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RESUMEN

AGENTES CAUSALES DE LA PUDRICION DE FRUTO DE GUANABANA (Annona
muricata L.) EN NAYARIT, MEXICO Y SU CONTROL BIOLOGICO IN VITRO

Carlos Bryan Cambero Ayon

El cultivo de guanabana puede verse afectado por diversas enfermedades, donde las de fruto,
son las mas importantes; sin embargo, en México, son pocos los estudios realizados para su
diagnostico en este frutal. Para el estado de Nayarit, se han registrado los hongos Colletotrichum
gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae asociados a pudriciones secas y blandas de fruto,
respectivamente, sin que hasta el momento se haya determinado el agente causal de cada
pudricion. Con respecto al manejo de estas enfermedades, a la fecha no existen fungicidas
registrados y/o autorizados por COFEPRIS para su uso en el cultivo de guanabana. Debido a lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue identificar los patdgenos causantes de la pudricién
del fruto de guanabana en Nayarit, México y su control in vitro con aislados de Streptomyces
spp., Trichoderma spp. y Bacillus spp. Se realizaron muestreos durante el periodo de enero a
noviembre de 2017 en los municipios de San Blas y Compostela. Se aislaron e identificaron a
cinco género de hongos asociados a las pudriciones secas y cinco géneros de hongos a las
pudriciones blandas, de los cuales se determind mediante pruebas de patogenicidad en frutos de
guanabana e identificacion mediante sus caracteres moleculares que Colletotrichum
gloeosporioides (clave de acceso KX960784.1) y Pestalotiopsis sp. (clave de acceso
KX960814.1) son los causantes de las pudriciones secas, mientras que Lasiodiplodia
pseudotheobromae (clave de acceso MH062942.1) es responsable de las pudriciones blandas de
fruto de guandbana en Nayarit, México. Por otra parte, en cajas de Petri con medio de cultivo
Papa Destroxa Agar (PDA), se realizaron confrontaciones in vitro con los patdgenos de fruto de
A. muricata; se evaluaron tres cepas de Streptomyces (S. viridochromogenes, S. tubercidicus,
Streptomyces sp.) tres de Trichoderma (T. harzianum, T. asperellum, T. longibrachiatum) y tres
de Bacillus (B. subtilis, B. methylotrophicus, B. amyloliquefaciens) y se midieron diariamente

con ayuda de un vernier digital, para posteriormente determinar el porcentaje de inhibicion de
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crecimiento radial (PICR). Las especies de Streptomyces presentaron un mayor PICR de los
patdgenos con hasta 100 %, sélo S. viridochromogenes presentd un 88.3 % de inhibicidn contra
L. pseudotheobromae. Mientras que las cepas de Trichoderma mostraron diferente inhibicion
en los patdgenos evaluados, Trichoderma longibrachiatum mostré el mayor PICR, que fueron
de 60.45, 59.33 y 57.9 al confrontarse contra C. gloeosporioides, Pestalotiopsis sp., y L.
pseudotheobromae, respectivamente. En el caso de las bacterias, el PICR mas alto fue de 58.22

% con B. methylotrophicus contra Pestalotiopsis sp.



CAPITULO |
INTRODUCCION

La guandbana (Annona muricata L.) (Magnoliales: Annonaceae) es un cultivo
promisorio para su produccion (Vidal et al., 2014), ya que es popular como fuente de alimento,
uso maderable para crear mangos de herramientas, asi como antioxidante y medicina natural
contra enfermedades oncoldgicas (Alonso et al., 2011; Hernandez et al., 2013). En México se
cultiva en 10 estados, donde la mayor superficie se concentra en los estados de Nayarit (2,529
ha), Colima (380 ha), Michoacan (241 ha) y Guerrero (179 ha). Nayarit es el principal productor,
donde destaca el municipio de Compostela con una superficie sembrada de 2,445 ha 'y volumen
de produccion de 21,157 t lo que representa el 97 % de la produccién del estado (SIAP, 2017).
Por otra parte, la familia Annonaceae es perjudicada por diversos insectos plaga (Vidal et al.,
20144, b), sin embargo, las enfermedades son unas de las causas que generan gran pérdida en
produccion de cultivos al ser afectadas por enfermedades como: antracnosis por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., pudricion blanda por Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill., mancha negra de la hoja Phyllosticta sp., mancha del apice de la hoja Pestalotia
sp. y por los patdgenos Fusarium sp. y Phytophthora sp. (Vidal et al., 2014b). En el caso de la
guanébana, se ve afectada por distintos patdgenos como Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
Penz. y Sacc., C. acutatum J. H. Simmond, Fusarium chlamydosporum Wollenweber y
Reinking (Alvarez et al., 2004; Alberto y Otanes, 2016), Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.,
Aspergillus niger P.E.L. van Tieghem y Penicillium sp. (Okigbo y Obire, 2009).

No obstante, una enfermedad se presenta en una planta cuando sus funciones se ven
alteradas por organismos patdgenos, y las caracteristicas de estas alteraciones pueden ser muy
diferentes segun el patdgeno y en ocasiones segun el hospedero, en el caso de los frutos, se
pueden presentar diferentes tipos de pudricion como, pudriciones blandas por R. stolonifer
(Bautista y Bravo, 2004), pudriciones secas generadas por Colletotrichum spp. (Farrera et al.,
2007), asi como pudriciones del pedunculo atribuidas a los géneros Lasiodiplodia,
Neofusiccocum (Sandoval et al., 2013) y Colletotrichum (Grisales et al., 2016). Para el estado
de Nayarit, Hernandez et al. (2013) asociaron a C. gloeosporioides con pudriciones secas de

fruto y Lasiodiplodia theobromae (Patouillard) Griffon y Maublanc con pudriciones blandas,

1



pero no se registraron como agentes causales de dichas pudriciones. En México, no existen
fungicidas autorizados para su uso en el cultivo de guanabana por la Comision Federal para la
Proteccion Contra Riesgo Sanitarios (COFEPRIS, 2018), por lo que los productores de este
frutal, se ven en la necesidad de utilizar fungicidas registrados para otros cultivos. En la
actualidad, las investigaciones se enfocan en la basqueda de alternativas para el manejo de
enfermedades fungosas de diferentes cultivos, donde se han realizado estudios in vitro con
diferentes grupos de antagonistas, principalmente hongos del género Trichoderma (Bell et al.,
1982; Papavizas, 1982; Pereira et al., 2010), bacterias del género Bacillus (Xiaohong et al.,
2011) y actinomicetos del género Streptomyces (Davila et al., 2013) con porcentajes de
inhibicion de crecimiento radial favorables. Debido a lo anterior y en la busqueda de estrategias
de manejo sustentables en el control de patdgenos causantes de pudriciones en frutos de

guanabana del estado de Nayarit, los objetivos del presente trabajo fueron:

1.1 Objetivos

General:

Identificar los patogenos causantes de la pudricion del fruto de guanabana en Nayarit y

su posible control in vitro con aislados de Streptomyces spp., Trichoderma spp. y Bacillus spp.

Especificos:

1. Determinar la patogenicidad y virulencia de los agentes causales de la pudricion de

frutos de guanabana.

2. ldentificar morfoldgica y molecularmente a los agentes causales de las pudriciones del

fruto de guanabana de los municipios de San Blas y Compostela, Nayarit.

3. Evaluar el efecto antagonista in vitro de S. viridochromogenes, S. tubercidicus y

Streptomyces sp., Trichoderma asperellum, T. longibrachiatum, T. harzianum, Bacillus



subtilis, B. methylotrophicus, B. amyloliquefaciens contra los patdgenos causantes de la

pudricion de frutos de guanabana.
1.2 Hipotesis

Al menos dos especies de hongos son los responsables de la pudricion de frutos de la
guandbana en los municipios de San Blas y Compostela, Nayarit con diferente grado de

virulencia.

Las especies de los géneros Streptomyces, Trichoderma y Bacillus causan inhibicion in

vitro sobre los agentes causantes de la pudricién de frutos de guanabana.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de la guanabana

El centro de origen de la guandbana se ha considerado desde la regién del Caribe,
Guatemala y el sur de México, y se ha distribuido a paises de Asia, Africa, asi como a zonas de
Venezuela, Brasil y Colombia (Jiménez et al., 2016); sin embargo, en el Continente Americano,
México es un importante productor de este frutal, ya que cuenta con una superficie plantada de
3,527.43 ha, de las cuales, se obtiene una produccion de 28,853.66 t (SIAP, 2017).

Su importancia econdmica radica en la amplia variedad de usos que se le puede dar a
este frutal, como una fuente de alimento (pulpa, jugos, helados, gelatinas, paletas, mermeladas),
para cercos Vivos, lefia, utilizacién de madera para elaborar herramientas de trabajo (Hernandez
et al., 2013), como insecticida bioldgico con resultados favorables (Hincapié et al., 2008;
Gonzaélez et al., 2013) como antioxidante, y como medicina natural; este tltimo es el de mayor

importancia ya que se utiliza para contrarrestar enfermedades oncoldgicas (Alonso et al., 2011).

2.2 Cultivo de guandbana en Nayarit

La guanabana es uno de los frutales de mayor importancia econdmica para Nayarit
después del aguacate (Persea americana Mill.) y del mango (Mangifera indica L.), ya que
acuerdo con los datos obtenidos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), Nayarit es el principal productor de A. muricata en México, con una superficie
establecida de 2,529.24 ha, lo que representa el 71.7 % de la superficie nacional, asi mismo una
produccion de 21,810 t; mientras que el resto de la superficie y produccién se encuentra en el
estado de Colima (380.67 ha 'y 2,986 t), Michoacan (241 hay 1,395 t), Guerrero (179 hay 1,062
t), Veracruz (83.5 ha 'y 954 t), Puebla (49 ha y 198 t) Tabasco (42 ha y 309 t), Jalisco (12 hay
65 t), Campeche (8 hay 44 t) y Morelos (2.3 hay 2.30 t).

En Nayarit se produce guanabana de manera comercial en cuatro municipios, de las

2,529 ha establecidas, el 96.64 % corresponde a Compostela con 2,445 hay 21,157 t producidas,
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mientras que San Blas es el segundo municipio de mayor importancia al aportar una produccion
de 443 t en 52 ha, lo sigue Bahia de Banderas con 14 ha'y 61 t, Tepic con 12 ha'y 97 t y Xalisco
con 6 hay 51t (SIAP, 2017).

2.3 Problematica fitosanitaria de la familia Annonaceae en México

Las plagas y enfermedades son unas de las causas de pérdida de produccion mas
importantes en la agricultura. La produccion de las anonaceas se ve limitada por diversos
problemas fitosanitarios, donde destacan los insectos plaga , tales como: Cerconota anonella
(Sepp) (Lepidoptera: Oecophoridae), Talponia batesi Henrich (Lepidoptera: Tortricidae),
Acanthocephala femorata (F.) (Hemiptera: Coreidae), Thecla ortygnus Cramer (Lepidoptera:
Lycaenidae), Membracis mexicana (Guerin) (Hemiptera: Cercopidae), Saissetia sp. (Hemiptera:
Coccidae), Optatus palmaris Pascoe (Coleoptera: Curculionidae), Pyralidae (Lepidoptera) asi
como por Bephratelloides cubensis Ashmead (Hymenoptera: Eurytomidae) considerada esta
ultima una de las plagas de mayor importancia por su alta incidencia en estos frutales (Vidal et
al., 2014a, b). Sin embargo, también son afectadas por enfermedades especialmente fingicas,
como la antracnosis causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides, pudricion blanda por
Rhizopus stolonifer, mancha negra de la hoja por Phyllosticta sp., mancha del apice de la hoja
causada por Pestalotia sp., y afectados también por los hongos Fusarium sp. y Phytophthora
sp. (Vidal et al., 2014b).

2.4 Problematica fitosanitaria de la guanabana en el mundo

La guanabana se ve perjudicada por una amplia diversidad de insectos plaga como el
afido negro de los citricos Toxoptera aurantii Fonscolombe (Hemiptera: Aphididae), escama
blanca de la guanabana Pinnaspis strachani (Cooley) (Hemiptera: Diaspididae), cochinilla
harinosa de los citricos Planococcus citri (Risso) (Hemiptera: Pseudococcidae), Cratosomus sp.
(Coleoptera: Curculionidae) (Coto y Saunders, 2001), el descortezador del tallo del guanabano
Chrysobothris spp. (Coleoptera: Buprestidae), chinche de encaje Corythucha gossypii
(Fabricius) (Hemiptera: Tingidae), pulgones, hormigas (Vidal et al., 2014b), el barrenador de la

semilla Bephratelloides cubensis (Hernandez et al., 2014), palomilla barrenadora de frutos
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Cerconota anonella, picudo de las anonéceas Optatus palmaris, barrenador de frutos Oenomaus
ortygnus (Cramer) (Lepidoptera: Lycaenidae), cochinilla rosada del hibisco Maconellicocus
hirsutus (Green) (Hemiptera: Pseudococcidae), gusano rayado Gonodonta pyrgo (Cramer)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Hernandez et al., 2013), Acantocephala femorata Fab. (Hemiptera:
Coreidae), Pseudococcus citri Rossi. (Hemiptera: Pseudococcidae), Thecla ortygnus Cramer
(Lepidoptera: Lycaenidae), Membracis mexicana Guerin. (Hemiptera: Membracidae), Saissetia
sp. (Hemipetera: Coccidae), (lllescas, 2009; Vidal et al., 2014b) y Euphoria leucographa (Gory
y Percheron) (Coleoptera: Melolonthidae) (Cambero et al., 2017).

Por otra parte, son pocos los estudios realizados para el diagnostico de enfermedades en
este frutal, a pesar del gran impacto econdmico debido a las pérdidas que ocasionan en la
produccidn, investigaciones realizadas asocian a Rossellinia sp. y Phytophthora sp. con
pudricion radicular (Baraona y Sancho, 1992), al hongo C. gloeosporioides como agente causal
de la antracnosis en tallo, hojas e inflorescencias (Alvarez et al.,2004), y en lo correspondiente
a pudriciones de fruto, asocian a Phytophthora sp. con las manchas en fruto (Baraona y Sancho,
1992), asi como a R. stolonifer, Aspergillus niger, Penicillium sp., C. gloeosporioides, C.
acutatum y Fusarium chlamydosporum, a pudriciones de fruto (Okigbo y Obire, 2009; Alberto
y Otanes, 2016).

2.5 Problematica fitosanitaria de A. muricata en Nayarit

En estudios realizados en las zonas productoras de guandbana de los municipios de San
Blas y Compostela Nayarit, Cham et al. (2018) registraron un gran nimero de especies de
insectos con habitos fitdfagos que incluye a O. palmaris, E. leucographa, Aphis spiraecola
(Patch) (Hemiptera: Aphididae), Toxoptera aurantii (Boyer de Fonscolombe) (Hemiptera:
Aphididae), Saissetia hemisphaerica (Targioni-Tozzetti) (Hemiptera: Coccidae), Aulacaspis
sp., Pinnaspis sp. (Hemiptera: Diaspididae), Guayaquila sp. (Hemiptera: Mebracidae),
Leioscyta spiralis (Haviland) (Hemiptera: Membracidae), Membracis dorsata (Fabricius)
(Hemiptera: Membracidae), M. mexicana (Guérin-Méneville) (Hemiptera: Membracidae),
Dysmicoccus brevipes (Cockerell) (Hemiptera: Pseudococcidae), Ferrisia virgata (Cockerell)

(Hemiptera: Pseudococcidae), M. hirsutus, Planococcus citri (Risso) (Hemiptera:
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Pseudococcidae), Planococcus sp. (Hemiptera: Pseudococcidae), Corythucha gossypii,
Corythucha sp., B. cubensis, Thecla ortygnus, G. pyrgo (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae) y

Cerconota anonella.

En Nayarit, a pesar de ser el principal productor de guanabana en México, los estudios
realizados no se han centrado en diagndsticos puntuales de enfermedades, sin embargo,
Hernandez et al. (2013) asocian a la especie C. gloeosporioides con la antracnosis de flores,
hojas y frutos, y a L. theobromae con la muerte descendente de arboles, asi como a dafio en

ramas, tallos y pudricién blanda del fruto.

2.6 Tipos de pudriciones en los cultivos

Una enfermedad se presenta en una planta cuando sus funciones se ven alteradas por
organismos patégenos (hongos, virus, bacterias, entre otros), las caracteristicas de las
enfermedades pueden ser diferentes segun el agente causal y en ocasiones segun la planta
hospedera. En los frutos, pueden presentarse sintomatologias diferentes, como pudriciones o
manchas dependiendo del agente causal. Las enfermedades generan importantes pérdidas
econdmicas, ya que al estar presente una de ellas, el productor se ve obligado a realizar gastos
en aplicaciones para controlar la enfermedad para evitar pérdidas (Agrios, 1998), el monto de
las pérdidas generadas por las enfermedades varia desde porcentajes bajos hasta pérdidas del
100 % (Hernandez et al., 2013). Existen diferentes tipos de pudriciones en los cultivos, como
las pudriciones blandas bacterianas ocasionadas por Erwinia carotovora subsp. carotovora y E.
chrysanthemi (Franco, 2008), pudriciones blandas causadas por hongos como R. stolonifer
(Bautista y Bravo, 2004), pudriciones secas generadas por Colletotrichum spp. (Farrera et al.,
2007), asi como pudriciones del pedinculo atribuidas a los hongos de los géneros Lasiodiplodia,

Neofusiccocum (Sandoval et al., 2013) y Colletotrichum (Grisales et al., 2016).

2.7 Métodos de control de enfermedades en frutales

A pesar de que el estado de Nayarit es el principal productor de A. muricata en México,

el cultivo es considerado emergente, motivo por el cual, no existe informacion detallada y
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documentada sobre el manejo de enfermedades. Sin embargo, los productores de este frutal,
utilizan métodos de control que han adoptado de otros frutales de la zona, como el mango (M.
indica), el aguacate (P. americana) yaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) limén (Citrus
latifolia Tan.), entre otros. Ante esta situacion, actualmente esta en desarrollo un proyecto
denominado “Aprovechamiento del Germoplasma, Desarrollo Tecnolégico e Innovacion en
Cadenas de Valor de Anonaceas en México”, el cual esta financiado por el “Fondo Sectorial de
Investigacion en Materia Agricola, Pecuaria, Acuacultura, Agrobiotecnologia y Recursos
Filogenéticos” Num. 266891. El cual busca generar esta informacion y transferirla a los

productores.

2.7.1 Control cultural

Este método de control consiste en la aplicacion de practicas agricolas comunes, para la
prevencion de dafios por plagas y enfermedades, o hacer el ambiente menos favorable para la
proliferacion de estos; un claro ejemplo de control cultural contra enfermedades, es la
eliminacién de frutos u otro 6rgano dafiado de la planta para que no sirvan como fuente de

inéculo (Becerra y Rosas, 2015).

2.7.2 Control quimico

Actualmente, es el método mas utilizado para el manejo de plagas y enfermedades de
los cultivos, sin embargo, la utilizacion de plaguicidas contamina el medio ambiente al
transportarse por las corrientes de aire y viento, ya que la mayoria son volatiles, pero a pesar de
que las plagas y enfermedades no necesitan un alto consumo o contacto del plaguicida y/o
fungicida, el humano usa cantidades superiores a lo requerido sin considerar el dafio al ambiente
que se esta generando (Pimentel, 1995). El cultivo de guanabana no es la excepcion, donde el
uso de moléculas quimicas es el método mas utilizado para combatir las plagas y enfermedades,
sin embargo, en México no existen fungicidas autorizados para su uso en este frutal por la
Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgo Sanitarios (COFEPRIS) (COFEPRIS,
2018).



2.7.3 Control bioldgico

Este método de control consiste en el uso de organismos vivos como controladores de
plagas; varios tipos de microorganismos han sido utilizados en el control biol6gico, como las
bacterias, virus, hongos, neméatodos y protozoarios (Barrera, 2016). El control microbial
mediante la utilizacion de microorganismos, es una alternativa para el manejo de fitopatdgenos,
siendo una practica mas eficiente e inocua en el desarrollo de una agricultura sostenible (Pérez
et al., 2015). La basqueda de agentes de control bioldgico se ha centrado principalmente en los
géneros Trichoderma, Bacillus y Streptomyces con excelente potencial de biocontrol (Chavarria
et al., 2005; Zavaleta et al., 2015).

2.8 Generalidades de los Actinomicetos

La mayoria de los actinomicetos, particularmente Streptomyces, son microorganismos
saprofitos, que viven en el suelo y que pasan la mayoria de su vida como esporas semidormantes,
aun si los nutrientes del suelo llegaran a ser deficientes (Mayfield et al., 1972; Alt et al., 2016).
Este amplio grupo cuenta con un olor caracteristico a tierra mojada, esto se debe a su actividad
metabdlica y a la produccidn de terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con las que
son capaces de degradar materia organica de origen vegetal y animal (Ezziyyani et al., 2004).
También son microorganismos prometedores para su uso en biofertilizacion, ya que no afectan
a los otros microorganismos que se encuentran situados en la rizosfera, lo que mantiene un
equilibrio (Franco, 2009). Este grupo de microorganismos en su mayoria son formadores de
compuestos antifingicos y capaces de hacer toxico al medio para los patdégenos en donde se
encuentran, lo que puede ocasionar una muerte local o vuelve incultivable las hifas de los hongos
fitopatdgenos en otro medio de cultivo libre de estos metabolitos (Yuan y Crawford, 1995). Se
han realizado estudios in vitro de actinomicetos contra hongos fitopatdgenos de importancia
economica como Colletotrichum sp., Alternaria sp. y Rhizoctonia sp. (Davila et al., 2013), asi
como Streptomyces spp. con resultados favorables en contra de hongos aislados de raices como
Fusarium equiseti (Pérez et al., 2015).



2.9 Generalidades del género Trichoderma

Trichoderma es uno de los géneros de hongos antagonistas mas estudiados en el control
bioldgico de enfermedades. Estos hongos tienen diversas cualidades que lo hacen atractivos
como microorganismos benéficos para el control de fitopatdgenos, ya que producen enzimas
(quitinasas, celulasas y glucanasas) degradadoras de la pared celular de hifas de otros hongos y
antibioticos, presentan una esporulacion abundante y rapida colonizacion de su habitat; ademas,
de ser cosmopolita, de facil aislamiento e incremento en diversos sustratos, plasticidad
ecoldgica, efecto estimulante sobre los cultivos e inductores de resistencia sistémica en la planta
a diferentes patdgenos (Rey et al., 2000; Harman, 2004; Zavaleta et al., 2015). Su gran potencial
como agentes de control bioldgico ha sido demostrado contra diversos fitopatdgenos tales como
Rhizoctonia, Phytophthora, Pythium, Rhizopus, Sclerotium, Phytophthora, Colletotrichum,
entre otros, debido a su amplio espectro de antagonismo (Michel et al., 2008; Pereira et al.,
2010; Sanmartin et al., 2012; Estrada et al., 2016).

2.10 Generalidades del género Bacillus

Las bacterias del género Bacillus son ampliamente utilizadas para el control de
fitopatdgenos presentes en suelo y raices (Ruiz et al., 2014b). Son cosmopolitas, las podemos
encontrar en aguas dulce y marina, suelo, y asociadas a plantas. Su potencial como agente de
control biolégico de fitopatdgenos se ha demostrado ampliamente, dado su produccién de
antibiodticos (fengicina, zwitermicina A) y enzimas (quitinasas, hidrolasas, proteasas)
responsables de la inhibicion del crecimiento de patogenos (Tejera et al., 2011). Diversos
autores recomiendan la utilizacion de B. subtilis para el control biolégico de diferentes
fitopatdgenos, tales como Cercospora kikuchii, C. beticola, Rhizoctonia solani, Botrytis
cinerea, Penicillium digitatum (Carreras, 2011), R. stolonifer (Xiaohong et al., 2011) y C.
gloeosporioides (Ruiz et al., 2014b), o las bacterias B. amyloliquefaciens y B. methylotrophicus
contra Phytophthora cactorum (Ruiz et al., 2017), ya que son inocuas a humanos, animales o
plantas, y por producir moléculas bioactivas con capacidad antimicrobiana (Sarti y Miyazaki,
2013).
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Resumen. El estado de Nayarit es el principal productor de Annona muricata en México, sin
embargo, la produccion estatal se ve afectada por pudriciones de fruto y hasta el momento no

se ha determinado el agente causal. El objetivo del presente trabajo fue identificar a él o los
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agentes causales de las pudriciones de fruto de guanabana en el estado, para lo cual se realizaron
muestreos durante el afio 2017 en los municipios de San Blas y Compostela. Se aislaron e
identificaron a cinco género de hongos asociados a las pudriciones secas y cinco géneros de
hongos a las pudriciones blandas, de los cuales se determind mediante pruebas de patogenicidad
en frutos sanos de guandbana y posteriormente con identificacion molecular que Colletotrichum
gloeosporioides (clave de acceso KX960784.1) y Pestalotiopsis sp. (clave de acceso
KX960814.1) son los causantes de las pudriciones secas, mientras que el hongo Lasiodiplodia
pseudotheobromae (clave de acceso MH062942.1) es responsable de las pudriciones blandas de

fruto de guandbana en Nayarit, México.

Palabras clave: aislado, hongos fitopatdgenos, pruebas de patogenicidad.

Abstract. The state of Nayarit is the main producer of Annona muricata in Mexico, however,
the state production is affected by fruit rots and until now the causal agent has not been
determined. The objective of this work was to identify the causal agent (s) of the soursop fruit
rots in the state, for which samplings were carried out during the year 2017 in the municipalities
of San Blas and Compostela. Five fungal species associated with dry rot and five genera of soft
rot fungi were isolated and identified by pathogenicity tests on healthy soursop fruits and later
with molecular identification than Colletotrichum gloeosporioides (access code KX960784.1)
and Pestalotiopsis sp. (access code KX960814.1) are the cause of dry rot, while the fungus
Lasiodiplodia pseudotheobromae (access code MH062942.1) is responsible for the soft rot of

fruit soursop in Nayarit, Mexico.

Keywords: isolated, phytopathogenic fungi, pathogenicity tests.

Introduccion

La guanabana (Annona muricata L.) (Magnoliales) es una de las especies mas
importantes del géenero Annona (Jiménez et al., 2016). En México, se cuenta con una produccion
anual de 28 853 t distribuidas en una superficie de 3 527 ha, donde el estado de Nayarit es el

principal productor al concentrar el 71.7 % de la produccidn nacional con 2 529 ha (SIAP, 2017).
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Sin embargo, la produccion de guanabana es afectada por insectos plaga como la cochinilla
rosada del hibisco (Maconellicoccus hirsutus Green) (Hemiptera: Pseudococcidae), el picudo
de las anonéaceas (Optatus palmaris Pascoe) (Coleoptera: Curculionidae) barrenadores de la
semilla (Bephratelloides maculicollis Cameron y B. cubensis Ashmead) (Hymenoptera:
Eurytomidae) y Euphoria leucographa (Gory y Percheron) (Coleoptera: Melolonthidae) (Coto
y Saunders, 2001; Herndndez et al., 2013; Cambero et al., 2017). Por otra parte, las
enfermedades de las plantas son una de las mas importantes debido a que pueden generar
pérdidas de hasta el 100% (Agrios, 1998). La guanabana, se puede afectar por podredumbre
radicular (Rosellinia sp. y Phytophthora sp.) y manchas en fruto por Phytophthora sp. (Baraona
y Sancho, 1992), asi como pudricion de frutos por Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.,
Aspergillus niger P.E.L. van Tieghem, Penicillium sp. (Okigbo y Obire, 2009), Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) Penz. y Sacc., C. acutatum y Fusarium chlamydosporum Wollenweber
y Reinking (Alberto y Otanes, 2016). En México, son pocos los estudios realizados para el
diagndstico de enfermedades en este frutal. Sin embargo, en Nayarit se ha reportado la
asociacion de los hongos C. gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae (Patouillard) Griffon
y Maublanc con pudriciones secas y blandas respectivamente (Hernandez et al., 2013) sin que
hasta el momento se haya determinado el agente causal de cada pudricion. El estudio de la
diagnosis de los agentes causales de las pudriciones de fruto de guanabana resulta de gran
impacto econémico debido a las pérdidas que estos ocasionan en volumen y calidad de
produccidn, ya que se generan conocimientos sobre los patdgenos causantes de enfermedades
en fruto y es la primera condicién requerida para que se puedan establecer estrategias de control
en investigaciones posteriores. Por lo que, el objetivo del presente trabajo fue identificar
molecularmente a los patdgenos causantes de las pudriciones de fruto de guandbana en los

municipios de San Blas y Compostela, Nayarit, México.

Materiales y Métodos

Area de estudio y recolecta de material bioldgico

Se realizaron muestreos en un total de 10 huertos comerciales ubicados en los municipios

de Compostela y San Blas, Nayarit (Cuadro 1), de los cuales, se visitaron dos veces a huertos
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diferentes mensualmente durante el periodo de enero a noviembre de 2017, donde se
recolectaron frutos de guanabana con diferente grado de madurez fisiol6gica que presentaban
sintomas de pudricion seca (96 frutos) y pudricion blanda de fruto (23 frutos) (Apéndice Al).
Los frutos enfermos se colocaron de manera individual en bolsas de papel y se trasladaron a
temperatura ambiente al Laboratorio de Parasitologia Agricola del Centro Multidisciplinario de
Investigacion Cientifica (CEMIC 03) de la Universidad Autonoma de Nayarit (UAN) en donde

se almacenaron a 0 °C hasta su procesamiento.

Cuadro 1.
Huertos de guanabana muestreados en Nayarit, México, 2017.

Municipio Huerto Coordenadas Altitud

Compostela Chacala | N 21°09°'23” O 105°13'22" 90
Chacalall N 21°10'26” O 105°10’59” 39
Chacalalll N 21°09'52” O 105°12’07” 96

Tonino | N 21°04°05” O 105°12'51” 335
Tonino Il N 21°02'45” O 105°11°08” 217
Tonino Il N 21°03'29” O 105°11°08” 80

San Blas Tecuitatal N 21°26°50” O 105°09°56” 381
Tecuitata Il N 21°27'38" O 105°09'19” 382
Palmas | N 21°31'50” O 105°10'08” 183
Palmas I N 21°32'04” O 105°10°33” 242

Aislamiento y purificacion de microorganismos asociados a las pudriciones en

frutos

Los frutos con sintomas de pudricién seca y pudricion blanda de fruto, se lavaron
previamente con agua corriente; posteriormente se cortaron trozos de 5 a 10 mm? de la zona de
transicion (margen de la lesion de avance de la enfermedad) y se desinfectaron con una solucién

de NaClO al 2 % por tres minutos; en una campana de flujo laminar (TELSTAR AH-100) se
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enjuagaron los trozos obtenido con agua destilada estéril (ADE) tres veces y se secaron a
temperatura ambiente sobre papel absorbente, y se sembraron cuatro en cada caja de Petri (90 x
15 mm) con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) de forma equidistante, mismas que se
mantuvieron en incubacion en una cdmara NOVATECH Ei45 a 28 °C para la obtencion de los

hongos fitopatogenos (Villanueva et al., 2008).

Los hongos que crecieron a los siete dias en el medio de cultivo, fueron transferidos a
una caja nueva de Petri con PDA con el fin de purificar los aislamientos y se incubaron a 22 +
4 °C, hasta su esporulacion y se obtuvieron los cultivos monosporicos (Guigon y Gonzélez,
2004).

Identificacion morfologica de microorganismos

Para la identificacion morfoldgica, se tom6 una muestra de micelio de 7 d de edad con
ayuda de agujas de diseccidn estériles y se realizaron montajes en portaobjetos con lactofenol
claro y se cubrieron con cubreobjetos para su identificacion morfoldgica a nivel de género con
ayuda de un microscopio compuesto Leica® (modelo DME 13595XXX) y con las claves
taxondmicas-dicotomicas de Barnett y Hunter (1998) y Watanabe (2002).

Pruebas de patogenicidad y grados de virulencia

De cada género de hongo aislado se obtuvo una suspension de conidios, a los cuales, se
les agrego a la caja de Petri 10 ml de ADE y 5 pl de Tween 80 y se procedié a raspar el micelio
con ayuda de un asa estéril, la suspensidn obtenida se filtré con ayuda de una gasa estéril. El
conteo de conidios se realizd con ayuda de una cadmara de recuento Neubauer-improved
(MARIENFELD®) y un microscopio compuesto (Ruiz et al., 2011). Posteriormente se
inocularon frutos de guanabana aparentemente sanos con el fin de reproducir el sintoma del que
fue aislado y descubrir el agente causal de la pudricion. Para ello, se recolectaron frutos con
apariencia sana de guanabana de tamarfio de 6.21 cm de diametro por 8.25 cm de longitud hasta
un tamario alrededor de 20 cm de longitud y 15 cm de diametro para las pudriciones secas, en

el caso de las pudriciones blandas se recolectaron frutos sanos de 6.5 cm de diametro y 10 cm

15



de longitud. El material bioldgico se coloco en una hielera envuelto con pléstico protector y se
trasladé al Laboratorio de Parasitologia Agricola. Los frutos se lavaron con agua corriente
dentro de una hielera, posteriormente se desinfectaron por inmersion en una solucion de NaClO
al 2 % durante dos minutos (Gutiérrez et al., 2002), la humedad sobre los frutos fue absorbida

con sanitas estériles.

En la campana de flujo laminar los frutos de guandbana fueron inoculados sin herida (seis
repeticiones y seis testigos) y con una herida superficial (seis repeticiones y seis testigos)
(Apéndice A2) en la epidermis de aproximadamente 15 mm de longitud y 5 mm de profundidad,
la cual se realiz6 con ayuda de un bisturi estéril, y con la ayuda de una micropipeta Finnpipette®
se les agreg6 10 pl de la suspension de conidios de acuerdo con la esporulacion de cada aislado,
se usaron concentraciones de cada uno de los géneros en un rango de los 11 200 conidios/mL a
1 000 000 conidios/mL. En el caso de los hongos aislados de pudricién blanda, la inoculacién
se realizd con una suspension de 0.5 cc con 11 200 conidios/mL con ayuda de una jeringa
hipodérmica que se infiltré en el receptaculo floral a una distancia de 1 cm del pedinculo (siete
repeticiones y 7 testigos) (Apéndice A2). Primero se inocularon los testigos con agua destilada
estéril y posteriormente se inocularon los hongos aislados de cada sintoma para evitar
contaminacion cruzada. Los frutos inoculados se incubaron en una céamara bioclimética
(Thermo Scientific) a 28 °C y un fotoperiodo 12:12 luz/oscuridad, se revisaron sisteméaticamente
cada 24 h por 10 d para registrar la sintomatologia y medir el grado de avance de la pudricion
(virulencia) con ayuda de un vernier digital (Truper Herramientas S.A de C.V). Para confirmar
la identidad del microorganismo inoculado, se realizd un re-aislamiento y se verificd que
coincidiera con el que se inoculd (Dinh et al., 2003; Fraire et al., 2003; Mufioz et al., 2003;
Than et al., 2008).

Identificacion molecular de hongos causantes de las pudriciones de fruto de

guanabana

Para la identificacion molecular de los hongos positivos a las pruebas de patogenicidad,
se extrajo el ADN genomico (ADNg), para lo anterior, se coloco un explante del hongo

purificado en cajas de Petri con medio PDA y se incub6 a 28 °C por 7 d. Con la ayuda de una
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espatula estéril se recolecto el micelio, el cual se coloco en un mortero de porcelana estéril con
un amortiguador [200 nM Tris-HCI (pH=8), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS] a 70
°C (Ruiz et al., 2017), se macerd y la extraccion se realizé de acuerdo con Raeder y Broda
(1985). EI ADNg fue visualizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % y se utiliz6 para
amplificar el espaciador transcrito interno (ITS4 e ITS5) del ADNTr los cebadores universales
ITSS (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990; Ruiz et al., 2017). Para la
amplificacion, se emplearon las siguientes condiciones, una etapa inicial de desnaturalizacion a
94 °C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento a 60 °C por 30
s, extension a 72 °C por 10 min (Ruiz et al., 2017). La amplificacion se visualiz6 en un gel de
agarosa al 1 % mediante electroforesis (Ochoa et al., 2012). Posteriormente, los productos de
PCR fueron secuenciados por la empresa Macrogen (Rockville, Maryland, EUA). Las
secuencias resultantes, se compararon con las reportadas en la base de datos del banco de genes
del NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2018) mediante el programa BLAST
(Altschu et al., 1990) para verificar el porcentaje de identidad correspondiente a las especies

identificadas.

Resultados y discusion

Descripcion de sintomas de pudriciones de fruto en campo

Los sintomas de pudriciones secas Yy blandas se encuentran en las huertas distribuidas de
manera irregular, independientes o asociadas. Sin embargo, los frutos con pudriciones secas se
pueden encontrar en diferente tamafio (a partir de 6 cm de diametro y 8 cm de longitud), las
pudriciones aparecen en cualquier parte de la epidermis de los frutos, como manchas
ligeramente hundidas de 2 a 3 mm de didmetro que pueden desarrollarse de manera
independiente o unirse para formar pudriciones de hasta 10 cm de un color marrén a negro
(Figura 1a). El sintoma puede abarcar hasta 10 mm, pero cuando se asocia a B. cubensis la
profundidad varia en funcion a la posicién de la semilla de donde emerge el adulto de la plaga
(Figura 1b), en algunas ocasiones se pueden observar acérvulos sobre el necrosamiento. Los

frutos logran madurar de manera irregular a pesar de la pudricion. En el caso de las pudriciones
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blandas de fruto, los sintomas aparecen inicialmente en el receptaculo floral, posteriormente la
pudricion avanza a la pulpa y a la céascara del fruto, en un estado avanzado de pudricion, la
cascara se torna de color café y la pulpa y receptaculo floral se comienzan a tefiir de un color
negro intenso (Figura 1c), los frutos se momifican y no logran llegar a su madurez fisioldgica y
se quedan adheridos al arbol, lo que se confunde en la mayoria de los casos con un aborto de
fruto. Muchos de los frutos momificados presentan acérvulo por parte de Colletotrichum sp.

Figura 1. Frutos de guandbana recolectados en campo con sintomas de pudricién, a)
Pudricion seca, b) Pudricion asociada con Bephratelloides cubensis, ¢) Pudriciéon blanda

de fruto.

Aislamiento e identificacion morfologica de hongos asociados a pudriciones de

frutos de guanabana

De los frutos de guanabana con sintomatologia de pudricion seca, se aislaron e
identificaron morfolégicamente a los hongos del género Lasiodiplodia sp. con 23.53 % de
aparicion (4 aislados), Colletotrichum sp. 41.18 % (7 aislados), Pestalotiopsis sp. 11.76 % (2
aislados), Fusarium sp. 5.88 % (1 aislado) y Cladosporium sp. 17.65 % (3 aislados). Mientras
que, en frutos con pudricion blanda de fruto se aislo a los hongos Rhizopus sp. con 16.67 % de
aparicion (3 aislados), Penicillium sp. 11.11 % (2 aislados), Aspergillus sp. 33.33 % (6 aislados),
Fusarium sp. 5.56 (1 aislado) y Lasiodiplodia sp. 33.33 % (6 aislados).
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Pruebas de patogenicidad

De los cinco géneros de hongos aislados de los sintomas de pudriciéon seca, sélo
Pestalotiopsis sp. y Colletotrichum sp. resultaron positivos a las pruebas de patogenicidad. El
hongo Pestalotiopsis sp. fue 100 % patogénico con herida (Apéndice A3) y 0 % sin herida
(Apeéndice A4), la virulencia que alcanzé en 7 dias después de la inoculacion (ddi) fue de 3.91
mm, lo que indicé que el hongo sblo causa la enfermedad con dafio mecanico y aunque no
result6 tan agresivo, la enfermedad puede ser causa de pérdida postcosecha de frutos. En el caso
de Colletotrichum sp., fue 100 % patogénico con herida (Apéndice A5) y 83 % sin herida
(Apéndice A6), la virulencia que alcanzé en el décimo ddi fue de 7.36 mm y 3.69 mm
respectivamente. Por otra parte, de los cinco géneros aislados de los sintomas de pudricion
blanda, s6lo el hongo Lasiodiplodia sp. causé pudricion en 100 % de los frutos inoculados
(Apéndice A7). La virulencia que alcanz6 en 6 ddi fue de 9.6 cm, lo que indico que es demasiado

agresivo.

Los sintomas generados por Pestalotiopsis sp. aparecieron al segundo ddi, la lesion
unicamente fue superficial y presentd coloraciones negruzcas, con tonos cafés rojizos, una
consistencia dura y ausencia de micelio, correspondiente a sintomas por pudricion seca (Figura
2).
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Figura 2. a) Sintomas de pudricion seca por Pestalotiopsis sp., b) Fruto de guanabana

testigo, ¢) Conidios de Pestalotiopsis sp.

Los sintomas generados por el hongo Colletotrichum sp. en las repeticiones sin herida
aparecieron al cuarto dia después de inoculado, la lesion s6lo fue superficial con una
consistencia seca; para las repeticiones con herida, los sintomas se mostraron al segundo ddi,
donde el avance de la pudricion también fue en la pulpa, las lesiones se tornaron de un color
café intenso, con una consistencia dura y seca, con una apariencia necrotica y no hubo presencia

de micelio por parte del patdgeno (Figura 3).
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Figura 3. a) Sintoma de pudricidn seca con herida por Colletotrichum sp. b) Sintoma de
podredumbre seca sin herida, ¢) Fruto de guanabana testigo, d) Conidios correspondiente

a Colletotrichum sp.

Los sintomas generados por Lasiodiplodia sp., aparecieron al tercer dia después de la
inoculacion, desde la base del receptaculo floral se not6 un reblandecimiento en la zona, y para
el dia seis, el fruto se puso blando totalmente y aparecieron manchas cafés claro por todo el
pericarpio, en el dia nueve la cascara se momificd totalmente y tomé un color café intenso, para

el dia 10, la pulpa del fruto era blanda y comenzé a tomar un color negro (Figura 4).
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Figura 4. a) Sintomas de pudricion blanda por Lasiodiplodia sp., b) Fruto de guandbana
testigo, ¢) Conidio de Lasiodiplodia sp.

Con base a este resultado se confirma por primera vez en México a C. gloeosporioides
como el agente responsable de la pudricion seca de fruto de guandbana en Nayarit. Esto coincide
con lo reportado por Alberto y Otanes (2016), quienes mencionaron gque C. gloeosporioides, C.
acutatum y F. clamydosporum son patogénicos a frutos maduros de guanabana en Filipinas. Por
otra parte, Andrades et al. (2009) asociaron a Colletotrichum spp. con la antracnosis en frutos
de guandbana en Venezuela, mientras que Hernandez et al. (2013) asociaron a C.
gloeosporioides en frutos de A. muricata en el estado de Nayarit, México. Este hongo, también
es considerado como patdgeno causante de antracnosis de fruto de aguacate (Persea americana
Mill.) en el estado de Michoacan, México (Morales et al., 2009). En lo que respecta al hongo
Pestalotiopsis sp., no fue altamente virulento, sin embargo, fue patogénico al causar una ligera

pudricion seca, y es la primera vez que se reporta a este microorganismo como responsable de
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dafios en frutos de guanabana en Nayarit, México. Montiel (1997) registrd a Pestalotiopsis sp.
como agente causal de la necrosis de fruto de guayaba (Psidium guajava L.) en Venezuela.

En Nayarit, Hernandez et al. (2013) asociaron a L. theobromae como responsable de la
pudricion blanda de fruto de guanadbana, sin embargo, en esta investigacion se encontr6 a L.
pseudotheobromae como el agente causal de la pudricion blanda de fruto y es el primer registro
para Nayarit, México. Nweke y Ibiam (2012) indicaron que esta pudricion en guanabana es
causada por C. gloeosporioides y R. stolonifer en Nigeria; mientras que Sandoval et al. (2013)
mencionaron gue L. pseudotheobromae es el responsable de la muerte descendente de ramas y
se asocia a la pudricion de pedunculo de mango (Mangifera indica L.) cultivados en la Costa
del Pacifico en México. Por otra parte, Awan y Akgul (2016) determinaron que L.
pseudotheobromae es un patdgeno postcosecha altamente virulento en limon (Citrus limon L.
Burm. f.) al dafiar aproximadamente del 40 al 50% del area de la fruta después de 5 dias de

inoculacién en Turquia.

Con base a los resultados de patogenicidad se determina que los hongos de los géneros
Lasiodiplodia sp., Fusarium sp. y Cladosporium sp. s6lo estan asociados con la pudricion seca
de fruto, mientras que Rhizopus sp., Fusarium sp. Penicillium sp. y Aspergillus sp. estan
asociados a la pudricion blanda de fruto de guanabana.

Identificacion molecular de los agentes causales de la pudricion de fruto de

guanabana

Con base a los caracteres moleculares de los hongos causantes de las pudriciones de
frutos en guanabana, se identificaron a Pestalotiopsis sp. con un 99 % de identidad con la cepa
Cef-S6 (clave de acceso KX960814.1), Colletotrichum gloeosporioides con 99 % de identidad
con la cepa Bpf-2 (clave de acceso KX960784.1) y Lasiodiplodia pseudotheobromae con 99 %
de identidad con la cepa CEF-9 (clave de acceso MH062942.1) (NCBI, 2018).

Conclusion
Los hongos Pestalotiopsis sp. y Colletotrichum gloeosporioides son los agentes causales

de la pudricion seca en frutos de guanabana, mientras que, Lasiodiplodia pseudotheobromae es
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el agente causal de la pudricion blanda de fruto y se le asocia ademaés a la pudricion seca. Por
otro lado, se determiné que los hongos L. pseudotheobromae, Fusarium sp. y Cladosporium sp.
son patdgenos secundarios asociados con la pudricion seca de frutos, mientras que Rhizopus sp.,
Fusarium sp. Penicillium sp. y Aspergillus sp. son hongos saprofitos en la pudricion blanda de
fruto de guandbana. En este trabajo, se registra por primera vez a Pestalotiopsis sp. y a
Colletotrichum gloeosporioides como agentes causales de la pudricién seca y a L.
pseudotheobromae como el agente causal de la pudricion blanda de fruto de A. muricata en

México.
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Resumen. Nayarit es el estado productor mas importante de guanabana en México, sin embargo,
su produccién es afectada por enfermedades fungosas, Pestalotiopsis sp. y Colletotrichum
gloeosporioides que provocan pudriciones secas en fruto, mientras que Lasiodiplodia
pseudotheobromae pudricion blanda. Se evalu6 el antagonismo in vitro de tres grupos de
antagonistas (Actinomicetos: Streptomyces sp. SLe5, S. viridochromogenes TDI-4 y S.
tubercidicus 14241; Hongos: T. harzianum, T. longibrachiatum y T. asperellum; Bacterias:
Bacillus subtilis, B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens). Las cepas de Streptomyces
ejercieron el 100 % de inhibicion del crecimiento de Pestalotiopsis sp., C. gloeosporioides y L.
pseudotheobromae, excepto S. viridochromogenes que presentd un porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial (PICR) de 88.3 % contra Lasiodiplodia pseudotheobromae. Mientras que las
cepas de Trichoderma mostraron diferente inhibicion en los patdgenos evaluados, Trichoderma

longibrachiatum mostré el mayor (PICR), que fueron de 60.45, 59.33 y 57.9 al confrontarse
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contra C. gloeosporioides, Pestalotiopsis sp., y L. pseudotheobromae, respectivamente. En el
caso de las bacterias, el mayor PICR fue de 58.22 % con B. methylotrophicus contra

Pestalotiopsis sp.

Términos para Indexacion: Control biolégico, antagonismo, fitopatégeno, confrontacion

IN VITRO EVALUATION OF ANTAGONISTS AGAINST SOURSOP FRUIT PATHOGENS
(Annona muricata L.) IN NAYARIT, MEXICO

Abstract. Nayarit is the most important soursop producer state in Mexico; however, its
production is affected by fungal diseases, Pestalotiopsis sp. and Colletotrichum gloeosporioides
which cause dry rot in the fruit, while Lasiodiplodia pseudotheobromae soft rot. In vitro
antagonism of three groups of antagonists was evaluated (Actinomycetes: Streptomyces sp.
SLe5, S. viridochromogenes TDI-4 and S. tubercidicus 14241; Fungi: Trichoderma harzianum,
T. longibrachiatum and T. asperellum; Bacteria: Bacillus subtilis, B. methylotrophicus and B.
amyloliquefaciens). The strains of Streptomyces exerted 100 % inhibition of the growth of
Pestalotiopsis sp., C. gloeosporioides and L. pseudotheobromae, except S. viridochromogenes
that presented a percentage of inhibition of radial growth (PIRG) of 88.3 % against
Lasiodiplodia pseudotheobromae. While the Trichoderma strains showed different inhibition in
the pathogens evaluated, Trichoderma longibrachiatum showed the highest PIRG in vitro,
which was 60.45, 59.33 and 57.9 when confronted against C. gloeosporioides, Pestalotiopsis
sp., and L. pseudotheobromae, respectively. In the case of bacteria, the highest PIRG was 58.22
% with B. methylotrophicus against Pestalotiopsis sp.

Index Terms: Biological control, antagonism, phytopathogen, confrontation.

Introduccion

En México, la guanabana (Annona muricata L.) se produce en diez Estados, donde la

mayor produccion se concentra en Nayarit (21 810 t), Colima (2 986 t), Michoacan (1 394 t) y

Guerrero (1 062 t). En el estado de Nayarit destaca el municipio de Compostela con una
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produccion de 21 157 t, correspondiente al 97 % de la produccion (SIAP, 2017). A pesar de
esto, su produccién es afectada por diversos insectos plaga (HAMADA et al. 1998; COTO;
SAUNDERS, 2001) y enfermedades fangicas, las cuales afectan su fisiologia y por ende su
rendimiento (Jiménez, 2017). Las enfermedades fangicas asociadas al fruto de guanabana
reportadas en otros paises son causadas por Fusarium chlamydosporum Wollenweber y
Reinking, Colletotrichum acutatum J. H. Simmond, C. gloeosporioides (Penz) Penz. y Sacc.
(ALBERTO; OTANES, 2016), Penicillium sp., Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. y
Aspergillus niger P.E.L. van Tieghem (OKIGBO; OBIRE, 2009). Por otra parte, en México, los
estudios realizados para el diagnéstico de enfermedades en este frutal son escasos.
Recientemente, en Nayarit, se ha reportado a Pestalotiopsis sp. y C. gloeosporioides como
causantes de la pudricion seca en frutos de A. muricata y a Lasiodiplodia pseudotheobromae
A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous como el agente causal de la pudricién blanda (CAMBERO et
al. 2018). EI manejo de enfermedades de A. muricata en Nayarit, México ha sido cuestionado,
debido a que se ha realizado con aplicacion de moléculas quimicas, aun sin estar autorizadas
por la Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgo Sanitarios (COFEPRIS) (COFEPRIS,
2018). Por lo tanto, en la busqueda de alternativas permitidas en el manejo de fitopatdgenos que
disminuyen la calidad y rendimiento de guandbana, se encuentran los microorganismos
antagonistas, dentro de los cuales destacan los hongos del género Trichoderma (PADDER;
SHARMA, 2011; LANDERO et al. 2015), y las bacterias de los géneros Bacillus y
Streptomyces, que han mostrado capacidad antifingica in vitro al ser evaluados contra diversos
hongos patogenos (UTKHEDE; SHOLBERG, 1986; DAVILA et al. 2013; KAMIL et al. 2018).
Ademas, estos grupos de microorganismos no contaminan el ambiente, lo cual permite un
manejo sustentable de la problematica fitosanitaria de A. muricata del estado de Nayarit. Por lo
anterior, el objetivo del trabajo fue, evaluar el efecto antifingico in vitro de cepas de
Streptomyces, Trichoderma y Bacillus contra Lasiodiplodia pseudotheobromae, Colletotrichum
gloeosporioides y Pestalotiopsis sp., agentes causales de pudriciones en frutos de guanabana en
Nayarit, México.

Materiales y Métodos
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Microorganismos patogenos y antagonistas. Los hongos fitopatdgenos Pestalotiopsis
sp., Colletotrichum gloeosporioides y Lasiodiplodia pseudotheobromae, agentes causales de
pudricion en frutos de A. muricata en Nayarit, México (Apéndice A8) (CAMBERO et al. 2018),
fueron obtenidos en el afio 2018 y depositados en el cepario del Laboratorio de Parasitologia
Agricola del Centro Multidisciplinario de Investigacion Cientifica 03 (CEMIC 03) de la
Universidad Autonoma de Nayarit (UAN). Mientras que las cepas antagonistas: Streptomyces
sp. SLe5, S. viridochromogenes TDI-4, S. tubercidicus 14241, Trichoderma harzianum Rifai,
T. asperellum Samuels, Lieckfeld y Nirenberg, T. longibrachiatum Rifai, Bacillus subtilis, B.
methylotrophicus y B. amyloliquefaciens, fueron proporcionados por el cepario del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), Sede Chihuahua, campus Cuauhtémoc.

Pruebas de antagonismo in vitro. Para las confrontaciones con Streptomyces spp., se
colocaron cuatro explantes con el antagonista de 6 mm de didmetro en cajas de Petri (90 x 15
mm) en los puntos cardinales previamente crecidos en medio Czapek-Dox-Agar (CDA) y se
incubaron a 28 °C por 10 d. Posteriormente, se situ6 un explante de PDA de 6 mm de diametro
con micelio del patégeno (7 d de crecimiento) en el centro de la caja de Petri, se incubaron a 28
°C y se midio el crecimiento radial del patdgeno cada 24 h con un vernier digital KNOVA®
hasta que los patdgenos testigos llenaron por completo la caja de Petri (CASTILLO et al. 2001;
PEREZ et al. 2015). Después de las mediciones correspondientes a esta confrontacion, el
explante de los patdgenos que no mostraron crecimiento (100 % de inhibicion) al estar en
confrontacidn contra las cepas de Streptomyces spp., se transfirieron a una nueva caja con PDA
sin presencia del antagonista, para observar si crecian nuevamente (accion fungistatica) o no lo
hacian (accion fungicida). Para los bioensayos con las cepas de Trichoderma, se realizaron
confrontaciones duales de ambos microorganismos en cajas de Petri (90 x 15 mm) con medio
de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA). Para ello, se tomaron discos de PDA de 6 mm de
diametro con crecimiento micelial (sin conteo de conidios) del antagonista y el patogeno
correspondiente con 7 d de crecimiento y se colocaron equidistantes en los extremos de la caja
de Petri. Las confrontaciones se mantuvieron a 25 °C en una incubadora Precision Scientific
(Modelo 31534) en ausencia de luz y el crecimiento micelial se midid sistematicamente cada 24
h (BELL et al. 1982). Por otra parte, las confrontaciones con las cepas de Bacillus spp., se

hicieron de manera similar a las de Streptomyces, s6lo que los explantes de 6 mm de didmetro,
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colocados en los puntos cardinales se crecieron previamente en medio PDA, posteriormente, en
el centro de la caja se coloco el explante de 6 mm de didmetro con micelio del patégeno (7 d de

crecimiento) correspondiente y se incubaron a 28 °C (RIOS et al. 2016).

Anélisis estadistico. Para cada uno de los antagonistas se evalu6 el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR), mediante la siguiente formula, PICR = (R1 - R2) / R1
x 100, donde R1 es el radio del patogeno testigo y R2 es el radio del patogeno en la
confrontacién (EZZIYYANI et al. 2004). A los datos de PICR se les aplic6 un analisis de
varianza (ANVA) usando el Statistical Analysis System versién 9.0 (SAS, 2002), y la
separacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey (p= 0.05). Todas las pruebas se
realizaron por triplicado, cada repeticion consto de tres unidades experimentales (en total se
usaron 9 cajas de Petri por confrontacion) y como testigo se consideraron 10 cajas del patégeno

sin presencia de antagonista.

Resultados y Discusién

Pruebas de antagonismo in vitro. De las cepas probadas de Streptomyces (Fig. 1)
(Apéndice A9, A10 y All), las tres inhibieron el 100 % de L. pseudotheobromae, C.
gloeosporioides y Pestalotiopsis sp., excepto S. viridochromogenes que presentd un PICR de
88.3 % vs Lasiodiplodia pseudotheobromae. Estos valores son superiores a lo registrado por
Palaniyandi et al. (2011), quienes obtuvieron un PICR del 57.5 % al confrontar una cepa de
Streptomyces sp. MIM5763 contra Pestalotia sp. Las tres cepas de Streptomyces tuvieron un
efecto fungistatico contra Pestalotiopsis sp. y L. pseudotheobromae, mientras que contra C.
gloeosporioides las tres cepas presentaron un efecto fungicida in vitro. Este grupo de
antagonistas fue el mas efectivo contra los tres agentes causales de la pudricién de fruto de
guandbana, esto posiblemente se deba a que estos microorganismos producen una gran
diversidad de enzimas (amilasa, asparaginasa, catalasa) y antibioticos (tetraciclina, eritromicina,
rifampicina, neomicina, cloranfenicol) (KAVITHA et al. 2010; REYES et al. 2015) o
compuestos antifingicos como nistanina, anfotericina, natamicina, que contaminan el medio y
al mismo tiempo inhiben el crecimiento de los fitopatdgenos (KOONTZ; MARCY, 2003) lo
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cual, se pudiera aprovechar para realizar el aislamiento de estos compuestos para una posterior

evaluacioén in vivo.

Streptomyces spp. vs patoégenos
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FIGURA 1. Antagonismo in vitro de Streptomyces spp. contra patdgenos de fruto de
guanabana. (StCg: S. tubercidicus vs C. gloeosporioides, StPe: S. tubercidicus vs Pestalotiopsis
sp., StLp: S. tubercidicus vs L. pseudotheobromae, SspCqg: C. gloeosporioides vs Streptomyces
sp., SspPe: Streptomyces sp. vs Pestalotiopsis sp., SspLp: Streptomyces sp. vs L.
pseudotheobromae, SvCg: S. viridochromogenes vs C. gloeosporioides, SvPe: S.
viridochromogenes vs Pestalotiopsis sp., SvLp: S. viridochromogenes vs L. pseudotheobromae).

* Presencia de efecto fungicida de Streptomyces vs C. gloeosporioides.

De las cepas de Trichoderma evaluadas (Fig. 2) (Apéndice A12, A13y Al4), la especie
T. longibrachiatum fue la mas efectiva contra los tres hongos fitopatogenos C. gloeosporioides,
Pestalotiopsis sp. y L. pseudotheobromae, con inhibiciones de 60.45, 59.33 y 57.9 %,
respectivamente. Mientras que T. harzianum vs C. gloeosporioides, T. asperellum vs
Pestalotiopsis y C. gloeosporioides fueron las confrontaciones con valores menores al 45.07 %.

Resultados similares obtuvieron Landero et al. (2015) al confrontar cepas de T.
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longibrachiatum, T. harzianum y T. asperellum contra C. gloeosporioides aislado de papaya
(Carica papaya), donde se reportaron PICR de 53.26 a 55.82 %. Las cepas del género
Trichoderma han sido las méas evaluadas para el control de enfermedades causadas por hongos
fitopatdégenos como C. gloeosporioides por su facilidad para ser aisladas, cultivadas y crecidas
en diversos sustratos, entre otros atributos (PAPAVIZAS, 1982; PEREIRA et al. 2010;
SANMARTIN et al. 2012; BHADRA et al. 2014).

Trichoderma spp. vs patégenos
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FIGURA 2. Antagonismo in vitro de tres especies de Trichoderma vs agentes causales de las
pudriciones de fruto de guandbana. (TICg: T. longibrachiatum vs Colletotrichum
gloeosporioides, TIPe: T. longibrachiatum vs Pestalotiopsis sp., TILp: T. longibrachiatum vs
Lasiodiplodia pseudotheobromae, ThCg: T. harzianum vs C. gloeosporioides, ThPe: T.
harzianum vs Pestalotiopsis sp., ThLp: T. harzianum vs L. pseudotheobromae, TaCg: T.
asperellum vs C. gloeosporioides, TaPe: T. asperellum vs Pestalotiopsis sp., TaLp: T.

asperellum vs L. pseudotheobromae).

Las especies de Bacillus demostraron diferente inhibicion en los patdgenos (Fig. 3)
(Apéndice A15, A16 y Al7), el PICR (58.22 %) mas alto se observd en la confrontacion de B.
methylotrophicus vs Pestalotiopsis sp. Sin embargo, al confrontarse contra C. gloeosporioides

su inhibicién fue menor (23.16 %). Por otra parte, B. methylotrophicus vs L. pseudotheobromae
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y B. amyloliquefaciens vs C. gloeosporioides, ejercieron un PICR de 54.57 y 53.02 %,
respectivamente. Estos porcentajes se encuentran dentro de lo reportado por Ruiz et al. (2017),
al evaluar las mismas cepas de B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens contra Phytophthora
cactorum y Pythium spp. con 91.6 y 18.8 %, respectivamente. Los bajos porcentajes inhibicidn
de B. subtilis contra los tres patégenos evaluados, contrasta con lo obtenido por Ruiz et al.
(2014), al evaluar una cepa de la misma especie contra C. gloeosporioides obtuvieron un PICR
de 77.9 %. La inhibicién in vitro presentada por Bacillus spp., posiblemente se deba a la
produccion de metabolitos antifungicos como iturina A, surfactina, lipopéptidos ciclicos, y/o
fengicina (ARGELLES et al. 2009).

Bacillus spp. vs patdgenos
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FIGURA 3. Confrontacion in vitro de Bacillus spp. contra patdgenos causantes de pudriciones
de fruto de guanabana. (BmCg: B. methylotrophicus vs Colletotrichum gloeosporioides, BmPe:
B. methylotrophicus vs Pestalotiopsis sp., BmLp: B. methylotrophicus vs Lasiodiplodia
pseudotheobromae, BaCg: B. amyloliquefaciens vs C. gloeosporioides, BaPe: B.
amyloliquefaciens vs Pestalotiopsis sp., BaLp: B. amyloliquefaciens vs L. pseudotheobromae,
BsCg: B. subtilis vs C. gloeosporioides, BsPe: B. subtilis vs Pestalotiopsis sp., BsLp: B. subtilis
vs L. pseudotheobromae).
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Por lo anterior, estos microorganismos podrian utilizarse para investigaciones futuras en
el control bioldgico in situ de los agentes causales de las pudriciones de fruto de Annona
muricata en México, y de esta manera contribuir a la disminucion del uso de fungicidas
quimicos, evitando la contaminacion del ambiente y reduciendo el riesgo de desarrollo de

resistencia por los patégenos.

Conclusion

Los tres grupos de antagonistas (hongos, bacterias y actinomicetos) mostraron actividad
antifungica contra los tres patdgenos causantes de las pudriciones de fruto de guanabana. Las
cepas de Streptomyces fueron las mas efectivas con inhibiciones del 100 % contra
Colletotrichum gloeosporioides y Pestalotiopsis sp. En C. gloeosporioides se encontro un efecto
fungicida, ejercido por las tres cepas de Streptomyces. Las tres cepas de Trichoderma y Bacillus,
respectivamente, inhibieron a los fitopatégenos evaluados en diferentes porcentajes no mayores
al 58 %.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES GENERALES

Los hongos Colletotrichum gloeosporioides y Pestalotiopsis sp. son los agentes causales
de la pudricién seca en frutos de guanabana, mientras que Lasiodiplodia pseudotheobromae es
el agente que causa la pudricion blanda de fruto y receptéculo floral en las zonas productoras de

guanébana de los municipios de San Blas y Compostela, Nayarit, México.

Los hongos L. pseudotheobromae, Fusarium sp. y Cladosporium sp. s6lo estan
asociados con la pudricion seca de los frutos de guanabana, mientras que Rhizopus sp., Fusarium

sp. Penicillium sp. y Aspergillus sp. a la pudricion blanda de fruto y receptaculo floral.

De los antagonistas utilizados, las especies de Streptomyces fueron las més efectivas
debido a que indujeron una inhibicion del 100 % contra los hongos Colletotrichum
gloeosporioides, Pestalotiopsis sp. y Lasiodiplodia pseudotheobromae, excepto la cepa S.
viridochromogenes que ejercié un 88.3 % de inhibicion sobre este Gltimo patdgeno. De las tres
especies de Trichoderma, T. longibrachiatum fue el que mas inhibi6 a los fitopatdgenos 60.45
%. Las tres especies de Bacillus tuvieron diferente comportamiento ante cada hongo
confrontado, donde la mayor inhibicion registrada fue por B. methylotrophicus contra
Pestalotiopsis sp. con 58.22 %. Por lo que, los resultados obtenidos en la presente investigacion,
sirven como base para futuras evaluaciones in vivo o el desarrollo de tecnologias que permitan

un manejo integrado de enfermedades de fruto de A. muricata con estos microorganismos.

Se registran por primera vez en México a Pestalotiopsis sp. y Colletotrichum
gloeosporioides como agentes causales de la pudricion seca de guandbana, asi como a
Lasiodiplodia pseudotheobromae como el agente causal de la pudricion blanda de fruto y
receptaculo floral.
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CAPITULO VII
APENDICE

A 1. Sintomas de pudriciones en fruto de guanabana. a) Pudricion seca, b) pudricion blanda.

A 2. Técnicas de inoculacion para pruebas de patogenicidad. a) Con herida, b) si herida, c)
infiltracion de conidios.
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A 3. Pruebas de patogenicidad de Pestalotiopsis sp. con herida.

A 4. Pruebas de patogenicidad de Pestalotiopsis sp. sin herida.
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A 5. Pruebas de patogenicidad de Colletotrichum gloeosporioides con herida.

Figura 6A. Pruebas de patogenicidad de Colletotrichum gloeosporioides sin herida.
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A 7. Pruebas de patogenicidad de Lasiodiplodia pseudotheobromae por infiltracion de conidios.

A 8. Hongos fitopatdgenos utilizados en las confrontaciones in vitro. a) Colletotrichum

gloeosporioides, b) Pestalotiopsis sp., ¢) Lasiodiplodia pseudotheobromae.
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A 9. Cepas de Streptomyces spp. contra Colletotrichum gloeosporioides causante de la pudricion

seca de fruto de A. muricata. a) S. viridochromogenes vs C. gloeosporioides, b) S. tubercidicus

vs C. gloeosporioides, c) Streptomyces sp. vs C. gloeosporioides, d) Testigo al dia 10.
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A 10. Cepas de Streptomyces spp. contra Pestalotiopsis sp. causante de la pudricion seca de
fruto de guanabana. a) S. viridochromogenes vs Pestalotiopsis sp., b) S. tubercidicus vs
Pestalotiopsis sp., ¢) Streptomyces sp. vs Pestalotiopsis sp., d) Testigo al dia 12.
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A 11. Cepas de Streptomyces spp. contra Lasiodiplodia pseudotheobromae causante de la
pudricién blanda y receptaculo floral de fruto de A. muricata. a) S. viridochromogenes vs C.
gloeosporioides, b) S. tubercidicus vs C. gloeosporioides, c) Streptomyces sp. vs C.
gloeosporioides, d) Testigo al dia 8.
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A 12. Cepas de Trichoderma spp. contra Colletotrichum gloeosporioides agente causal de la
pudricién seca de fruto de guanabana. a) T. longibrachiatum vs C. gloeosporioides, b) T.

harzianum vs C. gloeosporioides, c) T. asperellum vs C. gloeosporioides, d) Testigo al dia 9.
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A 13. Cepas de Trichoderma spp. contra Pestalotiopsis sp. causante de la pudricion seca de fruto
de guandbana. a) T. longibrachiatum vs Pestalotiopsis sp., b) T. harzianum vs Pestalotiopsis

sp., ¢) T. asperellum vs Pestalotiopsis sp., d) Testigo al dia 12.
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A 14. Cepas de Trichoderma spp. contra Lasiodiplodia pseudotheobromae patégeno causante
de la pudricién blanda y receptaculo floral de fruto de A. muricata. a) T. longibrachiatum vs L.

pseudotheobromae, b) T. harzianum vs L. pseudotheobromae, c) T. asperellum vs L.

pseudotheobromae, d) Testigo al dia 8.
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A 15. Cepas Bacillus spp. contra Pestalotiopsis sp. patdgeno causante de la pudricion seca de
fruto de guanabana. a) B. methylotrophicus vs Pestalotiopsis sp., b) B. amyloliquefaciens vs

Pestalotiopsis sp., €) B. subtilis vs Pestalotiopsis sp., d) Testigo al dia 12.
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A 16. Cepas de Bacillus spp. contra Colletotrichum gloeosporioides patdégeno causante de la
pudricién seca de fruto de A. muricata. a) B. methylotrophicus vs C. gloeosporioides, b) B.

amyloliquefaciens vs C. gloeosporioides, c) B. subtilis vs C. gloeosporioides, d) Testigo al dia
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A 17. Cepas de Bacillus spp. contra Lasiodiplodia pseudotheobromae agente causal de la
pudricién blanda y receptaculo floral de fruto de A. muricata. a) B. methylotrophicus vs L.
pseudotheobromae, b) B. amyloliquefaciens vs L. pseudotheobromae, c¢) B. subtilis vs L.
pseudotheobromae, d) Testigo al dia 8.
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