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RESUMEN

El guayabo (Psidium guajava L.) es una de las 50 especies frutales mas conocidas y
consumidas a nivel mundial se encuentra practicamente en todas las areas tropicales y
subtropicales del mundo, es cultivado de forma comercial en la India, Pakistan, Brasil,
Puerto Rico, Cuba y algunos otros paises y regiones. México ocupa el segundo lugar en
produccion mundial de guayabo, los principales estados productores son Zacatecas,
Aguascalientes y Michoacan que ocupa el primer lugar en produccion nacional. La
antracnosis es una enfermedad cosmopolita cuyo agente causal es Colletotrichum
gloesporioides, que provoca la limitacion de la comercializacion del fruto en fresco. Ya es
conocido que este fitopatdgeno tiene alta afinidad por los sustratos que le provee el
guayabo (follaje, fruto) por lo que es necesario realizar estudios para revelar como es
favorecida la interaccion planta microorganismo para asi proponer métodos eficaces
para el control de la virulencia de este fitopatégeno en el cultivar. El presente estudio
se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion en Biotecnologia de Alimentos “M.C
Victor Manuel Rodriguez Alcocer” en la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. El aislamiento de Colletotrichum
gloesporioides se realizo en la regién de Zitacuaro Michoacan, México de una huerta
seleccionando de la plantacién 10 arboles para cada metodologia utilizada para el
aislamiento del fitopatégeno a partir de suelo, obteniendo cepas caracteristicas del

cultivo in vitro de Colletotrichum gloesporioides.

Tesis apoyada por Recursos de la Coordinacion de la Investigacion Cientifica.
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“AISLAMIENTO DE Colletotrichum gloesporioides A PARTIR DE SUELO EN UNA HUERTA
EN LA REGION DE ZITACUARO MICHOACAN”

I. INTRODUCCION

La producciéon de guayaba en el estado de Michoacan es alrededor de 6288 hectareas
las cuales tienen una produccion anual de 16.5 toneladas por hectarea destinada al
consumo en fresco en mercados nacionales y de exportacion también es procesada en

ates, mermeladas y fruta cristalizada o en conserva.

El fruto es de amplia aceptacion por los consumidores debido a su disponibilidad de
consumo durante el afio y también a que el fruto que destaca por su alto valor nutritivo
teniendo vitamina A, azucares, vitamina C que favorece la asimilacion de hierro de los
alimentos y la resistencia a enfermedades, vitaminas del grupo B y también provee a el
organismo de minerales tales como el potasio que es necesario para la actividad
muscular normal, participa en el equilibrio de agua dentro y fuera de la célula, ademas
aporta fibra al organismo necesario de consumo en la dieta diaria (Languado et al.
1998).

La produccion y explotaciébn comercial de la guayaba esta extendida en numerosos
paises de América, Asia y Africa. Se estima una produccién mundial de 1.2 millones de
toneladas de guayaba de los cuales el 25% se produce en México y se concentra en 3
estados principales: Michoacan, Aguascalientes y Zacatecas.—Actualmente Michoacan
sobresale como productor de guayaba abarcando el 20% de la producciéon nacional
(Sagarpa 2007).

Sin embargo la elevada produccién de fruto es ligado con su caracter perecedero por las
perdidas poscosecha a causa de los dafios mecanicos, patolégicos o fisioldgicos
(Fernandez-Trujillo 2000), lo que repercute directamente con la comercializacién en el

mercado nacional e internacional del fruto.
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Es por esto que se recurre al implemento de la tecnologia para controlar los problemas
poscosecha debido a la importancia de producir alimentos que sean inocuos y que
permitan mantener la calidad del fruto desde la recoleccion hasta su consumo (Mejia

Ruiz, 2007).

En la presente investigacion el objeto de estudio es el suelo en una huerta en Zitacuaro,
Michoacan; con 3 metodologias diferentes se aislé el fitopatbgeno Colletotrichum
gloesporioides causante de la Antracnosis, se estudio el aislamiento del fitopatégeno
Colletotrichum Gloesporioides in vivo e in vitro de suelo debido a que el suelo provee
de fuente de carbono y de macronutrimentos y micronutrimentos necesarios para el
desarrollo completo del guayabo por ello se evalué el crecimiento in vitro de su
aislamiento de las tres metodologias teniendo como resultado un panorama mas
completo del proceso de patogénesis del hongo y de la interaccion entre planta-
microorganismo para posteriormente proponer una estrategia eficaz en el control de la

Antracnosis.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ecosistema del suelo

El termino suelo es el sistema complejo formado en la superficie de un terreno
inicialmente por la alteracion fisica y quimica de las rocas y también por la influencia de
los seres vivos, desarrollando una estructura en niveles superpuestos, el perfil, y una
composicién quimica y bioldgica definidas. El suelo es un recurso natural no renovable,
provee soporte mecanico, es un productor de alimentos y fuente de materias primas

pero por otra parte también es un habitat biolégico (Eweis et al, 1998).

En términos de agricultura es una region que soporta a la planta y la provee de muchos
de sus nutrientes. Quimicamente el suelo contiene una gran cantidad de bacterias,
actinomicetos, algas, protozoarios y hongos; es uno de los sitios mas dindmicos donde
ocurren muchas de las reacciones quimicas concernientes a la destruccion de materia

organica (Alexander, 1991).

’ -‘-,(' ‘
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Fig. 1 Imagen representativa de suelo
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2.1.1 Componentes del suelo

El suelo esta formado de cinco componentes principales: materia mineral, agua, aire,
materia organica y organismos vivos, su cantidad es directamente proporcional de la
localidad por lo que no es la misma en todos los suelos (Eweis et al, 1991). Las capas
del suelo se forman como resultado de interacciones entre el suelo, agua, atmosfera y
vegetacion. Las propiedades de las capas superiores son particularmente afectadas por
las actividades biologicas de las plantas y de los microorganismos (Major et al, 1998 y
Richards, 1987).

La porcion inanimada, la cantidad de materia mineral y materia organica, esta
relativamente fijada a un solo lugar, la porcibn de aire y agua varia. Los minerales
dominantes en el suelo son el diéxido de silicio (SiO,), el aluminio y el hierro, mientras
que el calcio, magnesio, potasio, titanio, manganeso, sodio, niquel, fosforo y azufre se
presentan en pequefias cantidades (Eweis, et al 1998), la fraccidbn mineral contribuye a
menos de la mitad del volumen, se origina de la desintegracion y descomposicién de las
rocas y su composicion quimica determina la fertilidad del suelo. La materia orgénica
usualmente constituye del 3 al 6% del volumen total. La porcién de los organismos vivos
solamente ocupan un lugar menor al 1% el suelo. El aire y el agua en conjunto forman
aproximadamente la mitad del volumen del suelo (Alexander, 1991; Richards, 1987;
Mayor, 1998).

La porcién inorganica del suelo ha marcado ciertos efectos sobre los microorganismos
debido a su influencia sobre la disponibilidad de nutrientes, aireacion y retencién de
agua.

La fase liquida es de gran importancia para la flora subterranea por que contiene
muchos nutrientes requeridos. La aireacion y la humedad estan directamente
relacionadas debido a que la porcién del poro que no contiene agua esta llena de gas. El
aire se mueve a través de estos poros que estan libres de agua, el agua desplaza al aire.
Este gas que es encontrado se dice que constituye la atmosfera del suelo. Los cambios
en la atmosfera del suelo alteran el tamafio y funciones de la microflora ya que CO, y O,

SoNn necesarios para su crecimiento.
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materia organica(de
plantas, animales y
hongos)

agregado de arcilla 25 um

FIG. 2 Componentes inorganicos y organicos del suelo. Purves, et al. Life The Science of

Biology.

2.2 La quimica, estructura y ambiente del suelo

El suelo es un medio muy complejo compuesto de tres fases principales (solido, liquido y
gas) que estan dispuestas en diversas formas, tanto a nivel macroscopico como
microscépico, para formar los cientos de diferentes tipos de suelo conocidos en el
mundo. El suelo se forma por el intemperismo fisico, quimico y biolégico de las rocas en
particulas pequefias (el componente mineral).

La composicion quimica del suelo refleja la de la roca de la que este fue formado. El
componente principal en la mayoria de los suelos minerales es la silice en las arenas y
arcillas, aunque la turba contiene poco de esta. El aluminio, hierro, potasio, sodio,
titanio y magnesio también se presentan en varios minerales. El calcio y el magnesio
derivan especialmente de calizas (Paul, 1989).

Los principales nutrientes de las plantas que se han estudiado constituyen solo una
fraccion de 1% de los minerales en el suelo. Los minerales se encuentran en el suelo
como particulas de varios tamafios, cada una de las cuales puede tener mas de un tipo
de mineral; las piedras y grava son mayores de 2mm de didmetro. La arena de 2 a
0.2mm, la arena fina de 0.2 a 0.02mm, el limo de 0.02 a 0.002 mm y la arcilla de menos

de 0.002mm.
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Alexander menciono que los principales componentes inorganicos del suelo son la arcilla,
arena y limo. Las particulas de arcilla son muy parecidas en tamafio a una célula
bacteriana pero también pueden ser mas pequefias. Las arcillas tienen una carga neta
negativa al igual que las bacterias, una vez que la superficie ha sido cargada puede
atraer iones cargados de la fase acuosa circundante. Por lo tanto las bacterias pueden
interaccionar con arcillas por que las cargas en la célula y la arcilla se vuelven
polarizadas o forman un puente con un metal. Sin embargo cuando las arcillas se unen a
los microorganismos, pueden tener muchas y variadas influencias sobre sus actividades.
Los principales minerales de la arcilla son: caolinita, montmorilonita e ilita (Lynch, 1983;
Paul y Clark, 1989).

El limo ejerce una menor influencia en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del
suelo. La particula de arena afecta al movimiento del agua y del aire. La textura es
determinada con base en el contenido de arena, limo y arcilla presente en el suelo
(Alexander 1991; Eweis et al, 1998).

Los materiales solidos ocupan cerca de la mitad del volumen del suelo, el resto esta
compuesto de poros llenos de aire y agua. La cantidad de poros depende de la textura,
estructura y contenido de materia organica. La porosidad de suelos pesados es afectada
por el estado de agregacion. Los agregados son unidades estructurales largas
compuestas de particulas de arcilla y limo. Los agregados de arcilla, limo, arena son
estructuras temporales donde su estabilidad es muy variable con respecto a el manejo
del suelo, actividad microbiana y otros factores. Los agregados son de interés
microbiologico desde que el material celular y las excreciones de bacterias, hongos y

actinomicetos son factores que afectan a la formacién y estabilidad de los granulos.

Los suelos se pueden nombrar con base en la distribucion de los tamafios de sus
particulas. La materia organica en los suelos forma una proporcion variable pero muy
importante de particulas solidas y pueden ser fragmentos de particulas solidas y pueden
ser fragmentos poco alterados de plantas o animales, o bien pueden descomponerse y
convertirse en humus; estos humus y las particulas de arcilla forman un sistema coloidal
gue es muy importante esta superficie formada para los fendbmenos de adsorcion y
adhesion (Burns R.G.).
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FIG. 3 Las capas del suelo.

Estos fendmenos pueden tener efectos directos sobre los organismos, debido a que los
nutrientes adsorbidos estan disponibles y pueden ser desplazados del sitio de adsorcién
H+ producido por los microorganismos, aunque esto podria tener efectos colaterales
principalmente modificando el pH local del suelo.

Los microorganismos pequeiios, las toxinas, enzimas extracelulares y nutrientes pueden
ser adsorbidos cambiando asi la actividad de los microorganismos, su supervivencia,

tasas de crecimiento e interacciones (Berkeley R.C.W. et al).

Los polisacaridos extracelulares que producen muchos microorganismos integran las
particulas del suelo en fragmentos o granulos; las hifas de los hongos y actinomicetos
también intervienen aunque esto aun no es muy claro. La estructura de los fragmentos
es sumamente importante ya que participa principalmente en el drenaje del suelo y por
lo tanto en la aeracion; un suelo que tiene una estructura de fragmentos completamente
desarrollados y/o con alto contenido de arena tendr4 buen drenaje y estara bien

aereado.
En los suelos agricolas con mal manejo e inundados, la estructura de los fragmentos

esta por lo general mal desarrollada. En general, los microorganismos viven en

superficies de particulas o en espacios de interconexién (poros) entre los fragmentos.
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El agua del suelo es importante por varias razones dentro de las cuales destacan; es el
sistema disolvente en el que las plantas absorben los nutrientes minerales y otra es que
la cantidad de agua en el suelo esta inversamente relacionada con la cantidad de
atmosfera del suelo, de modo que los suelos inundados son anaerobicos. Existen
diferentes formas en las que el agua se conserva en el suelo, algunas son por drenaje
obstruido, en el que participan las fuerzas de adhesion y cohesion y por adsorcion a las

particulas del suelo.

Sin embargo también hay agua en el suelo que tanto las plantas como los
microorganismos no pueden utilizar debido a las fuerzas fisicas y al nivel en el que se
encuentran las sustancias disueltas impidiendo la absorcion osmética. La mayoria de las
particulas del suelo estan rodeadas por peliculas de agua en todas condiciones a
excepcion de las mas secas, y cuando las hifas cruzan huecos en el suelo pueden
cubrirse de una pelicula de agua o llevar gotas en su superficie.

Aungue en los suelos mas secos no todas las superficies estan cubiertas por una pelicula
de agua libre; si hay agua puede ser una capa muy delgada posiblemente de unas
cuantas moléculas de grosor, la localizacion de la atmosfera del suelo se encuentra en
los espacios del poro que no son ocupados por agua y por lo comun estan saturados de
vapor de agua. La composicion de la atmosfera del suelo depende de la actividad
biologica y de las tasas de difusién de gases y flujo de masa, estos dependen a su vez

de las solubilidades de los gases en el agua y el tamarfio del poro.

El suministro de oxigeno y la eliminacion de bioxido de carbono y menos oxigeno en el
aire. Por lo general en la atmosfera del suelo hay de 10 a 100 veces mas bidxido de
carbono y menos oxigeno que en el aire. También pueden encontrarse en
concentraciones altas materiales organicos volatiles, como el metano, acido sulfhidrico,

amoniaco e hidrogeno.

La superficie del suelo, en particular si no hay cubierta vegetal, estd expuesta a
cambios de temperatura mayores y mas grandes. La temperatura de la superficie
aumenta debido a la insolacion sobre todo en rocas y suelos de color oscuro, y se tienen

temperaturas de mas de 50°C en regiones templadas mientras que de 70°C en los
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trépicos e incluso hasta de 88°C. La temperatura de la superficie puede disminuir muy
rapidamente por radiacion durante la noche y pocos milimetros de la parte superior
pueden congelarse mientras la temperatura del resto del suelo es comparativamente

moderada.

En las regiones polares se presentan casos extremos de los opuestos al fenédmeno de las
regiones tropicales; hay suelos que estdn permanentemente congelados a cierta
profundidad pero las temperaturas de las temperaturas de la superficie pueden ser
moderadas o incluso muy altas a la luz del sol. Las bacterias de esos suelos no son

psicrofilicos sino mesofilicos que sobreviven a condiciones desfavorables.

Algunos suelos antarticos son limitados por el contenido de humedad y no por el frioy la
poca actividad esté relacionada con la parte inferior de las rocas o incluso con el interior
de las mismas donde los productores primarios son las cianobacterias que utilizan la luz

que se filtra a través del cuarzo translucido.

El pH del suelo es determinado en gran medida por la naturaleza quimica de los
materiales y la materia organica presente. Los suelos acidos son mas comunes en areas
lluviosas con brezales o vegetacion de coniferas, mientras que las condiciones alcalinas

se presentan en regiones aridas de pastizales.

El pH total del suelo puede dar un dato erréneo de las condiciones en que se encuentra
el suelo por que las superficies de las arcillas pueden tener un pH diferente, por lo
general inferior de hasta 1 o 2 unidades debido a la adsorcion de los iones. También hay
algunos suelos especialmente alcalinos con un pH de 8 a 9 en los que la microflora o al
menos su actividad, parece estar muy restringida aunque muchas de las bacterias mas
comunes e importantes del suelo por ejemplo Rhizobium y Nitrobacter pueden

sobrevivir.
La composicion quimica, la distribucién de los tamafios de particulas y la concentracion

de materia organica también cambian la profundidad de manera discontinua. La

hojarasca vegetal depositada en la superficie se descompone y el movimiento del agua a
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través del suelo causa la lixiviacion de los minerales solubles, especialmente si la
hojarasca es acida, también hay desplazamiento de materia particulada. Una secuencia
de capas mas o menos definidas llamadas horizontes, se forman en el suelo. Hay una
capa superficial de fragmentos vegetales que yacen sobre minerales mezclados con
materia organica con una capa de minerales o subsuelo. De otra forma también existen

suelos formados por ocho o nueve horizontes en areas lluviosas con hojarasca acida.

horizonte A
suelo superficial

horizonte B
subsuelo

horizonte C
roca madre en
erosién

FIG. 3 Perfil de un suelo tipico mostrando los horizontes A, BY C.

2.3 Distribucion de los microorganismos en el suelo

En el suelo o edosfera, existen un nimero inespecifico de comunidades de
microorganismos, que viven en estrecho contacto y que se relacionan deformas
diversas, en contraste con lo que se observa cuando estan los microorganismos en

medio de cultivo artificial.

Para tener una idea del tamafio de la poblacion se debe considerar el numero y la
biomasa de los microorganismos; un gramo (peso seco) de suelo agricola contiene
varios millones de bacterias, cientos de miles de propagulos de hongos y decenas de
miles de protozoarios y algas. La biomasa de los hongos y las bacterias puede ser casi
igual, y el de los protozoarios y las algas, de un orden de magnitud menor.

Estos valores varian mucho para los diferentes tipos de suelo, pero en cualquier caso la

biomasa de microorganismos es pequefia en comparacion con la de las plantas
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superiores cultivadas en los campos agricolas o de los bosques. Los microorganismos

son importantes en los ecosistemas de suelos.

Organismo | Nim. g de peso seco ™ | Biomasa g m™
Bacterias 108 160
Actinomicetos 10°-10° 160
Hongos 10° 200
Algas 10*- 10° 32
Protozoarios 10* 38

Cuadro 2.1 Numero y biomasa de microorganismos en los 15cm. superiores del suelo

agricola.

El principal determinante de la distribucion microbiana a pequefia escala es la naturaleza
de las particulas de las cuales se compone el suelo. Esto en gran parte se debe a la
respuesta a los nutrientes, ya que los microorganismos crecen mas en particulas de
humus que en granos de arena; por ejemplo; las particulas que constituyen solo el 15%

de suelo, pero tienen mas del 50% de bacterias asociadas a ellas.

Se ha demostrado que los minerales de la arcilla afectan la tasa de crecimiento de los
microorganismos, por ejemplo; la montmorilonita incrementa el crecimiento bacteriano
pero reduce significativamente la tasa de crecimiento lineal de la mayoria de las hifas.
También hay efectos fisicos de las arcillas y coloides de la materia organica que

adsorben bacterias, nutrientes entre otros. (Berkeley R.C.W. et al y Burns R.G. et al).

Las bacterias tienden a crecer como microcolonias pequefias (con una frecuencia menor
de 10 células) sobre las superficies de las particulas del suelo y las raices. Los hongos y
en un grado menor los actinomicetos, difieren en cuanto a que crecen activamente a
través del suelo a partir de una base alimenticia. Aunque son originados en una particula
organica, las hifas pueden ramificarse a través de los espacios de aire 0 en regiones que
contienen casi puros minerales. En general no se desarrollan como las colonias

compactas directas que se ven en un cultivo puro, en su lugar una hifa llega a una
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particula de materia organica utilizable, cubre la superficie de esta ramificandose vy al
agotarse el sustrato la hifa comienza a crecer de nuevo; la hifa original se pudo haber
lisado. En consecuencia hay un extremo con hifas en avance discontinuo que por lo

general no deja nada vivo atras de él.

La mayor parte del crecimiento microbiano en el suelo se restringe a unos cuantos
hébitats dispersos. La esporulaciéon de los hongos se lleva a cabo en la superficie del
suelo o de la hojarasca o bien en los espacios de poros mas grandes. La distribucion de
algas y protozoarios en el suelo depende del tipo de morfologia. Las formas unicelulares
se presentan individualmente en las peliculas de agua, sobre todo si estas son moviles,

con muchos protozoarios, algas flageladas y diatomeas.

Como la mayoria de los microorganismos viven en peliculas de agua, son afectadas
principalmente por aquellos aspectos de la estructura del suelo que determinan las
condiciones del agua. Incluso en suelo aridos de desiertos en los que aparentemente no
hay agua libre, la humedad relativa en la atmosfera del suelo es por lo general mayor
que la del aire circundante y las esporas, quistes y otras estructuras de resistencia
pueden sobrevivir durante mucho tiempo.

Las algas y protozoarios moviles, en particular los flagelados, algunos ciliados especificos
(por ejemplo, Disemastostoma spp., Spiretella, Spirofilopsis, etc.), Euglenay miembros
de los Volvocales responden muy bien al agua libre y pueden incrementar su nimero en
suelo humedo o temporalmente himedo o en charcos de lluvias que persisten durante

dias.

Los hongos y la mayoria de los protozoarios son aerobios, mientras que algunas
bacterias son anaerobios obligados o facultativos. Aunque también la masa del suelo
rara vez es anaerdbica o microaerofila, hay gradientes de oxigeno y biéxido de carbono
pronunciados en las microcolonias o alrededor de ellas, y los microambientes
anaerébicos o microaerofilos se presentan incluso hasta la superficie del suelo, donde la
materia organica particulada y disuelta esta oxidandose rapidamente. Por lo tanto, no
hay una simple relacion entre la profundidad del suelo y las proporciones en organismos

aeroObicos y las proporciones en organismos aerébicos y anaerdbicos. En un cultivo,
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niveles bajos de oxigeno y/o altos de bidxido de carbono tiene efectos morfogénicos en
los hongos, como el cambio de hifas a levaduras en algunas especies (como es el caso
de Colletotricum gloesporioides y su telomorfo Glomerella cingulata o el caso de Mucor)
por lo tanto, la forma observada en cajas de Petri con agar puede ser muy diferente de
la que hay en el suelo y en forma inversa, la observacion directa del suelo puede revelar
microorganismos no identificables que son de hecho formas de crecimiento distintas de

las especies comunes.

2.4 El pH en el suelo

La funcion del pH en la distribucién de los microorganismos del suelo es muy compleja
debido a que tiene efectos de amplio espectro sobre la lixiviacion, disponibilidad de
nutrientes, adsorcion, enzimas extracelulares, etc. Sin embargo se pueden hacer algunas

generalizaciones:

Los hongos tienen pH optimo bajo para su crecimiento que en la mayoria de las

bacterias y esto se refleja en su presencia; puesto que los hongos se presentan

en la mayoria de los suelos acidos (alrededor de un pH de 5) los hongos tienden

a ser mas importantes que las bacterias.

e En algunos suelos &cidos es la proporcion de hongos la que aumenta, en
comparacion con los suelos alcalinos,

e Aunque también hay excepciones como las Bacterias oxidantes de azufre
(Thiobacillus) que toleran condiciones extremadamente acidas, y el efecto del pH
puede ser ocultado por el efecto de la materia organica o las raices de las
plantas.

e La acidez es caracteristica de muchas turbas especialmente las de grandes

altitudes y latitudes.
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Fig. 4 Disponibilidad de nutrientes en funcidn del pH.

Hay muchos tipos de turbas y las poblaciones microbianas muestran variacion en
respuesta a los factores del suelo como las plantas superiores, la turba tiene una
proporcion de hongos mayor y el nimero de bacteria, incluyendo los actinomicetos y las

anaerobias, es muy bajo quizas debido al pH bajo.

Las cianobacterias son raras en suelos &cidos, son comunes en condiciones ligeramente
alcalinas, aunque algunas muestran tolerancia extrema en desiertos alcalinos. Las algas
son mas variables en su respuesta a la acidez; las clorofitas son en su mayoria
tolerantes al acido (los desmidos, cylindrocystis y Maesotaenium). Las bacilariofitas
(diatomeas) tienden a ser mas frecuentes en suelos neutros o ligeramente alcalinos
(Epithemic zabra y Rhopalodia spp.), aungque excepciones notables que son
caracteristicas de suelos acidos (Caloneis fasciata). Entre los protozoarios, los rizépodos
especialmente las amibas testadas son caracteristicas de lugares acidos, mientras que

los cilioforos (ciliados) por lo general se encuentran en suelos neutros o alcalinos.

2.5 La temperatura

La temperatura es uno de los principales factores que controla la actividad microbiana,

aunque existen poblaciones psicrofilicas y termofilicas asociadas con los suelos articos y
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tropicales y con habitats especializados como los montones de composta, donde la
actividad microbiana provoca el aumento de temperatura. Muchas algas y cianobacterias
pueden resistir las fluctuaciones extremas de temperatura en la superficie del suelo, asi
como los problemas de la perdida de agua. Algunas algas incluso llegan a crecer en
suelos congelados o en la nieve. Aun cuando las temperaturas del suelo excedan el
intervalo para el crecimiento normal, muchos microorganismos pueden sobrevivir en

forma de esporas o quistes. (A. Brack y C. Mendiola, 2000)

2.6 Los nutrientes del suelo.

La ultima variable principal en el medio es el status de nutrientes. Para las algas y otros
autétrofos esto significa los niveles de minerales. La materia organica puede ser
inhibitoria  para algunos organismos pero algunos otros estaran estrechamente
relacionados con habitats ricos en materia organica. La abundancia de materia organica
hacen que el habitat sea completamente favorable para la proliferacion de amibas,
mientras que por ejemplo para los protozoarios estaran limitado por el numero de
bacterias presentes en dicho habitat; pero para los hongos y las bacterias heterétrofas el
factor decisivo es estrictamente la cantidad de materia organica y hasta cierto grado su
calidad. La mayor parte de la materia organica es insoluble y no esté distribuida de
forma uniforme en el suelo y el nimero de bacterias y hongos a menudo se correlaciona

con esta distribucion.

Una parte de la flora del suelo estd en un estado de actividad relativamente continuo y
utiliza el material insoluble menos tratable, como la lignina y el humus. La flora
autoctona incluye ascomicetos, basiomicetos, actinomicetos y algunas otras bacterias.
Los heterétrofos que utilizan substratos méas simples y a menudo solubles son por lo
regular latentes y solo son importantes cuando se afiade materia fresca al suelo. Por lo
tanto la actividad de esta ultima flora (la flora zimogena) varia mucho con el tiempo y el

espacio, aunque siempre estan presentes en estado de latencias.

Las poblaciones mas estables de flora autdctona estan relacionadas con una tasa

reproductora baja pero estan especializadas para los habitats o sustratos especificos
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algunos suelos agricolas pueden tener un nivel de materia organica disponible tan bajo
durante la mayor parte del afio, que la mayoria de los microorganismos estan latentes;
sin embargo en suelos naturales especialmente en los bosques, hay probablemente

suficiente hojarasca como para que la disponibilidad de los nutrientes no sea limitante.

Estas generalizaciones sobre la actividad en el suelo son apoyadas por las tasas de
crecimiento de las poblaciones de los microorganismos en el suelo, aunque no son

comunes las mediciones directas del crecimiento.

La mayor parte de estas mediciones se obtiene por céalculos sucesivos de cosechas en
pie 0 de datos basicos sobre la cantidad de recursos disponibles que son comparados
con los requerimientos conocidos para la energia de mantenimiento o el crecimiento
minimo, por lo general determinado en quimiostatos. Es por esto que en los suelos
naturales su crecimiento es muy lento o no existe durante la mayor parte del tiempo; y
la gran mayoria de las poblaciones microbianas deben estar latentes en los suelos

agricolas, excepto quizas en la rizosfera y en los sitios de formacién de hojarasca local.

Muchos de estos factores ambientales influyen sobre los microorganismos del suelo de
acuerdo con los ritmos estacionales (el suministro de materia organica y las
fluctuaciones de temperatura en regiones templadas). En consecuencia la actividad
microbiana sigue un patron estacional asi los factores climaticos son méas importantes

en cuanto a las variaciones estacionales que el suministro de materia organica.

En algunos estudios sobre microorganismos del suelo se han utilizado andlisis de
factores o componentes principales para identificar diferentes poblaciones de
microorganismos en distintos suelos. Estos analisis se agrupan como aislamientos y
dichos grupos pueden coincidir con el origen a partir de suelos diferentes, mostrando asi

que distintos suelos tienen organismos diferentes.
Los datos anteriores corresponden a suelos naturales pero hay situaciones en las que

participa el hombre las cuales tienen poblaciones muy diferentes. En particular los

arrozales con suelos inundados son muy importantes en la produccion mundial de
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alimentos. Cuando estos suelos estan inundados su microbiologia es semejante a la de
los sedimentos acuaticos, con una capa superficial aerdbica, y por debajo de ella hay
microorganismos anaerdbicos que dependen de sulfato, nitrato o carbono como sus
aceptores terminales de electrones. Por lo tanto, las bacterias predominan durante la
etapa de inundacion, pero existe una flora fungosa especifica capaz de tolerar estas
condiciones. Los hongos adquieren mas importancia a medida que drenan los suelos o

que se secan, antes de la cosecha.

2.7 Poblacion microbiana del suelo (biota del suelo)

El suelo contiene 5 grupos importantes de microorganismos: bacterias, actinomicetos,
hongos, algas y protozoarios, las bacterias se encuentran en una menor proporcién del
total de la masa celular microbiologica. En la superficie del suelo la poblacion de
microorganismos es mas densa y el abastecimiento de nutrientes es mayor (Alexander
1991).

Los microorganismos son los principales agentes responsables de reciclicar el carbono
en la naturaleza, en muchos ecosistemas hay una adecuada comunidad microbiana
capaz de degradar compuestos toxicos o xenobiéticos mediante su actividad metabdlica
(Atlas y Bartha, 1997).

2.7.1 Las Bacterias

Winogradsky clasifica a las bacterias del suelo en dos tipo: autdctonas (donde hay un
lento nivel estacionario de actividad en la materia organica en el suelo nativo) y
aléctonas o zimogenas (donde hay un rapido metabolismo de materia organica

disponible).
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FIG. 5 Columna de Winogradsky.

Las poblaciones autdctonas pueden tener estados resistentes y soportan largos periodos
sin tener actividad metabdlica, pero a veces estas nativas proliferan y participan en
funciones bioquimicas de la comunidad, pueden crear ya sea mediante la adicién de
nutrientes al suelo o en caso contrario lo pueden tomar de la fraccién orgéanica del suelo
(Sergei Winogradsky, 1888).

Debido a que los nutrientes no estan del todo disponibles y estan presentes en periodos
muy largos por lo que estos organismos crecen de forma muy lenta y su abundancia no
es sujeta a fluctuaciones. Las al6ctonas no participan en ninguna actividad relacionada
con la comunidad. Las bacterias se pueden encontrar tipicamente de 10° a 10° bacterias
por gramo de suelo (Alexander, 1991, Lynch, 1983). Mucha de la atencién se le da a las
bacterias y a los hongos, desde que estos grupos de microbios estan intimamente

ligados al flujo de energia y transferencia de nutrientes en ecosistemas.

Casi cualquier microorganismo se puede encontrar en el suelo, por lo general los
corineformes comprenden al menos la mitad de las colonias inoculadas en medios no

selectivos, 10% de la poblacién (Bacillus) producira esporas.
Los anaerdbicos se han estudiado muy poco excepto y los cuales representan alrededor
del 5% de la poblacion. Los actinomicetos, en particular Streptomyces, son

aparentemente comunes y se pueden aislar con facilidad de suelos aerdébicos neutros o
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ligeramente alcalinos, constituyendo alrededor de de un 20 o 30% del total de las
bacterias.

Los géneros anteriores son los que se han aislado satisfactoriamente sin embargo
también hay muchas otras bacterias dentro de las que destacan: Pseudomonas,
Nitrobacter, Nitrosomonas, Azotobacter y Rhizobium, estas bacterias son muy
importantes para los ciclos de nutrientes en el suelo. En conjunto estas bacterias suman
menos del 10% de las colonias y la mayoria de este 10% corresponde casi

exclusivamente a Pseudomonas.

2.7.2 Los protozoarios

Los géneros de protozoarios del suelo son semejantes a los acuaticos aunque las
especies mas pequefas o incluso los individuos mas pequefios de una especie dada,
tienden a ser mas comunes. Las especies comunes en la mayoria de los suelos incluyen
a Heteromita globosa, Oikomonas termo y Cercomonas spp. (todos ellos son
flagelados); Colpoda cucullus 'y C. steinii (ciliados); Naegleria gruberi, Acanthamoeba
spp. Y Hartmanella hialina (amibas). Y algunos otros mas, como los rizépodos testados

gue estan restringidos casi por completo a suelos acidos.

Los protozoarios son los méas frecuentes en horizontes superficiales y pueden mostrar
una respuesta marcada a la humedad del suelo. Muchos mohos mucilaginosos
(mixomicetos) y los mohos mucilaginosos celulares (acrasiomicetes) se encuentran en
el suelo y sus estadios ameboideos no pueden distinguirse de las amibas comunes de

vida libre.

El estudio de estos microorganismos se ve considerablemente reducido por los

problemas de metodologias para su aislamiento.
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2.7.3 Los Hongos

Los hongos forman parte del total de la masa microbiana en el suelo. Son organismos
eucariotes y son del grupo de organotrofos primarios responsables de la descomposicion
de los compuestos organicos. Constituyen una porcion alta de la biomasa microbiana
del suelo. Se pueden encontrar en el suelo como autéctonos o aléctonos y pueden de
ser de vida libre o estar asociados con las micorrizas con raices de plantas (Atlas y
Bartha, 1987; Paul y Clark, 1989).

La mayoria de los hongos correspondes a los que producen grandes numeros de
esporas. En especial los mucorales (Mucor, Mortierella y Rhizopus) y los deuteromicetos
(Penicillum, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Alternaria y Botrytis), la observacion
directa muestra muchas hifas de color oscuro, posiblemente deuteromicetos o bien
micelio estéril. Rara vez son aislados los Basidiomicetos que son importantes para la
degradacién de la materia organica y estan ampliamente distribuidos, como lo ponen de
manifiesto los grandes cuerpos fructiferos de los agaricales y los afiloforales que

aparecen afo tras afio.

Los Basidiomicetos también forman asociaciones como micorrizas con los arboles, lo cual

es causa hasta cierto punto de su distribucion.

Los miembros de la microbiota dependen unos de otros para utilizar compuestos
inorgénicos y/o orgénicos en su supervivencia, y si el ambiente lo permite, el posterior
crecimiento(2), al mismo tiempo durante la busqueda de alimento base de su
supervivencia, existen los que ejercen influencia negativa sobre otros (6), en especial
cuando la biota autdctona, en contacto con la alégena o invasora ingresa al suelo (1,4)
cambia continuamente con las practicas agricolas culturales: como el enriquecimiento
con estiércol animal, aplicacion intensiva y extensiva de fertilizantes, pesticidas para

controlar malezas, insectos, hongos y bacterias fitopatdégenas (8,10,12).

En suelos virgenes la ausencia del disturbio humano permite una diversidad de

comunidades microbianas en delicado equilibrio (7,9,13), son activas o latentes con base
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a las propiedades fisicas y quimicas de ese sitio, en especial si existen plantas (1,14), en
funcién de la concentracion de materia organica vegetal de facil mineralizacion, del tipo
de compuestos nitrogenados, de la disponibilidad de minerales limitantes su crecimiento
(4,15): fosfatos, hierro, azufre y otros elementos que son de base del desarrollo de las
poblaciones microbianas, que afectan el patron de absorcion nutricional radical, de

plantas, las que a la vez seleccionan la microbiota que domina ese ambiente (5,16).

Las actividades biogeoquimicas de las poblaciones microbianas en el suelo y en la
rizosfera causan cambios continuos del pH, con alteraciones en su densidad, y

variabilidad en un momento especifico del afio.

Estos hechos son evidentes en suelos virgenes que se utilizan en agricultura, en los
cuales al eliminar la vegetacién nativa, con la maquinaria agricola, las dosis crecientes
de fertilizantes quimicos, el sistema de riego y en especial el cultivo vegetal sembrado
(13,17,19), provocan drasticas modificaciones en la dinamica de las poblaciones
microbianas originales, tales alteraciones dan lugar a que ciertos grupos proliferen,
algunas deletreas para el suelo como las desnitrificantes, o fitopatdgenas, en
consecuencia surgen problemas de: fertilidad, sanidad vegetal, contaminacion de

acuiferos, y el suelo reduce su productividad (18,20,22).

En el esquema del manejo sostenible en agricultura, se intenta minimizar el impacto
negativo del sistema de produccién agricola sobre la fertilidad del suelo, a pesar de su
explotacion (6, 9,21).

2.8 Impacto de las interacciones microbianas en suelos agricolas

Actualmente es ampliamente documentado el impacto negativo del hombre sobre los
procesos naturales de descomposicién de materia organica y de su inmovilizacién para

gue los ciclos biogeoquimicos faciliten la productividad agricola.

Desde el inicio de la agricultura esta actividad fue considerada contaminante por sus

efectos sobre la estructura del suelo, con la introduccion del monocultivo vegetal, al
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igual que el uso intensivo y extensivo de fertilizantes quimicos y pesticidas para el
control de plagas y enfermedades, y por el empleo de maquinaria agricola con sus
insumos, que tuvieron y tienen un drastico impacto sobre las diversas interacciones
microbianas, que influyen directa y drasticamente sobre los procesos de descomposicién
de materia organica que aumenta o reduce la productividad de un suelo al cambiar las
concentraciones de los macroelementos limitantes de su crecimiento, ademas de la
aplicacion de pesticidas de amplio espectro, que reducen la densidad y diversidad de las
poblaciones microbianas, que favorecen la dominancia de los que causan problemas de
sanidad vegetal, al eliminar las poblaciones nativas antagonistas de los fitopatégenos

(37,50), asi como de aquellas benéficas.

En consecuencia suelos originalmente productivos se transforman en pobres vy
contaminados por su pérdida de diversidad biolégica y de minerales que faciliten la

produccion agricola (35,40).

La agricultura sustentable es un intento por retornar a practicas culturales que causen el
minimo impacto negativo sobre las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los
suelos, para una produccion agricola basada en la conservacion del suelo, que evite su
sobreexplotacion: mediante la labranza cero, optimizacién en el uso y manejo del agua,
por la restriccion estricta en la aplicacion de fertilizantes quimicos, con una tendencia a

su disminucién o sustitucion con abonos verdes, animales o composta (10).

Estas estrategias favorecen la conservacion del suelo y el mantenimiento de la
diversidad bioldgica en la que las interacciones microbianas en equilibrio, aseguren la
dindmica de los ciclos y que la contaminacién ambiental de cualquier tipo sea minima
(10,59). Si el manejo de la produccién agricola no da un drastico giro el problema futuro
de alimentar a la humanidad sera critico, pues el suelo y agua manejados como hasta
hoy, estan en riesgo de desaparecer, es por ello que la politica para el campo y ley
intentan que la produccién vegetal se modifique hacia un esquema de conservacién

recursos naturales (35,45).
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2.8.1 La actividad de los hongos del suelo

Sin embargo la microbiota es capaz de atacar a la materia organica compleja, entre las
fuentes de carbono organico como: azlcares, acidos organicos, disacaridos, almidon,
pectina, celulosa, grasas, lignina particularmente resistente a la degradacién microbiana
obtienen el nitrégeno del amonio o nitratos también de proteinas, acidos nucleicos y

otros compuestos organicos hitrogenados.

Algunos géneros son dependientes nutricionales pues requieren aminoacidos, vitaminas
del complejo B, u otros factores de crecimiento para una division celular, mientras que
otros crecen rapidamente en medio de cultivo con un azlcar y sales inorganicas.

Los hongos fitopatégenos de plantas superiores  necesitan células vivas para

reproducirse por su extrema dependencia nutricional.

La predacién es comun entre los hongos, existen protozoarios susceptibles a ciertos
géneros, durante el ataque, las hifas penetran en el protozoario disminuyen su
movimiento, luego lo digieren el contenido celular. La supervivencia de estos
predadores depende de los protozoarios sus esporas no germinan hasta que haya

protozoarios sensibles.

Los hongos también atacan nematodos atrapan y devoran, mediante extensiones de
las hifas, ente los géneros nematofagos o atrapadores de nematodos, comunes en el
suelo son: Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylellay Harposporium. Aungue no existe una
funcion definida para las especies predadoras que participar en el balance poblacional
en el suelo al limitar el tamafio, la actividad de protozoarios y nematodos. No obstante
valor limitado del numero de hongos en el suelo, se dispone de informacién sobre su

funcion.
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2.8.2 Actividad flingica y el ambiente

La actividad fisiol6gica de la micobiota en diferentes ecosistemas es dependiente del tipo
de metabolismo de los hongos y del ambiente fisicoquimico que les rodea en un tiempo
determinado. Los géneros existentes su densidad en un tipo de suelo es relacionado
con sus propiedades fisicas y quimicas. Un género de hongo especifico capaz de

supervivir, adaptarse y crecer en un ecosistema depende del ambiente que le rodea.

Las principales influencias internas que se imponen a la comunidad de hongos son: nivel
y clase de la materia organica, concentracién del ion hidrégeno o pH, la aplicacion de
cierto clase de fertilizantes organicos e inorganicos, el grado de humedad. aireacion,
variacion de temperatura, posicion en el perfil del suelo, estacion del afio y composicion

de la vegetacion nativa o cultivada.

En general, el numero de hongos filamentosos en el suelo depende del tipo y nivel de
concentracion de la materia organica utilizable; aunque los hongos existen en areas
pobres en materia organica, en los suelos agricolas la mineralizacion fungica mejora el
Status de nutrientes inorganicos al incorporar éstos a los cultivos vegetales, mientras
que los abonos verdes u otros compuestos de carbono en esos suelos, incrementa la
composicion de los géneros de la micobiota que afectan el dominio relativo de:

Penicillium, Trichoderma, Aspergillus, Fusarium y Mucor.

La actividad fangica de mineralizacion de la materia organica es mayor en la primavera
y otofio, donde por las condiciones propicias de la temperatura y humedad, la red de
hifas invade esos detrituts organicos lo que favorece la riqueza del suelo en minerales.
Algunos géneros de hongos son abundantes con la adicion de fuentes orgénicas de
carbono, que disminuyen después de aumento inicial, otros géneros de hongos
mantienen elevadas densidades de poblacién por periodos largos con la incorporacion

de restos vegetales.
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Esta respuesta fuangica depende de la composicién quimica de los residuos de plantas
incorporados al suelo y de factores ambientales; los hongos, dominan en la diversidad
de la microbiota al adicionar carbono organico sencillo en ambientes acidos si existe
una suficiente cantidad de nitrégeno en formas combinadas inorganicas y/u organicas.
Mientras que la concentracion del ion hidrogeno es un factor que regulan la actividad, el
tipo de micobiota, ciertos géneros de hongos se desarrollan en un amplio intervalo de
pH, desde extremo é&cido al alcalino., pero en medio de cultivo artificial, existen
aquellos que crecer en valores de pH de 2.0-3.0 otros son activos a pH de 9.0 0 mas,
por ello las bacterias y los actinomicetos no son comunes en ambientes acidos, en estas
areas donde los hongos dominan a la comunidad microbiana, no es porque este es un
pH Optimo para este grupo, sino derivado de la ausencia de la competencia
microbiana por las reservas de carbono organico la tolerancia de esos hongos a la
elevada concentracion de ion hidrégeno y el estrecho intervalo de pH de supervivencia
de bacterias y actinomicetos, asi los hongos constituyen mas del 50 del porcentaje de
la comunidad microbiana, son responsables de la mineralizacion de la materia organica
sencilla y compleja en suelo acido, las especies flngica individuales son menos
tolerantes a elevadas concentracion del ion hidrégeno, comparadas con la comunidad
total de hongos, la sensibilidad al pH es critica en la actividad de los hongos
fitopatégenos que se originan en el suelo, los que por el intervalo de pH en el que se
desarrollan, son mas virulentos en una condicion ambiental acida, que neutra o alcalina.

(Eweis et al, 1998; Riser- Roberts, 1992).

Algunos hongos fitopatbgenos como  Plasmodiophora brassicae , Colletotrichum
gloesporioides crecen sin problema en suelos acidos, mientras que la enfermedad que
causa es rara o leve en suelos agricolas con pH ligeramente alcalino de 7.5. Otros
fitopatdgenos crecen mejor en suelos neutros, mientras que ciertas géneros y especies
de hongos que atacan proliferan en sitios con pH alcalino, ahi la acidificacion es una
practica fisicoquimica de control biolégico de esos hongos, por lo que la recomendacién
de encalamiento o de acidificacion del suelo, no es indicada para la micobiota patégena

vegetal de actividad fermentativa que no les afecta negativamente el cambio de pH.
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2.8.3 La micobiota y los fertilizantes agricolas

La aplicacion de fertilizantes quimicos (FQ) cambia la cantidad y diversidad fungica como
resultado de la acidificacion y/o de la adicion de nutrientes organicos.

El tratamiento con FQ con sales de amonio cambia el nimero de hongos que estimula
la oxidacion microbiana de compuestos de nitrégeno que favorece la formacion de acido
nitrico y la frecuente aplicacion de FQ como el amonio induce el crecimiento de los

hongos, reduce el nimero de bacterias y actinomicetos.

Los suelos que se cultivan intensivamente con maiz o trigo, indican que la avena tiene
una accién selectiva sobre la micobiota del suelo, el género dominante con este cereal
es Aspergillus fumigatus, mientras con el maiz, el género comun es Penicillium
funiculosum, ello depende de las excreciones especificas de las raices, y de los

componentes quimicos de los tejidos en descomposicién.

2.9 Los contaminantes y el suelo

Los contaminantes ambientales son compuestos quimicos de origen animal o sintético
gue son liberados por la actividad del hombre hacia el medio, donde tienen un efecto
dafiino debido a derrames, fugas de pipas, liberacion de aguas negras, desechos
industriales y el uso de pesticidas. Esto involucra la contaminacion del suelo, mantos
acuiferos, asi como la contaminacion de sedimentos en los cuerpos de agua (Riser-
Roberts E. 1992, Eweis et al 1998) Numerosos procesos han sido utilizados para la
eliminacion de contaminantes: tratamientos biolégicos, tratamientos fisicos,
inmovilizacién, inyecciébn profunda, tratamientos de suelos, evaporacién solar,

incineracion y recuperacion de recursos (The Fu Yen, 1999).
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Sin embargo se debe de tomar en cuenta que alguno de estos procesos puede provocar
nuevos problemas ambientales, ya que si se emplea por ejemplo la incineracion, se
corre el riesgo de contaminar el aire, o si se entierra el contaminante, se podria causar

problemas causar problemas de contaminacién en el suelo o del agua (timmis y piper,
1999).
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IIl. OBJETIVO GENERAL

Determinar la evolucién de la calidad quimica de frutos de guayaba tratados con
Calcio y choque térmico almacenados en frigorifico y transferidos a temperatura

ambiente.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Establecer los tratamientos con CaCl, y choque térmico sobre el fruto de guayaba.

2.-Almacenar en frigorifico a los frutos de guayaba estableciendo los tiempos de

mercadeo.

3.-Transferir los frutos de guayaba de su almacenamiento en frigorifico a temperatura

ambiente.

4.-Determinar la calidad quimica de frutos de guayaba transferidos a temperatura

ambiente.

Pagina

32



V. MATERIALES Y METODOS

Diagrama del proceso:
Obtencion del fruto de guayaba en el

mercado de abastos

s

Traslado del fruto al laboratorio de

Biotecnologia “M.C. Victor Manuel
Rodriguez Alcocer”de la Esc. De Q.F.B.

s

[ Sumergir los frutos en CaCl, 1% por 2 hrs. ]

s

[ Secar fruto ]

e

{ Tratamiento del fruto con choque térmico }

382C/30 min
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e

[ Almacenar fruto en frigorifico a 102C

e

Transferencias del fruto almacenado a

temperatura ambiente cada 4 dias

s

Analisis cada tercer dia del fruto transferido

a Temperatura ambiente

Determinaciones realizadas al fruto
Humedad ) Acidez
transferido

Fig. 5.1 Diagrama general de
g g g Solidos Solubles

procesamiento Totales (°Brix)
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5.1 Caracteristicas del muestreo

La guayaba es un fruto comestible, redondo o en forma de pera, tiene una
corteza delgada y delicada color verde palido a amarillo; una pulpa cremosa de color
blanca o naranja-salmén y con muchas semillas de constitucion dura, llega a pesar de
60 a 500 gramos y mide de 4-12 cm de longitud y de 4-7cm de diametro, segun la
variedad. Su sabor es agridulce y es rico en vitaminas A, By C.

5.2 Manejo del muestreo

El fruto de guayaba fue adquirido en el mercado de Abastos en un estado de
maduracién verde durante el mes de mayo y fue transportado en cajas de empaque al
laboratorio de Biotecnologia “M.C. Victor Manuel Rodriguez Alcocer” de la escuela de

Q.F.B evitando provocar dafios mecanicos por manejo del fruto.

Una vez en el laboratorio el fruto fue seleccionado separando y desechando los

frutos dafiados, se ordend en 8 grupos de 100 frutos cada uno.

5.3 Tratamiento de hipoclorito de sodio para los lotes de fruto

Cada grupo de 100 frutos de guayaba se colocd por inmersién en cubetas con
solucion de cloruro de calcio al 1% por 2 horas. Agotado el tiempo en la solucién de

cloruro de calcio el fruto se sec6 uno por uno con unas pequefias toallas.

5.4 Disefio de experimento

Una vez concluido el tratamiento de calcio, el fruto se introdujo en una camara
climatica marca Labline biotronette mark Ill, modelo 845 NR de forma manual colocando
el fruto sobre las 2 parrillas y extendiéndolo en toda su superficie para efectuar el

choque térmico, donde se expuso el fruto a una temperatura de 38°C + 2°C durante 30
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minutos. Las puertas de la camara se mantuvieron cerradas para evitar el escape de

calor.

5.5 Método de aislamiento 1

Terminado el tiempo de exposicidbn a choque térmico el fruto fue colocado en
refrigeradores marca Mabe a una temperatura de 10°C y una humedad relativa de 85-
90%, se colocaron sobre las parrillas de manera manual dividiéndolos en 4 grupos con

234 frutos cada uno y marcados por el numero de repeticion.
5.6 Método de aislamiento 2

Las transferencias del fruto a temperatura ambiente se realizaban cada 4 dias

con un monto de 30,24 o 18 frutos cada una.

Cuadro 2. TRANSFERENCIAS DEL FRUTO

12 15 18 21 24

L L L L L L L L&
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9 12 15 18 21 24 27

5 8 11 14 17 20 23

5.7 Método de aislamiento 3

Disefio experimental: Completamente al azar con 3 repeticiones

Tiempo de almacenamiento: 0,3,6,9,12,15,18,21,24

Transferencias: cada 4 dias

Evaluaciones: cada tercer dia 6 guayabas

La unidad experimental consistio de un lote de 234 frutos de guayaba en estado
de maduracién verde para cada repeticion de los cuales se tomaba un total de 30 frutos
para las primeras 5 transferencias a temperatura ambiente, 24 frutos para las 2
siguientes transferencias a temperatura ambiente y 18 frutos para las 2 ultimas

transferencias a temperatura ambiente y de ahi se realizaron las pruebas quimicas cada
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tercer dia con 6 frutos de guayaba (3 para humedad y 3 para pH, °Brix y acidez
titulable).

Los solidos solubles totales se determinaron a través de un refractometro manual
(rango 0 — 32°Bx). Para tal fin, se extrajo el jugo de 3 guayabas tomadas al azar por
cada tiempo de evaluacion, del jugo extraido se tomo una gota y se coloco en el prisma
del refractémetro. La lectura se realizé en forma directa observando a través del ocular

sobre la escala interna

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de pH del Suelo

Para la determinacion de pH se utilizé el jugo extraido en la evaluacion de
Solidos Solubles Totales. La lectura se hizo mediante un potenciometro 530 marca
Corning Pinnacle, el cual fue calibrado con solucién buffer de pH 4 y pH 7 para
posteriormente introducir el electrodo dentro del vaso de precipitado con la muestra

contenida y se realiz6 la lectura correspondiente.

La acidez titulable fue determinada por titulacién con una solucién de NaOH 0.1
N. Esta fue valorada con una solucion de &cido clorhidrico 0.1 N. Para la determinacion
de la acidez, se tomaron 2.5g de muestra del jugo obtenido de 3 guayabas y se
colocaron dentro de un matraz EM de 250ml, se diluyé con 12.5ml de agua destilada se
agregaron 3 gotas de fenoftaleina al 1% como indicador y se titul6 con la solucion de

NaOH hasta obtener un viraje de color (de transparente a rosa) en la solucion.
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La acidez se reporté como porcentaje de acido citrico por la siguiente ecuacion:

% ac. Citrico= V * N(NaOH) * meq ac citrico / pm * 100

Donde:

V= volumen gastado de NaOH
N= Normalidad de NaOH
meq ac citrico= 0.07003

pm= peso de la muestra

6.2 Caracteristicas del aislamiento de Colletotrichum gloesporioides

Para la determinacion de la humedad se tomaron 3 guayabas en total, las cuales
fueron picadas y colocadas en una charola de aluminio, posteriormente se introdujeron
en la estufa a 105 °C hasta peso constante, Se registraron los tiempos inicial y final. La

diferencia de peso se expres6 como porcentaje de humedad.

Los Grados Brix equivalen al contenido de azucar y soélidos solubles
(aminoacidos, fructosa, proteinas, sacarosa y vitaminas) en total contenidos en un
liquido de cualquier viscosidad. Se considera para un fruto tropical un minimo de 9 °Brix

para que sea catalogado como un fruto de calidad.
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Los Grados Brix estan relacionados con la firmeza y aceptacion del producto (a
medida que el fruto madura el contenido de azucares incrementa). EI aumento de los
sélidos solubles totales se puede atribuir a la conversion del almidén en azucares

sencillos debido a un aumento en la actividad de las enzimas hidrolasas del almidén.?

La cantidad de sélidos solubles (°Brix) registrada durante el almacenamiento
tanto a 10°C como a temperatura ambiente mostré6 un comportamiento de maduracion
natural observandose que el cambio de temperatura afecta notablemente la calidad
comercial del fruto. Sin embargo se puede observar un incremento del 53% en el dia 12
de almacenamiento a 10°C pero esto sucedié porque no se utilizo el mismo fruto

durante todo el experimento ya que se destruia en cada prueba.

También para el dia 24 de almacenamiento a 10°C se observa un incremento
significativo durante los dias de almacenamiento a temperatura ambiente pero esto no
se toma mucho en cuenta ya que para esta fecha la mayoria de los frutos ya no
presentaban calidad comercial.

El incremento observado en la concentracion de solidos solubles es un producto
de la respiracion, donde las reacciones metabdlicas van degradando los azucares de
reserva (almidén) y formando azucares sencillos como glucosa, ribosa y sacarosa,

contenidos en la guayaba.

La acidez de la guayaba esta dada principalmente por los acidos organicos (en
la guayaba es el acido citrico) que el fruto forma como consecuencia del metabolismo o

el proceso respiratorio.
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6.2.1 Cultivo in vitro

Generalmente los acidos disminuyen en la maduraciébn porque son sustratos
respiratorios 0 son convertidos en azucares. De tal forma que estos pueden ser
considerados una fuente de energia y se esperaria que disminuyeran durante la

actividad metabolica que se desarrolla en la maduracién.”

La concentracion de acido citrico registrada durante el experimento fue
disminuyendo como era de esperarse ya que es un sustrato respiratorio y es convertido

en azucar durante la maduracion.

Sin embargo para el dia 12 de almacenamiento a 10°C se observa un
incremento del 30% el cual puede deberse a la utilizacion de varios frutos a lo largo del
experimento; en el dia 18 de almacenamiento a 10°C también se observa un incremento
del 39% durante la transferencia a temperatura ambiente el cual también puede deberse

a la utilizacién de varios frutos en cada analisis.

6.2.2 Morfologia Macroscopica de Colletotrichum gloesporioides

El pH es un factor basico en la conservacion del fruto, aumenta debido a que
existe un incremento en la velocidad de degradacion de las sustancias celulosas
pecticas y a pesar de su incremento se mantiene en rangos de 3.8-4.2 lo que favorece
la hidrdlisis de los carbohidratos polimeros debilitandose las paredes celulares lo que se

traduce en perdida de firmeza.
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6.2.3Morfologia Microscopica de Colletotrichum gloesporioides

Dentro de los resultados de pH se observa una serie de cambios significativos
tanto en almacenamiento a 10°c como a temperatura ambiente esto se debe a los
cambios metabdlicos ocurridos dentro de cada fruto analizado. Sin embargo se observa
gue a pesar de la variacion el pH se mantiene ligeramente acido, medio que se requiere

para llevar a cabo los procesos metabdlicos de maduracion.

El porcentaje de humedad presente en las células vegetales es uno de los
factores principales que determinan la calidad y la vida de anaquel de los productos
perecederos como la guayaba. La perdida de agua ocurre al mismo tiempo que ocurre
la respiracion esto es porque al respirar el fruto produce calor que debe ser disipado o

se calienta y ocasiona una disminucién del peso, apariencia y elasticidad del producto.®

Los resultados de humedad no presentaron variaciones significativas en los frutos
almacenados a 10°C ni al ser transferidos a temperatura ambiente, esto se debi6 al
equilibrio que mantenia con su entorno el cual no permiti6 la salida de grandes

cantidades de vapor de agua.
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VIII. CONCLUSIONES

Se compararon los resultados obtenidos de los frutos que recibieron tratamiento
con los frutos no tratados y s6lo se observé una disminucién en la concentracion de
sélidos solubles (°Brix) en los frutos tratados, esto es porque el contenido de calcio en la
pulpa tiene efecto sobre el desdoblamiento del almidén. Los indicadores de acidez
titulable, Humedad y pH cambiaron segun el metabolismo del fruto en ambos casos
igual por lo que se cree que esta variacion es consecuencia del almacenamiento y no

de los tratamientos dados a los frutos.

Las muestras de frutos estudiadas presentaron sintomas caracteristicos de las
enfermedades conocidas como antracnosis, moho gris y pudricion blanda. La antracnosis
se caracterizod, en frutos semimaduros y maduros, por la presencia de lesiones hundidas,
de forma circular o irregular, inicialmente acuosas y posteriormente secas, de color
marrdn oscuro a negro, en donde se destacan areas de color salmon, las cuales
corresponden a masas de conidios. Sobre frutos verdes, se observaron manchas pardas
0 negras, en la region apical para luego extenderse hasta cubrir todo el fruto, llegando a
momificarlo y alcanzar el caliz y el peciolo. Sintomas similares han sido reportados por

varios autores (1, 3, 5, 7).
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