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RESUMEN. Los frutos de Zapote Negro (Diospyros digyna), se ven afectados por una enfermedad fungica que es producida por Monilinia spp.
Este fitopatogeno es uno de los factores que limita el rendimiento, debido a que ataca en la etapa de floracion y maduracién de frutos,
produciendo pérdidas hasta del 70%. Ante los problemas ambientales, se busca reducir el uso de fungicidas quimicos para el manejo de la
enfermedad, por lo que el control biolégico es una de las alternativas. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto antagonista de Bacillus
subtilis y Trichoderma viride en el crecimiento de Monilinia spp. en frutos frescos de Zapote Negro y de manera in vitro. Para ello, en frutos, se
inoculd con la bacteria y el hongo, después con el patégeno; se evalud la tasa de inhibicion después de la inoculacion, midiendo el tejido
dafiado. Para la evaluacion in vitro se realizaron confrontaciones dentro de cajas Petri con medio de cultivo (PDA), colocando en un extremo
al patogeno y en el otro el biocontrol, evaluando el porcentaje de control sobre el patégeno midiendo el halo de inhibicién del microorganismo.
Los resultados in vitro mostraron que Bacillus subtilis registré una tasa de inhibicién del 56% y un halo de inhibicion de 6 cm y Trichoderma
viride registré una tasa de inhibicion del 80% y un halo de inhibicién de 2 cm. Lo cual también ha sido observado en otros cultivos y con
diferentes géneros de hongos patégenos. En frutos inoculados con Bacillus subtilis se registré una tasa de inhibicion del 66%. Trichoderma
viride fue mas eficiente para el control de Monilinia spp. de manera in vitro. En frutos no hubo un buen desarrollo de Trichoderma. Lo anterior
mostré potencial para el control biolégico de Monilinia spp. mediante el uso de Bacillus subtilis en frutos de zapote negro y en otros frutales de
la region Huasteca.

Palabras claves: Bacillus subtilis, Trichoderma viride, Zapote negro

ABSTRACT. The fruits of Black Sapote (Diospyros digyna) are affected by a fungal disease that is produced by Monilinia spp. This
phytopathogen is one of the factors that limits yield, because it attacks in the flowering and fruit ripening stage, producing losses of up to 70%.
Given the environmental problems, we seek to reduce the use of chemical fungicides to manage the disease, so biological control is one of the
alternatives and the objective of this research was to evaluate the antagonistic effect of Bacillus subtilis and Trichoderma viride in the growth of
Monilinia spp. in fresh Black Sapote fruits and in vitro. To do this, fruits were inoculated with the bacteria and the fungus, then with the pathogen;
the inhibition rate was evaluated after inoculation, measuring the damaged tissue. For the in vitro evaluation, confrontations were carried out
inside Petri dishes with culture medium (PDA), placing the pathogen at one end and the biocontrol at the other, evaluating the percentage of
control over the pathogen by measuring the zone of inhibition of the microorganism. The in vitro results showed that Bacillus subtilis recorded
an inhibition rate of 56% and an inhibition zone of 6 cm and Trichoderma viride recorded an inhibition rate of 80% and an inhibition zone of 2
cm. Which has also been observed in other crops and with different genera of pathogenic fungi. In fruits inoculated with Bacillus subtilis, an
inhibition rate of 66% was recorded. Trichoderma viride was more efficient for the control of Monilinia spp. in vitro. In fruits there was not good
development of Trichoderma. The above showed potential for the biological control of Monilinia spp., through the use of Bacillus subtilis in black
sapote fruits and other fruit trees in the Huasteca region.

Keywords: Bacillus subtilis, Trichoderma viride, Black Sapote

INTRODUCCION botanicos de Europa’. El arbol es de corona amplia y
El zapote negro (Diospyros digyna), es una planta llega a medir 25 m de altura, pertenece a la familia
nativa de México y América Central; que se ha Ebenaceae, al igual que el persimon (Diospyros
introducido en Asia y se cultiva en algunos jardines kaki)?. El fruto es una baya de forma globosa de 8 a
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10 cm de diametro, la cdscara de color verde brillante
y se encuentra adherida a la pulpa; la pulpa es de
color café y cuando esta madura es de color negro,
de consistencia suave y agridulce; contiene de 6 a 10
semillas por fruto; son gruesas, color negro,
aplanadas. Su composicion nutrimental incluye una

gran cantidad de carbohidratos, antioxidantes y de
vitaminas A y C2.

Una de las caracteristicas del zapote negro, es que
no suele tener plagas y enfermedades, sin embargo,
en la region Huasteca se ha identificado en las flores
y ramillas, presencia de tizones de color negro y los
frutos en estado de momificacion. La sintomatologia
qgue presenta es podredumbre parda o momificacién
de los frutos, enfermedad producida por hongos del
género Monilinia spp. Este patégeno reduce la
calidad y rendimiento en los frutales afectados?*; ya
que afecta los cultivos en las etapas de floracion,
fructificacion y post-cosecha. El hongo secreta
enzimas que causan una pudricion de los tejidos,
sobre las lesiones y se desarrolla el micelio con gran
rapidez®. Se han registrado pérdidas entre el 50 y
70% en los cultivos® afectados.

Existen productos quimicos para control de este
patégeno, pero hay estudios que demuestran que el
uso excesivo de estos productos, generan resistencia
al patégeno y contaminacién al medio ambiente. Lo
que conlleva a buscar alternativas de control,
mediante uso de microorganismos.

Investigaciones previas han utilizado Bacillus subtilis
y Trichoderma spp. como alternativa para el
biocontrol de Monilinia spp. Los mecanismos
empleados por estos microorganismos para el control
de fitopatdgenos tienen un efecto directo, por
parasitismo y la produccién de antibidticos,
sideréforos y toxinas; de manera indirecta por
competencia de espacio y nutrientes’.

En comparacién con productos sintéticos, los
microorganismos utilizados presentan caracteristicas
especificas como tener crecimiento rapido, alta
capacidad de reproduccion 'y supervivencia,
diferentes niveles de dormancia, estar libres de
antagonistas naturales, alta habilidad competitiva,
adaptabilidad a la planta tratada y una alta
versatilidad en el ambiente. Sin contar que su
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aplicacién es de bajo costo?®, ventaja econémica para
los productores. Por lo anterior, el objetivo del
presente trabajo, fue evaluar, el porcentaje de
inhibicién del crecimiento de Monilinia spp. en
confrontaciéon con dos organismos antagonistas, la
bacteria Bacillus subtilis y el hongo Trichoderma
viride, de manera in vitro y en frutos de zapote
negro.

METODOLOGIA

La primera parte del proyecto se realizé en la
Huasteca Hidalguense y Veracruzana, e involucré la
recoleccion de frutos sanos e infectados en el mes de
enero de 2021, época de fructificacion, periodo en el
cual se realizé también el aislamiento de Monilinia

Spp.

Recoleccion de frutos sanos e infectados

Se recolectaron y seleccionaron 14 frutos por su alta
infeccion (>80%) en frutos de zapote negro®. Las
muestras obtenidas fueron de diversas localidades
de la Huasteca Hidalguense y Veracruzana; también
se eligieron 14 frutos libres de sintomas de
enfermedad para pruebas en fresco.

Aislamiento de Monilinia spp.

La segunda parte del proyecto, consistio en el
aislamiento de Monilinia spp. del fruto de zapote
negro; para ello, con un palillo esterilizado se tomaron
las esporas del area infectada del fruto y se inocul6
en medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (SDA)
(5 g de peptona especial, 20 g de dextrosa, 7.5 g
agar-agar y 500 mL de agua destilada), se incubaron
durante cinco dias a temperatura ambiente®. Se
hicieron 6 aislamientos y se caracterizaron como MF
(Monilinia del fruto). De estos aislamientos se
eligieron tres con el mejor crecimiento (muestras A, B
y C) y de cada muestra se hicieron cuatro
aislamientos en medio SDA, incubandose durante 5
dias a temperatura ambiente. Asimismo se hizo una
caracterizacion preliminar del patégeno, mediante
sus caracteres morfotaxonomicos®. Después se
purificaron, para ello, se seleccionaron colonias que
se asemejaran mas a la morfologia de Monilinia spp.
y con un palillo estéril se tomaron colonias y se
inocularon en medio SDA (Figura 1).
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Figura 1. Aislamiento de Monilinia spp. Se realizaron repeticiones
hasta purificar el hongo; se seleccionaron colonias y se inocularon
nuevamente en medio SDA.

Aislamiento de Bacillus subtilis

En el Instituto Tecnoloégico El Llano (ITEL), se aislo
Bacillus subtilis a partir del producto comercial
SERENADE, se tomaron 0.5 g y se diluyé en 1mL de
agua destilada y se cultivd en agar bacteriolégico,
colocando 1 mL de muestra. También se aislaron de
manera directa, se pesaron 0.5 g y con un palillo se
tomo6 muestra y se cultivd en el agar bacteriologico
por estria y puntos. Se dejaron por siete dias a
temperatura ambiente.

Aislamiento de Trichoderma viride.

En el caso de este organismo, se realizé una
reactivacion de un cultivo conservado en aceite
vegetal del afo 2008. Para llevar a cabo la
reactivacién, primero se prepararon 2 cajas Petri con
medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (1259 de papa, 7.5
de glucosa, 7.5 de agar-agar y 500 mL de agua
destilada), para después dejarlas en incubacién por
una semana. Una vez reactivado, se purificd el
microrganismo en nuevas cajas Petri con PDA.

Aislamiento de Monilinia spp. y Bacillus subtilis

Se prepar6 agar baceriolégico para confrontar
Monilinia spp. y Bacillus subtilis. Se observd que
Monilinia spp. no crecié en el agar bacteriolégico, ya
que después de 7 dias no mostré cambios en el
tamafo de la colonia. Por lo que se inoculd
nuevamente en medio SDA. Se tom¢ el fruto y con un
palillo esterilizado se aislé micelio de Monilinia spp. y
se inoculd; fueron 6 repeticiones; 3 por estria y 3 por
punto. También se reaislaron colonias de Monilinia
spp. de muestras que se habian cultivado
previamente en enero-abril 2021 (Muestras A, By C).
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Formulaciéon de medios de cultivo

Para realizar las confrontaciones in vitro, se
formularon medios de cultivo de acuerdo con los
nutrientes requeridos para que ambos
microorganismos crezcan en el mismo medio.

Se formularon 7 medios con distinta composicién en
300 mL de agua destilada:
e PDA (3.5 g papa, 6 g dextrosa y 4.5 g agar-

agar).

e PAA (3.5g papa, 4.63 g azucary 4.5 g agar-
agar).

e DAA (6 gdextrosa, 4.5 g aztcary 4.5 g agar-
agar).

e PDSA (3.5 g papa, 6 g dextrosa, 1.084 g
sulfato de amonio y 4.5 g agar-agar).

e PASA (3.5 g papa, 4.63 g azucar, 1.084 g
sulfato de amonio y 4.5 g agar-agar).

e PSAA (10 g peptona, 1.084 g sulfato de
amonio, 4.63 g azucar y 4.5 g agar-agar).

e PSDA (10 g peptona, 1.084 g sulfato de
amonio, 6 g dextrosa y 4.5 g agar-agar).

También se utilizaron tres medios de cultivo
comercial: agar bacteriolégico, agar dextrosa
sabouraud y agar de sangre.

Se utilizé un disefio experimental completamente al
azar, con 5 repeticiones (Figura 2).

Figura 2. Medios de cultivo formulados en un disefio
completamente al azar.
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Se inocularon cinco cajas con Bacillus subtilis y cinco
con Monilinia spp. por cada medio de cultivo. Se
selecciond el medio PDA porque demostrd ser mejor
medio y ambos microorganismos crecieron de
manera adecuada; se realizaron nuevamente las
confrontaciones, colocando en cada extremo Bacillus
subtilis y Monilinia spp. Se sellaron para conservar la
humedad y se dejaron desarrollar durante 8 dias a
temperatura ambiente. Cada dia, con una regla se

midi6 el crecimiento del halo de cada
microorganismo, dentro de la caja Petri.

Actividad antagonista in vitro

Para determinar la actividad antagonista de Bacillus
subtilis contra Monilinia spp., se utilizé un disefo
completamente al azar con cinco repeticiones y se
inicié con cajas Petri con medio PDA, a las que se les
transfirié un disco de micelio de Monilinia spp. en un
extremo con la ayuda de un palillo esterilizado y en el
otro extremo se transfirio Bacillus subtilis’™. Para
medir la actividad antagonista se comparé el
crecimiento del patégeno: una donde estaba con el
biocontrol y el otro donde sblo estaba presente el
patéogeno (testigo). Durante siete dias, se midio el
didmetro del crecimiento del micelio y zonas de
inhibicién del patégeno. El porcentaje de inhibicidn se
determino utilizando la Ec.1"":

D.C.C—-D.C.P

% Inhibicion = ( DC.C

)*100

Ecuacion 1. Porcentaje de inhibicion in vitro
D.C.C: Diametro de la colonia control (cm). D.C.P: Diametro de la
colonia problema (hongo en presencia de los antagonistas en cm)

Se us6 el mismo método de confrontacién para
Trichoderma viride contra Monilinia spp.

Actividad antagonista en frutos de zapote negro

Los frutos de zapote negro sanos, libres de
enfermedades y plagas, fueron desinfectados
superficialmente con agua jabonosa, agua destilada
estéril y secados en una cabina de flujo laminar, para
después ser colocados en una suspension con cepa
de Bacillus subtilis y otra de Trichoderma viride (1 g/
L de agua), adicionando fécula de maiz (3g/L) para
mejorar la adherencia al fruto y se dejaron por un
lapso de 2 horas'. El testigo se sumergié en agua
estéril. Con un cuter estéril de 2 cm de diametro, se
realizaron perforaciones en la zona ecuatorial de los
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frutos inoculados con las cepas de Bacillus subtilis y
Trichoderma viride. En cada perforacion se depositd
un disco de micelio de Monilinia spp. del mismo
tamano, se dejaron en camaras humedas en
condiciones controladas a una temperatura de 24°C
por espacio de siete dias. El disefio experimental fue
completamente al azar con tres repeticiones (Figura
3).

c
Figura 3. Inoculacién de Monilinia spp. en frutos de zapote negro.
A) Inoculacion con las cepas bacterianas B) Montaje de camaras
humedas con Bacillus subtilis C) Fruto inoculado con el aislamiento
de Monilinia spp.

Durante el experimento se registré el porcentaje de
severidad, que correspondié al éarea de tejido
afectado por la enfermedad y la tasa de inhibicién que
evalua la efectividad del control de Bacillus subtilis y
Trichoderma viride en Monilinia spp, mediante la
formula de Van Den Heuvel (Ec 2)".

N (R—r1)
% Inhibicion = 100 *T

Ecuacion 2. Porcentaje de inhibicién ex vitro

R: Medida de diametro del crecimiento de los micelios del
patégeno testigo. r: Medida de diametro del crecimiento del
patégeno en enfrentamiento con el antagonista.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos con los medios de cultivo
formulados para el crecimiento Monilinia spp. se
muestra en la tabla 1.

En la tabla 2 se muestra la respuesta en crecimiento
de Bacillus subtilis en diferentes medios de cultivo.

Con base en estos resultados se seleccion6 el medio
PDA, debido a que sdlo en este medio pudo crecer
Bacillus subtilis, mientras que en los otros medios se
deshidraté en un lapso de 3 dias. Permitiendo que
Monilinia spp tuviera ventajas.
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Tabla 1. Respuesta obtenida con Monilinia spp. en cada medio de

cultivo
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Medio de cultivo

Respuesta del hongo

PDA (papa, dextrosa y agar)

PAA (papa, azucar y agar)

DAA (dextrosa, azUcar y agar)

PDSA (papa, dextrosa, sulfato
de amonio y agar)

PASA (papa, azucar, sulfato
de amonio y agar)

PSAA (peptona, sulfato de

amonio, azucar y agar

PSDA (peptona, sulfato de
amonio, dextrosa y agar)

Positivo, el micelio tiene forma
de flor. Algunas partes
crecieron puntos. Sus colores
fueron beige, blanco y verde.

Positivo, el crecimiento fue
medio abundante. El micelio
es de color beige y verde.

Sin crecimiento.

Positivo, crecimiento similar al
PSDA .

Positivo, crecimiento similar al
PSDA.

Positivo; crecié con micelio y
puntos de color blanco y
beige.

Positivo, crecimiento
abundante de micelio con
puntos blancos y verdosos.

Nota: Los resultados mostraron que, en cada medio de cultivo,
Monilinia spp tiene una morfologia distinta de acuerdo a las

diferentes soluciones y su mejor crecimiento fue en PDA.

Tabla 2. Respuesta obtenida para Bacillus subtilis en cada medio

de cultivo

Medio de cultivo

Respuesta bacteriana

PDA (papa, dextrosa y agar)

PAA (papa, azucar y agar)
DAA (dextrosa, azUcar y agar)

PDSA (papa, dextrosa, sulfato
de amonio y agar)

PASA (papa, azucar, sulfato
de amonio y agar)

PSAA (peptona, sulfato de
amonio, azucar y agar

PSDA (peptona, sulfato de
amonio, dextrosa y agar)

Positivo, crecid en
abundancia.

Positivo, pero crecié poco
Sin crecimiento.

Positivo, crecio en
abundancia.

Sin crecimiento.
Positivo, poco crecimiento.

Positivo, crecid en
abundancia

Respecto a la actividad antagonista in vitro, los
resultados mostraron que Trichoderma Vviride,
presentd inhibicidn mayor en el crecimiento micelial
de Monilinia spp. (80%) a diferencia de Bacillus
subtilis que registré una tasa de inhibicién promedio
de 56% (Figura 4)".
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Figura 4. Inhibiciéon de Monilinia spp. A) Monilinia spp. x Bacillus
subtilis. B) Trichoderma viride x Monilinia spp. C) Testigo

Los resultaron mostraron que la cepa de Bacillus
subtilis presentd un halo de inhibicion de 6 cm y la
cepa de Trichoderma viride presenté un halo de
inhibicién de 2 cm. Por tanto, se observé que hay una
diferencia en el crecimiento de los halos de inhibicién,
Trichoderma viride demostré una mayor disminucién
en el crecimiento y esporulacion de Monilinia spp.
Esto se debe a la produccién de sideréforos vy
lipopéptidos que liberan los microorganismos y evitan
el crecimiento del fitopatégeno. Otro factor es la
competencia por espacio’* 15,

En la figura 5 se muestra la tasa de crecimiento de
Monilinia shop junto con los tratamientos durante 8
dias.
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Figura 5. Tasa de crecimiento de Monilinia spp. junto con los
biocontroles

De acuerdo con lo anterior, el mejor biocontrol contra
este fitopatégeno fue Trichoderma viride, ya que
demostré que inhibe en mayor porcentaje el
crecimiento, en comparacion con Bacillus subtilis.
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Para la actividad antifungica en frutos de zapote
negro, los resultados mostraron que el fruto inoculado
por Monilinia spp. sin tratamiento, la enfermedad se
desarroll6 muy rapido afectando el 70% de la
superficie de los frutos en menos de 7 dias. En los
frutos con el tratamiento de Bacillus subtilis la
enfermedad sélo afecté un 20%. La tasa de inhibicién
(Figura 6), fue del 65-80 %. EIl tratamiento de
Trihoderma viride no se pudo realizar.

Figura 6. Efecto antifungico de Bacillus subtilis. A,B,C) Bacillus
subtilis contra Monilinia spp. y D) Testigo.

Con base en los resultados obtenidos, se arguye que
la eleccion de un medio de cultivo responde a las
exigencias del microrganismo involucrado y la
finalidad que se persigue con su multiplicacion; por
tanto, la seleccion y la concentracion adecuada de los
nutrientes es un factor de vital importancia'®'*. En
esta investigacion, al realizar el aislamiento y las
confrontaciones con los microorganismos, se
observé que solamente uno crecia o se secaba. Esto
se debid a que ciertos organismos se desarrollan en
los medios de aislamiento con mayor rapidez por ser
menos exigentes o tienen el nutriente adecuado en
su alimentacion, mientras que otros no se desarrollan
o lo hacen con dificultad por no tener los nutrientes
necesarios'® 6. Por ello, se formularon diferentes
medios de cultivo que fueran adecuados para ambos
microorganismos. Se realizd, la combinacion entre
diferentes componentes quimicos que vario de
acuerdo a las caracteristicas nutricionales de cada
microorganismo a cultivar'®. En este caso, de todos
los medios formulados el mas adecuado fue PDA.

En cuanto al antagonismo, al evaluar dos cepas de
Bacillus subtilis (CB10 y CB11) contra Monilinia
fructicola, los resultados de manera in vitro fueron los
siguientes: la cepa CB10, presenté mayor inhibicién
en el crecimiento micelial (90%) de M. fruticola, a
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diferencia de la cepa CB11 que registré una tasa de
inhibicion de 70%S.

En este trabajo Bacillus subtilis mostré una tasa de
inhibicién de 56% en el crecimiento micelial de
Monilinia spp.

Otros estudios han mostrado que Bacillus es efectivo
en el control de Monilinia fructicola, de manera in vitro
con una tasa de inhibicion del 81.57% al 90 %3 415,
De manera ex vitro en almendras de cacao, con
Bacillus subtilis se obtuvo una reduccion en el dafho
fungico al interior de la almendra de 71.69 %13 16. 16,
En frutos, hojas y brotes de melocotoneros infectados
con M. fructicola, utilizando Bacillus, la tasa de
inhibicion alcanzo el 64,31 %, 97,34 % y 64,28 %,
respectivamente'”.

Hay variaciones en los estudios, debido a factores
como la cepa de Bacillus, el tipo de tejido, la especie
vegetal, pero la bacteria posee capacidades
antagonistas que pueden contribuir al manejo
integrado de Monilinia spp. en zapote negro.

En el caso del género Trichoderma, también ha sido
reportado ampliamente como un organismo
antagonista contra diversos géneros de hongos. Para
control de Botrytis cinerea, observaron entre 80-100
% de control atribuido a la competencia por sustrato
y antibiosis™. En el mismo sistema in vitro y en
manejo postcosecha de fresa'®, observaron control
mediante micoparasitismo de T. harzianum sobre los
hongos Rhyzopus, Rhizoctonia, Mucor, Penicillium,
Aspergyllus y Phytium. También es efectivo contra
patogenos del suelo a nivel in vitro'®.

A nivel in vitro, la efectividad de Trichoderma ha sido
confirmada, al igual que en el presente trabajo, pero,
hacen falta trabajos de campo. Ya que, bajo dichas
condiciones, sélo B. subtilis, fue efectivo; mientras
que T. viride, no se adapté y no pudo reproducirse en
los frutos de zapote negro.

Cuando se compara la efectividad de Bacillus y
Trichoderma, los resultados dependen del
microorganismo contra el que se evalua; contra
Fusarium, la bacteria tuvo una efectividad de control
del 90 % y el hongo del 75 %?°; contra hongos como
Rhizoctonia, Penicillium, Alternaria, Botrytis vy
Fusarium, la bacteria, alcanz6 niveles de control del
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69 %, mientras que Trichoderma, tuvo fluctuaciones
de control del 43 al 71 %?', lo cual contrasta con el
presente estudio, donde Trichoderma fue mas
efectivo que Bacillus.

CONCLUSIONES

Bajo el sistema in vitro, la efectividad antagonista de
Bacillus subtilis frente al fitopatégeno Monilinia spp.
tuvo una tasa de inhibicion de 56%, mientras que
Trichoderma viride inhibié al hongo en 80 %. Mientras
que en frutos de zapote negro (ex vitro), Bacillus
subtilis frente al fitopatogeno Monilinia spp. tuvo una
tasa de inhibicién del 65%, en tanto que Trichoderma
viride, no se desarrollé. Por lo anterior, Bacillus
subtilis es una alternativa para el control bioldgico del
Monilinia en frutos de zapote negro. El hongo
Trichoderma requiere mas evaluaciones de manera
ex vitro.
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