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Resumen

En la sierra de Pénjamo se encuentra una comunidad llamada El Aguacate, ubicado
en el municipio de Pénjamo, Gto., con ubicacion geografica 20°28'0.72" N -
101°47'19" W, lugar donde se cultivan variedad de frutos y el de mayor produccion
es la chirimoya (Annona cherimola) la cual es una fruta que pertenece a la familia
Annonaceae originaria de Sudamérica o Meso-América, teniendo un gran interés
sobre el fruto ya que investigaciones han afirmado un alto valor nutricional sobre la
actividad biologica que comprenden al fruto. La comunidad anteriormente
mencionada esta sufriendo estragos por la aparicién de un hongo fitopatégeno que
ha modificado las caracteristicas de la chirimoya, el fruto mencionado previamente,
al ser infectado por el hongo aun no identificado, manifiesta deshidratacion y la
presencia de esporas que recubren la piel externa, esto causa la necrosis de la
chirimoya, generando un producto que no puede ser comercializado, es por ello que
los agricultores de la comunidad han disminuido la produccion del fruto causando
pérdidas econdmicas. La investigacion se llevd a cabo para aislar e identificar los
hongos fitopatdgenos que se encuentran en el fruto de la chirimoya producida en la
comunidad El Aguacate, mediante el analisis morfolégico de cada cepa. Asi
también, se propone el analisis de antagonismo de la bacteria Bacillus subtilis contra
cada uno de los hongos encontrados. Las pruebas por triplicado demostraron la
efectividad de la bacteria Bacillus subtilis contra los hongos, el efecto encontrado es
que evita la proliferacion y el crecimiento de estos, con valor p<0.05, por lo que, el
uso de esta bacteria podria ser una alternativa como control biologico de los

microorganismos fitopatbgenos que causan las enfermedades de la chirimoya.

Palabras Clave: Bromatologicas Fitopatogeno Necrosis



Abstract

In the Pénjamo saw is a community called The Avocado, located in the municipality
of Pénjamo, Gto., with geographical location 20°28'0.72" N -101°47'19" W, where a
variety of fruits are grown and the one with the highest production is the cherimoya
(Annona cherimola) which is a fruit that belongs to the Annonaceae family native to
South America or Meso-America, having a great interest in the fruit since research
has affirmed a high nutritional value on the biological activity that comprise the fruit.
The aforementioned community is suffering ravages by the appearance of a
phytopathogenic fungus that has modified the characteristics of the custard apple,
the fruit mentioned previously, when infected by the fungus not yet identified,
manifests dehydration and the presence of spores that cover the outer skin, this
causes the necrosis of the custard apple, generating a product that can not be
marketed, consequently, the inhabitants of The Avocado community have
decreased the production of the fruit causing economic losses. The research arises
to isolate and subsequently identify the phytopathogenic fungi found in the fruit of
the cherimoya produced in The Avocado community, through the morphological
analysis of each strain. Likewise, the analysis of antagonism of the bacterium
Bacillus subtilis against each of the fungi found is proposed. The tests in triplicate
demonstrated the effectiveness of the bacterium Bacillus subtilis against fungi, the
effect found is that it prevents the proliferation and growth of these, with value
p<0.05, so the use of this bacterium could be an alternative as a biological control of

phytopathogenic microorganisms that cause cherimoya diseases.

Key Words: Bromatological Phytopathogen Necrosis
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Introduccién

La chirimoya (Annona cherimola.) es un arbol caducifolio que pertenece al género
Annona y a la familia Annonaceae, su origen corresponde a los continentes de
América. Tomando como eslabones a los andes peruanos y montafias de Ecuador
ya que en ellas se sefialaron los primeros indicios de este fruto, sin embargo, existen
investigaciones que sefalan las zonas andinas de Chile y Colombia como
influyentes de su origen. Dentro de Ecuador existen dos sectores en los cuales aldn
se produce chirimoya de una manera silvestre, sefialandolos como probablemente
centros de biodiversidad (Valencia , Balslev, & Paz, 1993). Estudios han revelado
gue esta fruta posee un alto valor nutricional ya que al ser digestiva y nutritiva tiene
un alto contenido en agua. Por otro lado, es pobre en grasas y proteinas lo que la
convierte en un fruto moderado y alto en valor cal6rico esto debido al contenido
grande de azucares. Es importante sefialar que este fruto contiene vitamina C y
potasio ayudando a la prevencion de varias enfermedades al poseer efecto laxante
y garantizar efectos a la digestion (Barriga, 1992).

Por otro lado, este fruto es muy importante dentro de la industria alimentaria debido
al uso en diversas areas ya que, al ser un alimento con una cantidad de pulpa
grande, favorece el proceso de elaboracion de yogurt, jugos, cremas y productos
saborizados.

Sin embargo, esta fruta es muy dificil de procesar dentro de la elaboracién de
productos alimenticios esto a causa de la alta oxidacion fendlica y a la tendencia al
oscurecimiento de la misma, lo cual limita el uso radical dentro de la cocina y la
industria alimentaria (Gutiérrez, 2001).

Por otro lado, existen varios factores por el cual la chirimoya no puede en ocasiones
desarrollarse y como consecuencia no se pueda cosechar, uno de los mas
importantes y que esta afectando a la comunidad el Aguacate son las enfermedades
causadas por insectos y microorganismos principalmente. Alrededor del mundo se
han identificado 106 insectos, 91 hongos, 5 nematodos, 2 bacterias y virus que
afectan drasticamente a la chirimoya (Nava Diaz , Osada Kawasoe, Renddn
Sanchez, & Ayala Escobar, 2000).

Xii



Dicho lo anterior se propone identificar cuales son los hongos fitopatégenos para
posteriormente utilizar la bacteria Bacillus subtilis como antagonista, esto para

observar si evita la proliferacion de los hongos.
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CAPITULO I. Generalidades del proyecto



1. Planteamiento del problema

Actualmente suscita un fendmeno que ha causado que el fruto de la chirimoya no
se desarrolle por completo lo que ocasiona su descomposicion. Este problema se
presenta en la comunidad de El Aguacate ubicado en la sierra de Pénjamo
Guanajuato como un &rea natural protegida, con ubicacién geogréfica 20°28°0.72"”"
N y 101°47°19”" W. Los pobladores de esta localidad se dedican a la agricultura,
entre los productos que se obtienen estan frutas como la lima, limén, café, guayaba
y en mayor medida la chirimoya. Esta comunidad es rica en recursos naturales ya
que pasan dos afloramientos naturales (dos ojos de agua) estos tienen la
particularidad de que durante todo el afio corre agua aun siendo tiempos de sequia,
por esta razon, los pobladores aprovechan este recurso para establecer sus huertas
familiares. La produccién de la mayor parte de los frutos producidos, entre ellos la
chirimoya, se da a un costado de los nacimientos naturales de agua. Sin embargo,
los é&rboles de chirimoyo se encuentran infectados por microorganismos
fitopatdgenos, causando pérdidas econdmicas ya que solo se alcanza a rescatar un
40% de frutos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Evaluar el antagonismo que presenta la bacteria Bacillus subtilis vs hongos
fitopatdgenos presentes en el fruto de la chirimoya previamente aislados y

analizados morfolégicamente cada una de las cepas.



1.1.2 Objetivos especificos

¢ Aislar hongos fitopatégenos en muestras de hoja, fruto y suelo del arbol de
chirimoyo (Annona cherimola).
e Analizar el antagonismo sobre los hongos fitopatdogenos, utilizando la

bacteria Bacillus subtilis como tratamiento en condiciones in vitro.

1.2 HIPOTESIS

La bacteria Bacillus Subtilis presenta antagonismo contra hongos fitopatdgenos
aislados del arbol de la chirimoya (Annona cherimola), de forma que no los deja

desarrollarse in vitro.

1.3 JUSTIFICACION

Los agricultores desde hace 7 afios han tenido una disminucion en la produccion de
la fruta de chirimoya ya que ha sufrido enfermedades que evitan su madurez y
cosecha, por lo tanto, es necesario que exista una alternativa que ayude a atacar
este problema como la aplicacién de la bacteria Bacillus subtilis esperando que
ayude a controlar los hongos y bacterias que tiene el fruto ya que a causa de estos
fendémenos los agricultores han tenido pérdidas de hasta un 40% de la produccién
total. La bacteria Bacillus subtilis a comparacion de otros fungicidas tiene la cualidad
de inhibir o evitar el crecimiento de la germinacién de esporas, promueve la
secrecion de fitohormonas y provee una clase de barrera fisica que ayuda para que

los patdgenos no se establezcan sobre la superficie se los tejidos.



CAPITULO II. Marco teérico



2. Origen e importancia de la chirimoya en México

Annona cherimola, conocida con el nombre popular de chirimoya o chirimoyo es un
fruto climatérico el cual puede encontrarse en distintos paises, demostrando su
origen en el continente americano principalmente en Mesoamérica (desde México
hasta Panama) (Cerdas Araya, Umafa Rojas, & Castro Retana, 2006).

Sin embargo, existen investigaciones que afirman el origen en los Valles Andianos,
donde fluye el conocido rio Marafién entre Per(, Colombia y Bolivia antes de llegar
al Ecuador, pobladores que se encuentran en centro y Sudameérica, han consumido
de generacion en generacion este fruto debido a la gran cantidad de propiedades
medicinales que la conforman (Cuevas, Gonzalez Fernandez, & Hueso Martin,
2014).

Se caracteriza por desarrollarse en climas tropicales y subtropicales ademas cuenta
con 119 géneros y mas de 2000 especies (Jonas Ochse, Soule, Dijkman, &
Wehlburg, 1991). Datos revelan que actualmente dentro del territorio mexicano no
se ha dado un incremento radical dentro del rendimiento de la chirimoya, ya que
datos arrojan que la superficie sembrada es muy baja alcanzando a cultivar segun
datos promedios del 2009 a 2013, 114.4 hectareas en el estado de Morelos y estado
de México, Michoacan e hidalgo, alcanzando una produccién de 577.5 toneladas y
un rendimiento de 6.4 t ha-1, obteniendo ganancias de 2,436.4 millones de pesos.
Se ha observado que la chirimoya puede lograr posicionarse como una fruta muy
consumida a nivel internacional, esto debido a la gran cantidad de propiedades que
la conforman, ya que como se ha mencionado, estudios han demostrado la gran
efectividad que tiene este fruto frente a enfermedades que atacan al sistema
inmunologico de las personas (Nava Diaz , Osada Kawasoe, Renddn Sanchez, &
Ayala Escobar, 2000).



2.1 Clasificacion taxondémica de la chirimoya

La chirimoya es un fruto que pertenece a la familia Annonaceae, con méas de 140
géneros distribuidos en diversas partes del mundo principalmente en zonas
tropicales y templadas (Jonas Ochse, Soule, Dijkman, & Wehlburg, 1991). Es
importante conocer la clasificacion ordenada y jerarquica que comprende a este
fruto (tabla 1).

Tabla 1- Clasificacion taxonémica de la chirimoya.

CLASIFICACION CIENTIFICA
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: Annona cherimola Mill.

(yothi B, Venkatesh, Chakrapani , & Roja , 2011)

2.2 Caracteristicas botanicas de la chirimoya

El arbol: Es erecto con poca produccién y desarrollo perteneciente a la familia de
las anonéceas con apariencia expansiva conforme a la densidad de su arbusto.
Flores: posee hojas alternas las cuales estan alternas y por consecuencia forman
ovoide a eliptica u ovoide a lanceonada pocamente velluda, resaltando su parte
verde oscuro en la parte superior y aterciopelada en la parte inferior
Altura: tiene una altura de 5 a 9 metros correspondientemente, con su ramificacion
cubierta densamente de bellos.
Propagacion:

e Semilla

e Injerto

Longevidad: 15 afios y comienza a producir fruto a los 3 o0 4 afios.



Formatamarfo y peso: forma cordiforme o conica, de 10 a 20 cm de longitud y méas
de 10 cm de

Ancho y un peso promedio entre 150 y 500 gramos.

Descripcion de la pulpa: blanca, jugosa y carnosa, con un agradable aroma y un
delicioso sabor semiacido.

(Vega, 2013).

2.3 Cultivos

Los géneros y familias a las que pertenece la chirimoya pueden desarrollarse a una
gran escala debido a las condiciones climatolégicas que le favorecen al desarrollo
del fruto, entre algunas de sus propiedades estan las caracteristicas hermafroditas
de la flor y su comportamiento dicogamoprotogineo, el cual provoca el cruce entre
individuos o selecciones, asi como la propagacion de semillas las cuales al ser

analizadas indican un alto grado de variacion genética (Georje, 1984).

2.4 Control biolégico de hongos fitopatbgenos

Los microrganismos antagonistas que tienen la capacidad de ejercer un efecto de
control biolégico sobre diferentes patdégenos de interés y que se han empleado para
el control de diversas enfermedades en frutos y vegetales son bacterias, levaduras
y hongos (Hernandez-Lauzardo, Bautista-Bafios, Velazquez-del Valle, &
Hernandez-Rodriguez, 2006). El concepto de control biolégico se emplea muy
comunmente en el campo de la biologia, mas notable aun en la entomologia y
patologia vegetal. En entomologia, se ha usado para describir el uso de insectos
predadores vivos, nematodos entomopatdgenos o patdégenos microbiales para
suprimir o eliminar poblaciones de diferentes plagas de insectos. En patologia
vegetal, el término se emplea al uso de antagonistas microbiales que controlen
enfermedades, asi como al uso de patdgenos de hospederos especificos para
controlar melazas (Pal, 2006). El control biol6gico en fitopatologia ha buscado la

introduccién y establecimiento generalmente de solo un aislamiento de determinada



cepa antagonica que, en grandes cantidades, es introducido en el suelo contra uno
o varios fitopatégenos con origen en el suelo (Virgilio, 2009).

2.5 Hongos fitopatdégenos que atacan la chirimoya

2.5.1 Lasiodiplodia sp

La especie tipo del género Lasiodiplodia es un hongo descrito por primera vez, por
Saccardo, alrededor de 1890, afectando frutos de cacao (Theobromae cacao) en
Ecuador (Crous & Palm, 1999). Este hongo es cosmopolita y tiene un amplio rango
de hospederos, incluidos monocotiledoneas, dicotiledéneas y gimnospermas,
especialmente de los tropicos y subtrépicos. Es un hongo pleomérfico y ubicuo, por
lo cual ha tenido més de un sinénimo ( Abdollahzadeh, Javadi, Mohammadi
Goltapeh, Zare, & Phillips, 2010).

2.5.2 Colletotrichum sp

Es una especie de hongo que esta distribuido por todo el mundo, ya que ataca gran
variedad de plantas las cuales estan constituidas en regiones tropicales y
subtropicales (Pérez Castro, Saquero, & Beltran Herrera, 2003). Ataca
principalmente peciolos, tallo y hoja las cuales presentan puntos rojizos
ocasionando que crezca de forma irregular provocando asi la necrosis total de la

hoja (Jiménez, Campo, & Lopez, 2009).

2.5.3 Pestalotiopsis sp

Esta clase de hongo patdgeno se caracteriza por presentar conidias con cinco
células, apéndices apicales y basales por lo que las células medias presentan
diferente patron de pigmentacion (Jeewon, Liew, Simpson, Hodgkiss, & Hyde,
2003). Su presencia radica en climas tropicales. Este hongo por lo regular se
encuentra en estado anamorfo 6 imperfecto a las cuales solo 20 especies de las
235 descritas hasta ahora se les conoce su estado teleomorfo 6 perfecto
Pestalosphaeria (Maharachchikumbura, Guo, Chukeatirote, & Bahkali, 2011).



2.5.4 Fusarium sp

Es un tipo de hongo patégeno que tiene la capacidad de atacar las plantas cuando
estas carecen de una disfuncionalidad, ademas de que pueden sobrevivir en
materia organica (Michielse & Rep, 2009). Esta clase de hongo tiene la habilidad de
propagarse por medio de suelos ya infectados, agua de escorrentia y alméacigo
infectado, ademas tiene la particularidad de sobrevivir durante mucho tiempo en el
suelo debido a sus estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, lo que
vuelve inefectiva la rotacién de cultivos a corto plazo (Lacy, Berger, Gilbertson, &
Little, 1996).

2.5.5 Cladosporium sp

La clase de este tipo de hongos pertenece a la clase Deuteromycetes, orden
Moniliales, familia Dematiaceae, son hongos imperfectos del tipo Cladosporium es
C. herbarum su fase perfecta o teleomorfo es Mycosphaerella tassiana Johans
(Mahmoud & Mohsen , 2017), y segun (Kirk,, Cannon, & Minter, 2008), pertenece a
la clase Ascomycetes, subclase Dothydeomycetidade, orden Mycosphaerellales,
familia Mycosphaerellaceae.

2.5.6 Rhizopus sp

Esta clase de hongo fitopatogeno tiene la capacidad de sobrevivir durante meses
en los suelos, sus esporas se diseminan en el aire y al encontrar las condiciones
favorables germinan y se desarrollan. Los frutos mas afectados son aquellos que ya
maduros por lo que son mas susceptibles a contraer una infeccién (Lisker, Keren-
Shacham, Sarig, & Ben-Arie, 1996), los efectos que causa este hongo se presentan
después de la cosecha y empacado de los productos.

2.5.7 Penicillium sp

Este tipo de hongo se caracteriza por la formacion de conidios en una estructura

ramificada semejante a un pincel que termina en células conididgenas llamadas



fidlides (Webster & Weber, 2007). Este se encuentra dividido en grupos o
subgéneros de acuerdo a la morfologia de los pinceles aunque también se tiene en
cuenta la velocidad de crecimiento. La serie Monoverticillata o subgénero
Aspergilloides comprenden a todos los penicilios monoverticilados (Kozakiewicz,
Bridge, & Paterson, 1993).

2.5.8 Aspergillus sp

Es un hongo que esté distribuido a lo largo de toda naturaleza debido a la extensa
gama de sustratos, su identificacion se da por medio de sus caracteristicas
morfologicas, sin embargo, a nivel especie se complica su identificacion. Este
contiene caracteristicas fenotipicas se recomienda el llamado enfoque polifasico,
basado en la utilizacion de caracteres morfolégicos en combinacién con
caracteristicas bioguimicas y moleculares para dar perfiles de especies mucho mas
detallados (Pitt & Samson, 2007).

2.6 Técnicas para la identificacion de hongos fitopatégenos

2.6.1 Camara humeda

Consiste en colocar la muestra enferma en una bolsa de nylon o un recipiente con
un trozo de algodén embebido en agua. Es necesario mantener el recipiente cerrado
a temperatura ambiente, hasta que se visualice el signo del hongo. La muestra a
colocar en el recipiente debe estar limpia para que los resultados no se vean

alterados por posibles contaminantes (Dominique, 2015).

2.6.2 Aislamiento

Consiste en limpiar con un algodén embebido en alcohol 70% el tejido vegetal
enfermo, realizar pequefios cortes de la zona de avance de la infeccion, donde el
patogeno esta en activo desarrollo. Los trozos son esterilizados con una solucion
de hipoclorito al 1% durante 1 minuto, enjuagados con agua destilada estéril y

sembrados en placas de petri con medios de cultivos especificos para hongos, la



mayoria de las veces estos medios contienen sustancias bacteriostaticas para
inhibir el crecimiento de bacterias contaminantes. Las placas son incubadas en
estufa a 20 o0 25°C por 4 a 5 dias, posteriormente a partir de los trozos sembrados
se vera el micelio del hongo, en funcion de los tipos de micelio desarrollados sera
el nUmero de repiques a realizar para llegar a obtener un cultivo puro. El repique
consiste en extraer del borde de la colonia un trozo de agar con micelio, sembrarlo
en otra placa de petri conteniendo medio nutritivo para hongos, pero sin sustancias
bacteriostaticas, e incubar las placas a 20 o 25°C durante el tiempo que demore la
formacién de las estructuras reproductivas necesarias para la identificacion del
hongo (Rubio, 2016).

2.7 Alternativas para disminucién de patdogenos en chirimoya

Aplicaciéon de fungicidas quimicos: Estos son productos quimicos utilizados para
eliminar o evitar el desarrollo de los hongos que atacan a los cultivos; son
empleados en la agricultura (Hamlen & Power, 1999). Algunos de ellos se describen
a continuacion:

e Polisulfuro de calcio: detiene la germinacion de esporas de los hongos.

e Oxicloruro de cobre: afecta procesos en el desarrollo del hongo y detiene la
germinacién de esporas.

e Tiabendazol: de amplio espectro para el control de enfermedades que
afectan al cultivo durante la siembra y almacenamiento.

e Tebuconazole: elimina la germinacion de las esporas, detiene el desarrollo
temprano del hongo, evita la propagacién de la enfermedad, evita la sintesis
del ergosterol e impide la formacién de la pared celular fungica (Ponce Vélez
& Lanza Espino, 2016).

Tratamientos térmicos: Los tratamientos de desinfeccion con calor se han propuesto
como una posibilidad, debido a que son relativamente faciles de aplicar, no dejan
residuos quimicos y suelen ser eficaces en el control de hongos (Sosa Morales,
Garcia, & Lopez Malo, 2009). Los tratamientos térmicos contra los patdégenos se

aplican a frutas recién cosechadas durante tiempos relativamente cortos, ya que los



hongos causantes del deterioro se encuentran en la superficie o en las capas
celulares que estan directamente bajo la piel de los productos frescos. Las formas
de aplicacion son varias: tratamientos por vapor, con aire caliente e hidrotérmicos
(inmersién de los frutos en agua caliente por corto tiempo) (Hansen & Johnson,
2007).

Aplicacion de aceites esenciales: Estas pueden ser encontradas en gran variedad
de vegetales, las sustancias que son extraidas de €l pueden encontrarse
distribuidas en todo el vegetal como en raices, tallos, hojas, flores y frutos (Vasquez
Ribeiro, Alva, & Marreros Valles, 2001). De tal modo se tiene el trabajo desarrollado
por (Garcia Camarillo, y otros, 2006), en el cual se demostr6 la capacidad

antifingica de los aceites esenciales de canela y orégano sobre Aspergillius flavus.

2.8 Bacteria Bacillus subtilis como agente de control biolégico

El uso de esta bacteria ha causado la disminucion de pesticidas quimicos, y ha
propiciado un gran interés en ella, ya que dentro de sus caracteristicas destacan
propiedades antifungicas, supresores efectivos contra diversos Fitopatdogenos
como Fusarium, Pythium, Phytophthora y Rhizoctonia.

Por otro lado, es necesario resaltar que esta bacteria al ser Gram positiva tiene la
habilidad de producir metabolitos primarios o secundarios con amplio espectro
antibiotico y lipopeptidos. Estos metabolitos son capaces de eliminar algunos
patdgenos incluyendo especies de Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia,
Sclerotinia, Septoria, y Verticillium. Dentro de los compuestos producidos por
Bacillus subtilis, se incluyen la surfactina, fengicina, iturina A, B, y C, micosubtilinas,
y bacilomicinas, biosurfactantes activos de membrana con potentes actividades

antimicrobianas (Ariza & Sanchez Ligia , 2012).



CAPITULO Ill. Desarrollo de la metodologia



3. Ubicacion geografica de la investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en la comunidad El Aguacate municipio
de Pénjamo con ubicacion geografica 20°28'0.72" Ny 101°47'19" W (imagenl). Se
realizaron los estudios y pruebas correspondientes en las instalaciones de
laboratorio de quimica general en el Instituto Tecnologico Superior de Abasolo con
ubicacion geografica 20°26'23.1"N y 101°32'43.6"W (imagen 2).

Imagen 1- Comunidad El Aguacate Imagen 2- Instalaciones de la universidad



3.1 Colecta de muestra

e Se recolecto el fruto del arbol de la chirimoya tomando como base aquel que

estuviese seco y momificado (imagen 3).

Imagen 3- Aspecto del fruto dafiado.

e Se excav0 a una distancia de 10 cm del tallo del arbol y posteriormente se
extrajo la tierra a una profundidad de 5 cm, observando su consistencia y

color (imagen 4).

Imagen 4- Consistencia y textura del suelo.



e Parasu colecta se tomo aquellas hojas que tuvieran irregularidades conforme
a la estructura daflada que la compone, es decir el color y las manchas

presentes (imagen 5).

Imagen 5- Hoja dafiada en estado de deshidratacion.

3.2 Bacillus subtilis y disefio experimental

Se utilizoé la bacteria Bacillus subtilis, la cual, se obtuvo mediante la siembra y
aislamiento del grano de maiz que realiz6 el ingeniero Juan de Jesus Aguirre Garcia
durante el desarrollo de su tesis en el Instituto Tecnolégico Superior de Abasolo,
para concluir su carrera como ingeniero en alimentos, recolectando las muestras de
la comunidad Gomes de Orozco, municipio de Abasolo Guanajuato, realizando una
secuenciacion y obteniendo como resultado Bacillus subtilis sub. subtilis.

Las muestras de suelo, hoja y fruto se sembraron en placas con medio PDA, para,
posteriormente aislar hongos mediante resiembra de hifas en cajas nuevas. Una
vez aislados los hongos se sembraron en presencia de la bacteria Bacillus subtilis

realizando pruebas por triplicado con cada una de las cepas de hongos obtenidas.
El disefio experimental se desarrolld utilizando como variable el tipo de hongo

aislado, el cual se confrontan con la bacteria Bacillus subtilis y como variable de

respuesta el diametro del hongo. Para ello se llevo un control biolégico, sembrando



el hongo en ausencia de bacteria con la finalidad de observar el crecimiento que
desarrolla frente a la bacteria. Cada tratamiento se realizo por triplicado.

3.3 Aplicacion (preparacion y colecta)

Se llevé a cabo la siembra en placa de las muestras de hoja, fruto y suelo colectado
de los huertos de chirimoya. El medio de cultivo que se utilizé fue agar PDA, una
vez que se desarrollaron los diversos microorganismos en cada una de las cajas se
procedié a aislar las colonias y hongos que presentaron morfologias y colores
diferente, resembrando en placas nuevas con medio, para ello se realizd el
procedimiento siguiente.

v Se desinfect6 la campana de flujo laminar y se encendié el mechero.

v' A continuaciéon se introdujeron los medios de cultivo PDA y la muestra a
sembrar, utilizando las pinzas las cuales antes de tomar una muestra debian
ser esterilizadas en el mechero para evitar la contaminacién de la muestra.

v' Después se extrajo una pequefia muestra del fruto dafiado y posteriormente
se sembro en el medio de cultivo. Este proceso se realizé igual para las dos
muestras restantes haciéndolas por triplicado.

v Por ultimo ya estando sembradas las muestras se sellaron con cinta para
posteriormente dejarlas incubar a temperatura ambiente

v' Para el 6ptimo crecimiento de los fitopatégenos y asi observar los hongos
que estaban presentes en cada muestra.

Una vez que hubo desarrollo de microorganismos, en un medio estéril (mecheros y
area desinfectada) se tom6 una muestra con asa bacteriolégica de cada colonia y
hongo que visualmente se veia diferente y se transfiri6 cada cepa a una placa

diferente con medio PDA.

3.6 Técnica para el antagonismo de Bacillus subtilis vs hongo fitopatdogenos

Se preparo el trabajo en donde se estuvo trabajando, se desinfect6 para que quede

libre de microrganismos que puedan alterar las muestras.



Con mecheros se crea un ambiente libre de microrganismos, estos con la finalidad
de que al destapar las muestras no se vayan a contaminar.

Se colocaron las cajas Petri de forma invertida para el mejor manejo y Se esterilizd
el asa por medio del mechero, este debe tornarse color rojo, ya una vez esterilizada
el asa se tomo la caja Petri que contiene la bacteria y se distribuyé de manera
uniforme en una placa con medio PDA, a ésta misma placa se le colocé en el centro
una muestra de un hongo a analizar, por ultimo se sellaron con cinta y se dejo
incubar durante 4 dias. Como control, se sembré una muestra del hongo en el centro
de una placa con medio PDA.

Se volvib a repetir todo el procedimiento con otros 4 hongos mas. Una vez que se
dejaron incubar las muestras, se midio el diametro de crecimiento de los hongos

sembrados en las cajas Petri con medio.

3.7 Variables a evaluar o de estudio (Presencia o ausencia de hongos
fitopatdgenos)

Tamafio de la colonia del microorganismo calculado en cm, utilizando como control
bioldgico el hongo fitopatdgeno aislado sin bacteria, el cual se estara midiendo con
una regla cada 24 horas en un lapso de 4 dias, observando los cambios que

presentan el hongo frente al antagonismo de la bacteria Bacillus subtilis.

3.8 Andlisis estadistico

El software que se utilizé en esta investigacion para la cuantificacion de datos
obtenidos fue Minitab, en el cual se evaluaron los tratamientos A1 y A2 (Diametro
del hongo aislado 1 en presencia de Bacillus subtilis y diametro del hongo aislado
1, respectivamente), B1 y B2 (Didmetro del hongo aislado 2 en presencia de Bacillus
subtilis y diametro del hongo aislado , respectivamente), C1 y C2 (Diametro del
hongo aislado 3 en presencia de Bacillus subtilis y diametro del hongo aislado 3,
respectivamente), D1 y D2 (Diametro del hongo aislado 4 en presencia de Bacillus
subtilis y didmetro del hongo aislado 4, respectivamente), mediante un analisis de

varianza y comparacion en parejas de Tukey. Siendo el software Minitab a través



del cual se realizé el diagnéstico y se obtuvieron las graficas de los resultados
obtenidos sobre el crecimiento de los hongos fitopatdgenos.



CAPITULO IV. Resultados

4.1 Crecimiento de hongos fitopatégenos presentes en muestra de fruto, hoja
y suelo de chirimoya

A continuacidn se observa el crecimiento que los hongos fitopatbgenos
desarrollaron en las diferentes muestras inoculadas dentro de la cual se
desarrollaron con mayor frecuencia en hoja de chirimoya, siendo esta una de las

partes mas contaminadas del arbol.



Dentro de la muestra de hoja (imagen 7) se identificaron hongos fitopatdégenos uno
de ellos fue Colletotrichum gloeosporioides el cual es un invasor oportunista de
material vegetal dafilado o muerto, este llega a sus mas graves proporciones cuando
esta expuesto a condiciones de alta humedad o temperatura. Este hongo causa
manchas irregulares sobre las hojas y como consecuencia aparecen puntos 0scuros
negros. Ademas llegan a observarse manchas necrgticas sobre la hoja (Pérez

Castro, Saquero, & Beltran Herrera, 2003).

Imagen 6- Hongos presentes en hoja.

Como se puede observar en el fruto (imagen 8) se identificaron de igual manera una
variedad de hongos fitopatdgenos dentro los cuales se presenta Botrytis sp el cual
causa la una cantidad muy grande de micelio gris y conidi6foros largos y
ramificados, dando como resultado lesiones necréticas, y pudricion blanda.

Este microorganismo puede aparecer durante toda la fase del ciclo de cultivo

afectando a todas las partes que conforman a la planta (Calle, 2019).



Imagen 7- Hongos presentes en fruto.

Por ultimo en la muestra de suelo (imagen 9), como en las muestras anteriores se
observan gran variedad de hongos fitopatdgenos dentro de los cuales se presentaba
Phytophthora provocando la marchites de decadencia del fruto y sus raices, esto
debido a la resistencia que presenta este microorganismo sobre las condiciones a
las que se encuentre expuesto ya que puede sobrevivir durante varios afios en el
suelo dentro de las cepas superficiales (Soto Plancarte, y otros, 2017) .



Imagen 8- Hongos presentes en suelo (tierra).

4.3 Antagonismo de bacteria Bacillus subtilis vs hongo fitopatégeno presente
en el fruto de la chirimoya.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos sobre la inoculacion de las
muestras de hogos en presencia de la bacteria y sin presencia de bacteria. Se hacen
pruebas en ausencia de bacteria para observar cuales son los cambios que
presentan las muestras que si tienen la bacteria, esto se fue cuantificando cada 24
horas durante un lapso de 4 dias, las muestras anteriormente mencionadas fueron
etiquetadas alfabéticamente realizando cinco pruebas con y sin bacteria.

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 2), se observa
gue en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo junto con la bacteria
Bacillus subtilis, realizado estas pruebas por triplicado. Para esto se realizd un
promedio de cada dia para el crecimiento del hongo ante la bacteria, dando como
resultado lo siguiente.

Dia 1: 4.2mm

Dia 2: 5.6mm

Dia 3: 5.4mm



Dia 4: 5.4mm

Tabla 2- Antagonismo con bacteria, muestra A

A Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
Al 4mm 8mm lcm lcm
Al.l 4mm 5mm 5mm 8mm
Al.2 3mm 6mm 7mm 9mm
Al.3 4mm 4mm 6mm 8mm
Al.4 6mm 5mm 8mm lcm

Imagen 10- Antagonismo con bacteria dia 2 (A)

L
Imagen 11- Antagonismo con bacteria dia 3 (A) Imagen 12- Antagonismo con bacteria dia 4 (A)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 3), se observa
que en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo realizando estas
pruebas por triplicado. Para esto se realizé un promedio de cada dia para observar
el desarrollo del hongo, dando como resultado lo siguiente.

Dia 1: 6.2mm

Dia 2: 2.38cm

Dia 3: 3.42cm

Dia 4: 4.2cm



Tabla 3- Antagonismo sin bacteria, muestra A

A Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
A2 5mm 2cm 3cm 4.2cm
A2.1 lcm 2.9cm 3.8cm 4.4cm
A2.2 6mm 2.2cm 3.2cm 4cm
A2.3 5mm 2.2cm 3.3cm 4cm
A2.4 5mm 2.6cm 3.8cm 4.4cm

Imagen 13- Antagonismo sin bacteria dia 1 (A) imagen 14- Antagonismo sin bacteria dia 2 (A)

Imagen 15- Antagonismo sin bacteria dia 3 (A) imagen 16- Antagonismo sin bacteria dia 4 (A)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 4), se observa
que en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo junto con la bacteria
Bacillus subtilis, realizado estas pruebas por triplicado. Para esto se realiz6 un
promedio de cada dia para observar la disminucion del hongo ante la bacteria,
dando como resultado lo siguiente.

Dia 1: 3.6mm

Dia 2: 4.2mm



Dia 3: 4.2mm

Dia 4: 4.2mm
Tabla 4- Antagonismo con bacteria, muestra B
B Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Bl 3mm 4mm 4mm 4mm
B1.1 4mm 4mm 4mm 4mm
B1.2 5mm 5mm 5mm 5mm
B1.3 3mm 5mm 5mm 5mm
B1l.4 3mm 3mm 3mm 3mm

Imagen 19- Antagonismo con bacteria dia 3 (B)  Imagen 20- Antagonismo con bacteria dia 4 (B)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 5), se observa
gue en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo realizando estas
pruebas por triplicado. Para esto se realizé un promedio de cada dia para observar
el desarrollo del hongo, dando como resultado lo siguiente.

Dia 1: 6.8mm

Dia 2: 1.8cm



Dia 3: 1.24cm

Dia 4: 1.42cm
Tabla 5- Antagonismo sin bacteria, muestra B

B Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
B2 5mm lcm 1.2cm 1.2
B2.1 6mm 1.2cm 1.3cm 1.4cm
B2.2 1cm 1.3cm 1.5cm 1.7cm
B2.3 9mm lcm 1.2cm 1.3cm
B2.4 4mm 9mm 1cm 1.5cm

Imagen 23- Antagonismo sin bacteria dia 3 (B)

e

Imagen 24- Antagonismo sin bacteria dia 4 (B)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 6), se observa

gue en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo junto con la bacteria
Bacillus subtilis, realizado estas pruebas por triplicado. Para esto se realiz6 un
promedio de cada dia para observar la disminucion del hongo ante la bacteria,

dando como resultado lo siguiente.

Dia 1: 3mm



Dia 2: 1.34cm

Dia 3: 1.28cm
Dia 4: 1.58cm
Tabla 6- Antagonismo con bacteria, muestra C
C Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
C1 2mm 1.3cm 1lcm 1lcm
Cl.1 3mm 1.5cm 1.4cm 1.7cm
Cl.2 3mm 1.4cm 1.5cm 1.8cm
C1.3 4mm 1.2cm 1.2cm 2cm
Cl4 3mm 1.3cm 1.3cm 1.4cm

Imagen 27- Ant'aigonismo con bacteriadia 3 (C) Imagen 28- Antagonismo con bacteria dia 4 (C)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 7), se observa
que en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo realizando estas
pruebas por triplicado. Para esto se realizé un promedio de cada dia para observar
el desarrollo del hongo, dando como resultado lo siguiente.

Dia 1: 5mm



Dia 2: 3.1cm

Dia 3: 5.38cm
Dia 4: 6.96cm
Tabla 7- Antagonismo sin bacteria, muestra C

C Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
C2 1cm 2.9cm 5.5cm 7cm
c2.1 3mm 3.4cm 5.7cm 7.3cm
C2.2 3mm 2.9cm 5cm 6.5cm
c2.3 5mm 3.3cm 5.6cm 7.3cm
C2.4 4mm 3cm 5.1cm 6.7cm

Imagen 29- Antagonismo sin bacteria dia 1 (C)

Imagen 31- Antagonismo sin bacteria dia 3 (C) Imagen 32- Antagonismo sin bacteria dia 4 (C)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 8), se observa
gue en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo junto con la bacteria
Bacillus subtilis, realizado estas pruebas por triplicado. Para esto se realiz6 un
promedio de cada dia para observar la disminucion del hongo ante la bacteria,

dando como resultado lo siguiente.



Dia 1: 3.8mm

Dia 2: 1.28cm
Dia 3: 1.36cm
Dia 4: 1.38cm
Tabla 8- Antagonismo con bacteria, muestra D
D Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
D1 4mm 1.2cm 2cm 2cm
D1.1 4mm 1.3cm 1.2cm lcm
D1.2 4mm 1.4cm 1lcm 1.5cm
D1.3 3mm 1.1cm 1.2cm lcm
D1.4 4mm 1.4cm 1.4cm 1.4cm

Imagen 33- Antagonismo con bacteria dia 1(D)

Imagen 35- Antagonismo con bacteria dia 3 (D)  Imagen 36- Antagonismo con bacteria dia 4 (D)

En las muestras inoculadas que se presentan a continuacion (tabla 7), se observa
gue en el centro se encuentra asilada una muestra de hongo realizando estas
pruebas por triplicado. Para esto se realizé un promedio de cada dia para observar
el desarrollo del hongo, dando como resultado lo siguiente.

Dia 1: 4.4mm



Dia 2: 2.44cm

Dia 3: 3.84cm
Dia 4: 6.4cm
Tabla 9- Antagonismo sin bacteria, muestra D

D Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
D2 5mm 2.4cm 2.9cm 6.6cm
D2.1 5mm 2.5cm 3.5cm 6.5cm
D2.2 4mm 2.5cm 5.2cm 6.9cm
D2.3 4mm 2.5cm 3.8cm 4.9cm
D2.4 4mm 2.3cm 3.8cm 5.3cm

Imagen 39- Antagonismo sin bacteria dia 3 (D) Imagen 40- Antagonismo sin bacteria dia 4 (D)

4.4 Hongos fitopatégenos utilizados en el antagonismo vs Bacillus subtilis

segun su morfologia



Muestra A: Verticillioides, posee macroconidios en forma de hoz, las cuales forman
una superficie dorsal y ventral casi paralela, de pared delgada con una célula basal

o pie distinto y una célula apical que por lo regular es alargada (Nelson, 1992).

Muestra B: Aspergillus oryzae, tiene filamentoso hialino, saprofito, perteneciente al
filo Ascomycota. Se presenta formado por hifas hialinas septadas y puede tener

reproduccion sexual (Terebiznik, 1998).

Muestra C: Fusarium spp, posee caracteristicas microscopicas. La fidlide es
generalmente fina, en forma de botella; simple o ramificada; cortas o largas;
monofialidica (estas emergen esporas de un poro de la fialide) o polifialidica (de

varios poros) (Tapia & Amaro, 2014).

Muestra D: Colletotrichum, conidiéforos poco desarrollados. Poseen setas escasas,
principalmente en medio de cultivo. Células conidiogénicas cilindricas, ligeramente
agrupadas, produciendo conidios sucesivamente a partir de un locus. Formacién de

conidios secundarios (Gunnell & Gubler, 1992).

4.5 Cuantificacion de datos obtenidos del antagonismo por medio del software
Minitab

El software que se utilizé fue Minitab, a través del cual se realizé el andlisis de
varianza donde se plantearon las siguientes hipotesis:

HO (Hipodtesis Nula) = Todas las medidas son iguales.

H1 (Hipotesis Alternativa) = Por lo menos una medida es diferente.

Se realizd el andlisis de antagonismo a 8 muestras diferentes, obteniendo los
resultados que se muestran a continuacién (tabla 10) en la cual se observa que el
valor de P es menor a 0.05, por lo que se rechaza la HO y se acepta la H1, es por

ello que al menos uno de los tratamientos es diferente.

Tabla 10. Diametro de hongo (cm) VS Didmetro de hongo en presencia de Bacillus subtilis.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 7 222.078 31.7254 191.69 0.000



Error 32 5.296 0.1655
Total 39 227.374

S = 0.406817 R-cuad. = 97.67% R-cuad. (ajustado)= 97.16% R-cuad. (pred)= 96.36%

Se realizo la agrupacion de las medias de los tratamientos utilizando el método de
Tukey, con la finalidad de identificar cual e los tratamientos es diferente; donde
obtuvieron los siguientes resultados (tabla 11).

Tabla 11. Agrupacion de las medias de los tratamientos.

Tratamiento N Media Agrupacién
c2 5 6.960 A

D2 5 6.040 B

A2 5 4.2000 (o}

cl 5 1.580 D

B2 5 1.4200 D

D1 5 1.380 D

Al 5 0.9000 D E
Bl 5 0.4200 E

De acuerdo a la tabla 11, se observa que el diametro de los hongos aislados es
menor cuando se encuentra en contacto con la bacteria Bacillus subitilis, los cuales

corresponden a los tratamientos Al, B1, C1 Y D1 (grafica 1).



Diametro de cepas de hongos patégenos

Diametro (cm)
N

—_

Al A2 B1 B2 c1 Cc2

Tratamiento

Grafica 1- Comparacion de los didmetros en cm de los hongos aislados en presencia de la bacteria
Bacillus subtilis (1) y en ausencia de la misma (2).



Capitulo V. Conclusion



5.1 Conclusiones

El antagonismo que presenta la bacteria Bacillus subtilis, ante las muestras
de hoja, fruto y suelo de chirimoya inhiben el crecimiento de la muestra del
hongo fitopatdégeno aislado A2 hasta un 78.57%. por lo que la bacteria ayuda
al control bioldgico del hongo.

El antagonismo que presenta la bacteria Bacillus subtilis, ante las muestras
de hoja, fruto y suelo de chirimoya inhibe el crecimiento de la muestra del
hongo fitopatégeno aislado B2 hasta un 70.42%. por lo que la bacteria ayuda
al control biologico del hongo.

El antagonismo que presenta la bacteria Bacillus subtilis, ante las muestras
de hoja, fruto y suelo de chirimoya inhibe el crecimiento de la muestra del
hongo fitopatégeno aislado C2 hasta un 77.29%. por lo que la bacteria ayuda
al control biolégico del hongo.

El antagonismo que presenta la bacteria Bacillus subtilis, ante las muestras
de hoja, fruto y suelo de chirimoya inhibe el crecimiento de la muestra del
hongo fitopatégeno aislado D2 hasta un 77.15%. por lo que la bacteria ayuda

al control biologico del hongo.
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