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1. RESUMEN

Uno de los principales fitopatégenos que ataca el cultivo de ardndano es Botrytis
cinerea, este hongo fitopatégeno afecta el desarrollo de la planta en todos sus
estados fenoldgicos, causa grandes pérdidas en el rendimiento, ademas
ocasiona graves dafios como patdgeno de postcosecha. Es una enfermedad que
presenta la capacidad de perder sensibilidad a los fungicidas por lo que se debe
optar por otras alternativas para su control. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la actividad antifungica de quitosano obtenido de la degradacién de la quitina de
cascara de camaron para el control de B. cinerea, ademas, de su sinergia in vitro
con Bacillus subtilis. Se demostrd, que el quitosano a cuatro concentraciones
probadas (0.02, 0.04, 0.08 y 0.16 %) presentod efecto inhibitorio del crecimiento
del hongo, siendo la concentracion de 0.16 % la de mayor porcentaje de
inhibicion (51.13 %), también presentd efecto inhibitorio en la esporulacion del
hongo, inhibiéndola por completo a las concentraciones de 0.08 y 0.16 %. Se
demostré que existe la compatibilidad entre quitosano y B. subtilis, ya que la
bacteria presento un mejor desarrollo en medio de cultivo PDA suplementado
con quitosano a las concentraciones de 0.08, 0.02 y 0.04 %, ademas, de ejercer
un mejor control sobre B. cinerea con inhibiciones de 64.03, 69.59 y 74.57 %

respectivamente en comparacion con el tratamiento de B. subtilis (48.48 %).

Palabras clave: Bacillus subtilis, Botrytis cinerea, inhibicion in vitro, quitosano,

compatibilidad.



2. INTRODUCCION

El arandano junto con la fresa, frambuesa y zarzamora pertenecen al grupo de
las berries. Todos ellos tienen una alta rentabilidad en los mercados nacionales
e internacionales si los comparamos con otros cultivos, debido a esto se presenta

un incremento constante en las superficies cultivadas en el pais (FIRA, 2016).

La produccion de arandano en México supera las 37,000 mil toneladas,
provenientes de los estados de Jalisco, Michoacan y Sinaloa, principalmente,
siendo Jalisco el mayor productor con mas de 13 mil toneladas. México ocupa el
6° lugar como productor de arandano y se estima que en las exportaciones el
95.4 % del total se comercializa en mercado estadounidense, lo que favorece el
rapido crecimiento en la produccion debido a la cercania con estos paises,
también se exporta a otros paises como; Japon, China, Singapur, Paises Bajos,
Canada, Bélgica, Italia, Emiratos Arabes Unidos, Arabia Saudita, y Reino Unido
(SIAP, 2021).

El cultivo de arandano al igual que muchos otros cultivos es una especie
susceptible a varias enfermedades, que alteran su desarrollo y acortan su vida
productiva, disminuyen la calidad y cantidad de fruta, se vuelve imprescindible
conocer las patologias de este cultivo, y asi tomar medidas que puedan prevenir
el establecimiento de las enfermedades y evitar que vuelvan improductivo el
cultivo (Undurraga et al., 2013). Entre las principales enfermedades que afectan
a este cultivo tenemos las causadas por bacterias como Agallas de la raiz o
corona (Rhizobium radiobacter o Agrobacterium tumefaciens) y fitoplasmas.
Enfermedades causadas por hongos del suelo que afectan las raices como;
Phytophthora cinnamomi o Rhizoctonia spp. fungosas foliares como; Moho gris
(Botrytis cinerea), o Roya (Thekopsora minima), o Pudricion de frutos (Alternaria
alternata y Alternaria cantlous), o enfermedades de la madera como el plateado

causado por Chondrostereum purpureum (Cisternas, 2009; Rodriguez, 2020).



De las enfermedades mencionadas anteriormente Botrytis cinerea se encuentra
entre las especies mas importantes, ya que causa pérdidas considerables en el
rendimiento, afecta a una gran variedad de cultivos, en los diferentes estados
fenologicos, ocasiona la muerte de ramas y hojas jovenes por lo que se debe
prestar atencion desde floracion hasta fructificacion. Si bien su aparicion es
frecuente en flores y frutos, también puede desarrollarse en tallos, hojas y
semillas. Ademas, se trata de un hongo saprofito el cual es muy importante como
patdgeno de postcosecha ya que ocasiona graves dafos econdmicos al afectar
la calidad del fruto, debido a que se alimenta de desechos organicos (Rodriguez,
2020; Tacca, 2022).

Para su control es recomendable establecer un método integrado, no solo
basarse en control quimico ya que Botrytis destaca por perder sensibilidad a
fungicidas, a causa de su alta variabilidad genética, ademas, de poseer ciclos
multiples de produccion de esporas en abundancia y desarrollo de
enfermedades. Se han registrado a nivel mundial cepas de este hongo
resistentes a casi todos los fungicidas con modos de accion de sitio Unico,
ademas, del que el uso inadecuado de estas sustancias repercute en la salud de
las personas y al medio ambiente (Rodriguez, 2020; Gordillo 2021; Undurraga y
Vargas, 2013).

Se ha demostrado que el quitosano es efectivo para el control de diversos
fitopatdgenos, tiene diferentes mecanismos de accién pudiendo actuar en el
organismo fitopatégeno o ayudar a las plantas mismas a desarrollar sensibilidad
(induccién de mecanismos de defensas) y responder de manera mas rapida ante
estos microorganismos patdgenos, ademas, es utilizado como recubrimiento de

frutos en postcosecha (Rabea et al., 2003; Synowiecki et al., 2003).



2.1 Justificacion

Botrytis cinerea es un fitopatdgeno de gran importancia en el cultivo de arandano,
su control principalmente se basa en el uso de fungicidas de sintesis quimica,
los cuales son perjudiciales para la salud de las personas y medio ambiente. Sin
embargo, existen otras alternativas para su control, como lo es, el quitosano, el
cual es un biopolimero inocuo con propiedades fungicidas en contra de una gran
variedad de fitopatégenos, ademas, estimula el desarrollo de microorganismos
benéficos, lo cual podria aprovecharse para mejorar el desarrollo o la actividad

antimicrobiana de algunas bacterias antagonistas como Bacillus subtilis.

2.2 Objetivos
1- Extraer la quitina de cascara de camaron mediante degradacion bacteriana, y

Su posterior conversion a quitosano.

2- Aislar e identificar al fitopatégeno causante del moho gris de flores y frutos

del arandano.

3- Evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro del quitosano (Q-Bs) en contra de
Botrytis cinerea agente causal de la enfermedad conocida como moho gris del

cultivo de arandano.

4- Comprobar la actividad sinérgica in vitro de Bacillus subtilis en combinacion

con quitosano (Q-Bs) en contra de Botrytis cinerea.

2.3 Hipotesis

Se espera que el quitosano obtenido de quitina extraida mediante degradacién
bacteriana de cascara de camardn, presente efecto antagonico en contra de
Botrytis cinerea, ademas, de que en combinaciébn con Bacillus subtilis

potencialice el desarrollo de la bacteria y su efecto antagoénico.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 El Cultivo del ardndano Vaccinium corymbosum

3.1.1 Importancia del cultivo de arandano

En el afio de 1996, se introdujo el cultivo del arandano a México. Desde entonces
su produccién y consumo se ha incrementado y, en la Ultima década se ha tenido
un crecimiento exponencial, estimandose cercano en un 800% debido a la
demanda del producto tanto en Europa, Asia y Norte América (SADER, 2018).
Esta expansion en el incremento de la produccion en México se le atribuye a que
Estados Unidos es el principal consumidor a nivel mundial y su mercado mas

préoximo (Rosas, 2016).

México ha mantenido un aumento constante en la produccion de ardndano,
teniendo su maximo en 2020, principalmente debido al también constante
incremento en la superficie cosechada. La produccion de ardndano en México
llega a superar las 37,000 mil toneladas, éstas son provenientes de los estados
de Jalisco, Michoacan y Sinaloa, principalmente; donde Jalisco el mayor
productor con mas de 13 mil toneladas. En este sentido, México ocupa el 6° lugar
a nivel mundial como productor de arandano y se estima que en cuanto a las
exportaciones el 95.4 por ciento del total comercializado se vende al mercado
estadounidense, lo que ha favorecido el rapido crecimiento en la produccién
debido a la cercania de estos paises. En 2021 se enviaron 63,090 toneladas con
un valor monetario equivalente a los 517 millones de ddlares, también se exportd
a paises como Japon, China, Singapur, Paises Bajos, Canada, Bélgica, Italia,
Emiratos Arabes Unidos, Arabia Saudita, y Reino Unido con volimenes minimos,
significando que no hay un mercado alternativo de gran importancia para el
producto mexicano (SIAP, 2021; USDA 2021; SADER, 2021).



Ademas de ser un cultivo que se cosecha durante gran parte del afio, se obtienen
los mayores volumenes de produccion durante los meses de abril, junio y
diciembre, siendo este ultimo el pico maximo de produccién, en 2020 abarcé el
22.3% de la produccion total. Y durante los meses de agosto y octubre desciende
a los minimos (SIAP, 2021).

En México el 61.5% de la produccion de arandano se realiza en macrotunel,
mientras que 32.6% es a cielo abierto y solo 5.9% en malla sombra. Por otro
lado, en cuanto al tipo de produccién, el 97.1% se trata de tipo convencional,
dejando solamente un 2.9% para la organica, por lo que pudiera haber
oportunidad de desarrollo para los agricultores bajo este ultimo sistema de
produccion (USDA, 2021).

3.1.2 Clasificacion taxondmica

Segun Kloet, (1980) el arandano fue clasificado por Linneo en 1753 de la

siguiente manera:
Reino:Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Subfamilia: Vaccinioideae
Género: Vaccinium

Especie: V. corymbosum



3.1.3 Enfermedades del cultivo del arandano

El ardndano es una especie vigorosa, presenta un rapido crecimiento y altos
rendimientos, sin embargo, es una especie susceptible a varias enfermedades
gue se encargan de alterar su desarrollo, acortar su vida productiva y disminuir
la calidad y cantidad de fruta. Entre los factores que favorecen el desarrollo de
las enfermedades se encuentran; la alta densidad de plantas que se encuentran
en los huertos y los altos niveles de nutrientes que son utilizados para obtener el
méaximo rendimiento, estas practicas facilitan el establecimiento y la propagacion
de enfermedades. Por lo que se hace necesario el conocer las patologias de este
cultivo, con el fin de prevenir el establecimiento de las enfermedades y evitar que
vuelvan improductivo el huerto. Para poder poner en practica cualquier estrategia
de control debemos realizar primero un diagndstico de la enfermedad y asi tomar
medidas adecuadas para el control de dicha enfermedad (Undurraga et al.,
2013).

3.1.4 Enfermedades presentes en México

En cuanto a enfermedades causadas por bacterias tenemos aquellas asociadas
a la Agalla de la raiz o corona (Rhizobium radiobacter o Agrobacterium

tumefaciens) y Fitoplasmas (Cisternas, 2009; Rodriguez, 2020).

Respecto a hongos del suelo que afectan a las raices, como: Phytophthora
cinnamomi o Rhizoctonia spp., enfermedades de la madera como el plateado
ocasionado por Chondrostereum purpureum, hongos foliares como la roya
causada por Thekopsora minimay pudricion de frutos ocasionados por Alternaria
alternata y A. cantlous, o el moho gris causado por Botrytis cinerea, siendo esta
dltima causante de importantes pérdidas econOmicas en las regiones de
produccion de México, afectando cantidad y calidad de producciéon, ademas, de
que cada afo se ha vuelto mas dificil su control debido a que B. cinerea posee

gran capacidad para generar resistencia hacia los fungicidas quimicos, y a que



el uso de fungicidas para su control es cada vez mas restringido en los frutos

para exportacion (Calvo, 2013; Rodriguez, 2020; Retamales y Hancock, 2018).

3.2 Moho gris Botrytis cinerea

El hongo B. cinerea es considerado como un fitopatdgeno necrotréfico, debido a
ocasionar la muerte de su hospedero tomando todos los nutrientes que necesita
para desarrollarse. Es considerado como uno de los fitopatdgenos mas
importantes debido a que afecta mas de 200 especies como frutales, horticolas
y ornamentales en todo el mundo (Rodriguez, 2020; Calvo, 2013; Nakajima,
2014, Hua et al., 2018).

Su desarrollo 6ptimo se da principalmente en regiones templadas y subtropicales
con temperaturas que oscilan entre los 15 y 25°C, sin embargo, este patdgeno
soporta temperaturas bajas de hasta 0°C, por lo que, en Ultima instancia, el factor
con mayor importancia para un optimo desarrollo de esta enfermedad es la
humedad relativa, con valores altos favorece la enfermedad (Rodriguez, 2020;
France, 2013; Turechek et al., 2006).

Ademas, se trata de un hongo saprofito el cual es muy importante como
patégeno de postcosecha, ya que se alimenta de desechos organicos, lo que
significa que también puede afectar a cosechas que ya han sido recolectadas y
disminuye la vida de anaquel y calidad de los frutos con considerables dafios
econdémicos (Rodriguez, 2020; Vazquez, 2019; Koike y Bolda, 2016).

Afecta también diferentes estados fenoldgicos de las plantas, puede ocasionar
la muerte de ramas y hojas jévenes, afecta las flores y frutos, también puede
desarrollarse en semillas que se convierten en futuras fuentes de inoculo del
fitopatdgeno (France, 2013; CANNA, 2022; Ramirez et al.,, 2019), el cual
comienza a desarrollarse una vez que se presenten las condiciones adecuadas,
esto suele ser cuando la semilla comienza a germinar. Cuando se presenta este
hongo en la semilla afecta la viabilidad de esta, ocasionando su muerte poco

después de germinar o ni siquiera llega a hacerlo (CANNA, 2022).



B. cinerea es el patégeno de mayor importancia en el cultivo del arandano debido
a la pérdida econémica que es causada por deterioro en postcosecha puede
llegar hasta a un 65% del total de fruto, por lo que se debe recurrir a su control

en pre y postcosecha (Medina, 2014; Gepp et al., 2012; Figueroa et al., 2010).

3.2.1 Clasificaciéon taxondmica

Segun el ITIS (2022) la clasificacion taxondémica de Botrytis cinerea es la

siguiente:
Super reino: Eucaryote
Reino: Fungi
Division: Amastigomycoa
Subdivision: Deuteromycota
Clase: Deuteromycetes
Subclase: Hyphomycetide
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Botrytis

Especie: cinerea

3.2.2 Caracteristicas morfolégicas

El género Botrytis se encuentra clasificado dentro de los hongos superiores los
cuales presentan micelio septado y quitina en la pared celular. Pertenece al
orden Moniliales esto indica que las esporas asexuales se encuentran libres en
el ambiente y se forman sobre las hifas, es un hongo imperfecto u hongo asexual

ya que esta ubicado en la subdivisién Deuteromycotina (AGRIOS, 2004).



B. cinerea es un hongo filamentoso, suele comenzar con colonias de color blanco
que tornan a un color castafio claro, estan formadas por un micelio hialino,
septado y ramificado. Posee conidioforos ramificados de forma erecta, de color
gris (AGRIOS, 1996). Bajo el microscopio, se observa que las células
conidiogénicas se encuentran en el apice de los conidiéforos dando origen a gran
cantidad de conidias hialinas, unicelulares, ovoides a elipsoidales (10-12 x 8-10
um de largo x ancho). Ademas, en ocasiones posee la capacidad de producir
esclerocios constituidos por filamentos de micelio entrelazado, de superficie
irregular, consistencia dura y color negro, estos son considerados como
estructuras de resistencia ya que sobreviven en condiciones climaticas adversas
(AGRIOS, 1996 y Latorre, 2015; INIA, 2017), como temperaturas entre -2 °C y
+33 °C (INIA, 2017).

3.2.3 Ciclo de reproduccién

Cuando se presentan las condiciones Optimas para su desarrollo, el esclerocio
desarrolla en un micelio que posteriormente desarrolla conidiéforos y conidias
gue son las estructuras reproductivas asexuales. Estas esporas dan origen a la
infeccion primaria, por lo general se diseminan por el viento hacia sus
hospederos, una vez que entran en contacto con el hospedero proceden a

colonizar cualquier tejido de la planta, exceptuando las raices (INIA, 2017).

3.2.4 Condiciones favorables para su desarrollo

El desarrollo de B. cinerea se favorece por factores como temperatura, para un
desarrollo favorable de conidias la temperatura debe oscilar entre los 10 a 15 °C
con un como o6ptimo de 20 °C (Latorre, 2015). Mientras el rango 6ptimo de
temperatura para la produccion de esclerocios es de 11 a 30 °C y para la
esporulacion es de 12 a 22 °C (Villalobos, 2006).



La humedad relativa alta es otro de los factores, si es mayor a un 95% bajo
condiciones de lluvia, llovizna, rocio o neblina densa (Apablaza, 2000) y la
presencia de agua libre sobre los tejidos vegetales ya que la germinacion de

conidias es minima en ausencia de agua libre (Latorre, 2015).

El hongo puede vivir a expensas de tejidos sanos o0 como saprofito en los restos
de tejidos en descomposicién, con lo cual se hacen mayores las posibilidades de
reproduccion (INIA, 2017).

Las lluvias de primavera y verano, las sobredosis de nitrdgeno, una nutricion
desequilibrada, dafio por heladas y heridas ayudan a favorecer al hongo, el cual

en condiciones Optimas tiene un periodo de incubacion de 15 horas (INIA, 2017).

3.2.5 Sintomas y signos

Las infecciones causadas por Botrytis por lo general no son visibles, estas se
aprecian hasta las dos o tres semanas después de la infeccion. El patégeno
puede atacar hojas, peciolos de las hojas, flores, frutos, yemas, brotes y
plantulas, causando necrosis. El sintoma principal puede observarse en el tejido
donde se desarrolla en frutos maduros y corresponde a una podredumbre blanda
debido a la muerte de las células del hospedero, acompafada de micelio y
conidios que se presentan con un color grisaceo que le dan el nombre de moho
gris a la enfermedad. Los frutos que ya fueron cosechados son muy susceptibles
a una infeccion por B. cinerea, y de ser posible esta se disemina con facilidad
(France, 2013).

En los tallos y ramas de las plantas puede producir lesiones de coloracién café
en forma de anillos, que ocasionan la muerte del tallo o de la rama. Estos
sintomas se pueden observar con mayor frecuencia en brotes nuevos, sobre
todo si hay excesos de nitrégeno o crecimientos tardio. En los tejidos muertos

en ocasiones se pueden encontrar esclerocios (Villalobos, 2006).
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3.3 Métodos de control

Al momento de iniciar una estrategia de control se debe establecer un programa
de manejo de la enfermedad, que incluya los diferentes tipos de control como
son el control quimico, cultural y bioldgico, esto con la finalidad de ayudar al
agricultor a que mantenga niveles 6ptimos de rentabilidad, evitar dafios al medio
ambiente y a la salud, asi mismo, disminuir las pérdidas ocasionadas por
enfermedades (Koike, 2016).

3.3.1 Control quimico

Para combatir a Botrytis es necesario hacer un uso adecuado de productos,
dejando a los fungicidas de sintesis quimica para momentos criticos de la
infeccion e integrar otras medidas que disminuyan la cantidad del in6culo, se
deben programar las aplicaciones (preventivas) para maximizar la proteccion de
las flores nuevas y recién abiertas. Botrytis destaca por perder sensibilidad a
fungicidas, a causa de su alta variabilidad genética, debido a que posee ciclos
multiples de produccion de esporas (abundancia) y desarrollo de la enfermedad.
Se han registrado a nivel mundial cepas de este hongo resistentes a casi todos
los fungicidas con modos de accion de sitio Unico. Ingredientes activos como:
boscalid, piraclostrobin, pentiopirad, fluxapiroxad y metil tiofanato no son
efectivos en el control de este hongo. Con algunos otros como: Ciprodinil +
Fludioxonil, Pirimetanil e Iprodiona se han obtenido resultados satisfactorios en
el control de este patdgeno, sin embargo, hay que tener cuidado con el uso de
estos productos de sintesis quimica, ya que existen algunas restricciones en los
mercados (Fernandez-Ortufio et al., 2017; Rodriguez, 2020; Shao et al., 2021).

En el control quimico podemos recurrir a diversos tipos de fungicidas, aquellos
gue actuan como inhibidores de la sintesis de lipidos, los que cuentan con accion
multisitio, inhibidores de proteinas y aminoacidos, y algunos otros mecanismos
como inhibidores de sintesis de metionina o el control osmético. El uso de estos
productos en el momento oportuno como lo son los estados iniciales de la
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infeccibn o mejor ain de manera preventiva son mas efectivos que una
aplicacion en presencia de alta cantidad de inoculo del patégeno en campo. Hay
que tener en cuenta que el uso de productos sistémicos genera en la planta la
necesidad de ser metabolizados; por consiguiente, implican un gasto energético
y aumentan el estrés en la planta (SYNGENTA, 2018).

Para prolongar su vida de anaquel los frutos requieren de aplicaciones de
fungicidas de sintesis quimica en precosecha y postcosecha ya que, B. cinerea
causa dafios como pérdida de firmeza, color y sabor, lo que contribuye en el
incremento de los costos de produccion (Esmel et al., 2004). Estos métodos
aparentemente efectivos son a los que se recurre principalmente debido a su
facil adquisicion (Castafio, 2002), sin embargo, presentan riesgos que dan como
resultado graves consecuencias ecoldgicas, originando cepas mas resistentes,
contaminacion al medio ambiente por su uso y aplicacion inadecuada, un
incremento de los costos de produccién, ademas de limitantes en mercados de
exportacion, problemas de salud en los seres humanos debido a que presentan
una serie de riesgos toxicoldgicos sobre la salud humana y el medio ambiente
(Wisniewsky et al., 2007; Lépez, 2007; Ghorbani et al., 2008).

El realizar una rotacion de aplicaciones de fungicidas con distintos modos de
accion y disminuir la repeticion de los mismos productos se evita el aumentar la

presion selectiva y la fomentacion del desarrollo de resistencia (Li et al., 2019).

3.3.2 Control cultural

Existen medidas culturales que ayudan a disminuir la intensidad de la
enfermedad, por ejemplo: evitar que el fitopatbgeno entre en contacto con la
planta, nivelar el terreno y garantizar buen drenaje con el fin de mantener
condiciones adecuadas de humedad, disminuir posibles fuentes de inoculo del
suelo mediante fumigacién quimica (Piclor, Metam sodio, etc.), desinfeccion
anaerobica de suelo, solarizacion o biosolarizacion y pasteurizacién con vapor
de agua (Williamson, 2007), uso de variedades resistentes o tolerantes y plantas
provenientes de viveros libres de B. cinerea, un buen manejo de la aireacion y
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de la luminosidad del invernadero o de la misma planta mediante desojes
(Rodriguez, 2020), mantener una nutricion balanceada controlando los niveles
de nitrogeno, ya que los niveles elevados de este elemento favorecen la
proliferacion de esta enfermedad (Williamson, 2007), eliminar posibles
hospederos alternos que sirvan como fuentes de in6culos principalmente las
malezas, eliminar los restos de cultivo y plantas o frutos afectadas por la
enfermedad (Rodriguez, 2020), el uso cubiertas plasticas con absorcién de luz
ultravioleta reducen la esporulacion y la tasa de colonizacion (Reuveni y Raviv,
1992).

Independientemente del uso de fungicidas de sintesis quimicas existen otros
compuestos con propiedades fungicidas que son utilizados sin problemas en la
agricultura organica como lo son; el peréxido de hidrégeno, extractos vegetales,
microorganismos benéficos (Rodriguez, 2020), y algunos biopolimeros como el

quitosano (Ramirez, 2010).

3.3.3 Control biolégico

En la actualidad se han reportado diferentes hongos antagonicos de
fitopatdgenos, entre los géneros mas empleados se citan a; Gliocladium y
Trichoderma este Ultimo con mayor frecuencia para controlar fitopatégenos del
suelo. Entre las caracteristicas que destacan del género Trichoderma es su
rapido desarrollo, razon por la que compite por el espacio de la rizosfera con los
fitopatdgenos. Ademas, tiene la capacidad de producir sustancias antibidticas
qgue inhiben el crecimiento del patdégeno (Poveda et al.,, 2019). Puede hacer
simbiosis con las raices de las plantas y asi protegerla del ataque de patégenos
(Arbito, 2017), ademas, de que ayuda a la planta bajo condiciones de estrés
(Poveda et al., 2019).

Otros hongos que se han registrado son: Coniothyrium spp., Mucor spp.,

Penicillium spp., Verticilium spp., y algunas bacterias (Yousseff, 2019).

Rodriguez (2020), recomienda hacer aplicaciones semanales de extractos

naturales y cuidar el periodo de residuo. Asi mismo, mantener aplicaciones de
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microorganismos  benéficos (T. harzianum, Metarhizium anisopliae,
Streptomyces spp., Bacillus subtillis, Clonostachys rosea) para el control de B.
cinerea. El género Bacillus es considerado como uno de los mas importantes en
el control biolégico y debido a sus mecanismos de accion que han demostrado
ser eficientes para controlar a B. cinerea en diversos tipos de cultivos
(Bocanegra, 2021; Lisboa, 2003).

3.3.4 Bacillus subtilis

En género Bacillus es considerado como una bacteria aerobia y en ocasiones
anaerobio facultativo, de forma bacilar con flagelos y tamafio variable (0.5 a 10
pm), Gram positiva, con un desarrollo 6ptimo a pH neutro, un amplio intervalo de
temperaturas de crecimiento, aunque la mayoria de las especies son mesofilas
(temperatura entre 30 y 45 °C) (Tejera-Hernandez et al., 2011), tiene capacidad
para producir endosporas (ovales o cilindricas) como mecanismo de resistencia
a diversos tipos de estrés (Calvo y Zudiga, 2010; Layton et al., 2011; Tejera-
Hernandez et al., 2011).

Se ha registrado que una gran cantidad de especies del género Bacillus
presentan actividad antagonica contra diversos microorganismos fitopatégenos
(Wang et al., 2014, Li et al., 2015), entre las mas comunes se mencionan a las
especies Bacillus subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis
(Raaijmakers y Mazzola, 2012). Estas especies poseen la capacidad de evitar el
establecimiento y el desarrollo de microorganismos fitopatégenos a través de
diferentes mecanismos de accion como; la excrecion de antibidticos, sideroforos,
enzimas liticas (quitinasas), toxinas e inducir la resistencia sistémica de la planta
(IRS) (Compant et al., 2005, Kim et al., 2010; Layton et al.,, 2011; Tejera-
Hernandez et al., 2011), competencia por espacio y nutrientes (Compant et al.,
2005, Kim et al., 2010). Ademas, otro beneficio es que promueven el crecimiento
vegetal debido a la produccion de algunas hormonas (Tejera-Hernandez et al.,
2011).
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3.4 Biopolimeros con actividad antifungica (quitina y quitosano)

3.4.1 Quitina

El quitosano es considerado como un biopolimero que posee diversas
cualidades, siendo una de ellas su actividad antimicrobiana (Ganan et al., 2009;
Pillai, 2009; Kong et al., 2010). Para su obtencion primeramente se debe de
extraer la quitina, la cual es un compuesto organico constituido por unidades de
poli [B-(1-4)-2 acetamida-2-desoxiD-glucopiranosa] (Fig. 1), siendo este el
biopolimero més abundante en la naturaleza solo por detrds de la celulosa
(Espinosa-Cavazos et al., 2020), el cual se obtiene principalmente del
exosqueleto de artrépodos, tales como langosta, cangrejo y camaroén.
Recientemente el uso de la quitina y sus derivados, se ha vuelto atractivo debido
a que no son téxicos, alergenos, ademas, de ser una fuente naturalmente

renovable, biodegradable y con actividad antimicrobiana (Pillai, 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de la quitina (Marmol et al., 2011).

La quitina posee una estructura lineal que la hace incapaz de ser soluble en agua
debido a la alta cantidad de puentes de hidrégeno entre las cadenas de a-quitina
gue se forman, esta caracteristica es una de sus principales limitantes para sus
aplicaciones, otra caracteristica de gran importancia es su alto peso molecular

siendo mayor a 1000 x 103g.mol* (Espinosa et al., 2020).

Para la extraccion de la quitina existen diversos métodos siendo los principales

el método quimico y las fermentaciones con bacterias.
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Extraccion quimica:

El método quimico consiste en separar la quitina de otros compuestos
(minerales, proteinas, pigmentos, etc.) mediante los pasos de: desproteinizacion,
desmineralizacion y decoloracion, mediante tratamientos con alcalis y acidos
fuertes, y a distintas temperaturas. El proceso de obtencion de quitina inicia con
el secado y molienda de los exoesqueletos, después se someten a un proceso
de hidrolisis acida (acido clorhidrico) para convertir a los carbonatos en cloruros
y solubilizar los minerales, principalmente el calcio (Marmol et al., 2011).
Posteriormente, se filtra para separar el liquido del sdlido (particulas de
exoesqueletos), el cual se somete a una hidrolisis alcalina con hidréxido de sodio
(NaOH) (Synowiecki et al., 2003; Marmol et al., 2011) o hidroxido de potasio
(KOH) (Synowiecki et al., 2003) con la finalidad de romper la estructura y volver
a las proteinas solubles, arrastrando las grasas y pigmentos que componen el
caparazon (Marmol et al.,, 2011), la eficacia de la desproteinizacion se ve
influenciada por la temperatura, la concentracion del &lcali y la proporcion del
desecho en solucién (Synowiecki et al., 2003). Es asi como después de estas
dos etapas se obtiene la quitina en polvo (Marmol et al., 2011).

Sin embargo, este método posee algunas desventajas como lo son;
contaminacion ambiental, alta consumo de energia y que el polimero obtenido

presenta inconsistencias en sus propiedades finales (Beaney et al., 2005).

La despigmentacion de la quitina solo se lleva a cabo cuando se requiere un
producto completamente puro, pues el pigmento no influye en el comportamiento
y propiedades del polimero en solucion. En dichos casos que se requiera realizar
este proceso se utilizan soluciones de hipoclorito de sodio, acetona absoluta,
cloroformo, perdxido de hidrégeno, acetato de etilo, etanol o una mezcla de ellos
(Synowiecki et al., 2003; Percot et al., 2003).
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Fermentacion bacteriana:

La quitina también se puede extraer mediante procesos biolégicos como la
fermentacién bacteriana (Gamal et al., 2016), donde se utilizan microorganismos
principalmente bacterias (Bacillus spp., Bacillus firmus, B. subtilis) para la
produccion de enzimas (Yang et al., 2000). Las enzimas proteoliticas
pertenecientes a Pseudomonas maltophilia, B. subtillis, Stereptococcus faecium,
Pediococcus pentosaeus y Aspergillus oryzae han sido utilizadas para
desproteinizacion de desechos de camarén. Aunque este método no es capaz
de remover por completo las proteinas, sin embargo, el restante se remueve

cuando se produce el quitosano (Bustos et al., 1994).

Fermentacion Acido Lactica:

La fermentacién &cido lactica es un proceso celular anaerdbico que requiere de
un periodo de varios dias (aproximadamente una semana) (Pasotti et al., 2020),
donde se utilizan bacterias acido lacticas, una fuente de carbono (glucosa) para
obtener energia y donde el producto de desecho es el acido lactico. El acido
lactico producido por las bacterias disminuye el pH de manera rapida y reacciona
con el carbonato de calcio presente en los exoesqueletos produciendo lactato de
calcio y precipitdndose, esto puede ser removido mediante lavados. Al mismo
tiempo se lleva a cabo la desproteinizacion. De manera similar que en el método
anterior este método ayuda a reducir los riesgos de contaminacion ambiental,
ademas, se recuperan otros compuestos de valor (Urribarri, 2004; Parra 2009:
Pasotti et al., 2020).

Las principales bacterias productoras de acido lactico se encuentran dentro de
las familias Streptococcaceae (Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerobacter y Gemella) y Lactobacillaceae (Lactobacillus) (Ramirez
et al., 2011, Estela et al., 2007; Vasquez et al., 2009).
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3.4.2 Quitosano

El quitosano es la forma N-desacetilada de la quitina, ademas, este biopolimero
posee mejores propiedades de solubilidad y reactividad. Para su obtencion se
deben sustituir los grupos acetamido de la quitina por grupos amino,
principalmente con tratamientos de alcalis fuertes (Larez, 2006). El quitosano
esta constituido por cadenas lineales de unidades de glucosamina (p-(1-4)-D-
glucosamina) y en menor medida de N-acetil D-glucosamina (3-(1-4)-N-acetil-D-
glucosamina), destacando la presencia de grupos funcionales como el hidroxilo
y el amino. Asimismo, posee una alta densidad de cargas positivas, por lo que
es considerado un polication con habilidad para unirse a moléculas con carga

negativa (Zhang et al., 2011).

El peso molecular del quitosano presenta una influencia en su actividad
bioldgica, posee carga positiva ya que sus grupos aminos son desprotonados
(Shahidi et al., 1999; Rabea et al., 2003).

Quitosano CHg

Figura 2. Estructura del quitosano (Marmol et al., 2011).

Debido al grupo amino que lo compone el quitosano también atrapa metales
pesados de insecticidas y policarborunados. ElI quitosano se utiliza
comercialmente en diferentes industrias como: farmaceéutica, cosmetéloga,
médica, biotecnoldgica, alimentaria y agricola. En los ultimos diez afios se ha
incrementado el nimero de estudios enfocados a estudiar las aplicaciones del

quitosano en la agricultura (Bautista, 2005).
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3.4.3 Métodos de obtencién del quitosano

Como se ya se mencion6 anteriormente la obtencion del quitosano se produce
por la desacetilacibn de la quitina y se puede realizar mediante procesos
quimicos o enzimaticos (Arbia et al., 2013; Colina, 2014). El método quimico
puede llevarse a cabo de dos diferentes formas, homogénea y heterogénea
(Hernandez, 2009; Estrada et al., 2012).

En la desacetilacibn homogénea la quitina es suspendida en el alcalisis y
refrigerada con hielo para que se disuelva en la solucién, luego se somete a
desacetilacion con bajas temperaturas o temperatura ambiente durante periodos
prolongados de tiempo de esta manera se asegura que la reaccion sea uniforme

y se obtiene una distribucién de grupos acetil arbitraria (Nemtsev et al., 2002).

En la desacetilacion heterogénea las moléculas de quitina son dispersadas en
una solucioén alcalina caliente, por lo general se utiliza NaOH, utilizando altas
temperaturas (100- 140 °C) para reducir la longitud de la cadena, se recomienda
repetir el tratamiento alcalino por periodos cortos de tiempo y aislar el producto
en cada etapa. Para evitar la despolimerizacion es conveniente la ausencia de
oxigeno o la presencia de un antioxidante y asi disminuir la pérdida de peso

molecular del polimero (Garcia et al., 2008).

El método quimico presenta grandes desventajas como el consumo de
considerables cantidades de energia, el desperdicio de altas concentraciones de
soluciones alcalinas y el hecho de que los pesos moleculares fluctan con
heterogénea disposicion de grupos acetilados en la molécula, dependiendo de

la desacetilacion usada (Pacheco, 2010).

También se puede obtener el quitosano mediante método enzimatico, para lo
cual la quitina se somete a un proceso de desacetilizacion con una enzima
utilizando las condiciones apropiadas para conservar la enzima sin
desnaturalizarla. Las enzimas empleadas son: la quitina desacetilasas producida
por algunos microorganismos (Zygomycetes, Deuteromycetes,
Lindemuthianum) o las enzimas comerciales (papaina, alcalasa, neutrasa y

tripsina) (ArgUelles,1993), mediante este método se obtiene un material uniforme
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en sus propiedades fisicas y quimicas. La limitacién de este método es que debe
llevarse a cabo un pre tratamiento ya que la enzima no es muy efectiva en la

desacetilacion de quitosano insoluble (Garcia et al., 2008).

Existen otros métodos como lo es la irradiacion de microondas, la cual consiste
en someter la quitina a una desproteinizacion, mediante el uso de microondas
con una solucion digestora al 1% (p/v) de aceite vegetal saponificado, 1% de
dodecil sulfato de sodio (p/v) y 0.25% de carbonato de sodio (p/v) (Sagheer,
2009). Este método ha demostrado ser més eficaz y rapido, manteniendo su
grado de polimerizacion manifiesto a través de su masa molecular (MM) (Liu,
2004). Otro método es el uso de ultrasonido el cual elimina proteinas (Gunnar,
2008). Las ondas ultrasonicas se utilizan para eliminar y refinar los grupos acetilo
de la quitina y a su vez aumentar el grado de desacetilacion (mayor al 95%) ya
que pueden mejorar la transferencia de masa por causas de cavitacion causando
temperaturas y presiones extremas en el liquido donde ocurre la reaccion y
pueden acelerar esta reaccion. Este método es efectivo para aumentar la calidad

y la produccién de quitosano (Nurshuhada, 2008).

3.4.4 Modo de accién del quitosano

El quitosano presenta distintos modos de accion en contra de bacterias y hongos,
uno de ellos es que éste se une a la pared celular de los microorganismos
mediante la atraccion de su carga positiva con la carga negativa del
microorganismo, ocasionando una desestabilizacion la pared celular, o que
favorece la entrada y salida de compuestos celulares esenciales (Liu et al., 2004
Ganan et al., 2009; Kong et al., 2010; Zhang et al., 2011; Bautista-Bafios et al.,
2016).

Con esta interaccion electrostatica, que depende de la composicion de la
membrana plasmatica, puede haber afinidad elevada en membranas sensibles
gue contienen acidos grasos poliinsaturados (Dutta et al., 2009; Palma-Guerrero
et al., 2010).
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De igual manera, en bacterias Gram positivas el polimero se une a los acidos
teicoicos y lipoteicoicos que estan ubicados en la pared celular, alterando la
interaccion entre ésta y la membrana celular, impulsando la salida de
compuestos esenciales celulares y el desbalance osmotico de la célula (Raafat
et al., 2008; Kong et al., 2010; Verlee et al., 2017).

En bacterias el quitosano puede actuar en la pared celular y membranas de
bacterias gran positivas y negativas, mediante graves desequilibrios celulares de
omeostasia i6nica de K* y Ca?* causando la salida de pequefias moléculas como;
fosfatos nucledtidos y sustrato de reacciones enziméticas que afectan la
respiracion (Raafat et al., 2008; Pefa et al., 2013).

En los hongos, el quitosano también puede penetrar al interior del ndcleo celular
e interfiere en la sintesis de mMARN y proteinas (Henics & Wheatley, 1999;
Gutiérrez-Martinez et al., 2016); ademas, actla como agente quelante de
metales y nutrientes esenciales, causando inanicion en los hongosy, por lo tanto,

produciendo inhibicién en el crecimiento (Ren et al., 2012).

3.4.5 Uso del quitosano en la agricultura

Se ha demostrado que el quitosano posee diferentes beneficios que van desde
su efecto fungicida, la induccion de la resistencia sistémica de las plantas para
que responder de manera mas rapida ante fitopatdégenos, puede funcionar como
recubrimiento de frutos en postcosecha (Rabea et al., 2003; Synowiecki et al.,
2003), actua como regulador de crecimiento de las plantas. Debido a esto
presenta un gran potencial de aplicacion en la agricultura, por lo cual, es
importante su estudio como un meétodo alternativo al uso de agroquimicos
(Ramirez, 2010).

Desde hace tiempo se ha demostrado que la actividad inhibitoria del quitosano
en contra de diversos hongos como: Botrytis cinerea, Drechtera sorokiana,
Micronectriella nivallis, Trichophyton equinum, Piricularia orizae, Rhizoctonia

solani, Fusarium oxysporum, entre otros (Plascencia et al., 2003).
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3.4.6 Beneficios del quitosano

Las propiedades especificas del quitosano lo hacen util a nivel industrial: en la
agricultura, por ejemplo, se puede hacer uso de su accién antimicrobiana, a
diferencia de la quitina el quitosano es soluble en medio acuosos y debido a esto
se le confiere mayor actividad biocida (Papineau et al., 1991).

Posee actividad fungicida inhibiendo a una gran cantidad de especies de hongos,
aunqgue tiene una menor eficacia con aquellas especies que lo poseen en sus
paredes celulares, para una efectividad positiva se debe encontrar la dosis

adecuada para cada situacion (Roller y Covill, 1999).

La aplicacién de quitosano ha demostrado que estimula el crecimiento de las
plantas, desde la germinacion de semillas, hasta el crecimiento de raices, hojas
y rebrotes (Bhaskara et al., 1999).

Activa los mecanismos de defensa y resistencia de las plantas, mediante la
estimulacién de la produccion de quitinasas y glucanasas, lignificacién en hojas

dafadas y produccion de peroxido de hidrogeno (Pearce y Ride, 1982).

Tiene alta compatibilidad con microorganismos benéficos ya que favorece su
crecimiento y desarrollo, los ayuda a establecer relaciones simbiéticas con las
plantas (micorrizas y Rhizobium). También ayudan a incrementar la poblacion
microbiana, asi como su actividad en el suelo, esto mejora la disposicion de

nutrientes y sus propiedades (Zulay, 2011).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del experimento

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), con sede en Saltillo, Coahuila, ubicada en las
coordenadas geograficas 25° 21" 13" latitud N y 101° 1" 56" longitud oeste, a una

altura de 1,742 msnm.

4.2 Material biolégico

Las cepas de Bacillus subtilis fueron proporcionados por el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Parasitologia de la UAAAN, las cuales fueron

reactivadas en medio de cultivo Agar nutritivo (AN).

4.2.1 Obtencién de quitosano

El quitosano se obtuvo mediante el método utilizado por Gamal et al., (2016) con
ligeras modificaciones, para ello se recolect6 cascaras de camaron sin la cabeza,
se secaron al sol por tres dias y se molieron hasta obtener polvo fino, el cual se
pasé por un tamiz de 100 mallas/cm. El polvo de céscara de camarén fue
sometida a degradacion mediante fermentacion aerdbica con B. subtilis, para ello
se preparo medio de cultivo compuesto por 5 g de cascara de camaroén, 0.5 g de
sulfato de magnesio y 1 g de sulfato de potasio por cada litro de agua destilada,
posteriormente, se colocaron 350 ml de este medio en matraces bafleados de

capacidad de un litro, los cuales se esterilizaron a 15 psi por 18 minutos en

23



autoclave. Una vez enfriado se inocularon con B. subtilis y se incubé durante 15
dias en agitacion constante a 150 rpm a 28+ 2°C. Pasado este tiempo se filtro el
caldo de cultivo en papel filtro y recuperar los sélidos de la degradacion con
quitina. La quitina se transformé a quitosano mediante la metodologia empleada
por Sedaghat et al., (2015) con ligeras modificaciones, para esto la quitina
obtenida se sometié a una desacetilacion con NaOH al 50% en relacion 1- 10,
durante 10 horas a 100 °C en agitacion constante en una placa de
termoagitacion, en seguida se filtr6 para separar el liquido del soélido, el cual se
lavé con agua destilada hasta obtener un pH cercano a 7. El polvo obtenido se
dej6 secar a temperatura ambiente por 48 h, posteriormente, este se disolvio a
una concentracion del 2% en agua destilada a un pH de 5.5 acidificada con acido
acético, al disolverse este polvo en solucion se le considerada como quitosano
el cual sera denominado como “Q-BS” para fines de esta investigacion. En la
figura 6 se puede apreciar como el quitosano es soluble en agua mientras que la

quitina se precipita sin mezclarse.

4.2.2 Aislamiento e identificacion de Botrytis cinerea

Se recolectaron muestras de flores y frutos de arandanos con signos de moho
gris (Fig. 3 A- D) provenientes de parcelas comerciales de Santa Clara del Cobre

del estado de Michoacan.

Dichas muestras fueron trasladadas en hieleras al Laboratorio de Microbiologia
para el aislamiento e identificacién del fitopatégeno causante de la enfermedad.
Se transfirieron directamente porciones de micelio del fitopatdgeno a cajas petri
con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), las cuales se incubaron a 26+
2 °C por 6 dias, posteriormente se purifico mediante la técnica de cultivo
monospdrico utilizando la técnica descrita por Gomez (2014) con modificaciones,
de una caja petri con el hongo esporulado se pas6 una asa bacterioldgica para
tomar las conidios del hongo, las cuales se transfirieron por estria a medio de

cultivo Agar Agua (AA), al observarse el desarrollo originado por una espora este
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se transfirid a una caja petri con medio de cultivo PDA, la cual se incubo por 7
dias para su posterior utilizacion.

La identificacion morfologica del hongo se realizO mediante observaciones
microscopicas de preparaciones con azul de lactofenol de muestras de micelio y
estructuras reproductivas del hongo vistas en un microscopio compuesto (Motic

BA210E) y ser comparadas con las descritas por las claves taxonémicas de
Barnett & Hunter, (1972).

Figura 3. Dafos causados por Botrytis. A) Necrosis en brotes, flores y frutos por
B. cinerea. B) Micelio y conidios acompafiados de lesiones de color café en flor
C) Podredumbre blanda acompafiada de micelio y conidios en fruto. D) Fruto
afectado por el patégeno.
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4.2.3 Prueba de patogenicidad

El fitopatdgeno aislado de flores y frutos de ardndanos se sometio a prueba de
patogenicidad (Fig. 4 A- C) siguiendo la metodologia empleada por Terrones-
Salgado et al., (2019) con modificaciones, para esto se prepard una solucion de
1.2 x 107 de esporas del fitopatdbgeno (Fig. 4 A), en la cual se sumergieron por
tres minutos frutos de arandanos, los cuales habian sido desinfectados con
anterioridad en una solucion de hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 2 % por dos min
y lavados con agua destilada estéril en tres ocasiones para retirar el exceso de
NaClO. Posteriormente, se colocaron sobre papel estéril para retirar el exceso
de humedad (Fig. 4 B) y ser transferidos en grupos de nueve arandanos a
bandejas de plastico estériles (Fig. 4 C) e incubados a 28+ 2 °C por ocho dias.
Se realiz6 un disefio completamente al azar con dos tratamientos (frutos
inoculados y frutos testigos sin inocular) y tres repeticiones por tratamiento. La
evaluacion se realiz6 de manera visual al observar la incidencia (crecimiento de
micelio) del hongo sobre los frutos. Una vez realizada la evaluacion se prosiguio

al reaislamiento del fitopatdgeno para completar los postulados de Koch.

Figura 4. Prueba de patogenicidad de Botrytis cinerea en frutos de arandanos.
A) Solucién de esporas de Botrytis a una concentracion de 1.2 x 10’. B)
arandanos inoculados con Botrytis sobre papel estéril para retirar el exceso de
humedad. C) Tratamiento de nueve arandanos inoculados con Botrytis.
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4.3 Pruebas de inhibicion in vitro de quitosano y Bacillus subtilis en
contra de Botrytis cinerea

4.4 Preparacion de los tratamientos de quitosano “Q-BS”

Se empleo la técnica de medio de cultivo suplementado con quitosano, para ello,
se prepararon placas petri con medio de cultivo PDA el cual se suplemento con
Q-BS a cuatro concentraciones para evaluar su actividad fungicida (Tabla 1), el
medio de cultivo se ajustd a un pH de 6.5 y se esterilizaron en autoclave por 15
min a 15 psi, una vez enfriado los medios de cultivo fueron vaciados en cajas
Petri de 90 mm en condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar

para su posterior utilizacion.

Tabla 1. Tratamientos y dosis de quitosano

T4- Q-Bs 0.16
T3- Q-Bs 0.08
T2- Q-Bs 0.04
T1- Q-Bs 0.02
Testigo 0

4.5 Prueba de inhibicion in vitro de quitosano “Q-Bs” en contra Botrytis
cinerea

En el centro de las cajas Petri de cada tratamiento se sembrd un explante de 5
mm de diametro de medio de cultivo con crecimiento micelial de B. cinerea de
cuatro dias de incubacion. Se realiz0 un disefio completamente al azar con
cuatro tratamientos y un testigo sin quitosano (Tabla 1), con tres repeticiones por

tratamiento, para un total de 15 unidades experimentales.
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Los tratamientos se mantuvieron a una temperatura de 28+ 2 °C y un fotoperiodo
de 12:12 luz/oscuridad. Cada 24 h con ayuda de un Vernier digital marca Truper
se midié en milimetros (mm) el didmetro de crecimiento del micelio del hongo de
cada tratamiento, dado como finalizado el experimento al momento de que el
tratamiento testigo llend la caja Petri lo cual sucedié a las 144 horas. El
crecimiento micelial se transformé a porcentaje de inhibicién (%lnh), mediante la
siguiente formula: %Inh= C -T/C x 100, donde C es el diametro del testigoy T es

el tratamiento (Castillo et al., 2015).

Evaluacion de la esporulacion

Esta se evalu6 a las 168 h de realizada la prueba de inhibicion, para lo cual se
cortaron dos cuadrantes de agar con micelio de B. cinerea de 1 cm? de la parte
media del crecimiento de cada tratamiento, posteriormente, de manera individual
los cuadrantes de agar con micelio del hongo de cada tratamiento se colocaron
en tubos de Falcon de 50 ml a los cuales se les agreg6 20 ml de agua destilada
estéril, para enseguida ser triturado con una varilla de vidrio estéril,
posteriormente los tubos se agitaron en un Vortex por un minuto antes de realizar
el conteo de esporas. El conteo de las esporas se realizé con ayuda de una en
camara de Neubauer bajo observacion al microscépio compuesto (40X). Los
datos se analizaron tomando en cuenta el factor de la camara Neubauer (50,000)

y se ajustaron en nimero de conidios mL* (Hernandez-Lauzardo et al., 2007).

4.6 Prueba de inhibicion in vitro de Bacillus subtilis y su combinacién con
guitosano “Q-Bs” en contra de Botrytis cinerea

De igual manera que en la prueba anterior se prepararon cajas Petri con medio
de cultivo PDA suplementado con Q-B a las mismas concentraciones, una vez
solidificado el medio de cultivo se inoculé a B. subtilis en cada punto cardinal de
las cajas Petri, para un total de cinco tratamientos (T1= B. subtilis, T2= Q-BS
0.02% + B. subtilis, T3= Q- BS 0.04 % + B. subtilis, T4= Q-BS 0.08% + B. subitilis,

T5= Q-BS 0.16% + B. subtilis) y un testigo sin quitosano ni bacteria, con tres
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repeticiones por tratamiento, para un total de 18 unidades experimentales. De
igual manera que en el caso anterior, los tratamientos se mantuvieron a una
temperatura de 28+ 2 °C y un fotoperiodo de 12:12 luz/oscuridad. Cada 24 h se
midid6 en mm el crecimiento radial del micelio del fitopatbgeno de cada
tratamiento, hasta que el tratamiento testigo llend la caja Petri lo cual sucedi6 a
las 144 horas. El crecimiento micelial se transformé a porcentaje de inhibicion
(%In), con la formula %lIn= C -T/C x 100 (Castillo et al., 2015).

4.7 Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANVA) y una
prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05), mediante el programa
estadistico InfoStat version 2019.1.2.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento e identificacién del agente causal del moho gris de flores
y frutos de arandano

De flores y frutos de arandano se logro el aislamiento de un hongo, cuyas
caracteristicas morfologicas fueron; micelio de color blanquecino al inicio (Fig. 5
A) y que da una coloracién grisdcea con el paso de los dias (Fig. 5 B), hifas
septadas hialinas y cafés (Fig. 5 C), conidioforos largos, septados y ramificados
(Fig. 5 D), que terminan en forma de ampolla (Fig. 5 Ea), donde se originan
conidias unicelulares alimonadas de paredes lisas de un diametro de 9.7- 13.2 x
7.7- 9.8 ym largo- ancho (Fig. 5 Eb) que forman racimos (Fig. 5 F-G), dichas
caracteristicas concuerdan con las descritas para el género Botrytis cinerea
concordando con las descritas por diversos autores (Barnett & Hunter, 1972;
Rivera et al., 2013; Ferrada et al., 2016; Ferrada et al., 2017; Terrones-Salgado
et al., 2019; Montiel-Frausto y Vasquez-Lépez, 2021).

L . S

Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de Botrytis cinerea. A) Crecimiento micelial
blanquecino de cuatro dias de edad. B) Crecimiento micelial de color gris de 8 dias de
crecimiento. C) Hifas septadas. D) Conidi6foros largos y septados. E) a- Terminacion
del esporangioforo en forma de ampolla y b- conidias sueltas. F) Conidiéforo con
conidias formando racimos vistas al microscopio con filtro azul. G) Conidioforo hialinos
con conidias formando racimos vistas al microscopio sin filtro.
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5.2 Solubilidad de la quitina y del quitosano

Como resultado de la degradacion bacteriana de cascara de camaron con la
bacteria B. subtilis se logré la obtencion de solidos de quitina insolubles en agua
(Fig. 6 A), posteriormente, mediante su desacetilacion con NaOH se logré
obtener el quitosano, el cual a diferencia de la quitina si fue soluble en agua
acidificada con acido acético a un pH de 5.5, adquiriendo una consistencia
viscosa (Fig. 6 B). Diversos autores sefialan que para la obtenciéon del quitosano
debe de ocurrir una desacetilacién de la quitina mayor al 50 %, y que su
solubilidad esta relacionada con su porcentaje de desacetilacién, ademas, esta
dada por la protonacion de sus grupos aminos libres en soluciones acidas
(Cisneros et al., 2019; Vieira et al., 2020; Pasotti et al., 2020), lo cual concuerda
con las caracteristicas fisicas viscosas del quitosano obtenido tal y como se

muestra en la figura 6.

Figura 6. Diferencias entre solubilidad de quitina y quitosano. A) Quitina sin
disolver en solucion acidificada a pH 5.5 con acido acético. B) Quitosano disuelto

en solucion acidificada a pH 5.5 con &cido acético.
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5.3 Prueba de patogenicidad en arandanos inoculados con Botrytis
cinerea

Los ardndanos inoculados con B. cinerea a los ocho dias después de la
inoculacién presentaron abundante crecimiento de micelio del fitopatégeno
(Figura 7B), mientras que los tratamientos testigos no presentaron sintomas ni
signos de la enfermedad (Fig. 7A). Por lo anterior se comprueba que B. cinerea
es el agente causal de la enfermedad conocida como moho gris en frutos de
arandano, al igual como lo describe Rivera et al., (2013) al aislar a esta especie
de hongo de frutos de arandano y comprobar mediante su reinfecion y

aislamiento la recuperacién del mismo fitopatégeno.

Figura 7. Prueba de patogenicidad de Botrytis cinerea en frutos de arandanos.
A) Frutos de arandanos sin inocular (tratamiento testigo). B) Tratamiento de

frutos de ardndanos a los 12 dias después de la inoculacién con B. cinerea.

5.4 Prueba de inhibicion in vitro de quitosano en contra Botrytis cinerea

En la prueba de inhibicién in vitro de quitosano en contra de B. cinerea, se
observé que Q-Bs presentd diferentes grados de inhibicion a sus cuatro
concentraciones, presentando diferencias significativas con el testigo, siendo la
concentracion mas baja de quitosano (0.02%) la que obtuvo el menor porcentaje

32



de inhibicion con apenas el 24.30%, y la concentracion mas alta (0.16%) la del
mayor porcentaje de inhibicion con un 51.13%, ademas, en la Tabla 2 y Figura 8
se puede observar que conforme aumenté la concentracion de Q-Bs se
incremento el porcentaje de inhibicidn, siendo similar a lo reportado por Sandoval
et al., (2018), quienes reportan el mismo efecto inhibitorio para B. cinerea.
Bautista-Bafios et al., (2016), aluden a que el efecto antimicrobiano del quitosano
se debe a que este se une a la pared celular de los microorganismos mediante
atraccion electrostética de la pared celular del microorganismo, lo que ocasiona
una desestabilizacion de la pared, favoreciendo la entrada y salida de
compuestos celulares esenciales. Por su parte Krasniewska y Gniewosz (2012),
mencionan que el efecto inhibitorio del quitosano se debe a que este biopolimero
rodea a la célula formando una pelicula que impide la disponibilidad de los
nutrientes. Mientras que Gutiérrez-Martinez et al., (2016) mencionan que este
biopolimero ademas puede penetrar al interior del nlcleo celular e interferir en la

sintesis de mARN y proteinas.

Figura 8. Inhibicién in vitro de quitosano “Q-Bs” en contra de B. cinerea. A)
Tratamiento testigo. B) T1= Q-Bs al 0.02%. C) T2= Q-Bs al 0.04%. C) T3= Q-Bs
0.08%. D) T3= Q-Bs 0.08%. E) T4= Q-Bs 0.16%.
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicién in vitro de quitosano “Q-Bs” en contra de

Botrytis cinerea.

Tratamientos % de inhibicion CVv Limite de Limite de
Medias confianza confianza
min. max.
T4=Q-Bs 0.16 % 51.13 A 16.18 45.39 60.61
T3=Q-Bs 0.08 % 35.33 AB 2.07 34.87 36.17
T2=Q-Bs 0.04 % 34.90B 10.16 31.10 38.12
T1=Q-Bs 0.02 % 24.30 B 39.88 16.08 34.99
Testigo 0.00C 0.00 0.00 0.00

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P> 0.05).

5.5 Evaluacién de la esporulacion

En la tabla nUmero 3 se puede apreciar que los cuatro tratamientos de quitosano
redujeron la esporulacion del hongo en comparacion con el testigo, inhibiéndola
por completo (100%) a las concentraciones de 0.08 y 0.16 % (Tab. 3- T3y T4).
Estos resultados concuerdan con los reportados por Hernandez-Lauzardo et al.,
(2007), quienes reportan la reduccion de la esporulacion de Rhizopus stolonifer

y Mucor sp., a partir de una concentracion de quitosano de 1 mg mL™.

Tabla 3. Inhibicion de la esporulacién de Botrytis cinerea mediante tratamientos

de quitosano.

Tratamientos Esporulacion  %inhibicién  Limite de Limite de
(No esporas Medias confianza  confianza
por ml?) min. max.
T4=Q-Bs 0.16 % 0.00 100.00A 100 100
T3=Q-Bs 0.08 % 0.00 100.00A 100 100
T2=Q-Bs 0.04 % 5 x 104 90.91B 90.91 90.91
T1=Q-Bs 0.02 % 5 x 104 90.91B 90.91 90.91
Testigo 5.5 x10° 0.00C 0.00 0.00

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P> 0.05).
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5.6 Prueba de inhibicion in vitro de Bacillus subtilis y su combinacién con
guitosano “Q-Bs” en contra de Botrytis cinerea

En la prueba de inhibicién in vitro de B. subtilis y su combinacién con Q-Bs en
contra de B. cinerea, el mejor tratamiento fue la combinacién de Q-Bs al 0.04%
mas B. subtilis (T3) con una inhibicion del 74.57 %, presentado diferencia
estadistica significante a los demas tratamientos (Tab. 4 y Fig. 9 F). Ademas, se
puede observar que los tratamientos donde se empled la combinacion de Q-Bs
mas B. subtilis presentaron mayor porcentaje de inhibiciébn en contra de B.
cinerea, esto debido probablemente a que el Q-Bs estimul6 el desarrollo de la
bacteria, en comparacion con el tratamiento de B. subtilis sin quitosano (T1)
(Tab. 3) que fue el que obtuvo el menor porcentaje de inhibicion (48.48 %) de los

tratamientos.

En la figura 9 se puede observar lo mencionado anteriormente, donde se aprecia
gue en los tratamientos con Q-Bs hubo un mayor desarrollo de Bacillus, siendo
esto mas notorio a las concentraciones de 0.04, 0.02 y 0.08 % de Q-Bs
respectivamente (Fig. 9 F, Ey D).

La compatibilidad del quitosano con microorganismos benéficos es algo que ya
se ha comprobado con anterioridad por algunos autores, sin embargo, estd mas
documentada hacia la parte de los hongos benéficos, tal es el caso de
Trichoderma (Rautela et al., 2019) y Pochonia chlamydosporia (Escudero et al.,
2017).

En el caso de la combinacién de quitosano con bacterias existen algunos
reportes que mencionan su compatibilidad, tal es el caso de la compatibilidad de
quitosano con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Bacillus
pumilos, Bacillus amyloliquefaciens y B. subtilis) en plantas de tomate, en las
cuales se observo un mayor desarrollo al utilizar la combinacion de quitosano
con las bacterias, en comparacion al aplicar estas de manera individual (Murphy
et al., 2003).
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De manera similar, Agbodijato et al., (2016), reportan un mayor desarrollo de
plantas in vitro e in vivo de maiz al combinar quitosano con algunas rizobacterias
(Azospirillum lipoferum, P. fluorescens y P. putida) en comparacién al aplicarlos
de manera individual. Mientras que, Costales et al., (2017), reportan que la
reproduccion de Bradyrhizobium se vio favorecida por la aplicacion de quitosano,
ya que la bacteria presenté una mayor produccion de unidades formadoras de
colonias.

Krasniewska y y Gniewosz (2012), mencionan que el quitosano a una baja
concentracion minima inhibitoria (0.01- 1 %) y con un bajo peso molecular no
posee efecto inhibitorio en contra de bacterias.

Estos resultados son similares a los obtenidos en este estudio ya que las
concentraciones mas bajas de Q-Bs (0.04, 0.02 y 0.08 %) efectivamente
promovieron un mayor desarrollo de B. subtilis (Figura 9), mientras que la
concentracion mas alta de Q-Bs (0.16 %) se observé un menor desarrollo de
bacteria y un menor efecto inhibitorio ya que su desarrollo aunque se muestran
numéricamente mejor que el testigo, estadisticamente se comportan similar a B.
subtilis sin quitosano, lo cual demuestra que a bajas concentraciones promueve
el crecimiento y con ello la inhibicién del hongo, mientras que cuando se aumenta

el contenido de quitosano se detiene el crecimiento de la bacteria.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicién in vitro de Bacillus subtilis mas Q-Bs en contra

de Botrytis cinerea.

Tratamientos %inhibicion CVv Limite de Limite de
Medias confianza  confianza
min. max.
T3=Q 0.04%+ B. subtilis 7457 A 1.61 58.70 60.52
T2=Q 0.02%+ B. subtilis 69.59 AB 7.01 59.88 68.79
T4=Q 0.08%+ B. subtilis 64.03 BC 4.66 70.56 76.69
T5= Q 0.16%+ B. subtilis 59.44 C 4.67 65.89 72.00
T1= B. subtilis 48.48 D 3.51 46.93 50.30
Testigo 0.00 E 0.00 0.00 0.00

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P> 0.05).
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Figura 9. Inhibicion in vitro de B. subtilis en combinacion con quitosano en contra
de B. cinerea. A) Testigo. B) T1- B. subtilis sin Q- Bs. C) T-5 B. subtilis mas Q-
Bs al 0.16 %. D) T-4 B. subtilis mas Q-Bs al 0.08 %. E) T-2 B. subtilis mas Q-Bs
al 0.02 %. F) T-3 B. subtilis mas Q-Bs al 0.04 %.

Cabe mencionar que los estudios en relacién con la compatibilidad del quitosano
con bacterias antagonistas en el control de enfermedades adn son escasos, por
lo cual, los resultados obtenidos en esta investigacion son de gran importancia
hacia futuros estudios en relacion a investigar los efectos que pudiera tener el
quitosano en B. subtilis, si este biopolimero ademas de favorecer su desarrollo
podria favorecer la capacidad de producir compuestos antimicrobianos de la

bacteria, lo cual favoreceria su efecto en las aplicaciones en campo.

Tal y como se observo en este trabajo fue notorio el crecimiento de B. subtilis en
las placas de cultivo con quitosano en bajas concentraciones, asi como su mayor
efecto inhibitorio hacia B. cinerea.
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6. CONCLUSIONES

Se aisl6 e identifico morfologicamente Botrytis cinerea como agente causal de
moho gris de flores y frutos de ardndanos. Mediante fermentacién bacteriana de
cascara de camarén se obtuvo solidos de quitina la que fue desacetilada con
NaOH para la obtencion de quitosano, el cual demostré tener actividad inhibitoria
en contra del hongo fitopatégeno, ya que logro inhibir su crecimiento hasta un
51.12 % a una concentraciéon de 0.16 %, ademads, los cuatro tratamientos
inhibieron la esporulacion del hongo. De igual forma, se demostré su
compatibilidad con Bacillus subtilis, ya que la bacteria presentdé un mayor
desarrollo a las concentraciones de quitosano del 0.04, 0.02 y 0.08 %, las cuales,
ademas, presentaron mayor porcentaje de inhibicién (74.57, 69.59 y 64.03 %)
respectivamente, en comparacion con el tratamiento de B. subtilis (48.48 %) por
si solo. Por lo anterior, consideramos al quitosano como una bioalternativa

compatible con B. subtilis para el control de B. cinerea.
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Anexos

Analisis de la varianza

Variable N R*

R* A CV

$in 15 0.92

0.89 20.34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM 2 3 p-valor
Modelo 4282.08 4 1070.52 30.50 <0.0001
Tratamientos 4282.08 4 1070.52 30.50 <0.0001
Error 350.98 10 35.10
Total 4633.06 14
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=15.91966

Error: 35.0979 gl:

10

Tratamientos Medias n E.E.

T4= Q-Bs 0.16% 51.13 3 3.42 A

T3= Q-Bs 0.08% 35.33 3 3.42 A B
T2= Q-Bs 0.04% 34.90 3 3.42 B
Tl= Q-Bs 0.02% 24.30 3 3.42 B
TESTIGO 0.00 3 3.42 C

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Tratamientos Variable n Media D.E. E.E. CV Min Max
Tl= Q-Bs 0.02% %in 3 24.30 9.69 5.60 39.88 16.08 34.99
T2= Q-Bs 0.04% %in 3 34.90 3.54 2.05 10.16 31.10 38.12
T3= Q-Bs 0.08% %in 3 35.33 0.73 0.4 2.07 34.87 36.17
T4= Q-Bs 0.16% %in 3 51.13 8.27 4.78 16.18 45.39 60.61
TESTIGO %in 3 0.00 0.00 0.0 sd 0.00 0.00
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Analisis de la varianza

Variable N R* R* Aj cv
%in 15 1.00 1.00 4.3E-05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valoxr
Modelo 22115.69 4 5528.92 5020432213808.21 <0.0001
Tratamientos 22115.69 4 5528.92 5020432213808.21 <0.0001
Exror 1.1E-08 10 1.1E-09
Total 22115.69 14

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00009
Error: 0.0000 gl: 10
Tratamientos Medias n E.E.

T4= Q-Bs 0.16% 100.00 3 1.9E-0S A

T3= Q-Bs 0.08% 100.00 3 1.9E-05 A

Tl= Q-Bs 0.02% 90.91 3 1.9E-0S B
T2= Q-Bs 0.04% 90.51 3 1.9E-05 B
TESTIGO 0.00 3 1.9E-0S C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentss (p > 0.05)

Sun de I3 esporuiacion
19508
77 504
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= N
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C
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T 0 8s 0 8% TH 053 000N Tie u—h ) 2% .-O-GQU&\ TESTGO
Medidas resumen
Tratamientos Variable n Media D.E. E.E. Ccv Min Max

Tl= Q-Bs 0.02% %in
T2= Q-Bs 0.04% %in
T3= Q-Bs 0.08% %in
T4= Q-Bs 0.16% %in
TESTIGO %$in

90.91 0.00 0.00 0.00 90.91 90.91
90.91 0.00 0.00 0.00 90.91 90.91
100.00 5.2E-05 3.0E-05 5.2E-05 100.00 100.00
100.00 5.2E-05 3.0E-05 5.2E-05 100.00 100.00
0.00 0.00 0.00 sd 0.00 0.00

W w www
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Analisis de la varianza

Variable N R®* R* Aj CV
%in 18 0.99 0.99 5.29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F. V. SC gl cM F p-valor
Modelo 11196.61 5 2239.32 288.59 <0.0001
Tratamientos 11196.61 5 2239.32 288.59% <0.0001
Error 93.11 12 7.76
Total 11289.73 17

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=7.63965
Error: 7.7596 gl: 12
Tratamientos Medias n E.E.

I3= Q-Bs 0.04% + B.s 74.57 3 1.6l A

T2= Q-Bs 0.02% + B.s ©9.59 3 1.61 2 B

T4= Q-Bs 0.08% + B.s 64.03 3 1.6l B C

I5= Q-Bs 0.16% + B.s 59.44 3 1.61 c

Tl= B. s 48.48 3 1.6l D
TESTIGO 0.00 3 1.61 E

Msdias con una letra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)
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Medidas resumen

Tratamientos Variable n Media D.E. E.E. CV Min Max
Tl= B. s $in 3 48.48 1.70 0.98 3.51 46.93 50.30
T2= Q-Bs 0.02% + B.s %in 3 69.59 3.25 1.88 4.67 65.89 72.00
T3= Q-Bs 0.04% + B.s %in 3 74.57 3.47 2.00 4.66 70.56 76.69
T4= Q-Bs 0.08% + B.s %in 3 64.03 4.49 2.59 7.01 59.88 68.79
T5= Q-Bs 0.16% + B.s %in 3 59.44 0.96 0.55 1.61 58.70 ©0.52
TESTIGO %in 3 0.00 0.00 0.00 sd 0.00 0,00




