
presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma irregular,
elevacion plana y bordes lobulados (llustracion 4-C).

> Bacteria B14

El crecimiento Bacteriana de la cepa B14 con codigo OS-SC-03-A2-M-E genotipo (Tipo
Nacional), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C, se observo
que presentd una pigmentacion amarilla (PANTONE 12-0633 TCX Canary yellow) con una

forma Circular, elevacion plana y bordes enteros (llustracién 4-D).

> Bacteria B18

El crecimiento Bacteriana de la cepa B18 con codigo OS-SC-03-A6-M-E genotipo (Tipo
Nacional), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observo
que presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma

Circular, elevacion plana y bordes enteros (llustracion 4-E).

» Bacteria B23

El crecimiento Bacteriana de la cepa B23 con cédigo O-FO-05-A5-M-S genotipo (CCN51), se
desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observo que presentd
una pigmentacién blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma irregular, elevacion

plana y bordes ondulado (llustracion 4-F).

> Bacteria B25
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El crecimiento Bacteriana de la cepa B25 con cddigo O-UM-05-A2-MS-E genotipo (Super
arbol), se desarrollé en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°Cx, se observé que
presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma irregular,

elevacién plana y bordes lobulado (lustracién 4-G).

> Bacteria B33

El crecimiento Bacteriana de la cepa B33 con codigo O-UM-05-A10-MS-E genotipo (Super
arbol), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observo que
presentd una pigmentacion amarilla (PANTONE 12-0633 TCX Canary Yellow) con una forma
circular, elevacion plana y borde entero (llustracion 4-H).

> Bacteria B37

El crecimiento Bacteriana de la cepa B37 con cddigo OL-07-A2-M-S genotipo (CCN51), se
desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C#, se observd que presentd
una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma irregular, elevacion

plana y borde lobulado (llustracion 4-1).

> Bacteria B40

El crecimiento Bacteriana de la cepa B40 con cddigo OS-LS-07-A1-M-S genotipo (Super
arbol), se desarrollé en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°Cx, se observd que
presentd una pigmentacion amarilla (Pantone 12-0633 TCX Canary Yellow) con una forma
circular con presencia de halo en el interior una elevacion plana y borde entero (llustracion 4-
J).

> Bacteria B46

El crecimiento Bacteriana de la cepa B46 con cédigo JS-EECA-A2-M-E genotipo (Tipo
Nacional), se desarrollé en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observé
que present6 una pigmentacion amarilla (Pantone 12-0633 Tcx Canary Yellow) con una forma

circular, elevacion plana y borde entero (llustracion 4-K).

> Bacteria B48
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El crecimiento Bacteriana de la cepa B48 con codigo JS-EECA-A4-M-E genotipo (Tipo
Nacional), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observo
gue presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma circular,

elevacién plana y borde entero (llustracién 4-L).

> Bacteria B53

El crecimiento Bacteriana de la cepa B53 con codigo O-FO-09-A2-M-S genotipo (CCN51), se
desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C#, se observé que
inicialmente presentd una pigmentacion blanca tornando a amarillo (Pantone 11-4201 Cloud
Dancer tornando a una pigmentacion Pantone 12-0633 Tcx Canary Yellow) con una forma
circular, elevacion plana y borde entero (llustracion 4-M).

> Bacteria B59

El crecimiento Bacteriana de la cepa B59 con cédigo OS-UM-09-A2-M-S genotipo (CCN51),
se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observd que
inicialmente presentd una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer), forma

circular, elevacion plana y borde ondulado (llustracion 4-N).

> Bacteria B64

El crecimiento Bacteriana de la cepa B64 con codigo OS-LS-09-A3-M-E genotipo (Super
arbol), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observo que
inicialmente present6 una pigmentacién blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer), forma

irregular, elevacion plana y borde lobulado (llustracion 4-0).

> Bacteria B68

El crecimiento Bacteriana de la cepa B68 con cddigo OS-R-09-A3-M-E genotipo (CCN51), se
desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C#, se observlé que
inicialmente presentd una pigmentacion amarilla (Pantone 12-0633 Tcx Canary Yellow), forma

irregular, elevacion plana y borde entero (llustracién 4-P).

> Bacteria B69
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El crecimiento Bacteriana de la cepa B69 con cddigo OS-R-09-A4-M-E genotipo (CCN51), se
desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C#, se observd que presentd
una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer), forma irregular, elevacién plana y
borde lobulado (llustracion 4-Q).

» Bacteria B71
El crecimiento Bacteriana de la cepa B71 con cddigo OS-SC-09-A1-M-E genotipo (Tipo
Nacional), se desarroll6 en medio de cultivo KADO 523 de formar rapida a 25°C+, se observd

que presentd una pigmentacién blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer), forma irregular,
elevacion plana y borde lobulado (llustracion 4-R).
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Tabla 4-1: Resumen de la caracterizacion cultural de las bacterias

Cédigo Genotipo Forma Elevacion  Borde Pigmentacion
0-FO-03-A2-M-S CCN51 Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
0S-LS-03-A2-M-S  Super arbol Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)

0S-UM-03-A2-M-E  Super arbol Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
PANTONE 12-0633 TCX Canary yellow
0S-SC-03-A2-M-E  Tipo Nacional Circular Plana Entero  (amarillo)
0S-SC-03-A6-M-E  Tipo Nacional Circular Plana Entero PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
0-FO-05-A5-M-S CCN51 Irregular Plana  Ondulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
0-UM-05-A2-MS-E  Super éarbol Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
0-UM-05-A10-MS- PANTONE 12-0633 TCX Canary yellow
E Super arbol Circular Plana Entero  (amarillo)
OL-07-A2-M-S CCN51 Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
Circular con
0OS-LS-07-A1-M-S  Super arbol  presencia de halo Plana Entero PANTONE 12-0633 TCX Canary yellow
interno (amarillo)
PANTONE 12-0633 TCX Canary yellow
JS-EECA-A2-M-E  Tipo Nacional Circular Plana Entero  (amarillo)
JS-EECA-A4-M-E  Tipo Nacional Circular Plana Entero PANTONE11-4201 Cloud Dancer (blanco)
PANTONE 11-4201 Cloud Dancer tornando
a 12-0633 TCX Canary yellow (blanco y
O-FO-09-A2-M-S CCN51 Circular Plana Entero amarillo)
0S-UM-09-A2-M-S CCN51 Circular Plana  Ondulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
0S-LS-09-A3-M-E CCN51 Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
Circular con
presencia de halo PANTONE 12-0633 TCX Canary yellow
0S-R-09-A3-M-E CCN51 interno Plana Entero  (amarillo)
0S-R-09-A4-M-E CCN51 Irregular Plana Lobulado PANTONE 11-4201 Cloud Dancer (blanco)
0S-SC-09-A1-M-E  Tipo Nacional Irregular Plana Lobulado

Realizado por:
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4.1.1. Caracterizacion molecular de las bacterias

Las secuencias obtenidas de nucleotidos y alineadas con la base de datos BLAST del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica arrojaron resultados de 7 géneros diferentes en
relacion a las diferentes cepas bacterianas; siendo las cepas B6, B8, B10, B18, B25, B37,B53,
B59, B68, B69 y B71 que correspondieron al género Bacillus sp. con un porcentaje de identidad
promedio de 82,57%, seguido por la cepas Bl14 que fue representado por el género
Stenotrophomonas sp. con un porcentaje de identidad promedio de 92,68%, las cepas B23 y
B33 sobrellevados por el género Sphingobacterium sp. con un porcentaje de identidad
promedio 86,83% , la cepa B40 corresponde al género Mammaliicoccus sp, con un porcentaje
de identidad del 91,12%, la cepa B46 por el género Brucella sp. con un porcentaje de identidad
promedio 87,59%, la cepa B48 por el género Achromobacter sp con un porcentaje de identidad
del 91,68% y finalmente, la cepa B64 por el género Brachybacterium sp. con un porcentaje de
identidad del 89,76% (Tabla 4-2).
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Tabla 4-2: Identificacién molecular mediante analisis BLASTn de las cepas de bacterias

Tamanfo de Género Porcentaje Origen
Muestra  Cddigo Regién  Nucledtidos identificado de identidad E-value Acceso geograéfico
B6 0-FO-03-A2-M-S 16s 887 Bacillus 91.44 % 0 MH737743.1 Bangladesh
B8 0OS-LS-03-A2-M-S 16s 639 Bacillus 87,74 % 0 OK605552.1 India
B10 0S-UM-03-A2-M-E 16s 1039 Bacillus 92,75 % 0 OP001383.1 China
B14 0S-SC-03-A2-M-E 16s 714 Stenotrophomonas 92,64 % 0 MN955580.1 Nigeria
B18 0S-SC-03-A6-M-E 16s 780 Bacillus 96,56 % 0 MN232167.1 Egypt
B23 0-FO-05-A5-M-S 16s 177 Sphingobacterium 95,51 % 8e-72 0Q472434.1 China
B25 0-UM-05-A2-MS-E 16s 1033 Bacillus 88,38 % 0 KT897915.1 China
B33 0-UM-05-A10-MS-E 16s 652 Stenotrophomonas 98,01 % 0 LK871646.1 Senegal
B37 OL-07-A2-M-S 16s 1080 Bacillus 96,84 % 0 AM269452.1 China
B40 0S-LS-07-A1-M—S 16s 469 Mammaliicoccus 94,88 % 0 MZ707502.1 Egypt
B46 JS-EECA-A2-M-E 16s 209 Brucella 97,13 % 8e-93 MNO082123.1 Brazil
B48 JS-EECA-A4-M-E 16s 989 Achromobacter 93,94 % 0 MNO082114.1 Brazil
B53 0-FO-09-A2-M-S 16s 504 Bacillus 96,39 % 0 MKO045773.1 Malaysia
B59 0S-UM-09-A2-M-S 16s 409 Bacillus 93,41 % le-168  CP017060.1 Korea
B64 0OS-LS-09-A3-M-E 16s 389 Brachybacterium 89,72 % 2e-135  MKO039017.1 China
B68 0S-R-09-A3-M-E 16s 639 Bacillus 84,69 % le-164  KU724079.1 Colombia
B69 0S-R-09-A4-M-E 16s 923 Bacillus 82,3 % 2e-149  MT533450.1 Egypt
B71 0S-SC-09-Al-M-E 16s 1045 Bacillus 95,69 % 0 ON479459.1 India

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

39



4.2. Antagonismo Moniliophthora roreri vs bacterias

El andlisis de varianza (ADEVA) correspondiente al factor A (Cepas Moniliophthora roreri.)
mostré el p-valor > 0,01 y < 0,05, con un valor de 4,20 x10® mismo que se muestran diferencias
estadisticas significativas entre las cepas de M.roreri. El factor B (Cepas bacterianas) mostro el
p-valor < 0,01, con un valor de 4,45 x10® lo cual se observa altamente significancia estadistica
para las cepas bacterianas. El factor C (medio de cultivo) mostré el p-valor < 0,01, con un valor

de 2 x10% lo cual muestra significancia estadistica para los medios de cultivo.

Con respecto a las interacciones, el factor A por el factor B mostré el p-valor > 0,05, con un
valor de 0,1907 lo cual no tiene significancia estadistica entre las cepas de M.roreri frente cepas
bacterianas. El factor A por el factor C mostré el p-valor < 0,01, con un valor de 0,0018 lo cual
muestra significancia estadistica entre las cepas de M.roreri frente a los medios cultivos
utilizados. El factor B por el factor C mostr6 el p-valor <0,01, con un valor de 0,0001 lo cual
tiene significancia estadistica entre las cepas de bacterias frente a medios de cultivos.
Finalmente para la interaccion del factor A por el factor B por el factor C mostrd el p-valor <
0,05, con un valor de 0,0172 lo cual tiene significancia estadistica entre las cepas de M.roreri
frente cepas bacterianas y frente al medio de cultivo (Tabla 4-3).

Tabla 4-3: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicién de M.roreri vs bacterias

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
Cepa 1785,25 2 892,63 135 4,20x10° ol
Bacteria 4397,27 11 399,75 6,05 4,45x10° ol
Medio 9136,4 1 9136,4 138,19 2x107° il
cepa*bacteria 1869,5 22 84,98 1,29 0,1907
cepa*medio 874,38 2 437,19 6,61 0,0018 *x
bacteria*medio 5754,49 11 523,14 7,91 <0,0001 el
cepa*bacteria*medio  2690,5 22 122,3 1,85 0,0172 *
Error 9520,75 144 66,12
Total 36028,54 215

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

Nota:

p-valor: > 0,01y > 0,05: ns (No significativo)
p-valor: > 0,01y < 0,05: * (Significativo)

p-valor: < 0,01y <0,05: ** (Altamente significativo)
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4.2.1. Respuesta de inhibicién para el factor A: Cepas de M.roreri (C8, C10, C18)

llustracion 4-2: Cepas de Moniliophthora roreri

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

La cepa de M.roreri que produce un mayor porcentaje de inhibicion fue la C10, su genotipo de
cacao es super arbol y proviene del cantdn Loreto con el porcentaje del 24,95%

La prueba de Tukey para las distintas cepas de Moniliophthora roreri, presentaron dos grupos
estadisticos; en el grupo “a” se ubicéd a las cepas C10 y C18, con un promedio de 23,99%;
mientras que para el grupo “b” encontramos a la cepa C8 con un promedio de 18,13%

(Hustracion 4-3) (Tabla 4-4).
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Cepas de M.roreri

lustracion 4-3: Porcentaje de inhibicion de las cepas de M.roreri
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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Tabla 4-4: Prueba de Tukey al 5% del factor A (Cepas Moniliophthora roreri.)

Tratamientos Media Grupos
C10 ‘ 24,95 a
C18 ‘ 23,03 a

c8 ‘ 18,13 b

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

4.2.2. Respuesta de inhibicion para el factor B: Bacterias

llustracién 4-4: Bacteria Mammaliicoccus

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

La bacteria Mammaliicoccus, con el cddigo B40 fue el que produce un mayor porcentaje de
inhibicidn, su genotipo de cacao es super arbol y proviene de la comunidad La Calumefia con el

porcentaje del 30,66%.

La prueba de rangos mdltiples Tukey para las distintas cepas bacterianas presentaron cinco
grupos estadisticos; en el grupo “@” tenemos a la cepa B40 (Mammaliicoccus), con un promedio
de 30,66%; para el grupo “ab” se mostraron las cepas B23, B25 y B10 (Sphingobacterium
daejeonense, Bacillus y Bacillus) con un valor promedio de 27,27; por otro lado el grupo “
abc” se ubico a la cepa B8 (Bacillus) con un promedio de 23,68; asi mismo en el grupo “ bc” se
encuentra las cepas B48, B6, B14, B46 y B71 (Achromobacter, Bacillus, Stenotrophomonas,
Brucella, y Bacillus.) con un valor promedio de 20,06%; finalmente el grupo “C” tenemos a las
cepas B18 y B64 (Bacillus y Brachybacterium) con un promedio de 15,50% (llustracion 4-5)

(Tabla 4-6).
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llustracion 4-5: Porcentaje de inhibicidon de las bacterias

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

20.03 19.19  19.08

15.51

B14 B46 B71 B18

Tabla 4-5: Prueba de Tukey al 5% del factor B (Cepas bacterianas)

Tratamientos Media Grupos
B40 30,66 a
B23 27,36 ab
B25 26,94 ab
B10 24,52 ab

B8 23,68 abc
B48 21,01 bc

B6 20,98 bc
B14 20,03 bc
B46 19,19 bc
B71 19,08 bc
B18 15,51 c
B64 15,48 c

Realizado por: Tenesaca Y., 2023.
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4.2.3. Respuesta de inhibicién para el factor C: Medio (V8 compuesto y KADO 523)

lustracion 4-6: Antagonismo en medio KADO 523 (A) y medio V8 modificado (B)
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

El medio con mayor porcentaje de inhibicién fue el medio KADO 523 con un porcentaje del
28,54%.

La prueba de rangos multiples Tukey para el tipo de medio de cultivo, presentaron dos grupos
estadisticos; en el grupo “a@” se ubicé al medio KADO 523, con un promedio de 28,54%;
mientras que para el grupo “b” encontramos al medio de cultivo V8 modificado con un
promedio de 15,53% (llustracion 4-7) (Tabla 4-8).
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llustracion 4-7: Porcentaje de inhibicion de acuerdo con el medio KADO 523 y V8 modificado

Realizado por: Tenesaca Y., 2023.
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Tabla 4-6: Prueba de Tukey al 5% del factor C (medio de cultivo)

Tratamientos Media Grupos
KADO 523 28,54 a
V8 15,53 b

Realizado por: Tenesaca Y., 2023.

4.2.4. Respuesta de inhibicion para el factor A por el factor B

€10 B23

lustracion 4-8: Interaccion con mayor porcentaje inhibicion del factor A (Cepa) por el factor B

(Bacteria)
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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C18_B25

12,10%

lustracion 4-9: Interaccion con menor porcentaje inhibicion del factor A (Cepa) por el factor B
(Bacteria)

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

La interaccion de primera orden (Cepa*Bacteria) en la prueba de Tukey se observaron nueve
grupos estadisticos; en el grupo “a” tenemos la interaccion de la cepa C10*bacteria B40 con un
promedio de 35,84, seguido por el grupo “ab” con la interaccion de la cepa C10*bacteria B25
con un promedio de 35,21, por otro lado, el grupo “abed” tenemos la interaccion de la cepa
Cl10*bacteria B6, cepa C18*bacteria B40, cepa C18*bacteria B25, cepa C8*bacteria B40 y de la
cepa C18*bacteria B8 con un valor promedio de 27,97, para el grupo “abcde” encontramos a la
interaccion de la cepa C10*bacteria B10, cepa C18*bacteria B10, cepa C8*bacteria B23, cepa
C18*bacteria B46, cepa C18*bacteria B23, cepa C8*bacteria B8, cepa C18*bacteria B48, cepa
C10*bacteria B48, cepa C10*bacteria B14, cepa C18*bacteria B6, cepa C18*bacteria B71, cepa
Cl10*bacteria B71, cepa C10*bacteria B64, cepa C8*bacteria B10, cepa C10*bacteria B46, cepa
C18*bacteria B14, cepa C10*bacteria B8, cepa C8*bacteria B25, cepa C8*bacteria B48 y la
cepa C8*bacteria B14 con un promedio entre medias de 22,07, ubicamos al grupo “bede” con
la interaccion de la cepa C8*bacteria B18 y la cepa C18*bacteria B64 con un promedio de
16,65, el grupo “cde” encontramos la interaccion de la cepa C18*bacteria B18 y la cepa
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C10*bacteria B18 con un promedio de 14,88, mientras que para el grupo “de” encontramos la
interaccion de la cepa C8*bacteria B71, cepa C8*bacteria B6 y cepa la C8*bacteria B46 con un
valor promedio de 12,65, finalmente, ubicamos al grupo “e” con la interaccion de la cepa
C8*bacteria B64 con un promedio de 8,74 (ANEXO H).

4.2.5. Respuesta de inhibicién para el factor A por el factor C

C18 kado

lustracion 4-10: Interaccion con mayor porcentaje inhibicion del factor A (Cepa) por el factor
C (Medio)

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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llustracion 4-11: Interaccion con menor porcentaje inhibicion del factor A (Cepa) por el

factor C (Medio)
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

En la prueba de Tukey para en la interaccion cepa*medio presentaron cuatro grupos
estadisticos; en el grupo “a” tenemos la interaccion de la cepa C18*KADO 523 y la cepa
C10*KADO 523 con un promedio de 31,71, seguido por el grupo “b” con la interaccién de la
cepa C8* KADO523 con un promedio de 22,21, por otro lado, el grupo “be” tenemos la
interaccion de la cepa C10*V8, con promedio de 18,53, por ultimo, ubicamos al grupo “c” con
la interaccion de la cepa C8*V8 y la cepa C18*V8 con un valor promedio de 14,02 (Tabla 4-
7).

Tabla 4-7: Prueba de Tukey al 5% de la interaccion factor A por el factor C

Cepa Medio Medias Grupos
C18 KADO 32,04
C10 KADO 31,37
C8 KADO 22,21
C10 V8 18,53 bc
C9 V8 14,04 c
C18 V8 14,02 c
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Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

4.2.6. Respuesta de inhibicion para el factor B por el factor C

N

/ AN
B23 kado B10_kado

llustracion 4-12: Interaccion con mayor porcentaje inhibicién del factor B (Bacteria) por el
factor C (Medio)

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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lustracion 4-13: Interaccion con menor porcentaje inhibicion del factor B (Bacteria) por el

factor C (Medio)
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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En la prueba de Tukey al para la interaccién bacteria*medio se obtuvieron doce grupos
estadisticos; en el grupo “a” tenemos la interaccion de la bacteria B23*KADO 523 y la bacteria
B25*KADO 523 con un promedio de 42,45, seguido por el grupo “ab” con la interaccion de la
bacteria B23*KADO 523 con un promedio de 36,33, por otro lado, el grupo “abc¢” tenemos la
interaccion de la bacteria B8*KADO 523 con un promedio de 32,58, para el grupo “abed”
encontramos a la interaccion de la bacteria B40*KADO 523 y bacteria B23*V8 con un
promedio entre medias de 30,66, ubicamos al grupo “bede” con la interaccion de la bacteria
B48*KADO 523 con un promedio de 27,52, el grupo “bedef” encontramos la interaccion de
bacteria B71*KADO 523 con un promedio de 25,21, el grupo “bedefg” encontramos la
interaccién de la bacteria B6*KADO 523 y la bacteria B6*kado523 con un valor promedio de
23,85, el grupo “cdefg” encontramos la interaccion de la bacteria B14*V8, la bacteria
B64*KADO 523, la bacteria B18*KADO 523 Y la bacteria B14*KADO 523 con un valor
promedio de 19,70, el grupo “defg” encontramos la interaccion de la bacteria B6*V8 con un
promedio de 17,42, para el grupo “efg” encontramos la interaccion de la bacteria B46*V8, la
bacteria B8*V8 y la bacteria B48*V8 con un valor promedio de 14,83, mientras que para el
grupo “fg” encontramos la interaccién de la bacteria B71*V8, bacteria B10*V8, bacteria
B23*V8, bacteria B18*V8 y bacteria B25*V8, con un valor promedio de 12,28, finalmente,
ubicamos al grupo “g” con la interaccién de la bacteria B64*V8 con un promedio de 11,23
(ANEXO ).

4.2.7. Respuesta de inhibicion para el factor A por el factor B por el factor C

C10_B23_kado C18_B25_kado

i \.-' |
: J - /
|

C18_B8 kado ___

43,12%

50



llustracion 4-14: Interaccion con mayor porcentaje inhibicion del factor A (cepa) por el

factor B (Bacteria) y por el factor C (Medio)
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

(8 B23 V8 C18_B23_V8 C18 B10_V8

[ross -

(C8_B64_V8

lustracion 4-15: Interaccion con menor porcentaje inhibicion del factor A (cepa) por el factor

B (Bacteria) y por el factor C (Medio)
Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.

En la prueba de Tukey para en la interaccion cepa*bacteria*medio presentaron catorce grupos
estadisticos; en el grupo “a” tenemos la interaccion de la cepa C10*bacteria B25*KADO 523
con un promedio de 55,91, seguido por el grupo “ab” con la interaccién de la cepa
Cl10*bacteria B23*KADO 523 y la cepa C18*bacteria B25*KADO 523 con un valor promedio
de 44,15, por otro lado, el grupo “abce” tenemos la interaccion de la cepa Cl8*bacteria
B10*KADO 523 con un promedio de 43,73, para el grupo “abed” encontramos a la interaccion
de la cepa C10*bacteria B40*V8 y la cepa C18*bacteria B8*KADO 523 con un promedio entre
medias de 43,17, ubicamos al grupo “abcde” con la interaccion de la cepa C8*bacteria
B23*KADO 523 con un promedio de 42,59, el grupo “abcedef” encontramos la interaccion de
la cepa Cl8*bacteria B23*KADO 523 con un promedio de 40,56, el grupo “abcdefg”
encontramos la interaccion de la cepa C10*bacteria B10*KADO 523 con un promedio de 39, el

grupo “abcedefgh” encontramos la interaccion de la cepa C18*bacteria B40*KADO 523, cepa
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Cl0*bacteria B6*KADO 523, cepa Cl8*bacteria B71*KADO 523, cepa C8*bacteria
B8*KADO 523, cepa C10*bacteria B46*KADO 523, cepa C10*bacteria B71*KADO 523, cepa
C8*bacteria B48*KADO 523, cepa C8*bacteria B40*KADO 523, cepa Cl8*bacteria
B6*KADO 523, cepa C10*bacteria B64*KADO 523 y la cepa C10*bacteria B40*KADO 523
con un valor promedio de 34,44, para el grupo “bedefgh” encontramos la interaccion de la
cepa C8*bacteria B25*KADO 523, cepa Cl18*bacteria B48*KADO 523, cepa C8*bacteria
B10*KADO 523, cepa Cl8*bacteria B46*KADO 523, cepa Cl0*bacteria B48*KADO523,
cepa C1l0*bacteria B6*V8, cepa C8*bacteria B40*V8, cepa C1l0*bacteria B8*KADO 523, cepa
Cl18*bacteria B46*KADO 523, cepa Cl8*bacteria B18*KADO 523, cepa C8*bacteria
B14*KADO 523, cepa Cl8*bacteria B40*KADO 523, cepa C10*bacteria B14*KADO 523,
cepa ClO*bacteria B14*V8, cepa Cl8*bacteria B14*KADO 523, cepa Cl8*bacteria
B64*KADO 523, cepa Cl0*bacteria B23*KADO 523, cepa Cl18*bacteria B14*V8, cepa
C8*bacteria B18*KADO 523, cepa Cl0*bacteria B48*V8, cepa Cl8*bacteria B48*V8 y la
cepa C8*bacteria B8*V8, con un promedio de medias de 22,61, el grupo “cdefgh” encontramos
la interaccion de la cepa C8*bacteria B10*V8 con un promedio de 16,06, el grupo “defgh”
encontramos la interaccién de la cepa C10*bacteria B8*V8 con un promedio de 15,55, para el
grupo “efgh” encontramos la interaccion de la bacteria la cepa C8*bacteria B18*V8 y la cepa
C10*bacteria B18*KADO 523 con un valor promedio de 15,05, para el grupo “fgh”
encontramos la interaccion de la cepa C18*bacteria B6*V8, la cepa C10*bacteria B10*V8, la
cepa C8*bacteria B71*KADO 523, la cepa C8*bacteria B71*V8, la cepa C10*bacteria
B64*V8, la cepa ClO*bacteria B18*V8, la cepa C8*bacteria B46*KADO 523 y la cepa
C10*bacteria B71*V8 con un valor promedio de 13,79, mientras que, para el grupo “gh”
tenemos la interaccion de la cepa C8*bacteria B14*KADO 523, la cepa C18*bacteria B64*V8,
la cepa C10*bacteria B25*V8, la cepa C18*bacteria B71*V8, la cepa C8*bacteria B6*KADO
523 y la cepa C8*bacteria B6*V8 con un valor promedio de 12,06, por ultimo, ubicamos al
grupo “h” con la interaccién de la cepa C18*bacteria B8*V8, la cepa C18*bacteria B25*V8, la
cepa Cl0*bacteria B46*V8, la cepa C8*bacteria B25*V8, la cepa C8*bacteria B46*V8, la cepa
C8*bacteria B64*KADO 523, la cepa C8*bacteria B23*V8, la cepa C18*bacteria B23*V8, la
cepa C18*bacteria B10*V8, la cepa C8*bacteria B48*V8, la cepa C8*bacteria B64*V8 y la
cepa C18*bacteria B18*V8 con un promedio de 9,31 (ANEXO J).

52



4.3. Discusion

Los aislados bacterianos como son las cepas B6, B8, B10, B18, B25, B37,B53, B59, B68, B69 y
B71 correspondientes al género Bacillus sp. con porcentaje de identidad promedio de 82,57%
presentaron colonias con pigmentaciones blanco (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) y amarillo
(Pantone 12-0633 Tcx Canary Yellow), con formas irregular y circular, elevacién plana y con
bordes lobulados a enteros mismos que concuerdan a los resultados obtenidos por Vera et al.,
(2020) quién presentd una forma irregular elevacion planoconvexa y color blanguecino para este
género. Por otro lado, la cepa B14 que fue representado por el género Stenotrophomonas sp. con
un porcentaje de identidad promedio de 92,68%, mostrd una pigmentacion amarilla (Pantone
12-0633 Tcx Canary Yellow) con una forma Circular, elevacion plana y bordes enteros
resultados similares a los de Pérez et al., (2020 p.7) lo que presentaron coloracion traslicida,
mucosidad ligera, bordes lisos y elevacion plana. Las cepas B23 y B33 sobrellevados por el
género Sphingobacterium sp. con un porcentaje de identidad promedio 86,83% presentaron una
pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) a amarillo (Pantone 12-0633 Tcx Canary
Yellow) con una forma circular e irregular, elevacion plana y bordes de enteros a ondulados
resultados que presentan parecido a resultados obtenidos por Lopardo et al., (2021) presentaron
colonias circulares lisas, convexas, opacas y exhiben un débil pigmento amarillo intracelular. La
cepa B40 corresponde al género Mammaliicoccus present6 forma circular con presencia de halo
interno, elevacion plana, borde entero y pigmentacion amarilla con porcentaje de identidad del
94,88% resultados que presentaron a Diaz (2017, pag. 5) que menciona las colonias suelen ser
opacas blancas o crema y a veces amarillas o naranja de forma circular. La cepa B46 que
corresponde al género Brucella, con un porcentaje de identidad promedio 97,13% manifestaron
una pigmentacion blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) presento forma circular, elevacion
plana, borde entero, Freer et al., (2001 p.8) menciona que Brucella es una bacteria que es
observada al microscopio de luz como bacilos. Mientras que la cepa B48 identificado por el
género Achromobacter sp con porcentaje de identidad del 91,68% mostré una pigmentacion
blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer) con una forma circular, elevacion plana y borde entero
resultados que tienen similitud con Lopardo et al., (2021) menciona que las colonias de aspecto
cultural similar a las de enterobacterias, formando colonias planas o ligeramente convexas, de
borde entero , finalmente, la cepa B64 por el género Brachybacterium sp. con un porcentaje de
identidad del 89,76% presenté una pigmentacién blanca (Pantone 11-4201 Cloud Dancer),
forma irregular, elevacion plana y borde lobulado resultados que difieren a los obtenidos por
Parera (2012) lo cual presentan una forma irregular, elevacion elevada con bordes enteros y color

amarillo claro.
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En cuanto al porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del factor A ejercida por las
cepas Moniliophthora roreri se obtuvo el mejor porcentajes promedio con las cepas C10 y C18,
con el 23,99%, por otro lado, para el factor B cepas bacterianas se logré el mejor promedio de
inhibicion con la cepa B40 (Mammaliicoccus) con el 30,66% Se ha reportado en mamiferos
como agente infecciosa por lo cual no se recomendaria realizar antagonismo con este género y
finalmente, para el factor C tipo de medio de cultivo se encontré el mayor porcentaje de
inhibicién con el medio de cultivo KADO 523 con el 28,54%. Resultados congruentes mismo
gue presentaron resultados consistentes, sin las enormes variaciones en los resultados reportadas

en estudios similares realizados con anterioridad Garcia y Herrera (2007, pag.7).

En relacién con la interaccién que se obtuvo del factor A por el factor B, que se puede observar
en el ANEXO I; se encontr6 que los mejores resultados de inhibicién del antagonista se
obtuvieron con la bacteria del género Bacillus sp. con un porcentaje de inhibicion de 34,21%
mismos resultados se pueden comparar con los obtenidos en el estudio in vitro realizado por
Suarez y Alba (2013), los cuales estudian el efecto antagonista de hongos y una bacteria, en el
cual, la inhibicién del crecimiento en la bacteria se hace evidente. Mismos resultados se
presentaron bajo condiciones de campo en el experimento realizado por Villamil, et al (2015), en
Colombia donde el efecto inhibitorio de Bacillus sp. es alto frente a la Moniliophthora roreri.

Se determino, que en la investigacion realizada por Castro (2022 p.4) la antibiosis es el principal
mecanismo de movimiento de B. subtilis contra los patégenos M. roreri y P. palmivora, a través
de la formacion de lipopéptidos antifungicos incluyendo sulfactina, iturina y fengicinas,
diferentes pocos mecanismos conocidos es la competencia por el espacio, la induccion de la
resistencia y el aumento de promotor, incluyendo la solubilizacién de P, la fijacion de nitrégeno,

la produccién de auxina y amoniaco.

Por otro lado, Vitae (2007, pag. 34) difiere con los resultados obtenidos en donde menciona que
Bacillus brevis es una bacteria que no es Gtil para el control biolégico de hongos fitopatégenos,
aunque si produce el antibi6tico conocido como gramicidina S, utilizado en el tratamiento de
numerosas enfermedades infecciosas en el hombre y secretan una toxina mosquicida

aprovechada en el control de moluscos.

En cuanto a con la interaccién que se obtuvo del factor A por el factor C, que se puede observar
en el ANEXO J; se mostr6 que los mejores resultados de inhibicién del antagonista se

obtuvieron con el medio de cultivo KADO 523 con un porcentaje de inhibicion promedio de
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31,7% frente a la cepa Moniliophthora roreri. mismos resultados similares a los Iraci et al (2013
pag. 36) que menciona que el uso del medio de cultivo 523 y 523 modificado permitieron un
mayor desempefio de las colonias ademas de una mayor inhibicion de la presencia de

microorganismos contaminantes.

Finalmente, con la interaccion que se obtuvo del factor B por el factor C, que se puede observar
en la Tabla 4-7; se mostr6 que los mejores resultados de inhibicion del antagonista se lograron
con la bacteria del género Bacillus sp. con un porcentaje promedio de inhibicion de 42,45% vy el
medio de cultivo KADO 523, resultados similares se presenté en una investigacion de banano
gue en medio de cultivo KADO 523 presenté mayor inhibicién antagdnica el género Bacillus

sp. con un porcentaje mayor al 40% frente a Fusarium oxysporum. (Guarderas, 2022, pag. 5).

Para el aislamiento de bacterias se utilizd el medio KADO 523 y medio V8 diluido para
proporcionar diferentes nutrientes y aislar varios tipos de bacterias. La dilucion del medio 523
permitio aislar colonias con caracteristicas macroscépicas de actinobacterias conocidos por ser
controladores bioldgicos. Segin Wang et al (2014, pag. 30), al diluir el medio de cultivo una

décima parte de su concentracion inicial se puede aislar mas facilmente.

Varias especies de Bacillus han demostrado ser agentes biocontroladores contra fitopatogenos y
a su vez se los ha identificado como bacterias promotoras del crecimiento en las plantas (PGPR
por sus siglas en inglés) (Ramirez et al., 2021, pag. 35).

Segln Bubici, et al (2019, pag. 12) el género bacteriano Bacillus presenta una ventaja frente a
otros microorganismos biocontroladores y es la produccién de esporas, esto le confiere la
capacidad de tolerar las diversas condiciones medioambientales y en el momento de producir un
biocontrolador comercial es méas estable durante mas tiempo, también presenta la habilidad de
sintetizar una gran variedad de metabolitos secundarios que influyen en la antibiosis contra

fitopatdgenos.

En el ANEXO G, se pueden observar la interaccion del factor A, factor B y el factor C; donde
los mejores resultados de porcentaje de inhibicion, es de la cepa 10 frente a la bacteria del
género Bacillus sp. en medio Kado, con porcentajes que van del 55% al 45%, presentando un
alto porcentaje de inhibicion frente a las demas cepas de bacterias, dichos resultados son
similares a los obtenidos por Guato et al (2019, pag. 394), los mismos que realizan su trabajo de
investigacion con bacterias promotoras de crecimiento las mismas que analizan el potencial

biocontrolador frente a hongos fitopatdgenos donde demostraron que bacterias del género
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Bacillus sp. inhiben el desarrollo micelial y la produccién de conidios, lo cual también hay que

mencionar que el medio también tuvo una gran influencia para la obtencion de los resultados.

Asi mismo en la investigacion realizada por Avila et al (2020, pag. 8), donde realiza su
investigacion con bacterias del mismo género, pero frente a diferentes hongos fitopatdgenos,
determina que el género Bacillus tiene un efecto inhibitorio sobre hongos fitopatdgenos el cual
lo atribuye a la produccion de antibidticos y compuestos volatiles como el cianuro de hidrogeno

los cuales son responsables de la inhibicion del crecimiento micelial.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En la caracterizacion cultural de varias cepas (B14, B18, B33, B46, B48, B53), se observo que
presentaban una forma circular, elevacion plana, borde entero y pigmentacion blanca. Otras
cepas (B23, B59) exhibieron una forma irregular, elevacion plana, borde ondulado y
pigmentacién blanca. Por otro lado, algunas cepas (B6, B8, B10, B25, B37, B64, B69, B71)
mostraron una forma irregular, elevacion plana, borde lobulado y pigmentacion blanca.
Finalmente, algunas cepas (B40, B68) destacaron por tener una forma circular con presencia de

halo interno, elevacién plana, borde entero y pigmentacién amarilla.

Se identifico Se identifico 4 fhylum diferentes (con 66,67% Bacillota, con 22,23%
Pseudomonadota, con 5,55% Bacteroidota y Actinomycetota). Al mismo tiempo, estan dentro
de 6 clases diferentes (con 66,67% Bacili, con 11, 12% Gammaproteobacteria, con 5,6% para
cada una de la clase Sphingobacteriia, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Yy
Actinomycetes). Por lo tanto, corresponden al orden (Bacillales con 66,67%, Xanthomonadales
con 11,12%, Sphingobacteriales, Hyphomicrobiales, Burkhollderiales, Micrococcales con el
5,6% para cada uno). Por ello, se identificaron 7 familias diferentes (con 61,1% Bacillaceae, con
11,11% Xanthomonadaceae, con el 5.6% para cada uno Sphingobacteriaceae,
Staphylococcaceae, Brucellaceae, Alcaligenaceae y Dermabacteraceae) que pertenecen a 7
géneros diferentes con 61,1% Bacillus, 11,1% Stenotrophomonas y con 5,6% para cada uno
pertenecen a  Mammaliicoccus, Brucella, Achromobacter, Sphingobacterium vy
Brachybacterium. como microorganismos bacterianos asociadas a frutos de cacao en la

provincia de Orellana.

Para inhibicion de crecimiento micelial la cepa C10 alcanzé el mayor porcentaje de inhibicion
con una media de 24,95 % para el factor Cepas Moniliophthora roreri, la cepa B40 alcanzé un
30,66 % de inhibicion para el factor cepas bacterianas y finalmente el medio de cultivo KADO

alcanz6 un 28,54 % de inhibicion para el factor medios de cultivo.

Al evaluar la interaccion entre factores se obtuvo para el factor AxB la cepa C10 y bacteria B40

con un porcentaje de inhibicion de 35,84 %, para el factor AXC la cepa C18 en medio KADO
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523 con un 32,04 % de inhibicidn, para la interaccion BxC la bacteria B23 en medio KADO 523
un 42,53 % de inhibicion y finalmente en la interaccion AXBXC la cepa C10, la bacteria B25 y
en medio KADO 523 un 55,91 % de inhibicion.
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5.2.Recomendaciones

Realizar pruebas en campo con las diferentes cepas de bacterias Bacillus sp. como potencial de

inhibicién asociadas a frutos de cacao en la provincia de Orellana.

Identificar los diferentes mecanismos de inhibicion de las cepas bacterianas para la aplicacion

practica de los microorganismos.

Utilizar las secuencias de cddigo de codificacion beta-subunidad de la ARN polimerasa (rpoB)

como una herramienta alternativa para la identificacion genotipica bacteriana.
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GLOSARIO

Antagonismo: Es la relacion que involucra a dos especies de organismos contrarios, en la cual
uno de los dos, afecta la vida del otro, ya sea inhibiendo parcial o totalmente su crecimiento o

incluso matandolo (Ulloa et al., 2006, pag. 26).

Caracterizacion: Es un tipo de descripcion cualitativa que puede recurrir a datos o a lo
cuantitativo con la finalidad de adquirir mayor conocimiento sobre algo. Para cualificar ese algo
previamente se deben identificar y organizar los datos; y a partir de ellos, describir de una forma

estructurada; y posteriormente, establecer su significado (Sanchez, 2011, pag. 189).

Cepa: Cultivo que consiste en células diploides, comunmente fibroblasticas, que pueden

volverse a dispersar y cultivar un namero finito de veces (Ryany Ray, 2017, pags. 80-125) .

Electroforesis: Se usa para separar moléculas de ADN, ARN o proteinas en funcién de su
tamafio y carga eléctrica. Se usa una corriente eléctrica para mover las moléculas a través de un
gel o de otra matriz. Los poros del gel o la matriz actian como un tamiz, lo cual permite que las

moléculas mas pequefias se muevan mas rapido que las moléculas mas grandes (NHGRI, 2023).

Esporulacion: Una célula bacteriana forma una espora bajo circunstancias adversas (Ryan y Ray,

2017, péags. 80-125).

Gel de agarosa: Agar altamente purificado (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

In vitro: Que sucede dentro de un tubo de ensayo (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Incidencia: El nimero de casos nuevos de una enfermedad dentro de un periodo especificado

(Ryan y Ray, 2017, pags. 80-125).
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ANEXO A: PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO
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ANEXO B: CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS
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Bacillus sp. (in: Bacteria) strain abc38 16 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillussp. ... 1637 1637 99% 0.0 95.19% 1507 KX405594.1
Bacillus thuringiensis strain L22-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus thur . 1635 1635 7% 0.0 95.69% 1415 OR533506.2
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Bacillus sp. (in: Bacteria) strain N2-3-1 168 ribosomal RNA gene, partial Bacillus sp. 1631 1631 98% 0.0 95.17% 1200 MNB96501.1




Job Title 3050 Filter Results
RID PHZV0438013 Search expires on 12-02 04:32am Download All ¥
Program BLASTN@  Citation v Organism  only top 20 will appear D exclude
Database nt See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism
Query ID IcllQuery_67147
Description 30_50 Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to ‘ ‘ to ‘ ‘ to ‘
Query Length 639
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~  Select col ¥ Show | 100v | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrvlpllnn SEZ:"TC Sh::; ;{;ﬁlg 22:2: E vavlue Per. Ejenl Anc'Len Accession
v - v -
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Bacillus sp. $621B-35 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. .. 965 965 82% 00 91.23% 738 HQ238483 1
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Uncultured bacterium clone nck212b05c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured b... 963 963 81% 00 91.44% 1372 KF095676.1
Bacillus cereus strain MA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus cer. 959 959 85% 00 90.25% 788 MG890254.1
Bacillus cereus strain YP-A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus cer. 959 959 81% 00 91.30% 1473 KU960911.1
Bacillus thuringiensis strain BE4-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus thur .. 959 959 81% 00 91.30% 1433 FJ696643 1
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Sphingobacterium dagjeonense strain R3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Sphingobac. . 283 283 100% 8e-72 95.51% 851 KU991516.1
Sphinc daejeonense strain T2718 16S ribosomal RNA gene, partial sequ... Sphingobac. . 283 283 100% 8e-72 95 51% 1420 0Q472434 1
Sphingobacterium daejeonense strain T2733 16S ribosomal RNA gene, partial sequ... Sphingobac.. 283 283 100% 8e-72 95.51% 1413 0Q472426.1
Uncultured clone TE3.103 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured b 283 283 100% 8e-72 95 51% 489 JQ897182.1
Sphing daejeonense strain SSI3 16S ribosomal RNA gene, partial seque... Sphingobac.. 278 278 100% 4e-70 94 94% 661 MT538315.1
Sphinc daejeonense strain NCTC13534 genome assembly, chromosome: 1 Sphingobac. . 278 112 100% 4e-70 94 94% 4732363 LR590470.1
Sphin daejeonense strain 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Sphingobac. . 278 278 100% 4e-70 94 94% 1292 KP875426.1
Sphinc daejeonense strain DQ146 16S ribosomal RNA gene, partial sequ...Sphingobac. 278 278 100% 4e-70 94 94% 1325 KU147440 1
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. Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. . 593 593 94% 1e-164 84.69% 967 MKA490808.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. . 593 593 94% 1e-164 84.69% aq72 MK490807_1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. . 593 593 94% 1e-164 84.69% 970 MK490806.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. - 593 593 94% 1e-164 84.69% 959 MK490805.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. . 593 593 94% 1e-164 84.69% 972 MK480104.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. ... 593 593 94% 1e-164 84.69% 961 MK480076.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBL 8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. . 593 593 94% 1e-164 84.69% 961 MK480066.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SFBR 9 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. - 593 593 94% 1e-164 84.69% 663 MK480065.1
Job Title 56_50 Filter Results
RID PJ25EMOP016 Search expires on 12-02 05:11 am Download All v
Program BLASTN 0 Citation v Organism only top 20 will appear D exclude
Database nt See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism
Query ID Icl|Query_29333
Description 56_50 Percent Identity Evalue Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to ‘ ‘ to ‘ ‘ to ‘
Query Length 389
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select col ¥ Show | 100v | @
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descipuon S;:::C 5’::; STE:IE g::g E vs:lue Per. I'dent Acchen AEEEsEET
v - v -
Brachybacterium sp. strain EGI 63057 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Brachybacter.. 496 496 100% 2e-135 89.72% 836 MK039029.1
Brachybacterium sp. strain EGI 63041 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Brachybacter... 496 496 100% 2e-135 89.72% 849 MK039017.1
Brachybacterium sp. strain LNSP7105-1.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Brachybacter. . 496 496 100% 2e-135 89.72% 1433 OR553799.1
Brachybacterium conglomeratum strain C61 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Brachybacter... 496 496 100% 2e-135 89.72% 1380 OR122064.1
Brachybacterium paraconglomeratum strain RCB915 16S ribosomal RNA gene, partial se. .. Brachybacter 496 496 100% 2e-135 89.72% 1265 KT261127.1
Brachybacterium sp. strain C.0S8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence E - 496 496 100% 2e-135 89.72% 1362 0OK216098.1
Brachybacterium sp. A2451GA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Brachybacter . 496 496 100% 2e-135 89.72% 988 KP027816.1
Brachybacterium sp. A272GS 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Brachybacter.. 496 496 100% 2e-135 89.72% 994 KP027802.1
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Bacillus altitudinis strain HBUAS69032 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus altit . 821 821 98% 00 96.39% 1471 ON908863.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain MGSB-23 168 ribosomal RNA gene, partial sequence  Bacillus sp. .. 821 821 98% 0.0 96.39% 1432 MT811945.1
Bacillus subtilis strain BVC36 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus subt. 821 821 98% 0.0 96.39% 950 JQ660619.1
Bacillus pumilus strain U1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus pu.. 819 819 98% 00 96.39% 1371 |MK045773.1
Bacillus altitudinis strain KK4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus altit 819 819 99% 00 96.21% 1512 KF975412.1
Uncultured bacterium clone Bacillus pumilus cotton 16S ribosomal RNA gene, partial ... uncultured b. .. 817 817 98% 0.0 96.21% 1508 MG952570.1
Bacillus sp_ (in: Bacteria) strain 116E-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. 817 817 99% 00 96.20% 1398 MK143293 1
Bacillus altitudinis strain APB2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus altit.. 817 817 99% 00 96.20% 1402 0OP868577.1
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Bacillus sp. (in: Bacteria) strain BZ111 16S RNA gene, partial sequence Bacillus sp. 175 175 2% 0.0 93.65% 8271 MT453887.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain DCB27 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  Bacillus sp. . 1170 1170 T4% 0.0 92.80% 849 MH921888.1
Bacillus sp. HKG197 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. ... 1168 1168 64% 0.0 96.72% 975 KF954718.1
Bacillus thuringiensis strain FGE10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus thur. 1166 1166 T4% 0.0 9281% 1452 0OP070946.1
Bacillus thuringiensis strain NASI 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus thur. 1166 1166 74% 0.0 92 80% 1011 MW242782 1
Bacillus sp. SDIP2 16S RNA gene, partial sequence Bacillus sp. . 1164 1164 T4% 0.0 92 70% 1380 KU291424 1
Bacillus thuringiensis partial 16S rRNA gene, isolate RC13 Bacillus thur. 1164 1164 64% 0.0 96.84% 700 AM269452 1
Bacillus albus strain SSRSW16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus albus 1162 1162 74% 0.0 92.69% 1528 MNS07680.1
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Uncultured bacterium clone ned2654c03¢1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured b 736 736 99% 00 95.09% 1373 JF231242 1
Uncultured bacterium clone ncd97e04c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  uncultured b 736 736 99% 0.0 95.09% 1373 HM256927.1
occus sciuri strain Ento.Ay3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Mammaliico... 732 732 99% 0.0 94.88% 1405 MZ707502.1
Staphylococeus sciuri strain CCMM_B1284 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Mammaliico. - 732 732 99% 00 94 87% 1507 MW303485.1
occus sciur strain LH-T3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Mammaliico. . 730 730 99% 00 94.87% 1203 OR789354 1
occus sciuri strain PAL-32_27F-_E01.ab1 168 ribosomal RNA gene, partia... Mammaliico. .. 730 730 99% 0.0 94.87% 734 OR742165.1
Mammaliicoccus sciuri strain M38_27F- A02 ab1 16S ribosomal RNA gene, partial 5... Mammaliico. - 730 730 99% 00 94 87% 874 OR742119.1
occus sciuri strain FKDN2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Mammaliico. . 730 730 99% 00 94.87% 1501 OR672825 1
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Stenotrophomonas maltophilia partial 16S rRNA gene, strain Sabo 1.3 Stenotropho. 1129 1129 100% 0.0 98.01% 1504 LK871646.1
Stenotrophomonas sp. strain CC86 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho... 1127 1127 100% 0.0 98.01% 1027 MN955580.1
Stenotrophomonas sp. strain CC23 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho. 1127 1127 100% 00 98.01% 1027 MN955569.1
Stenotrophomonas sp. strain PI-27 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho. a7 127 100% 00 98.01% 1416 MK165129.1
Stenotrophomonas strain 20.R0.5 168 ribosomal RNA gene, partial sequ... Stenctropho. 127 1127 100% 00 98.01% 1388 MG776356.1
Stenotrophomonas strain ST2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho. 1127 1127 100% 00 98.01% 811 MG742202 1
Stenotrophomonas sp. strain YJ-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho... 1127 1127 100% 0.0 98.01% 1420 KX863515.1
Pseudomonas] hibiscicola strain PMS16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  [Pseudomo. 127 127 100% 00 98.01% 1425 KX527628 1
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o im sp. strain BDR2-3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Ochrobactru. 353 353 100% 8e-93 97.13% 1393 MT036108.1
Brucella pseudogrignonensis strain lILSFPR554 166 ribosomal RNA gene, partial sequence Brucella pse. 353 353 100% 8e-93 9713% 1342 MN082123.1
Brucella pseudogrignonensis strain [ILSFSP440 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Brucella pse. 353 353 100% 8e-93 97 13% 1339 MN082086.1
O im sp. strain IILSFSC133 168 rit RNA gene, partial sequence Ochrobactru. 353 353 100% 8693 97 13% 1342 MN082063.1
Bacterium strain BS2012 16S ribosomal RNA gene, partial sequence bacterium 353 353 100% 8e-93 97 13% 1379 MK825200.1
Bacterium strain BS2009 165 ribosomal RNA gene, partial sequence bacterium 353 353 100% 8e-93 9713% 1382 MK825197.1
Brucella pseudogrignonensis strain IAE45 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Brucella pse. 353 353 100% 8e-93 97.13% 1353 MK414990.1
M rinolia neandnarinnanancie ctrain 19 21F 18RS rihneamal DMA nana nartial camianna Rrnalla nea 282 282 1nnos 2202 0741204 21 MrRR121 1
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Uncultured bacterium clone P5D4-484 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured b 987 987 97% 0.0 92.64% 1420 EF511253.1
‘Stenotrophomonas sp. strain CC86 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho... 985 985 97% 00 9264% 1027 |MN55580.1
Stenotrophomonas sp. strain CC23 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho. .. 985 985 97% 0.0 92.64% 1027 MN955569.1
Stenotrophomonas sp. strain PI-27 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 985 985 97% 0.0 9264% 1416 MK165129.1
Stenotrophomonas maltophilia strain 20.R0.5 16S ribosomal RNA gene, partial sequ... Stenotropho... 985 985 97% 0.0 92.64% 1388 MGT776356.1
‘Stenotrophomonas maltophilia strain ST2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 985 985 97% 0.0 9264% 811 MG742202 1
Stenotrophomonas sp. strain YJ-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stenotropho. .. 985 985 97% 0.0 9264% 1420 KX863515.1
[Pset hibiscicola strain PMS16 168 ribosomal RNA gene, partial sequence  [Pseudomo 985 985 97% 0.0 9264% 1425 KX527628 1




ANEXO D: CRECIMIENTO DE LA CEPA C8 DE Moniliophthora roreri VS BACTERIAS
EN MEDIO V8 MODIFICADO Y MEDIO KADO 523







ANEXO E: CRECIMIENTO DE LA CEPA C10 DE Moniliophthora roreri VS BACTERIAS
EN MEDIO V8 MODIFICADO Y MEDIO KADO 523
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ANEXO F: CRECIMIENTO DE LA CEPA C18 DE Moniliophthora roreri VS BACTERIAS
EN MEDIO V8 MODIFICADO Y MEDIO KADO 523
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ANEXO G: GELES REVELADOS EN ELECTROFORESIS CON PRIMERS 16S

GELES REVELADOS EN ELECTROFORESIS CON PRIMERS 16S.

WLl oo ule] [ o]
' mpopBE@’

poppooopn




ANEXO H: PRUEBA DE TUKEY AL 5% DE LA INTERACCION FACTOR A POR EL

FACTOR B
Cepa Bacteria Media Grupos
C10 B40 35,84 a
C10 B25 3421 a b
C10 B23 3229 abec
C10 B6 2898 abc d
C18 B40 28,79 abc d
C18 B25 2753 abc d
C8 B40 2735 abc d
C18 B8 272 abc d
C10 B10 2665 abc d e
C18 B10 2576 abc d e
C8 B23 2558 abc de
C18 B46 2504 abc de
C18 B23 2421 abc d e
C8 B8 241 abc d e
C18 B48 2229 abc de
C10 B48 221 abc d e
C10 B14 2196 abc d e
C18 B6 21,86 abc d e
C18 B71 21,78 a b c d e
C10 B71 215 abc d e
C10 B64 21,18 abc d e
C8 B10 21,16 abc d e
C10 B46 2066 abc d e
C18 B14 1999 abc d e
C10 B8 19,75 abc d e
C8 B25 191 abec de
C8 B48 1863 a b c d e
C8 B14 18,13 a b c d e
C8 B18 16,77 bcde
C18 B64 16,52 bcde
C18 B18 15,43 c de
C10 B18 14,33 c de
C8 B71 13,98 d e
C8 B6 12,1 d e
C8 B46 11,86 d e
C8 B64 8,74 e

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.






ANEXO I: PRUEBA DE TUKEY AL 5% DE LA INTERACCION FACTOR B POR EL
FACTOR C

Bacteria Medio Media  Grupos

B23 KADO 4253 a

B25 KADO 42.37 a

B10 KADO 36.33 ab

B8 KADO 32.58 abec

B40 KADO 30.87 abecd

B40 V8 30.45 abocd

B48 KADO 27.52 bcde
B71 KADO 2521 bcdef
B6 KADO 2454 bcdefyg
B46 KADO 23.16 bcdefyg
B14 V8 21.41 cdefg
B64 KADO 19.73 cdefg
B18 KADO 19.01 cdefg
B14 KADO 18.64 cdefg
B6 V8 17.42 defg
B46 V8 15.21 e fg
B8 V8 14.78 e fg
B48 V8 14.5 fg
B71 V8 12.95 fg
B10 V8 12.71 fg
B23 V8 12.19 fg
B18 V8 12.02 fg
B25 V8 11.52 fg
B64 V8 11.23 g

Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.



ANEXO J: PRUEBA DE TUKEY AL 5% DE LA INTERACCION FACTOR A POR EL
FACTORBY EL FACTORC

Cepa  Bacteria Medio Media Grupos

C10 B25 KADO 5591 a

C10 B23 KADO 4443 a b

C18 B25 KADO 4386 a b

C18 B10 KADO 4373 abec

C10 B40 V8 4322 abocd

C18 B8 KADO 4312 abocd

C8 B23 KADO 4259 abcde

C18 B23 KADO 4056 abcdef
C10 B10 KADO 39 abcdefyg
C18 B40 KADO 3479 abcdefgh
C10 B6 KADO 3254 abcdefgh
C18 B71 KADO 314 abcdefgh
C8 B8 KADO 3068 abcdefgh
C10 B46 KADO 3029 abcdefgh
C10 B71 KADO 30,13 abcdefgh
C8 B48 KADO 2966 abcdefgh
C8 B40 KADO 2936 abcdefgh
C18 B6 KADO 2894 abcdefgh
C10 B64 KADO 2857 abcdefgh
C10 B40 KADO 2845 abcdefgh
C8 B25 KADO 27,35 bcdefgh
Cl8  B48 KADO 26,82 bcdefgh
C8 B10 KADO 26,26 bcdefgh
C18 B46 KADO 26,24 bcdefgh
Cl0 B48 KADO 26,07 bcdefgh
C10 B6 V8 25,42 bcdefgh
C8 B40 V8 25,33 bcdefgh
C10 B8 KADO 2394 bcdefgh
C18 B46 V38 23,83 bcdefgh
C18 B18 KADO 23,6 bcdefgh
C8 B14 V8 23,51 bcdefgh
C18 B40 V8 22,79 bcdefgh
C10 B14 KADO 22,18 bcdefgh
C10 B14 V8 21,74 bcdefgh
C18 B14 KADO 21,01 bcdefgh
C18 B64 KADO 20,42 bcdefgh
C10 B23 V8 20,14 bcdefgh
C18 B14 V8 18,98 bcdefgh
C8 B18 KADO 18,47 bcdefgh
C10 B48 V8 18,14 bcdefgh
C18 B48 V8 17,76 bcdefgh
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Realizado por: Tenesaca, Y., 2023.
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