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Resumen

La antracnosis es una de las principales enfermedades postcosecha que afecta a los frutos
de tomate de arbol (Solanum betaceum), generando pérdidas econdmicas significativas en la
produccion y comercializacion de esta especie de importancia agricola en Ecuador. Esta
enfermedad es causada por hongos del género Colletotrichum, los cuales presentan una alta
capacidad de infeccion, latencia y resistencia a fungicidas quimicos convencionales, lo que ha
incrementado la necesidad de alternativas sostenibles y ambientalmente amigables para su control.
En este contexto, el control bioldgico mediante microorganismos antagonistas surge como una
estrategia viable para reducir el uso de agroquimicos y preservar la calidad del fruto durante la

fase de postcosecha.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la eficacia de diferentes cepas de Bacillus
spp. en el control de Colletotrichum spp. en frutos de Solanum betaceum durante la postcosecha,
asi como analizar su efecto sobre la calidad fisicoquimica del fruto y la sobrevivencia bacteriana
bajo condiciones de almacenamiento. Para ello, se realizaron ensayos experimentales in vivo, en
los cuales los frutos fueron inoculados con el patdgeno y tratados de forma preventiva y curativa
con cepas seleccionadas de Bacillus spp. Se evaluaron variables fitopatoldgicas como incidencia
y severidad de la antracnosis, ademas de parametros de calidad del fruto, incluyendo firmeza,

pérdida de peso, solidos solubles totales, pH y acidez titulable.

Los resultados demostraron que determinadas especies de Bacillus spp., especialmente
Bacillus megaterium, lograron reducir significativamente la incidencia y severidad de la
enfermedad en comparacion con el control quimico mostrando una eficacia comparable o superior
a los tratamientos quimicos. Asimismo, la aplicacion de estas cepas no afectd negativamente la
calidad fisicoquimica de los frutos durante el almacenamiento y evidencid una adecuada

sobrevivencia bacteriana en la superficie del fruto.



En conclusion, el uso de Bacillus spp. representa una alternativa biolégica prometedora
para el manejo postcosecha de la antracnosis en tomate de arbol, contribuyendo al desarrollo de

sistemas agricolas mas sostenibles, seguros y respetuosos con el medio ambiente.

Palabras clave:
Control biologico, postcosecha, antracnosis, microorganismos antagonistas, calidad del fruto,

agricultura sostenible.



Abstract

Anthracnose is one of the most important postharvest diseases affecting tree tomato
(Solanum  betaceum) fruits, causing significant economic losses in production and
commercialization, particularly in Ecuador. This disease is mainly caused by fungi of the genus
Colletotrichum, which exhibit high infective capacity, latent behavior, and increasing resistance
to conventional chemical fungicides. These limitations have driven the search for sustainable and
environmentally friendly alternatives to manage postharvest diseases. In this context, biological
control using antagonistic microorganisms has emerged as an effective strategy to reduce chemical

inputs while preserving fruit quality.

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of different Bacillus spp. strains in
controlling Colletotrichum spp. in postharvest Solanum betaceum fruits, as well as to assess their
influence on fruit physicochemical quality and bacterial survival during storage. Experimental in
vivo assays were conducted, in which healthy fruits were artificially inoculated with the pathogen
and treated with selected Bacillus spp. strains under preventive and curative applications. Disease-
related variables such as incidence and severity of anthracnose were evaluated, along with fruit

quality parameters including firmness, weight loss, total soluble solids, pH, and titratable acidity.

The results indicated that specific Bacillus spp. strains, particularly Bacillus megaterium,
significantly reduced disease incidence and severity compared to the pathogen control, showing
performance comparable to or better than chemical treatments. Moreover, the application of
Bacillus spp. did not negatively affect the physicochemical quality of the fruits during storage and

demonstrated satisfactory bacterial survival on the fruit surface.

These findings suggest that Bacillus spp. constitute a promising biological alternative for
the postharvest management of anthracnose in tree tomato, contributing to the development of

sustainable agricultural practices, reducing environmental impact, and promoting food safety.



Keywords:
Biological control, postharvest disease, anthracnose, antagonistic bacteria, fruit quality,

sustainable agriculture.
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1

Introduccion
La agricultura es una de las bases de la sociedad, la produccion de alimentos sustenta
las economias y las comunidades de los sectores rurales y urbanos. Un pilar fundamental de
este sistema son los productores primarios, quienes, con su labor no solo alimentan a sus
familias, sino también a la poblacion en general. Este esfuerzo impulsa la economia local,

asegura empleos y promueve el desarrollo de las zonas rurales (Armas-Vega et al., 2023)

En Ecuador, el cultivo de frutos de S. betaceum representa una fuente de ingresos
significativa tanto para grandes y pequefos productores rurales. La produccion de esta fruta
ha ido en aumento cada afo, con una creciente demanda de productos orgéanicos frescos,
sobre todo en paises desarrollados donde no se produce esta fruta o no es viable, reportandose

exportaciones de 85 toneladas en 2022 y 142 toneladas en 2023 (Calapina, 2022).

Uno de los requisitos mas importantes para que el producto pueda ser exportado es
garantizar que la fruta provenga de sitios certificados y que se encuentre libre de
enfermedades. En este contexto se requiere de personas y técnicos capacitados que
monitoreen permanentemente los cultivos para reducir la alta susceptibilidad a enfermedades
siendo la antracnosis la enfermedad que mas afecta al cultivo (Armas-Vega et al., 2023). Por
este motivo, el desarrollo de nuevas técnicas agricolas tanto de mantenimiento como de
produccion es valioso. El uso de biorremediadores y/o biocontroladores, junto con sistemas
de rotacion de cultivos, puede abordar estas problematicas, asegurando la conservacion del

medio ambiente y los ecosistemas naturales para futuras generaciones (Santos et al., 2023).

Como ya se menciond anteriormente Colletotrichum es un fitopatogeno que afecta a
una gran variedad de cultivos agricolas y estd ampliamente distribuido a nivel mundial. Este
patdgeno es responsable de la antracnosis, una enfermedad que causa lesiones hundidas y

oscuras en Organos aéreos de la planta, comprometiendo la calidad y rendimiento de los



cultivos agricolas. Las esporas de Colletotrichum spp. se dispersan facilmente en el aire
favoreciendo la contaminacion de fuentes de agua y herramientas y su germinacion se

incrementa en condiciones de temperaturas célidas y alta humedad (Souza et al., 2023).

Este hongo es potencialmente peligroso debido a su capacidad de permanecer latente
en los tejidos vegetales postcosecha y en el suelo. Bajo condiciones favorables, puede desatar
epifitias dificiles de controlar. La antracnosis en la planta de Solanum betaceum es causado
por el género Colletotrichum, provoca lesiones con manchas negras y hundidas en la fruta,
en hojas, tallos y ramas, en otros casos puede causar pudricion en la raiz, frutos por necrosis.
Ademas, el uso reiterado de fungicidas quimicos ha llevado al desarrollo de resistencia en el
patogeno, agravando el impacto ambiental y sanitario (Romero et al., 2022). Representando
asi pérdidas econdmicas significativas en la produccion de frutos de S. betaceum (Armas-

Vega et al., 2023).

En este contexto, los biocontroladores surgen como una alternativa eficaz y amigable
con el medio ambiente. Estas herramientas son esenciales para implementar alternativas
sustentables a largo plazo adaptandose a las condiciones de produccion de los agricultores y
contribuyendo a la mitigacion del impacto de Colletotrichum en el cultivo de tomate de
arbol, sobre todo en su etapa de postcosecha. El uso de biocontroladores ha sido ampliamente
estudiado en enfermedades fitopatdgenas, el género Bacillus ha demostrado ser eficaz contra
Colletotrichum spp., responsable de antracnosis en diversos cultivos. Se ha evidenciado que
Bacillus licheniformis puede proteger el fiame (Dioscorea alata) contra Colletotrichum
gloeosporioides (Bautista-Ortega et al., 2022). Asimismo, Bacillus velezensis siendo
biocontrolador efectivo de Colletotrichum gloeosporioides (Bautista-Ortega et al., 2022).
Otro estudio evalu6 cepas nativas de Bacillus spp. como agente de control de Colletotrichum

fruticola, con una tasa promedio de inhibicion del 60,68 % (Silva & Jiménez, 2025). El género



Bacillus es una alternativa bioldgica que reduce la dependencia a los fungicidas quimicos y

promueve un manejo sostenible en los cultivos (Haddoudi et al., 2021).

Si bien el aspecto econdmico de la agricultura es fundamental, no se debe olvidar la
importancia de un enfoque sostenible, que proteja el medio ambiente como fuente de
biodiversidad, alimento y vida. De la misma manera la seguridad alimentaria, busca
garantizar el acceso a alimentos nutritivos, sostenibles y suficientes, como base para una
poblacion saludable. Estos aspectos estan directamente conectados, ya que para producir
alimentos sanos y procesarlos adecuadamente, es indispensable contar con sistemas
agricolas sanos y libres de quimicos (Guaman-Rivera & Flores-Mancheno, 2023). Por esta
razon el uso de insumos organicos que protejan e interactien de manera armoénica con los
ecosistemas, asi como la reduccion de desperdicios; no solo garantiza alimentos seguros sino
una disponibilidad de estos y la salud del suelo a largo plazo, amortiguando el impacto

ambiental (Guaman-Rivera & Flores-Mancheno, 2023).

La antracnosis es una de las enfermedades més graves que afectan a cultivos de S.
betaceum en Ecuador causada por Colletotrichum spp (Guevara-Suarez et al., 2022) El
hongo causa dafos en ramas y hojas en todos los estados fenologicos de la planta
principalmente los frutos, los sintomas que produce el patégeno inician seis dias después de
la inoculacion generando lesiones de color negro que pueden cubrir total o parcialmente el
fruto, en ciertos casos se produce una maduracidon prematura y posterior caida del fruto,
(Guevara-Suarez et al., 2022), bajo condiciones de alta humedad, temperaturas entre 13y 15
°C y fuertes lluvias la incidencia de la enfermedad aumenta, ademas dichas condiciones
generan la proliferacion de esporas del hongo. El hongo puede mantenerse latente en hojas
y ramas viejas propagando las esporas al resto de los 6rganos cuando encuentran las

condiciones necesarias. (V. Cadena & A. Ldpez, 2021). Esto causa pérdidas superiores al 50%

por Colletotrichum gloesporioides (Armas-Vega et al., 2023).



Ante el impacto significativo de la antracnosis en los cultivos de S. betaceum, resulta
fundamental implementar précticas de manejo agricola que permitan un equilibrio entre la
productividad y la conservacion del medio ambiente. Un manejo adecuado de los cultivos
respalda tanto el desarrollo econdmico de las zonas rurales como la seguridad alimentaria
del pais, al tiempo que contribuye a reducir las pérdidas ocasionadas por patdogenos como
Colletotrichum spp. (Armas-Vega et al.,, 2023) . La busqueda de soluciones debe ser
inmediata, como por ejemplo el uso de bioinsumos eficientes, que resguarden la seguridad
alimentaria y ambiental. (Santos et al., 2023). Los bioinsumos se presentan como
herramientas para la agricultura sostenible que busca mantener la productividad agricola sin
comprometer los recursos naturales y el medio ambiente. La agricultura sostenible se
fundamenta en pilares como el manejo eficiente de recursos, la proteccion del medio
ambiente, la conservacion de la biodiversidad y el bienestar econémico de las comunidades
rurales. En este contexto, los bioinsumos contribuyen a mejorar la salud del suelo,
incrementar la calidad de vida de los agricultores al reducir la exposicion a productos
quimicos dafiinos y, al mismo tiempo, preservar los ecosistemas agricolas (Santos et al.,

2023)

El género Bacillus posee una amplia versatilidad como bioinsumo. Puede actuar
como antifingico, antibacteriano y antibidtico con lo cual puede inhibir el crecimiento de
patogenos en el suelo y plantas, mermando la dependencia de agroquimicos (Silva &
Jiménez, 2025). Asimismo, las especies de Bacillus promueven el crecimiento vegetal, lo
que incrementa la biodisponibilidad de nutrientes en el suelo fortaleciendo el estrés abidtico
(Bautista-Ortega et al., 2022). Bacillus puede ser utilizado como biocontrol de
Colletotrichum en frutos de S. betaceum debido a su capacidad de inhibicion el crecimiento
del hongo, muchas cepas de Bacillus generan resistencia sistemadtica en las plantas lo que

estimula su mecanismo de defensa contra futuras amenazas (Hirozawa et al., 2023).



En este sentido, esta investigacion busca comprender el papel que pueden
desempenar distintas cepas de Bacillus spp en el control de antracnosis en postcosecha que
afectan a los frutos de Solanum betaceum. A través de pruebas in vivo, se pretende valorar
su eficacia como posibles agentes biocontroladores bajo condiciones controladas. De manera
particular, el estudio se orienta a conocer la capacidad de las cepas de Bacillus spp para
inhibir el desarrollo de Colletotrichum spp, uno de los principales patogenos responsables
de pérdidas en el tomate de arbol. Asimismo, se evaluard como la aplicacion de estos
microorganismos influye en la calidad fisicoquimica del fruto durante el almacenamiento y,
finalmente, se analizard la persistencia de las cepas en los frutos al someterlos a distintas

condiciones postcosecha.

En esta investigacion se proponen hipotesis de tipo causal, ya que se busca
comprender si la aplicacion de Bacillus spp. realmente influye en el control de antracnosis
en postcosecha y en la conservacion de la calidad de los frutos de Solanum betaceum. Se
parte de la idea de que las cepas de Bacillus spp podrian disminuir los dafios provocados por
Colletotrichum spp. y ayudar a mantener las caracteristicas fisicoquimicas del fruto durante
el almacenamiento. De comprobarse, este enfoque ofreceria una alternativa natural,

sostenible para el manejo postcosecha.



2

2.1

2.1

Fundamentacion teorica
Tomate de Arbol (Solanum betaceum).

El tomate de Arbol (Solanum betaceum), es una de las frutas mas representativas de
la sierra ecuatoriana, no solo por sus caracteristicas nutricionales y potencial agroindustrial
sino por su relevancia en la agricultura sostenible (Moreno-Miranda et al., 2020). Originario
de los Andes tropicales, esta especie perteneciente a la familia Solanaceae, se distingue por
su sabor dulce y 4cido, asi como su pulpa de color naranja intenso a rojo, rica en propiedades
bioactivas como antioxidantes, vitaminas e importantes compuestos de interés tanto
farmacoldgico como alimenticio. La historia de este fruto ha acompafiado a pueblos
originarios, se adaptd a distintos ecosistemas y contextos culturales, lo que ha favorecido su

expansion a mercados internacionales (Marcial et al., 2023).

.1 Origen y Distribucion Geografica.

El origen del Tomate de arbol (Solanum betaceum) esta en el sur de América, en
zonas andinas de Ecuador y Pert donde fueron los centros de domesticacion hace mas de
dos mil anos en pueblos prehispanicos (Patricio & Gualan, 2024). Su expansion se ubicd en
Colombia y Bolivia adaptdndose a climas y ecosistemas diferentes que hacen de su

variabilidad genética mas rica. (Yadir Gomez Goémez & Quintero Echeverri, 2025).

Dentro de la diversidad agricola local, en Ecuador, se cultiva principalmente en las
provincias de Tungurahua, Imbabura, Cotopaxi y Loja, donde las condiciones ambientales
ofrecen caracteristicas Optimas como humedad, temperatura y altitud para su desarrollo
(Calapina, 2022). Su valor nutritivo, en los tltimos afos, ha promovido su llegada a diversos

paises de Europa, Asia y dentro del continente americano. Eso no solo demuestra la



versatilidad de este fruto a climas extrafios sino su interés mundial en su produccién

agroindustrial renombrado asi su alto valor (Marcial et al., 2023).

2.1.2 Importancia Econémica y Agricola.

Su cultivo permite generar ingresos tanto a grupos de exportacion internacional como
productores primarios, su creciente demanda permite generar ingresos durante todo el afio
(Lema et al., 2023). Su plantacion brinda productos bajo ciertas condiciones precisas, lo
torna en un cultivo economicamente, rentable. Su versatilidad gastronomica le suma un valor

agregado unico dando apertura a un mercado en la industria alimentaria.

El Tomate de arbol (Solanum betaceum), con gran capacidad de adaptacion, su
rendimiento Optimo se encuentra entre a latitudes de 1,000 a 2,800 msnm, temperaturas entre
13 y 20 °C, resistencia a plagas, rapida regeneracion y facil manejo, lo transforman en una
alternativa sostenible en la agroindustria. Sin embargo, no lo abstienen de ser blanco de

plagas y amenazas fitopatologicas (Cartuche, 2024).

La expectativa del mercado del tomate de arbol (Solanum betaceum) ha ido en
aumento con el paso de los afios, incrementando la atencion del mercado internacional por
frutas exoticas y nutritivas. (Armas-Vega et al., 2023). Acrecent6 la inversion extranjera de
paises como Canadd, que ha importado pulpa y productos derivados, fomentando nuevas
técnicas agricolas y técnicas de postcosecha que prolonguen la vida util de este fruto. Esto
incentiva a productores primarios y al sector rural la conservaciéon de estas especies nativas
y motiva, al tomate de arbol, como un cultivo sostenible a largo plazo (Guaman-Rivera &

Flores-Mancheno, 2023).



2.1.3 Caracteristicas Taxonomicas y Botanicas.

En su taxonomia, se describe como un arbusto que llega hasta los 5 metros de altura,
de hojas grandes aterciopeladas. Sus flores son hermafroditas, de color blanco a violeta
suave, dispuestas en inflorescencias terminales. Las bayas de esta especie tienen forma
ovoide, cuyo tamafio oscila segun su variedad y estado de madurez, desde los 6 y 12 cm de
longitud, sus colores van desde el rojo-morado hasta un naranja brillante. Su estructura
radicular se desarrolla profundamente, lo que facilita el acceso a nutrientes en el suelo

(Cartuche, 2024).

Perteneciente a la familia Solanaceae, del género Solanum. Su polinizacion es
entomofila, realizadas principalmente por abejas, aunque también puede ocurrir la
autopolinizaciéon. Una cualidad interesante es su plasticidad ecologica, que le permite
adaptarse a diversos ecosistemas con altitudes diferentes, tipos de suelo y climas. Esto
sucede gracias a sus hojas, las cuales la protegen de la radiacion solar y reducen la pérdida

de agua por transpiracion (Ayala-Tafoya et al., 2015).

2.1.4 Principales Enfermedades.

El cultivo de tomate de arbol (Solanum betaceum) es vulnerable a varias
enfermedades que afectan al rendimiento y calidad del fruto; entre las mas comunes se
encuentra la antracnosis que provoca manchas negras o cafés, rodeadas por un halo amarillo,
lo que finalmente deriva en la podredumbre del fruto; esta enfermedad es causada por
Colletotrichum spp (Cadena & Loépez, 2021). Por su parte, la fusarosis, ocasionada por
Fusarium oxysporum, genera marchitamiento foliar (Garcia-Jaramillo et al., 2022). Asi

mismo, las bacterias de los géneros Pseudomonas y Erwinia producen exudados y



ablandamiento del fruto (Villasefior-Tulais et al., 2023). Estas patologias representan

desafios clave para el desarrollo de estrategias de biocontrol.

Antracnosis en Tomate de arbol (S. betaceum)

ra—

Figura 1. Antracnosis en tomate de arbol (S. betaceum)

Elaborado por: (La autora, 2025).

2.1.5 Antracnosis y su Impacto.

Especies de Colletotrichum, como C. gloeosporioides y C. acutatum, son los agentes
causales de la antracnosis en diversas especies frutales, no solo en tomate de arbol (S.
betaceum). Esta enfermedad se considera una de las mas devastadoras, ya que afecta tanto a
frutos maduros como aquellos aun verdes. Su método de infeccion consistente en la invasion
de los tejidos del fruto, lo que provoca manchas y hundimientos de color negro a marrén que

pueden llegar a cubrir todo el fruto hasta causar su pudricion (Cadena & Lopez, 2021). Esta



afeccion impacta directamente a la calidad y el rendimiento del fruto, generando pérdidas

econdmicas significativas.

La presencia del patogeno también facilita la colonizacion por otros
microorganismos secundarios, lo que acelera el proceso de necrosis celular. El impacto
econdmico y agricola se refleja en la disminucién la calidad del fruto en su peso, sabor y
textura, lo que reduce su valor comercial y limita su exportacion (Gafidn et al., 2015).Esta
fitopatologia puede expandirse rapidamente bajo condiciones ideales para el desarrollo de
Colletotrichum spp, como altos niveles de humedad y temperaturas moderadas o templadas.
Por ello, se requiere la implementacion de estrategias de biocontrol y manejo integrado de

métodos preventivos para restar pérdidas econdémicas y agricolas (Jiménez, 2022).

2.2 Colletotrichum spp. Hongo Fitopatogeno

El género Colletotrichum agrupa especies de fitopatogenos, entre ellas se encuentran:
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum y Colletotrichum truncatum que
afectan una amplia gama de cultivos a nivel mundial, y que originan enfermedades como la
antracnosis, responsable de la podredumbre de los frutos (Garcia-Mateos et al., 2021). Se
estima que mas del 50% de las pérdidas en postcosecha de frutos tropicales es debido a
infecciones causadas por el género Colletotrichum, lo que representa un impacto econémico
considerable a los productores primarios(Cadena & Lépez, 2021). Este género posee una
notable capacidad de adaptacion a diversas condiciones ambientales para su proliferacion,
lo cual constituye un desafio importante para el desarrollo de una agricultura

sostenible.(Souza et al., 2023).
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2.2.1 Caracteristicas Principales (Macroscopicas y Microscopicas)

Entre las principales caracteristicas macroscopicas del género Colletotrichum se
destaca la coloracion de sus colonias, que varia desde tonos blanco-grisaceos hasta
anaranjados o rosados hasta tornarse café a medida que maduran. Estas colonias presentan
un crecimiento aterciopelado con textura algodonosa, donde se forman estructuras
denominadas acérvulos, en las cuales se agrupan los conidios. La formacion de estas
estructuras sucede al exponerse a la luz como método de proteccion contra la radiacion

ultravioleta (Rubio-Sosa et al., 2025).

El color caracteristico en las colonias se debe a la producciéon de pigmentos
secundarios como melaninas, carotenoides y antraquinonas, los cuales actiian contra el estrés
luminico y oxidativo (Herrera-Gonzalez et al., 2024). Este mecanismo funciona como un

filtro protector que resguarda las estructuras reproductivas (Barroso-Ake et al., 2021).

La tonalidad puede variar entre matices rosados y anaranjados dependiendo de la
especie, el tipo de medio de cultivo, las condiciones ambientales y el nivel de exposicion a
la luz natural o artificial, factores que activan los genes de expresion relacionados a la sintesis
de estos metabolitos secundarios. Esta caracteristica resulta relevante, ya que contribuye a
la adaptacion y supervivencia del hongo en ambientes con alta exposicion luminica

(Barroso-Ake et al., 2021).
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Colletotrichum spp en medio PDA expuesto a 12 horas luz

Figura 2. Colletotrichum spp en medio PDA expuesto a 12 horas
luz

Elaborado por: (La autora, 2025)

A nivel microscopico, las especies del género Colletotrichum presentan conidios
unicelulares e hialinos, de forma? cilindrica y bordes lisos. Ademads, forman apresorios
ovoides de color café oscuro, estructuras que les permiten adherirse y penetrar los tejidos
del huésped. En algunas especies existen setas que sobresalen de sus acérvulos. (Herrera-

Gonzalez et al., 2024).
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Esporas de Colletotrichum spp en microscopio

Figura 3. Esporas de Colletotrichum spp en microscopio

Elaborado por: (La autora, 2025)

Nota: Identificacion microscopica en tincion en azul de lactofenol

2.2.2 Condiciones de Desarrollo

El desarrollo del género Colletotrichum esta directamente influenciado por diversos
factores ambientales, entre los cuales se incluyen la luz, disponibilidad de nutrientes,
temperatura y humedad relativa. Para su crecimiento necesita temperaturas en el rango de
27 a 31 °C, condiciones que favorecen a la formacion de conidios y, en consecuencia, la

produccion de apresorios y acérvulos (Valdés et al., 2017).

La humedad relativa resulta especialmente importante para la infeccion ya que
facilita la adhesion de las esporas a los tejidos del huésped. Ademas, el medio de cultivo
debe ser rico en compuestos organicos, como azucares, que inducen a la esporulacion.

(Rayon-Diaz et al., 2021).
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2.2.3 Ciclo de Vida

El ciclo de vida del género Colletotrichum inicia al primer contacto con el huésped,
cuando los conidios son dispersados mediante salpicaduras de lluvia, gotas de agua o
insectos. Una vez que se producen el contacto, los conidios germinan y estos formaran
apresorios, estas estructuras permiten la penetracion mecdnica y enzimatica en el tejido

vegetal. (Valdés et al., 2017).

En esta fase inicial, hongo presenta un comportamiento quiescente, practicamente
asintomadtico, sin causar sintomas visibles. Posteriormente, el patdogeno entra a una fase
agresiva, durante la cual secreta toxinas y enzimas capaces de degradar la pared celular,
evolucionando hacia una fase necroética, caracteristico de la antracnosis. Finalmente, se
desarrollan acérvulos sobre los tejidos danados, liberando conidios que son nuevamente
dispersados por insectos, lluvias o viento, reiniciando el ciclo de infeccion. Bajo condiciones
ambientales, este ciclo puede repetirse rapidamente, dejando a los cultivos especialmente

vulnerables. (Rubio-Sosa et al., 2025).

2.2.4 Mecanismos de patogenicidad

El género Colletotrichum spp presenta una interaccion sofisticada entre su huésped,
sustentada en mecanismos moleculares de reconocimiento que regulan la produccion de
enzimas hidroliticas (Rayon-Diaz et al., 2021). Estas enzimas incluyen pectinas, cutinasas y
celulasas que hidrolizan las paredes celulares del huésped. simultaneamente, los metabolitos
secundarios del hongo suprimen la respuesta inmunolodgica de la planta permitiendo la
entrada a la fase biotrofica (Zapata-Narvaez et al., 2021). Lo mas notable, Colletotrichum

spp. activa genes asociados a la necrosis, es decir, induce a la fase necrétrofa, produce

14



activamente toxinas y enzimas liticas que destruyen tejidos a la par de liberar nutrientes; esta
habilidad del hongo es una caracteristica adaptativa y altamente infecciosa. (Jiménez-

Maldonado et al., 2022).

2.2.5 Principales especies afectadas por Colletotrichum spp en Ecuador

Numerosos estudios y ensayos han demostrado que Colletotrichum spp afecta a
especies como el maracuya (Passiflora edulis)(Angel Garcia et al., 2018), Tomate de arbol
(Solanum betaceum) (Marcial et al., 2023), el aguacate (Persea americana) (Herrera-
Gonzalez et al., 2024), el café¢ (Coffea arabica)(Rubio-Sosa et al., 2025), el mango
(Mangifera indica) (Jiménez-Maldonado et al., 2022), entre otros mas. Esto deja en

evidencia su alta patogenicidad y versatlidad para adaptarse a los cultivos en el Ecuador.

2.2.6 Estrategias de Control
2.2.6.1 Estrategias de Control Comun

La estrategia mas comun es el uso de pesticidas o fungicidas quimicos del grupo de
los triazoles, estrobilurinas y benzimidazoles, pueden ser aplicados tanto de forma
preventiva como curativa para evitar o cesar el dafio de la antracnosis (Campo-Arana &
Royet-Barroso, 2020). Sin embargo, estos mismos cultivos generan resistencia a estos
pesticidas comprometiendo la salud del cultivo y el suelo a largo plazo. (Guaman-Rivera &

Flores-Mancheno, 2023).

2.2.6.2 Estrategias de Control Biologico

Considerando las limitaciones del control comin o control Quimico, el control

bioldgico se ha convertido en una alternativa sostenible y segura frente a Colletotrichum spp,

15



se basa en el uso de microorganismos antagonistas capaces de detener o inhibir el desarrollo
del fitopatégeno, Esto ocurre mediante la produccion de compuestos antimicrobianos, la
competencia por nutrientes y la estimulacion del sistema de defensa de la planta (Santos et
al., 2023). En este escenario entran especies del género Bacillus, destacadas por su capacidad
de esporulacion y actividad antagonista como recurso esencial para el manejo de cultivos

afectados por la antracnosis (Bautista-Ortega et al., 2022).

2.3 Bacillus spp.

2.3.1 Caracteristicas el Género

Entre los microorganismos con potencial biotecnologico se encuentra el género
Bacillus spp. Ampliamente distribuido y con historial de antagonista ante fitopatégenos.
Estas bacterias son gram positivas y facultativamente anaerobias, tienen forma de bacilo con
flagelos peritricos. (Saavedra et al., 2024). Su resistencia y adaptabilidad los hace capaces
de formar esporas endogenas que les capacita a sobrevivir bajo condiciones de extrema
temperatura o nutrientes limitados, por esto, tienen un metabolismo versatil para degradar
compuestos organicos hasta convertirnos en compuestos microbianos para control bioldgico.

(Gonzélez-Leodn et al., 2022).

2.3.2 Caracteristicas Macroscopicas y Microscopicas

La observacion del género Bacillus spp en medios sélidos y liquidos revelan rasgos
distintivos para evaluar su viabilidad, morfologia y potencial funcional. En medio solido su
morfologia se caracteriza por ser lisas a ligeramente rugosas y circulares, con borden bien
definidos de color blanco o crema amarillento, esto dependera de la cepa o especie, tienen
un brillo caracteristico en su superficie (Saavedra et al., 2024). En medio liquido, crea una
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biopelicula en la pared del recipiente que contiene el medio, turbidez difusa, sedimento al
fondo del frasco debido a la esporulacion del género; en medios liquidos tiende a crecer

mas rapido que en el solido (Gonzalez-Leon et al., 2022).

Cultivo de Bacillus megaterium en NA

Figura 4. Cultivo de Bacillus megaterium en NA

Fuente: (Santos, 2018)

Al analizar bajo el microscopio son grampositivos, ligeramente curvados, forman
cadenas cortas o por separado presentan flagelos peritricos con pared celular gruesa, estas
caracteristicas les proporciona resistencia frente cambios ambientales drasticos. Su
diversidad morfologica en forma y tamafio varia segin la especie y el medio donde se

desarrollen, esto es gracias su metabolismo facultativo. (Silva & Jiménez, 2025).
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Endosporas de Bacillus megaterium en tincion gram
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Figura 5. Endosporas de Bacillus megaterium en tincion gram

Fuente: (Santos, 2018)

2.3.3 Condiciones de Desarrollo

Para su desarrollo adecuado en condiciones mesoéfilas necesita temperaturas entre los
28 a 37 °C y el pH neutro o cercano a ¢él. En medios ricos en nutrientes como TSB o TSA,
en condiciones aerobias crece beneficia su desarrollo. Tiene la capacidad de generar
endosporas que resiste a ambientes extremos y le asegura su sobrevivencia. (Adame Garcia

etal., 2021).

2.3.4 Ciclo de Vida

Comprende dos etapas cruciales: la primera es la fase vegetativa activa, donde bajo
condiciones favorables sus células se desarrollan con facilidad valiéndose de fision binaria,
sobre todo al existir suficientes nutrientes en el medio, esto les permite habitar y expandir
poblacion, puede liberar compuestos antifingicos o antimicrobianos, hasta que escasean

nutrientes y comienza la segunda etapa. (Gonzalez-Ledn et al., 2022). En la segunda etapa,
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la fase de esporulacion o latencia, al existir cambios drasticos en las condiciones de
desarrollo, Bacillus spp. induce a que genes activen mecanismos fisiolégicos y produzcan
endosporas, es una estrategia que reorganiza de célula vegetal o espora, las capas protectoras
de citoplasma se sintetizan y lo deshidratan para proteger el material genético, al volver a la
normalidad, es decir, al mejorar las condiciones del medio, las esporas germinan

continuando con el ciclo de vida de Bacillus spp. (Adame Garcia et al., 2021).

2.3.5 Diversidad de Genética

Confiere una diversidad genética significativa, lo que brinda facultad de adaptacion
a distintos ambientes, esto se debe a los plasmidos ya que hay transferencias horizontales de
genes y mutaciones espontaneas que le otorgan nuevos rasgos de resistencia. Como resultado
de este rasgo, varias cepas y especies tienen habilidades desde la inhibicidon de patogenos,
promocion vegetal hasta aplicaciones biotecnologicas que aun no se descubre por completo

(Calderon-Toledo et al., 2023).

2.3.6 Mecanismo de Biocontrol

Como mecanismo de biocontrol produce Antibidticos, enzimas degenerativas y
lipopéptidos que cesan el desarrollo de fitopatégenos como el Colletotrichum spp. Compite
por nutrientes lo que limita la proliferacion del hongo fitopatogeno reduciendo la severidad

de antracnosis (Gonzalez-Leon et al., 2022).

Bacillus spp incentiva la defensa de la plata y/o fruto mediante la estimulacion de
induccion a la resistencia sistémica que promueve fitoalexinas y enzimas defensivas que
dificultan la penetracion de patdogenos y refuerzan la pared celular (Martinez-Netro et al.,

2025). Esto lo convierte en una herramienta funcional y respetuoso con em medio ambiente.

2.3.7 Interaccion Antagonica con Colletotrichum spp.
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Se evidencia la interaccion antagdnica en la competencia por nutrientes, como en la
produccion de enzimas degradativas y compuestos antifingicos que dafan la pared celular
del hongo fitopatégeno haciendo que se limite el espacio de crecimiento de Colletotrichum
spp. reduciendo la incidencia y severidad de la antracnosis. Ademas, beneficia creando un

entorno hostil para el hongo fortaleciendo las barreras naturales de la planta y/o fruto (Silva

& Jiménez, 2025).
2.3.8 Ventaja del Control Biolégico: Impacto y Ambiental.

El género Bacillus spp. Dispone de ventajas a nivel ambiental, economico y social.
En el Ambito ambiental es esencial destacar la reduccion de contaminacion y dafio al suelo
por parte de los pesticidas quimicos, estos pesticidas contaminan el agua y destruyen la
microbiota del suelo desequilibrando ecosistemas enteros (Santos et al., 2023). Bacillus spp.
Brinda una solucion a esta problematica, ya que reduce la conminacion, no solo protegiendo
a la plata, sino restaurando el equilibrio natural del suelo y por consiguiente del ecosistema
(Guaman-Rivera & Flores-Mancheno, 2023). A nivel social, la salud ocupacional de los
productores primarios mejora drasticamente al ya no exponerse directamente con pesticidas
quimicos. Ademads, en el aspecto econdmico, contribuye a un a produccion agricola mas
sostenible y responsable con la vida silvestre, evitando perdidas a largo plazo, con buenas

practicas agricolas (Armas-Vega et al., 2023).
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3 Materiales y métodos

El disefio experimental fue completamente al azar (DCA) que consistié en la evaluacion de
cinco cepas de Bacillus spp. como agentes de control bioldgico frente al patdgeno
Colletotrichum spp. La aplicacion de los tratamientos se dividid en dos etapas temporales
criticas para observar la dindmica de proteccion: una primera inoculacion realizada al dia 5y
una segunda al dia 8 postratamiento inicial. Como control de referencia quimica, se incluy¢ la
aplicacion del fungicida comercial Ardione, permitiendo contrastar la eficacia de las cepas
bioldgicas frente a un estdndar comercial. Con el fin de garantizar la robustez estadistica y la

reproducibilidad de los datos, cada combinacion de tratamiento y tiempo de inoculacion contd

con tres repeticiones independientes para su posterior analisis.

Tabla 1. Tratamientos, cepas de Bacillus spp y tipos de tratamientos aplicados para los dias

5y8
Tratamiento Cepa Tipo
T1 testigo Blanco
T2 Colletotrichum | Solo cepa
T3 BM Preventivo
T4 B.M. Curativo
T5 B.M Solo cepa
T6 H32 Preventivo
T7 H32 Curativo
T8 H32 Solo cepa
T9 H35 Preventivo
T10 H35 Curativo
T11 H35 Solo cepa
T12 041 Preventivo
TI13 041 Curativo
T14 041 Solo cepa
T15 S60 Preventivo
T16 S60 Curativo
T17 S60 Solo cepa
T18 Quimico Preventivo
T19 Quimico Curativo
T2'0 Quimico Solo cepa

Elaborado por: (La autora, 2025)
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3.1

Preparacion y ajuste de suspension de esporas de Colletotrichum spp.

El cultivo de Colletotrichum spp. Fue obtenido de cajas Petri previamente purificadas
y conservadas en el laboratorio de Ciencias de la Vida en la Universidad Politécnica
Salesiana. Estas cajas fueron manipuladas dentro de una cabina de flujo laminar desinfectada
previamente con Savlon y alcohol al 70%, continuando con las condiciones de esterilidad

requeridas para el indculo en frutos (Valdés et al., 2017).

Para la obtencion de la suspension, se anadio agua destilada directamente sobre la
superficie del micelio utilizando una jeringa de 10 mL, y se precedi6 a frotar suavemente el
cultivo durante aproximadamente 3 minutos con una asa de Drigalsky, con el fin de
desprender las esporas del micelio fungico. La suspension formada fue recolectada
nuevamente con la jeringa y se le anadié Tween 20 para favorecer la dispersion de las esporas

(Barroso-Ake et al., 2021).

La suspension fue recolectada y transferida a un tubo de vidrio estéril para su
posterior ajuste de concentracion. La suspension madre fue agitada en un vortex para
garantizar su homogeneidad. A continuacion, se tomd una alicuota de 10 pL y se coloco
cuidadosamente sobre la cdmara Neubauer, evitando la formacién de burbujas antes de
cubrirla con el cubreobjetos. La Observacion fue realizada en un microscopio optico en el
objetivo de 40x, registrandose el numero de esporas presentes en cinco cuadros grandes
(1mm?®) de cuadricula. Con estos datos se calculd la concentracion final mediane la formula
convencional para camaras de recuento, considerando el promedio de esporas, el factor de

dilucion aplicado y el factor de correlacion correspondiente (Barroso-Ake et al., 2021).

Cuando la concentracién inicial supero el valor requerido, la suspension fue diluida

con agua destilada estéril o solucidon salina, empleando la ecuacion C1V1 = C2V2 para
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establecer el volumen exacto de dilucidn necesario. Una vez alcanzada la concentracion

deseada, la suspension fue trasferida a un tubo Falcon estéril (Barroso-Ake et al., 2021).

Numero de esporas  Promedio de esporas por cuadrado * Factor de Dilucién * 10*

mL 1

Formula 1. Calculo de concentracion

3.2 Inoculacion de Colletotrichum spp

La inoculacion de Colletotrichum spp se realizé utilizando frutos sanos de tomate de
arbol previamente lavados con agua y con jabon, y desinfectados con alcohol al 70%.
Mientras la cdmara de flujo laminar se encontraba en proceso de esterilizacion, se prepararon
los recipientes de incubacion colocando una fina capa de agua destilada o algodon
humedecido en el fondo para mantener condiciones de humedad sin llegar a empapar los
frutos. Una vez dentro de la cabina, los tomates fueron flameados ligeramente por unos 5

segundos para completar la desinfeccion superficial (Rayon-Diaz et al., 2021).

En la zona cercana al pedicelo se generd una herida superficial empleando un bisturi
o aguja estéril. El fruto fue nuevamente expuesto al alcohol al 70% durante 30 segundos para
reducir la probabilidad de contaminacion cruzada. La suspension de esporas se homogenizo
en un vortex durante 30 segundos y, posteriormente, se aplicaron 20 pL directamente sobre
la herida mediante micropipeta estéril. Alternativamente, cuando se utiliz6 el cultivo en caja
Petri, se tomo una pequeia porcion del micelio con un asa estéril y se depositd suavemente
sobre la lesion (Jiménez-Maldonado et al., 2022). Esto se us6 cuando la cantidad de esporas

del fitopatdogeno no son suficientes dentro de la suspension.
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Recipiente de Almacenamiento para Tomate de Arbol.

Figura 6 Recipiente de Almacenamiento

Fuente: (La Autora, 2025)

Finalmente, los frutos inoculados fueron colocados en los recipientes previamente
preparados, los cuales fueron sellados y etiquetados para su seguimiento durante el periodo

de incubacion.
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3.3 Preparacion y ajuste de cultivo de Bacillus spp.

Del banco de bacterias de la Universidad Politécnica Salesiana, se seleccionaron 5
cepas de Bacillus spp (Tabla 1) a partir de 73 disponible debido a que, en investigaciones
previas se evidenci6 su actividad antagonista in vitro. Se realiz6 un cultivo en Caldo de soya
tripticaseina (TSB) para su reactivacion e incubadas durante 48 horas a 36 °C. Todo el
procedimiento fue llevado a cabo en una cabina de flujo laminar previamente desinfectada,
utilizando material estéril para evitar contaminacion. La suspension inicial fue utilizada para
preparar las diluciones seriadas necesaria, transfiriendo 1 mL del cultivo a 9 mL de solucion
salina estéril para obtener la dilucion 10" y repitiendo el proceso sucesivamente hasta

alcanzar la concentracion requerida (Larrea-Izurieta et al., 2015).

Cada dilucion fue agitada suavemente y posteriormente sembrada en placas Petri con
Agar Nutritivo (NA) mediante la aplicacion de 100 pL por placa, distribuidos
uniformemente con un espaciador de vidrio estéril. Las placas fueron incubadas en posicion
invertida entre los 28 a 37 °C durante 48 horas, permitiendo asi el desarrollo de colonias
individuales adecuadas para el recuento viable. Este recuento se realizd6 empleando la
formula estandar para unidades formadoras de colonia por milimetro (UFC), considerando

el nimero de colonias, el factor de dilucion y volumen sembrado (Saavedra et al., 2024).

UFC _ Colonias contadas * Factor de Dilucién

mL Volumen sembrado (mlL)

Formula 2. Conteo Unidades Formadoras de Colonias

Una vez obtenida la concentracion final, el cultivo fue ajustado cuando fue necesario
utilizando solucidn salina estéril, aplicando la relacion C1V1 = C2V2 para alcanzar la

concentracion requerida en los ensayos experimentales.
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3.4 Aplicacion de Bacillus spp. en frutos

Para la aplicacion de Bacillus spp. En frutos se realizé en cabina de flujo laminar,
desinfectada, colocando cada fruto o unidad experimental entre dos mecheros para mantener
una aplicacion estéril. Las cepas seleccionadas de Bacillus spp. se prepararon en una
suspension fresca y se aplicd directamente sobre la herida, caliz o superficie del fruto,
utilizando un chisguete manual esterilizado. Cada fruto recibi6 una dosis de 5 ml, asegurando
una distribucion homogénea y localizada seglin el tratamiento establecido (Saavedra et al.,

2024).

3.5 Almacenamiento de los frutos

Los frutos inoculados se almacenaron en camaras hiimedas individuales, utilizando
una reja plastica o una capa fina de algodén como soporte interno. En cada camara se
anadieron 100 ml de agua destilada estéril en el fondo para asegurar una humedad elevada y
estable durante todo el periodo de evaluacion. Los frutos se colocaron sin contacto con las
paredes de la caja, y las camaras se mantuvieron selladas a la temperatura y tiempo definidos
en el disefio experimental para garantizar condiciones controladas de desarrollo. Para las
pruebas se establecio dos tiempos, en 5 dias y 8 dias, con el fin de entender el
comportamiento de ambos microrganismos inoculados en el tomate Dado que
Colletotrichum spp. requiere varios dias para esporular in vitro, las inoculaciones se
realizaron a los dias 5 y 8 posteriores al establecimiento del hongo, asegurando la presencia
de esporas viables para una infeccion efectiva. A demas las temperaturas para ambos

microrganismos se mantuvieron al ambiente.
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3.6 Analisis Microbiologico

3.6.1 Analisis de sobrevivencia de Bacillus spp. en fruto

La sobrevivencia de Bacillus spp. En los frutos se evalué colocando cada fruto
tratado en una bolsa estéril con 200 ml de caldo TSB, para cubrir su superficie, esto va a
depender del tamafio del fruto; seguido de una agitacion manual o en stomacher para
desprender las bacterias. El diluyente obtenido se recuperd para realizar varias diluciones
seriadas, de las cuales se sembraron alicuotas en placas con Agar Nutritivo para el recuento
viable. Las placas se incubaron a 36 °C durante 48 horas y posteriormente, se verifico la

presencia de Bacillus spp mediante observacion del crecimiento y turbidez. (Saavedra et al.,

2024).

3.7 Analisis Fisicoquimico

3.7.1 Analisis de textura del fruto (firmeza)

Se analiz6 la textura de los frutos utilizando un analizador de texturas EZ Test
(Shimadzu) equipado con una sonda de penetracion cilindrica, configurado y controlado
mediante el software TRAPEZIUX. Antes de cada medicion se selecciond el método de
prueba correspondiente y se ajustaron los pardmetros recomendados: Velocidad de 1 mm/s,
modo de control por distancia y una profundidad de penetracion entre 5 y 10 mm, ademas
de un umbral de fuerza inicial de 0,1-0,2 N para asegurar una deteccion precisa del contacto

con el fruto (Matos et al., 2022).

Los frutos se colocaron de manera estable en la plataforma del equipo, alineando la
zona ecuatorial directamente bajo la sonda. Una vez fijada la muestra se procedio a ajustar

la prueba desde el software para registrar la fuerza necesaria para la penetracion, informacion
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que permite evaluar la firmeza del fruto. El equipo registro automaticamente la curva fuerza-

distancia para su posterior interpretacion (Matos et al., 2022).

Al finalizar cada medicion se retir6 el fruto cuidadosamente y se limpi6 con un pafio
suave humedecido con agua destilada o etanol al 70% para evitar contaminacion entre
muestras. Los datos generados se guardaron desde el software en los formatos requeridos,
asegurando un registro ordenado y reproducible del comportamiento mecanico de los frutos

analizados (Matos et al., 2022).

3.7.2 Obtencion del jugo

El jugo se obtuvo partiendo de muestras previamente pesadas para asegurar la
estandarizacion de los analisis posteriores. Cada fruto fue procesado utilizando una licuadora
limpia, afiadiendo agua destilada en una proporcion suficiente para facilitar la trituracion sin
alterar las caracteristicas quimicas de la muestra. Una vez licuado el fruto, la mezcla se filtr6
o decant6 segun fuera necesario para obtener un jugo homogéneo libre de residuos sélidos
que puedan interferir con las mediciones. Este jugo se homogenizé cuidadosamente para
garantizar que todas las subsecuentes determinaciones analiticas se realizaran a partir de una

muestra uniforme (Aguilera-Aguirre et al., 2025).

El jugo final se emple6 directamente para las evaluaciones de °Brix, pH y Acidez
titulable, permitiendo que todas la mediciones provinieran del mismo extracto, lo cual
asegura coherencia, comparabilidad y precision e los resultados experimentales. (Matos et

al., 2022).
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3.7.3 Contenido de solidos solubles totales (°Brix)

Se realiz6 utilizando un Refractometro digital (Modelo MA884, Milwaukee)
previamente calibrado y con el prisma completamente limpio. Sobre la superficie del prisma
se deposito una gota del jugo filtrado de cada muestra permitiendo que el equipo registrara
automaticamente el valor de °Brix correspondiente al contenido de azucares y otros solutos

presentes (Pérez Fagua et al., 2024).

Tras cada lectura, el prisma se limpidé cuidadosamente con agua destilada y paiitos
sin pelusa para evitar la acumulacion de residuos y asegurar la precision del andlisis en todas

las muestras evaluadas.

3.7.4 Determinacion de pH

La determinacion de pH se realizo utilizando un Potenciometro digital (Modelo S80-
K Seven Multi, Mettler Toledo) previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4,0 y
7,0, siguiendo las indicaciones del fabricante para asegurar la precision del equipo. Una vez
calibrado, el electrodo se sumergio directamente en el jugo filtrado de cada muestra

(Aguilera-Aguirre et al., 2025).

Se esper6 a que la lectura se estabilizara para registrar el valor correspondiente. Entre
cada medicion, el electrodo se enjuagd cuidadosamente con agua destilada para evitar

contaminacion cruzada y mantener la exactitud del analisis

3.7.5 Determinacion de acidez titulable
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La acidez titulable se determind empleando NaOH 0,1 N como agente titulante y
fenolftaleina como indicador. Para cada andlisis, se tom6 una alicuota del jugo y se diluy6
con agua destilada completar los 30 mL en un vaso de precipitacion, luego se anadi6 2 a 2
gotas de fenolftaleina para permitir la deteccion del punto final (Aguilera-Aguirre et al.,

2025a).

La titulacion se realizo afiadiendo NaOH 0,1 N de manera gradual mientras se agitaba
suavemente la muestra, deteniéndose cuando aparecié un tono rosa palido persistente
durante al menos 30 segundos. Finalmente, se registr6 el volumen de NaOH para calcular la

acidez titulable de cada muestra (Aguilera-Aguirre et al., 2025).

3.8 Escala de Severidad de Antracnosis en Solanum betaceum.

Para evaluar el avance de la antracnosis en frutos de tomate de arbol (Solanum
betaceum), se disefio y adaptd una escala de severidad especifica para esta investigacion,
debido a la ausencia de una escala valida para esta especie. La escala se adapté tomando
como referencia de Zapata-Narvaez et al. (2021), sus criterios reportados para antracnosis
en mango fueron adaptados y ajustados a las caracteristicas morfologicas y patrones de
infecciéon observados en tomate de arbol durante las fases experimentales. La escala
resultante clasifica la severidad en niveles ordinales basados en el porcentaje de superficie
afectada, la presencia de lesiones caracteristicas y la progresion de sintomas visibles,

permitiendo una evaluacion comparativa y reproducible entre tratamientos.
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Escala diagramatica adaptada de severidad de antracnosis en tomate de arbol

SANO LEVE MODERADO MEDIO GRAVE MUY GRAVE NECROSADO

0% >5% 5-10% 10-30% 30-50% 51-70% >70-100%

Elaborada con fotografias propias, adaptada para Colletotrichum spp.

Figura 7 Escala de Severidad de Antracnosis

Fuente: (La Autora, 2025)

3.9 Incidencia de la enfermedad

Para medir la incidencia de la antracnosis en el tomate de arbol, se evaluo la presencia
del patéogeno segun la sintomatologia de la enfermedad(Campo-Arana & Royet-Barroso,
2020). Se midi6 si hubo o no presencia mediante 0 (no presencia visible) y 1 (presencia
visible); esta variable va en conjunto con severidad ya que ambas evaluan la antracnosis en
el fruto, sin embargo, no miden lo mismo; la severidad mide el grado de dafio o necrosis en
el tejido del tomate mientras que la incidencia mide su presencia solamente (Herrera-

Gonzalez et al., 2024).

3.10 Analisis estadistico

Los datos estadisticos obtenidos por variable se resumieron mediante estadistica
descriptiva, expresandose sus valores de medianas acompafiados de su desviacion estandar,
no como comparaciéon sino como indicador de dispersion de los tratamientos segin dia de
evaluacion.
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Se evaluo la normalidad Shapiro-Wilks de los datos para determinar si cumplian o
no con una distribucién normal con el fin de aplicar pruebas acorde a las variables
establecidas. Para los datos que no cumplieron con la prueba de normalidad se aplico
Kruskal-Wallis (no paramétrica) y las variables que si cumplieron con la normalidad se
aplico ANOVA (paramétrica).  Para detectar diferencias significativas, se realizaron
comparaciones mediante una prueba post hoc, representandose asi los grupos

estadisticamente diferentes con letras.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Infostat

considerando un nivel de significancia de p (<0,05).
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4

4.1

4.1

Resultados y discusion

Inhibicién de Colletotrichum spp

Los datos fueron analizados de forma conjunta debido a que correspondieron a
repeticiones independientes realizados en diferentes dias. Cada variable se sometio a pruebas
de normalidad Shapiro-Wilks para entender su comportamiento y segun el resultado de estos
aplicar pruebas estadisticas acorde a su normalidad la cual arrojo un valor de p < 0,05, lo

que llevo al rechazo de la normalidad para Incidencia y Severidad.

.1 Incidencia

La variable de incidencia corresponde a datos cualitativos de tipo ordinal, por lo que
se analizaron mediante pruebas no paramétricas. Debido a que el estudio incluye la
comparacion de 20 tratamientos se optd por realizar la prueba de Kruskal-Wallis. A pesar de
que la prueba de Wilcoxon reporté una diferencia estadistica global significativa entre los
dias 5 y 8 (Z= -5,39), el analisis individual por tratamiento reveld que la incidencia se
mantuvo estadisticamente estable entre los dias, dado que el p-valor de todos los tratamientos
fue mayor a 0,05. Esta estabilidad sugiere que la fase de colonizacion del patogeno o la
eficacia de los agentes de control (cepas B. m- Preventivo o H32) alcanzaron equilibrio

temprano, impidiendo el progreso de la enfermedad durante el intervalo evaluado.
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Tabla 2. Resultados de las medianas, post-hoc y p-valor en la variable de Incidencia entre los
dias 5y 8, con tres repeticiones por dia en la prueba Kruskal-Wallis

INCIDENCIA
Tratamientos DIA 5 DIA 8 P-VALOR ,(entre
ambos dias)
T1 (Testigo) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T2 (Colletotrichum) 1,00 b 1,00 b 0,9998
T3 (B. M-Preventivo) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T4 (B.M-Curativo) 0,00 ab 0,00 ab >(,9999
T5 (B.M-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T6 (H32-Preventivo) 1,00 b 1,00 ab >0,9999
T7 (H32-Curativo) 1,00 b 1,00 b 0,9998
T8 (H32-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T9 (H35-Preventivo) 1,00 ab 0,00 ab >(),9999
T10 (H35-Curativo) 1,00 b 1,00 b 0,9998
T11 (H35Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T12 (O41-Preventivo) 1,00 a 1,00 ab >0,9999
T13 (O41-Curativo) 1,00 b 1,00 b 0,9998
T14 (041-Solo cepa) 0,00 b 0,00 a 0,9998
T15 (S60-Preventivo) 1,00 b 1,00 b 0,9998
T16 (S60-Curativo) 1,00 b 1,00 b 0,9998
T17 (S60-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T18 (Quimico-Preventivo) 0,00 ab 0,00 ab >0,9999
T19 (Quimico-Curativo) 0,00 ab 1,00 ab 0,426
T20 (Quimico) 0,00 a 0,00 a 0,9998

Elaborado por: (La Autora, 2025)

Para la variable de incidencia del dia 5 demostrd que si existio diferencia estadistica
con un valor estadistico H=36,34 y un p-valor= 0,0002, mientras que en el dia 8 tenemos

una diferencia estadistica con el valor estadistico H= 32,02 y un p-valor= 0,0002.

Los tratamientos evaluados en el dia 5 revelaron que la cepa Bacillus megaterium no
mostrd presencia del fitopatégeno en los frutos; el tratamiento T3 (preventivo) presenta una
mediana de (0,00 a) lo que indica no hay presencia de patogeno (Tabla 1). Sin embargo, que

el tratamiento T4 (curativo) tampoco indica presencia con su mediana de 0,00 (ab) lo que
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indica que comparte caracteristicas estadisticas similares al grupo b del patogeno T2 como
control negativo. En contraste con el control quimico de los tratamientos T18, T19 y T20
donde tampoco presentd incidencia, los tratamientos T18 y T19 comparten grupos
estadisticos aby T 20 solo comparte con el testigo (T1). Como se puede observar en la Tabla
1, las diferencias estadisticas asignadas con letras a y b se muestra cdbmo se agrupan estos
resultados; los tratamientos con la letra **a ™" no difieren del testigo y los tratamientos con la
letra "'b"" se agrupan con el patdogeno, mostrando mayor incidencia; los valores que

comparten “"ab’” indican un comportamiento intermedio.

En comparacion con los resultados obtenidos por Acurio-Vasconez & Garcia-Bolivar
(2024), sugiere que Bacillus megaterium podria ser una alternativa viable a los tratamientos
quimicos ya que puede reducir la incidencia de la enfermedad. Al evaluarlo al dia 8
desarrollaron una diferencia significativa, al medir la incidencia en los tratamientos con la
cepa B.m. tanto curativa y preventiva (T3 y T4) presentaron incidencia nula (0,00), en T4
con incidencia nula pero variabilidad en las repeticiones; en las diferencias estadisticas los
tratamientos que comparten la misma letra ""ab’" indican comportamiento intermedio, los
tratamientos con la letra ""a’” no difieren del testigo mientras que los tratamientos con la

letra 'b"” mostraron mayor incidencia agrupandose con el patdogeno.

4.1.2 Severidad

En los resultados de la variable de severidad en el dia 5 se demostrd que si existio
diferencia estadistica con el valor estadistico H= 43,22 y un p-valor= 0,0002, mientras que
en el dia 8, la diferencia estadistica esta H= 43,56 y un p-valor= 0,0001. Al someter a una
prueba de diferencias estadisticas en ambos dias resultd que, mediante Prueba Wilcoxon, si

hay diferencias estadisticas con un p-valor= 0,0010 y son significativamente altas con un
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valor estadistico Z=-3,29. El desglose por tratamiento reveld6 un comportamiento
heterogéneo donde la mayoria de los grupos se mantuvieron estadisticamente estables.
Destaca el tratamiento T10 (H35-curativo), que presentd una reduccion significativa de la

severidad (p-valor=0,0262), sugiriendo que el tejido se mantuvo estable en el dia 8.

En el dia 5 se observaron diferencias significativas entre tratamientos para la variable
de severidad, donde el tratamiento con Colletotrichum (T2), considerado como control
negativo, presentd los mayores valores de severidad (3,00), mientras que los tratamientos T3
(B. m. preventivo) y T9 (H35 preventivo) mostraron severidad nula, sin diferir
estadisticamente del tratamiento testigo (T1), lo que evidencia un control efectivo de la
enfermedad. Los tratamientos con valores intermedios de severidad (1,00-2,00), agrupados
mediante las letras ab, bc y abc, reflejaron una reduccion parcial de la enfermedad entre
repeticiones. Al evaluar las mismas variables en el dia 8, los resultados confirmaron
diferencias significativas entre tratamientos, en concordancia con lo reportado por Silva y
Jiménez et al. (2025). En cuanto a la severidad al dia 8, el tratamiento T2 alcanzo el valor
mas alto (5,00), contrastando con el testigo y los tratamientos T3, T9 y T12, que evidenciaron
severidad nula, confirmando su mayor eficacia en el control del patdgeno, mientras que los
tratamientos con valores intermedios (1,00-2,00) y letras ab a d reflejaron un control parcial
de la enfermedad. Esto puede deberse a lipopéptidos que modifican la permeabilidad y
composicion de las membranas lipidicas, B. megaterium tienen la capacidad de reducir la

severidad de enfermedades en frutos (Bustamante et al., 2015).

Para el tratamiento TO, en el dia 8 se observa una disminucién en las medianas, que
corresponde a un efecto positivo, es decir, el tratamiento logra inhibir a Colletotrichum;
Resultados similares a los obtenidos por este estudio los reporta Padron Chan et al. (2025),
al enfrentar cepas de Bacillus y fitopatégenos como Corynespora cassicola y Fusarium

oxysporum donde se evidencia la presencia de lipopéptidos, este metabolito secundario
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funciona como fungicida, en el tejido del tomate podria liberarse de a poco tras varios dias
hasta alcanzar las dosis méaximas de inhibicién para frenar al patdégeno y redecir asi la

severidad del fruto.

Tabla 3. Resultados de las medianas, post-hoc y p-valor en la variable de Severidad entre los
dias 5 y 8, con tres repeticiones por dia en la prueba Kruskal-Wallis

SEVERIDAD
Tratamientos DIA S DIA 8 P-VALOR ’(entre
ambos dias)

T1 (Testigo) 0,00 a 0,00 a 0,9998

T2 (Colletotrichum) 3,00 ¢ 5,00d 0,2552
T3 (B. M-Preventivo) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T4 (B. M-Curativo) 1,00 abc 1,00 abed 0,345
T5 (B. M-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998

T6 (H32-Preventivo) 2,00 bc 1,00 abcd >0,9999
T7 (H32-Curativo) 2,00 bc 2,00 cd 0,6334
T8 (H32-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T9 (H35-Preventivo) 0,00 ab 0,00 ab 0,4788

T10 (H35-Curativo) 2,00 bc 1,00 abc 0,0262 *
T11 (H35Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T12 (O41-Preventivo) 1,00 abc 0,00 ab 0,1614
T13 (O41-Curativo) 1,00 abc 1,00 abcd 0,9998
T14 (O41-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T15 (S60-Preventivo) 2,00 be 1,00 abcd 0,158
T16 (S60-Curativo) 3,00 ¢ 2,00 bed 0,1586
T17 (S60-Solo cepa) 0,00 a 0,00 a 0,9998

T18 (Quimico-

Preventivo) 0,00 a 1,00 abcd 0,4144

T19 (Quimico-Curativo) 0,00 a 2,00 cd 0,3234
T20 (Quimico) 0,00 a 0,00 a 0,9998

Elaborado por: (La Autora ,2025)
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4.2 Sobrevivencia de Bacillus spp.

En la variable de sobrevivencia de Bacillus se aplico una prueba de normalidad de
Shapiro-Wilks, dando un p-valor menor al 0,05 rechazando una distribucion normal de los
datos, por ende, se analizaron los datos mediante Kruskal-Wallis para el dia 3 y 5. Los
resultados de sobrevivencia arrojaron que si existio diferencia estadistica con el valor
estadistico H= 51,01 y p-valor= 0,0001 en el dia 8 y un valor estadistico H= 42,24 y un p-
valor= 0,0012. Al evaluar la diferencia estadistica global entre los dias se demostré que no
hay diferencia entre el dia 5 y 8 arrojando un p-valor mayor a 0,05 siendo este 0,8769. Esta
tendencia general se ve reflejada en los p-valores de los tratamientos lo que indica estabilidad

en las unidades experimentales entre dias 5 y 8.
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Tabla 4. Resultados de las medianas, post-hoc y p-valor en la variable de Sobrevivencia entre
los dias 5 y 8, con tres repeticiones por dia en la prueba Kruskal-Wallis

SOBREVIVENCIA
Tratamientos DIA 5 DIA 8 P-VALOR ’(entre
ambos dias)
T1 (Testigo) 0,00 ab 0,00 a 0,9998
T2 (Colletotrichum) 0,00 ab 0,00 a 0,9998
T3 (B. M-Preventivo) 6,6 bed 6,61 bcde >0,9999
T4 (B.M-Curativo) 3,37 abc 7,67 de 0,4432
T5 (B.M-Solo cepa) 7,72 cd 7,54 cde 0,5274
T6 (H32-Preventivo) 6,49 abc 6,82 bede 0,5028
T7 (H32-Curativo) 3,34 abced 6,62 abcde >0,9999
T8 (H32-Solo cepa) 7,69 cd 6,91 cde >(0,9999
T9 (H35-Preventivo) 6,86 cd 7,80 cd 0,2042
T10 (H35-Curativo) 7,70 cd 7,79 cd 0,6836
T11 (H35Solo cepa) 7,81 cd 6,50 bede 0,2576
T12 (O41-Preventivo) 7,55 cd 5,71 abcde 0,0684
T13 (O41-Curativo) 7,89 d 5,88 abed 0,0676
T14 (O41-Solo cepa) 3,75 abced 6,31 abcde >0,9999
T15 (S60-Preventivo) 5,34 abc 3,37 abc 0,2574
T16 (S60-Curativo) 1,96 abc 0,00 ab 0,4802
T17 (S60-Solo cepa) 3,60 abc 3,62 abcd 0,7058
T18 (Quimico-
Pre(\%ntivo) 0,00a 0,002 0,9998
T19 (Quimico-Curativo) 0,00 a 0,00 a 0,9998
T20 (Quimico) 0,00 a 0,00 a 0,9998

Elaborado por: (La Autora ,2025)

Segun se evidencia en la tabla 3, el valor de cero indica ausencia de sobrevivencia de
las cepas de Bacillus bajo el criterio de UFC, para analizar los datos fue necesario
convertirlos a logaritmo para que asi el software estadistico pueda leer los datos y ofrecer un

resultado real y concreto. Se observa que los tratamientos con mayor sobrevivencia en el dia
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5 son T13 que corresponde a 7,89 (d), T12 que corresponde a 7,81 (cd) y T9 con 7,72 (cd) y
estadisticamente se diferenciaron del patogeno al mostrar un efecto protector. Los
tratamientos quimicos T18, T19 y T20 no mejoraron la sobrevivencia bajo las condiciones

del ensayo.

En el mismo dia de evaluacion los mayores valores de sobrevivencia se registraron
en los tratamientos O41 en modalidad curativa y preventiva, un estudio similar de (Silva &
Jiménez, 2025) report6 las mismas cepas y su efectividad, asi como en H35 aplicado solo y
de forma preventiva, los cuales se diferenciaron estadisticamente del tratamiento con
Colletotrichum. Los tratamientos quimicos no mostraron efecto positivo sobre la

sobrevivencia, presentando valores similares al patdgeno.

En el dia 8 de los tratamientos la sobrevivencia de las cepas de Bacillus disminuye,
los tratamientos que sostuvieron el desarrollo son T4 que corresponde a 7,67 (de), T9 con
7,80 (cd), a comparacion de los tratamientos quimicos donde no hubo sobrevivencia (Tabla
3). Resultados concordantes fueron descritos por Escobar-Escobar et al. (2012), quienes
analizaron la densidad poblacional de Bacillus thuringiensis durante un periodo de
incubacion de siete dias, registrando concentraciones poblacionales elevadas y estables bajo
condiciones de temperatura alta y pH ligeramente acido. Estos resultados evidencian la
capacidad de las bacterias del género Bacillus para adaptarse y sobrevivir en ambientes

desfavorables, lo cual es consistente con los datos obtenidos en el presente estudio.

4.3 Pérdida de peso (%)

En el anélisis de pérdida de peso fue sometido la prueba de Shapiro-Wilks donde su
p-valor demostré un p-valor menor al 0,05 (p-valor= 0,0001) lo que califica como datos

paramétricos para aplicar (ANOVA) tanto para el dia 5 y 8 y prueba post hoc de Tukey con
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un nivel de significancia del 5%. Ademas, se aplicoé Prueba T apareada para demostrar la
diferencia entre los dias 5 y 8, lo que arrojo fue que, con p-valor=0,0201 es menor a 0,05 lo
que nos indica una diferencia estadistica entre ambos dias. Al analizar la comparaciéon por
tratamiento tampoco se encontraron diferencias significativas explicandose que el peso fue

una variable consistente entre los dias 5 y 8.

El anélisis de la pérdida de peso (%) mostrd un comportamiento dindmico entre los
periodos de evaluacion (Tabla 4). Al Dia 5, la mayoria de los tratamientos no presentaron
diferencias estadisticas significativas entre si, permaneciendo en el rango de "a" con valores
inferiores al 1.05%; la unica excepcion notable fue el tratamiento T13 (O41-Curativo), que
registro la mayor pérdida con un 3.39 £2.82 (b). Sin embargo, hacia el Dia 8, se observo un
cambio relevante en la significancia estadistica: mientras que todos los tratamientos
preventivos, curativos y quimicos lograron estabilizar la pérdida de peso en niveles minimos
(0.05 % a 0.22 %, grupo a), el tratamiento T2 (inoculado solo con Colletotrichum) se

diferencio significativamente del resto con una pérdida del 1.57 £0.17 (b).

Estos resultados sugieren que, aunque la severidad general del experimento fue baja
en términos de biomasa perdida, la presencia del patdégeno sin control (T2) genera un
impacto medible que es mitigado eficazmente por las cepas biologicas (H32, H35, 041, S60)
y el control quimico. La reduccion de la pérdida de peso también fue reportada por Mufioz
(2011), quien indic6 que la aplicacion de inodculos bacterianos tres dias previos a la cosecha
disminuy¢ significativamente la pérdida de peso en los frutos, contribuyendo a una mejor
conservacion y a condiciones postcosecha mas favorables. La efectividad de los tratamientos
bioldgicos, que mantuvieron valores estadisticamente iguales al testigo sano (T1), demuestra
su potencial para preservar la integridad del fruto frente al estrés causado por el hongo,

igualando el desempefio de los fungicidas convencionales.
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Tabla 5. Resultados media y D. E. (Desviacion estandar) y p-valor de Pérdida de peso (%)
para los dias 5 y 8, con tres repeticiones cada dia en ANOVA

PERDIDA DE PESO (%)

P-VALOR
Tratamientos DIAS+D.E DIA 8 £+ D.E (entre ambos
dias)
T1 (Testigo) 0,20+£0,12 a 0,22+0,14 a 0,3626
T2 (Colletotrichum) 0,56+0,43 a 1,57+0,17b 0,0977
T3 (B. M-Preventivo) 0,20+ 0,05 a 0,11+0,06a 0,2402
T4 (B.M-Curativo) 0,30+£0,39 a 0,07+0,03 a 0,4285
TS (B.M-Solo cepa) 0,22+0,14 a 0,10+£0,08 a 0,4146
T6 (H32-Preventivo) 0,49 + 0,56 a 0,13+0,05a 0,3812
T7 (H32-Curativo) 0,51+0,49 a 0,09 +0,08 a 0,2555
T8 (H32-Solo cepa) 0,73 +0,85a 0,06+0,03 a 0,311
T9 (H35-Preventivo) 0,22+0,15a 0,19+0,17 a 0,8731
T10 (H35-Curativo) 1,05+ 120a 0,22+0,21 a 0,2864
T11 (H35Solo cepa) 0,33 +£0,36 a 0,08+0,04 a 0,3723
T12 (O41-Preventivo) 0,36+ 0,22 a 0,15+0,10 a 0,2769
T13 (O41-Curativo) 339+282 b 0,15+0,04 a 0,1819
T14 (O41-Solo cepa) 0,27+ 0,26 a 0,05+0,11a 0,2875
T15 (S60-Preventivo) 0,43 +0,27 a 0,18 £0,06 a 0,3146
T16 (S60-Curativo) 0,10+ 0,01 a 0,14+0,13 a 0,6541
T17 (S60-Solo cepa) 0,18+ 0,19 a 0,07+0,02 a 0,4582
T18 (Quimico-Preventivo) 0,11+0,04a 0,10+£0,07 a 0,9122
T19 (Quimico-Curativo) 0,18+0,13 a 0,09 +0,05 a 0,4664
T20 (Quimico) 0,07 0,05 a 0,06 + 0,04 a 0,851

4.4 Firmeza del fruto

Al analizar la normalidad la variable de Firmeza en el fruto, sometida a prueba
Sharipo-Wilks, demostré que, con un p-valor mayor a 0,05 lo que nos lleva a sefialarlo como
paramétrico y aplicar (ANOVA) tanto para el dia 5 y 8 y prueba post hoc de Tukey con un
nivel de significancia del 5%. Ademas, se aplico Prueba T apareada para demostrar

diferencia entre los dias 5 y 8, lo que arrojo fue que, con p-valor=0,2943 es mayor a 0,05 lo
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que nos indica que no hay diferencia estadistica entre ambos dias. De manera individual por
tratamiento, se muestra un incremento significativo en la firmeza al dia 8, los tratamientos
T5, T8, T9 y T19 mostraron un incremento (p-valor <0,05) lo que podria asociarse a procesos
de lignificacioén o como respuesta de defensa estructural inducidas por los agentes bioldgicos
(Jiménez-Maldonado et al., 2022). Por otro lado, los tratamientos como T6, T10 y T16
exhibieron una pérdida de firmeza estadisticamente significativa (p-valor<0,05), sintoma
caracteristico de la degradacion de la pared celular causada por la actividad enzimatica del
patogeno(Zapata-Narvaez et al., 2021). El analisis detallado o de cada tratamiento por dia
permitié identificar que cepas especificas lograron preservar o fortalecer la estructura del

fruto frente a la infeccion.
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Tabla 6. Resultados media y D. E. (Desviacion estandar) y p-valor de Firmeza para los dias 5
v 8, con tres repeticiones cada dia en ANOVA

FIRMEZA
P-VALOR
Tratamientos DIAS+D.E DIA 8 £ D.E (entre ambos

dias)

T1 (Testigo) 11,90 + 2,98 abed 19,79 £ 1,44 0,0759

T2 (Colletotrichum) 5,19 + 0,66 ab 3,54+0,80 a 0,1081
T3 (B. M-Preventivo) 12,95 +£2,16 bcd 15,54 £ 1,21 ef 0,3055
T4 (B.M-Curativo) 3,13+£284a 6,34 +£2,13 abc 0,1879
T5 (B.M-Solo cepa) 8,19 + 0,56 abcd 11,27 £0,80 ¢ 0,0248*
T6 (H32-Preventivo) 15,71 +1,71d 4,85+ 0,57 ab 0,0052*
T7 (H32-Curativo) 7,94 + 3,17 abed 3,23+2,80a 0,2591
T8 (H32-Solo cepa) 11,55+ 0,99 abcd 8,72 + 1,89 bed 0,0404*
T9 (H35-Preventivo) 5,27 +2091 ab 15,79 +£ 0,54 ef 0,0213*
T10 (H35-Curativo) 5,53 +£0,72 abc 3,65+0,38 a 0,0318*
T11 (H35Solo cepa) 1426 + 3,66 cd 7,35 + 1,83 abcd 0,1488
T12 (O41-Preventivo) 1548 +3,93 d 16,21 £0,75 f 0,7762
T13 (O41-Curativo) 8,87 £ 6,39 abcd 4,89+0,51 ab 0,3931
T14 (O41-Solo cepa) 8,00 £ 1,16 abcd 10,24 £2,81 cd 0,4295
T15 (S60-Preventivo) 9,77 £3,28 abcd 6,27 £0,57 abc 0,2483
T16 (S60-Curativo) 5,53 +£2,07 abc 277+242a 0,0280*
T17 (S60-Solo cepa) 6,34 + 5,49 abc 6,18 2,51 abc 0,9406
T18 (Quimico-Preventivo) 9,81 + 0,77 abced 7,17 £ 0,60 abed 0,0778
T19 (Quimico-Curativo) 9,35+ 1,01 abcd 6,29 + 1,07 abc 0,0029*
T20 (Quimico) 9,52+ 0,23 abcd 9,09 + 0,65 bed 0,3066

Elaborado por: (La Autora, 2025)

El andlisis de la firmeza revel6 variaciones significativas entre los tratamientos a

medida que avanzo6 el periodo de evaluacion. Al Dia 5, se observo una alta variabilidad; los

tratamientos T6 (H32-Preventivo) y T12 (O41-Preventivo) presentaron los niveles mas altos

de firmeza inicial con 15,71 y 15,48 respectivamente (letra D). En contraste, el tratamiento

T4 (B.m-Curativo) registr6 el valor mas bajo en este punto con 3,13 (a), lo que indica una

respuesta heterogénea en la etapa temprana del experimento.
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Hacia el Dia 8, el T1 (Testigo) y el T12 (O41-Preventivo) mostraron los valores de
firmeza mas elevados (19,79 y 16,21 respectivamente, letra F), lo cual podria estar asociado
a procesos de deshidratacion o endurecimiento andmalo en ausencia de un control efectivo
de la maduracion. Por otro lado, un grupo de tratamientos que incluye al T2
(Colletotrichum), T7 (H32-Curativo), T10 (H35-Curativo) y T16 (S60-Curativo) se agrup6
en la categoria de menor firmeza (a), con valores entre 2,77 y 3,65. De acuerdo con
Agravante et al. (1990), la disminuciéon de la firmeza estd asociada a la degradacion
enzimatica de componentes estructurales de la pared celular, como pectinas y hemicelulosas,
proceso que podria haberse atenuado mediante la aplicacion directa de la cepa en ausencia

del patogeno.

4.5 Contenido de solidos solubles (Brix)

Para el andlisis de la variable de Contenido de so6lidos solubles, se someti6 a prueba
Shapiro-Wilks y demostrar la normalidad de sus datos, lo que arrojé fue p-valor < 0,05 por
lo que se aplico Kruskal-Wallis; se evidencid un valor estadistico H= 36,37 y p-valor=
0,0094 para el dia 5 y un valor estadistico H= 54,42 y p-valor = <0,0001, lo que indica que
en el dia 8 sugiere que las diferencias entre tratamientos se intensificaron con el tiempo.
Ademas, para evaluar la diferencia estadistica entre ambos dias de evaluacion se aplico
Wilcox, arrojando p-valor= <0,0001 y Z= -4,62, es decir, si hay diferencias estadisticas
altamente significativas entre los dias 5 y 8. No Obstante, mediante a misma prueba
comparativa, se analizé individualmente y se revel6 que no hay cambios estadisticamente

significativos en sus niveles de azlcar entre ambos dias arrojando p-valor=>0,05.
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Tabla 7. Resultados de las medianas, post-hoc y p-valor en la variable de Contenido de
solidos solubles (Brix) entre los dias 5 y 8, con tres repeticiones por dia en la prueba

Kruskal-Wallis

°BRIX
Tratamientos DIA 5 DIA 8 P-VALOR (entre
ambos dias)

T1 (Testigo) 6,05 abcde 9,15 de 0,196

T2 (Colletotrichum) 8,50 de 3,65a 0,068
T3 (B. M-Preventivo) 7,55 cde 10,30 e 0,1894
T4 (B.M-Curativo) 8,90 ¢ 8,95 de >0,9999
TS (B.M-Solo cepa) 9,00 e 10,05 ¢ 0,2256
T6 (H32-Preventivo) 4,75 abcde 7,35 abed 0,4338
T7 (H32-Curativo) 2,35a 5,45 ab 0,7034

T8 (H32-Solo cepa) 4,20 abcde 8,50 cde 0,192
T9 (H35-Preventivo) 6,15 abcde 7,55 abcde 0,1976
T10 (H35-Curativo) 3,30 ab 5,45 abc 0,2042

T11 (H35Solo cepa) 3,70 abced 8,45 bede 0,193
T12 (O41-Preventivo) 4,05 abed 10,25 ¢ 0,1916
T13 (O41-Curativo) 4,05 abed 8,35 cde 0,1924
T14 (O41-Solo cepa) 3,70 ab 9,05 de 0,1934
T15 (S60-Preventivo) 3,75 abc 4,65 ab 0,4376

T16 (S60-Curativo) 3,55 ab 3,15a 0,065
T17 (S60-Solo cepa) 3,55¢ 5,85 abc 0,1934
T18 (Quimico-Preventivo) 3,50 abc 8,55 bede 0,1954
T19 (Quimico-Curativo) 3,80 abc 6,15 abced 0,1942
T20 (Quimico) 5,00 bcede 6,40 abcd >0,9999

El andlisis mediante la prueba de Kruskal-Wallis para el contenido de soélidos
solubles (°Brix) revelo diferencias significativas entre los tratamientos en ambas fechas de
evaluacion. Al Dia 5, los valores mas altos de °Brix se concentraron en los tratamientos T4
(B.m-Curativo) y T5 (B.m-Solo cepa) con un valor de 8.90 y 9.00 respectivamente (e). Por

el contrario, el tratamiento T7 (H32-Curativo) presento el nivel mas bajo de azicares con

2.35 (a).
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Al Dia 8, se observo una fluctuacion notable en el metabolismo de los azucares. Los
tratamientos T3 (B. m-Preventivo), TS (B.m-Solo cepa) y T12 (O41-Preventivo) alcanzaron
los niveles maximos de acumulacion, superando los 10.00 °Brix (e). En contraste, el
tratamiento T2 (Colletotrichum) y el T16 (S60-Curativo) mostraron un descenso marcado,
registrando los valores mas bajos con 3,65 y 3,15 respectivamente (letra a), diferenciandose

estadisticamente del resto de los grupos.

La variabilidad observada en los grados Brix sugiere un impacto diferenciado de los
agentes de control biologico sobre el proceso de maduracion y el metabolismo de
carbohidratos del fruto. Al Dia 8, la caida drastica en los niveles de Brix del tratamiento T2
(solo patdgeno) y T16 (3,65 y 3,15) podria atribuirse al consumo de azicares por parte del
hongo Colletotrichum para su propio desarrollo metabolico o a una degradacion acelerada

del tejido(Mufioz, 2011).

En contraste, el hecho de que tratamientos como el T3, TS y T12 mantuvieran o
incrementaran sus niveles de Brix (superiores a 10) indica que estos agentes bioldgicos no
solo podrian estar frenando la colonizacién del patdégeno, sino también permitiendo que el
fruto continue su proceso natural de maduracion (acumulacion de azlicares) de manera mas
eficiente que el control quimico (T20: 6,40). Estos resultados concuerdan con los descritos
por Acurio-Vésconez & Garcia-Bolivar (2024) quienes demostraron que el uso de cepas de
Bacillus spp mantienen de niveles altos de solidos solubles es un indicador de calidad
comercial deseable en comparacion a los tratamientos quimicos. Se sugiere que las cepas
B.m (T3, T5) y O41 (T12) son las mas prometedoras para preservar las caracteristicas

organolépticas del fruto bajo presion de indculo.

4.6 Acidez titulable
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Para determinar la acidez titulable se sometid a prueba Shapiro-Wilks y demostrar la
normalidad de sus datos, lo que arrojo fue p-valor < 0,05 lo que la determina como no
paramétrica procediendo a Kruskal-Wallis, reportando en esta prueba un valor estadistico
H= 45,15 y p-valor= 0,0002 en el dia 5 y un valor estadistico H= 40,86 y p-valor= 0,0025
donde se evidencia que si hay diferencia estadistica. Para evaluar la diferencia estadistica en
en ambos dias (5 y 8), se aplicé Wilcoxon, que arroja un p-valor= 0,5218 (bilateral), siendo
este valor mayor a 0,05 no se demuestra diferencia estadistica entre estos dias, Z=0,52 que
representa estabilidad en los tratamientos, esta se puede evidenciar al observar los p-valores
individuales, donde ningin tratamiento report6 variacion estadisticamente significativa (p-

valor>0,05).
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Tabla 8. Resultados de las medianas, post-hoc y p-valor en la variable de Acidez (%) entre
los dias 5 y 8, con tres repeticiones por dia en la prueba Kruskal-Wallis

ACIDEZ (%)
Tratamientos DIA 5 DIA 8 P-VALOR ’(entre
ambos dias)
T1 (Testigo) 0,49 abc 0,45 a 0,5234
T2 (Colletotrichum) 0,32 ¢ 0,98 f 0,4746
T3 (B. M-Preventivo) 0,48 abc 0,44 ab 0,5452
T4 (B.M-Curativo) 0,39 a 0,60 abcdef 0,1892
T5 (B.M-Solo cepa) 0,45 ab 0,61 abcdef 0,1974
T6 (H32-Preventivo) 0,6 bcde 0,69 def 0,5356
T7 (H32-Curativo) 0,68 cde 0,54 abcd 0,2588
T8 (H32-Solo cepa) 0,52 abed 0,55 abed 0,4848
T9 (H35-Preventivo) 0,51 abcd 0,47 ab 0,2788
T10 (H35-Curativo) 0,69 cde 0,68 abcdef 0,2664
T11 (H35Solo cepa) 0,46 abc 0,51 abc 0,6704
T12 (O41-Preventivo) 0,66 bede 0,54 abced 0,0688
T13 (041-Curativo) 0,75 de 0,85 ef >0,9999
T14 (O41-Solo cepa) 0,41 ab 0,52 abcd 0,4622
T15 (S60-Preventivo) 0,72 de 0,68 cdef 0,2866
T16 (S60-Curativo) 0,99 de 0,99 f 0,7326
T17 (S60-Solo cepa) 0,46 ab 0,47 abcd 0,4662
T18 (Quimico-Preventivo) 0,52 abcde 0,65 bcdef 0,1994
T19 (Quimico-Curativo) 0,68 bede 0,55 abcde 0,524
T20 (Quimico) 0,66 bede 0,55 abcde >(),9999

Elaborado por: (La Autora, 2025)

Al Dia 5, el tratamiento T16 (S60-Curativo) registro el nivel mas alto de acidez con un 0,99
% (letras de), mientras que el valor mas bajo correspondi6 al tratamiento T4 (B.m-Curativo)
con 0,39% (a). En esta etapa inicial, el patogeno solo (T2) se situdé en un nivel intermedio-

bajo de 0,32% (e).

Hacia el Dia 8, se observd una respuesta clara al proceso infeccioso y al tratamiento.
Los niveles de acidez mas elevados se presentaron en el T2 (Colletotrichum) y nuevamente

en el T16 (S60-Curativo), ambos con un 0,98% y 0,99% respectivamente (f). Por el
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contrario, los tratamientos T1 (Testigo sano), T3 (B.m-Preventivo) y T9 (H35-Preventivo)
mantuvieron los niveles de acidez mas bajos, fluctuando entre 0,44% y 0,47% (a y ab). El

control quimico (T20) se mantuvo en un rango intermedio con 0,55%.

El incremento sustancial de la acidez en el tratamiento T2 (Colletotrichum) al octavo
dia de 0,32% a 0,98% sugiere una respuesta metabodlica del fruto ante la invasion fungica,
posiblemente relacionada con la acumulacion de 4cidos orgénicos como mecanismo de
defensa o debido a la degradacion de tejidos por la actividad del patogeno(Aguilera-Aguirre
et al., 2025b). Es notable que el tratamiento T16 (S60-Curativo) mantuviera niveles de
acidez idénticos al patogeno solo, lo que podria indicar una menor eficacia de esta cepa

especifica bajo el protocolo curativo para regular el estrés metabdlico del fruto.

En contraste, los tratamientos preventivos como el T3 (B.m-Preventivo) y T9 (H35-
Preventivo) lograron mantener la acidez en niveles estadisticamente similares al testigo sano
(T1). Esta estabilidad sugiere que la aplicacion preventiva de estas cepas bioldgicas logra
mitigar las alteraciones bioquimicas que normalmente induce la infeccion por
Colletotrichum, preservando un perfil de maduracion mas equilibrado y similar al de un fruto
no infectado. Estos resultados, sumados a los niveles Optimos de °Brix observados
anteriormente en el T3, refuerzan su potencial como el tratamiento mas consistente para el
manejo postcosecha. Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Luis-Ayala
et al. (2014) quienes al evaluar el efecto de Pyraclostrobin + Epoxiconazole en la produccion
de fresa no observaron diferencias estadisticamente significativas, aunque si registraron un
incremento durante el periodo de cosecha. De manera similar, Macedo et al. (2017)
sefialaron que la aplicacion de estos fungicidas quimicos puede favorecer el aumento del

contenido de so6lidos solubles (°Brix) en meldn cantaloupe.
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4.7 pH

Finalmente, para la variable de pH se somete a Shapiro-Wilks y evaluar su
normalidad, arrojo p-valor < 0,05 lo que demuestra que sus datos son no paramétricos y se
procede a aplicar Kruskal-Wallis; nos muestra un valor estadistico H= 40,37 y p-valor=
0,0029 para el dia 5 y, un valor estadistico H= 36,23 y p-valor=0,0099 en el dia 8, esto dice
que si existen diferencias significativas. Para evaluar la diferencia estadistica de ambos
tratamientos se sometio a Wilcoxon, determinando que p-valor= 0,9179 siendo que no hay
diferencia estadistica y Z= 0,10 nos indica que los frutos no sufrieron alteraciones
estadisticamente significativas durante el periodo de evaluacion. El analisis por tratamiento
refuerza esta observacion, ya que ningin grupo mostrd cambios significativos entre el dia 5

y 8 (p-valor >0,05).
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Tabla 9. Resultados de las medianas, post-hoc y p-valor de la variable de pH entre los dias 5
v 8, con tres repeticiones por dia en la prueba Kruskal-Wallis

pH
Tratamientos DIA 5 DIA 8 P-VALOR .(entre
ambos dias)

T1 (Testigo) 4,65 def 3,38 abc 0,067

T2 (Colletotrichum) 391 a 6,13 ¢ 0,918
T3 (B. M-Preventivo) 4,49 cdef 346a 0,0714
T4 (B.M-Curativo) 4,33 abed 4,10 abc >0,9999
T5 (B.M-Solo cepa) 4,69 def 3,55 ab 0,0714
T6 (H32-Preventivo) 4,25 abcde 4,44 abcde >0,9999
T7 (H32-Curativo) 5,01 ef 4,17 abc 0,0702
T8 (H32-Solo cepa) 3,99 abed 4,11 abcd >0,9999

T9 (H35-Preventivo) 4,47 cdef 4,04 abcd 0,07
T10 (H35-Curativo) 4,58 abcdef 4,69 bcde 0,4544
T11 (H35Solo cepa) 4,14 abcde 3,39 abc 0,0702
T12 (O41-Preventivo) 4,47 abcde 3,69 ab 0,2794
T13 (041-Curativo) 4,03 abc 4,32 abc >0,9999
T14 (O41-Solo cepa) 4,29 bedef 3,78 abc 0,2842
T15 (S60-Preventivo) 4,22 abcde 4,82 cde 0,1924
T16 (S60-Curativo) 4,15 abcd 5,77 abcde >0,9999
T17 (S60-Solo cepa) 3,03a 4,19 abcde 0,1994
T18 (Quimico-Preventivo) 5,5 def 5,60 de 0,7028
T19 (Quimico-Curativo) 6,46 f 6,40 ¢ >0,9999
T20 (Quimico) 3,53 ab 4,80 bcde 0,1916

Elaborado por: (La Autora, 2025)

Para esta ultima tabla correspondiente al pH, que también utiliza la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, se analiza la estabilidad de la acidez i6nica del fruto, la cual
es un indicador critico del estado de maduracion y de la actividad metabdlica inducida por

el patogeno.
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El andlisis de pH mediante la prueba de Kruskal-Wallis mostré variaciones
significativas entre los tratamientos durante el ensayo. Al Dia 5, el tratamiento T19
(Quimico-Curativo) registr6 el valor de pH mas alto con 6,46 (f), mientras que los valores
mas acidos se observaron en el T2 (Colletotrichum) y T17 (S60-Solo cepa) con 3,91 y 3,03

respectivamente (a). El Testigo (T1) se mantuvo en un nivel intermedio de 4,65.

Hacia el Dia 8, se produjo una inversion notable en el comportamiento del pH para
ciertos grupos. El tratamiento T2 (Colletotrichum) increment6 drasticamente su valor hasta
6,13 (e), situdndose como uno de los menos acidos junto con los tratamientos quimicos (T18
y T19). Por el contrario, el T3 (B.m-Preventivo) y el T11 (H35-Solo cepa) presentaron los
descensos mas significativos, alcanzando valores de 3,46 y 3,39 (a), niveles estadisticamente

similares al Testigo (T1) que bajo a 3,38.

El aumento pronunciado del pH en el tratamiento T2 (inoculado solo con el patdgeno)
al octavo dia es un indicador caracteristico de la degradacion avanzada de tejidos por
Colletotrichum(Viencz et al., 2023). Este fendmeno suele asociarse a la desanimacion de
aminodcidos y la liberacion de amoniaco por parte del hongo para alcalinizar su entorno y
facilitar la actividad de sus enzimas pectoliticas, lo que acelera la pudricion(Bustamante et

al., 2015).
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Conclusiones

» Los resultados evidenciaron que la aplicacion preventiva de cepas de Bacillus
spp. fue mas eficaz que la aplicacion curativa para el control de Colletotrichum spp. En
particular, los tratamientos con las cepas O41 (T12) y H35 (T9) mantuvieron valores de
firmeza superiores al dia 8 (15,93 y 16,04, respectivamente), superando tanto al testigo

infectado como al control quimico.

» El andlisis del pH demostré el avance real de la enfermedad, los frutos sanos y
tratamientos preventivos mantuvieron un ambiente acido y estable (3,38 — 3,69), los
tratamientos inoculados solo con Colletotrichum (T2) sufrieron una alcalinizacion, arrojando
hasta un pH de 6,13 al octavo dia. Este cambio quimico confirma que el hongo logra
manipular el entorno del fruto para degradarlo, un proceso que los tratamientos bioldgicos

lograron bloquear por completo.

» La variable de Contenido de s6lidos solubles permitié explicar que los valores
de grados Brix determinan el equilibrio metabdlico. Los niveles muy altos de °Brix pueden
ser ambiguos; el tratamiento T4 (B.m-Curativo) mostré mucha dulzura (8,95 °Brix) pero una
firmeza muy pobre, lo que demuestra una maduracion forzada por el estrés de la infeccion.
Mientras que el tratamiento T12 (O41), permitido que la fruta gane azucar naturalmente

(10,25 °Brix) manteniendo una estructura firme y comercialmente atractiva.

» Los resultados de incidencia y severidad confirman que el control bioldgico
preventivo reduce el impacto visual de la enfermedad. Mientras que el testigo infectado solo

con Colletotrichum (T2) alcanzé los niveles maximos de dafio, tratamientos como el T3
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(B.m-Preventivo) mantuvieron niveles de incidencia y severidad en 0,00 durante los
primeros 5 dias. Esto valida que el uso de estas cepas es una solucion real para evitar que las

manchas de Colletotrichum aparezcan y arruinen la estética del producto para la venta.

» Lapérdida de peso es la variable mas resistente al cambio. Estadisticamente, no
hubo diferencias significativas entre aplicar quimicos 6 bioldgicos manteniéndose pérdidas
minimas (generalmente menores al 0m22 %) hasta el dia 8. Esto indica que los agentes de
control bioldgico realizan su trabajo de proteccion sin alterar la respiracion natural ni dafiar
la cuticula del fruto, garantizando que el producto no se deshidrate prematuramente durante

su almacenamiento.

» La evaluacion integral determind que, las variables de Severidad y Firmeza
fueron indicadores determinantes en la eficiencia bioldgica; En conjunto estos resultados
confirman que el uso de agentes de control bioldgico permite estabilizar la calidad comercial
del fruto y mitigar el avance de Colletotrichum sin alterar su metabolismo natural de

maduracion.
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5 Recomendaciones

e Como estrategia para optimizar el proceso de obtencidon de datos de incidencia,
se recomienda que, al momento de adquirir las unidades experimentales, se escoja frutos en
estado de madurez fisioldgica temprana, ya que el grado de madurez puede alterar los

resultados tanto fisicoquimicos como bioldgicos

e Sesugiere que en los proximos trabajos académicos se profundice en la actividad
bioquimica y molecular durante el proceso de infeccion de Colletotrichum spp, con el fin de
esclarecer los mecanismos de accion mediante los cuales Bacillus spp. Ejerce su efecto

antagdénico y modula la respuesta defensiva del fruto.
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