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RESUMEN

Botrytis cinerea infecta y deteriora a los cultivos de fresa en la postcosecha. Su control mediante
quimicos promueve el riesgo de resistencia, a la vez los consumidores demandan productos sin
pesticidas. Este estudio se enfoco en la bioactividad antagdnica de las bacterias acido lacticas y
3-piridincarboxamida sobre B. cinerea, de fresas. Empleando la técnica de cultivo dual, se
enfrentd las BAL de fermentados de quinua crecidas sobre MRS agar versus esporas de Botrytis
en agar Malta. Se testaron BAL cultivadas a 37 °C, por 24 y 48 horas y sobrenadantes de estos
cultivos, asi como 3-piridincarboxamida. Se hizo un ensayo in vivo. Adicionalmente, se
estudiaron los factores ecoldgicos que afectan a B. cinerea. Segun los resultados, Botrytis fue
inhibido en 45.50% por BAL cultivadas a 37° C durante 24 horas en agar Malta, en contraste las
BAL en PDA inhibieron un 32.86%. Las BAL de 48 horas en agar Malta inhibieron 29.22% y en
PDA 25.86%, EI quimico a 3000 ppm inhibié un 24.86%. Los sobrenadantes de los cultivos no
inhibieron al patégeno en ningun caso. El ensayo in vivo mostro eficiencia del 63%. Botrytis en
fresa produjo una reduccion de vitamina C del 19%, la reduccion de azucares totales y minerales,
el contenido de agua cambid de 87.62% fresa sana a 89.027%y el pH de 3.51a 3.91%. Se concluye
que las BAL ensayadas inhiben mejor in vitro a Botrytis cinerea en agar Malta a las 24 horas. El

ensayo in vivo corroboré esta bioactividad.

Palabras clave: <BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)>, <ANTAGONISMO>,
<ANTIFUNGICOS>, < Botrytis cinerea >, <FRESA (Fragaria Ananassa)>.
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ABSTRACT

Botrytis cinerea infects and deteriorates strawberry crops in the post-harvest. Its control by
chemicals promotes the risk of resistance, while consumers demand products without pesticides.
This study focused on the antagonistic bioactivity of lactic acid and 3-pyridinecarboxamide
bacteria on B. cinerea, from strawberries. The dual culture technique pitted BAL of fermented
quinoa grown on MRS agar versus Botrytis spores on malt agar. LAB was cultured at 37 ° C, for
24 and 48 hours and supernatants of these cultures and 3-pyridinecarboxamide were tested. An in
vivo trial was performed. Additionally, the ecological factors affecting B. cinerea were studied.
According to the results, Botrytis was inhibited in 45.50% by LAB cultured at 37 ° C for 24 hours
on Malta agar, in contrast, the LAB in PDA inhibited 32.86%. The 48-hour LAB in Malta agar
inhibited 29.22% and in PDA 25.86% and the chemical at 3000 ppm inhibited 24.86%. The
supernatants of the cultures did not inhibit the pathogen in any case. The in vivo assay showed an
efficiency of 63%. Botrytis in strawberries produced a reduction of vitamin C of 19%, and a
reduction of total sugars and minerals, the water content changed from 87.62% healthy
strawberries to 89.027% and the pH from 3.51 to 3.91%. It is concluded that the LAB tested
inhibits better in vitro Botrytis cinerea in Malta agar at 24 hours. The in vivo assay corroborated

this bioactivity.

Key words: <LACTIC ACID BACTERIA (LAB) >, <ANTAGONISM>, <ANTIFUNGALS>,
<Botrytis cinerea>, <STRAWBERRY (Fragaria ananassa) >.
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Cl: 0603957044
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INTRODUCCION

Aproximadamente el 14 % de la obtencién mundial de alimentos se pierde a lo largo de toda la
cadena de suministro, esto se debe a malas précticas de cosecha, condiciones de almacenamiento
y deterioro por hongos filamentosos (Dopazo, et al, 2021, pp.1-10). Se estima que las pérdidas oscilan
entre el 25 y 55 % debido a la enfermedad flngica durante la cosecha y después de esta las

pérdidas llegan hasta el 89 % (Vanti et al., 2021, pp.1-10).

En los ultimos afios, los cultivos de fresa en el pais se han visto afectados por problemas
fitosanitarios que reducen su rendimiento (Cybulska et al., 2022). Uno de los agentes de deterioro es
el hongo Botrytis cinerea 0 moho gris, que dafia gravemente la cosecha por narcotizacion de
pedinculos, momificacion, putrefaccion y descomposicion de frutos maduros e inmaduros
Botrytis cinerea puede actuar como parasito y epifito (Carisse et al., 2014, pp.1-11). Para superar este
inconveniente, la industria alimentaria, puede optar por un enfoque preventivo combinando varios
tratamientos que dependen en gran medida de los controles quimicos in situ (Vanti et al., 2021, pp.1-
10).

Actualmente, las infecciones por Botrytis cinerea con alta tasa de deteccion en la fresa se
controlan mediante productos quimicos como el Boscalid (3-piridincarboxamida), pero agente
presenta desventajas como la toxicidad, desarrollo de resistencia y efectos negativos sobre el
medio ambiente y la salud (Qian et al, 2018., pp. 172). Por tal razon, las investigaciones se centran en
buscar alternativas para controlar los hongos fitopatogenos, en este sentido, la bioconservacion

resulta atractiva y no representa un riesgo para los seres humanos y la naturaleza.

En la practica, los ultimos diez afios, ha ganado popularidad el uso de microorganismos y sus
metabolitos para evitar el deterioro de los alimentos (Merchan, et al, 2014, pp. 44-45). Tal es el caso de
la seleccion de las cepas de Lactobacillus para fines de bioconservacion, siendo las baterias acido-

lacticas (BAL) las mas utilizadas como agentes de biocontrol (Hatti-Kaul et al., 2018, pp- 1-20).

Las BAL estan consideradas como conservantes verdes por su capacidad de inhibir el crecimiento
de hongos (Bangar, et al, 2022). Ademas, tienen la capacidad de producir antifngicos, antimicoticos
bioactivos y las bacteriocinas. Los metabolitos antifingicos de las cepas de BAL se han explotado
recientemente para inhibir el crecimiento fangico en una variedad de fermentados y no
fermentados, incluido el yogur, queso, productos a base de cereales, soja, frutas y verduras
frescas. El papel de las cepas no se limita a inhibir el crecimiento de un amplio espectro de
hongos, algunas cepas interacttian con las micotoxinas fungicas, lo que provoca su inactivacion o
su eliminacion a través de la pared celular, los metabolitos producidos por BAL, son considerados

como potencial de bioconservacion en alimentos (Sadiq et al., 2019, pp. 2-3).
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Por tal razdn, el objetivo de la investigacion es evaluar la bioactividad antagonica de las bacterias
acido-lacticas y la actividad de 3-piridincarboxamida para la inhibicién de Botrytis cinerea de

fresas (Fragaria ananassa) variedad Albion.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Los microorganismos fitopatdégenos y las condiciones de almacenamiento son la principal causa
del 25-50% de las pérdidas mundiales de produccion de alimentos en el periodo posterior a la
cosecha. El impacto econdémico global se estima en méas de $10 mil millones anuales; En el caso
de la fresa Botrytis cinerea se considera el patdgeno poscosecha mas importante (Moura et al., 2021,
pp. 1-47), siendo sus efectos reduccion del rendimiento, calidad, vida util, de hecho, provoca

alteraciones en la composicion quimica del fruto.

La gravedad de la infeccion de Botrytis cinerea en la fresa se incrementa en condiciones himedas
y cerca del 80% de las flores y frutos pueden perecer si los fungicidas no se aplican en el momento
adecuado. Una vez que las condiciones meteoroldgicas son propicias, es decir, largos periodos de
alta humedad con temperaturas de 25 °C o mayor, el patégeno empieza a causar la pudricion de
flores, frutos y hojas. Si contindan las condiciones desfavorables, Botrytis cinerea continla
esporulando y esto se convierte en la fuente de in6culo secundario (Igbal et al., 2021, pp. 535-545). A
la final resultan afectas las raices, hojas y frutos de la fresa, por lo que, este cultivo requiere
grandes cantidades de pesticidas, fungicidas y plaguicidas para una produccidn estable, siendo el

boscalid: 3-piridincarboxamida el producto quimico principal para el control de esta fruta (Esteve-
Turrillas et al, 2018., pp. 2-9).

En la actualidad, el método més comin para prevenir las enfermedades poscosecha en cultivos
de fresa es el uso de pesticidas quimicos, aunque su uso conlleva una serie de problemas, incluida
la acumulacidn de residuos toxicos en las frutas, la aparicion de patdgenos con mayor resistencia
y efectos adversos en el medio ambiente y los consumidores, por lo cual, el uso de fungicidas esta

cada vez mas restringido (Esteve-Turrillas et al., 2018, pp. 2-9).

En efecto, el quimico boscalid: 3-piridincarboxamida es un potencial contaminante del suelo y
agua y resulta altamente toxico para organismos acuaticos, es por ello, que, en algunos paises,
como Alemania, Francia e Italia, esta prohibido utilizar estos productos durante la postcosecha
resultando sumamente importante un abordaje ecoldgico para tratar las enfermedades de las frutas

después de su cosecha (Wang et al., 2021, pp 1-2).



1.2. Formulacion del problema

¢Existe alta incidencia de Botrytis cinerea en el cultivo de fresas (Fragaria ananassa) variedad

Albidn que provoca su alteracién quimica?

1.3. Problemas Especificos de Investigacion

e La bioactividad antifungica de las bacterias &cido-lacticas y la actividad de 3-
piridincarboxamida in vitro actdan frente a Botrytis cinerea empleando sobrenadantes de
cultivos liquidos?

o (Existen diferencias en la tasa de inhibicién de la biomasa de Botrytis cinerea segun la técnica
de determinacion del antagonismo?

e Cudl es la diferencia al examinar los factores ecoldgicos intrinsecos (Humedad, pH,
estructuras bioldgicas, Vitamina C, minerales, azlcares totales) de la fresa (intacta y

contaminada) que influencian el crecimiento de Botrytis cinerea?

1.4. Objetivos

1.4.1. Obijetivo general

Evaluar la bioactividad antagdnica de las bacterias &cido-lacticas y la actividad de 3-
piridincarboxamida para la inhibicién de Botrytis cinerea de fresas (Fragaria ananassa) variedad
Albién.

1.4.2. Obijetivos especificos

e Analizar in vitro la bioactividad antifungica de las bacterias acido-lacticas y la actividad 3-
piridincarboxamida frente a Botrytis cinerea empleando sobrenadantes de cultivos liquidos.

e Valorar la tasa de inhibicion de la biomasa de Botrytis cinerea segin la técnica de
determinacion del antagonismo.

e Examinar los factores ecolégicos intrinsecos (Humedad, pH, estructuras bioldgicas, Vitamina
C, minerales, azUcares totales) de la fresa (intacta y contaminada) que influencian el

crecimiento de Botrytis cinerea.



1.5. Justificacion

La fresa (Fragaria ananassa) variedad albién es uno de los cultivos con mayor demanda a nivel
del Ecuador por sus efectos positivos en la salud, ya que, son una fuente antocianinas, las cuales
son pigmentos que ayudan a reducir el colesterol y el riesgo de sufrir hipertensién. Son muy ricas
en agua, vitaminas, antioxidantes, potasio y calcio. Por lo tanto, tienen importantes propiedades
hidratantes. Son ricas en vitaminas, especialmente la vitamina C (Chen etal., 2018, pp 33-46). Ademas,
el 52.21% de la produccion nacional se destina al mercado externo, por lo que la fresa es un
producto exitoso en el comercio internacional. Sin embargo, es uno de los cultivos méas
dependientes de fungicidas y es altamente susceptible de agua y nutrientes, por lo que Botrytis
cinerea ataca estos cultivos durante la fase de postcosecha (Igbal et al., 2021, p. 536).

Existen varios métodos para tratamiento de la Botrytis cinerea, pero una estrategia segura y
prometedora es la utilizacién de las bacterias acido-lacticas como agentes de control bioldgico; a
través de su actividad antagdnica, microbiana, que han demostrado su eficacia contra las
principales enfermedades postcosecha de la fruta, incluido el moho gris. Considerando las
aplicaciones microbiol6gicas, las BAL han surgido como alternativas promisorias para ayudar al

control de Botrytis cinerea, siendo favorables para la agricultura (Igbal et al., 2021, p.540).

La accién antimicrobiana se debe a la produccién de &cidos organicos, enzimas liticas y un
crecimiento competitivo que es perjudicial para los microorganismos alterantes de alimentos. Las
enzimas liticas producidas por estas bacterias pueden degradar la pared celular de los
microorganismos y se ha demostrado como un mecanismo de biocontrol en la fruta, que reduce
el porcentaje de fumigacion con agentes quimicos al cultivo, ademas, es auxiliar en la

biopreservacion de alimentos sensibles al deterioro (wang et al., 2021, pp 2 -3).

Considerando que el control bioldgico resulta seguro para las personas, el medio ambiente y los
cultivos, es estable y duradero a diferencia de otros métodos; el propdésito de este estudio fue
investigar la capacidad antagdnica de las bacterias acido-lacticas para inhibir el crecimiento de
Botrytis cinerea, con el fin de fomentar y desarrollar nuevas investigaciones enfocadas en dichos

microorganismos.

El estudio se enfoco en el uso de BAL como método practico, efectivo y ambientalmente
responsable para controlar la podredumbre gris en las fresas en la fase de postcosecha. Se evaluara
30 aislados de BAL procedentes de germinados de quinua para conocer la bioactividad
antifingica contra Botrytis cinerea aislado de fresas (Fragaria ananassa) variedad albidn,
considerando que las bacterias y sus metabolitos pueden emplearse como bioconservantes.
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1.4, Hipotesis

1.4.1. Hipdtesis general

La bioactividad antagdnica de las bacterias acido-lacticas y la actividad de 3-piridincarboxamida

actla como inhibidor de Botrytis cinerea de fresas, mediante ensayo in vitro.

1.4.2. Hipdtesis especificas

« La bioactividad antifingica de las bacterias &cido-lacticas y la actividad de 3-
piridincarboxamida in vitro actGan frente a Botrytis cinerea empleando sobrenadantes de
cultivos liquidos.

« Si existe diferencias al valorar la tasa de inhibicidn de la biomasa de Botrytis cinerea segun
la técnica de determinacion del antagonismo

« Existe diferencia al examinar los factores ecoldgicos intrinsecos (Humedad, pH, estructuras
biolégicas, Vitamina C, minerales, azlcares totales) de la fresa (intacta y contaminada) que

influencian el crecimiento de Botrytis cinerea.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Los cultivos de &cido lactico se conocen desde el siglo XVIII, cuando los agricultores de Africa,
Asiay Europa notaron como actuaba la leche cruda durante los veranos sofocantes. En este estado,
la cuajada tiene un sabor diferente y a veces agradable, por lo que los agricultores seleccionaron
lo mejor para su cosecha (Cobo et al., 2019, pp. 855-870).

La produccion de las bacterias del &cido-lacticas es comun en diferentes ecosistemas y en las
industrias de fuentes as producen alimentos fermentados, bebidas alcohdlicas y levaduras con el
proposito de utilizarlas en vegetales (Ledn et al., 2006, pp.1-3).

Las BAL se pueden hallar en un conjunto de microorganismos denominados bacterias del acido
lactico, que se emplean en la industria lactea para elaborar productos como la leche fermentada,
el queso, la mantequilla y otros, que se desarrollan a través de un proceso de fermentacion.
Lamentablemente, las fresas en crecimiento, al igual que otros arboles frutales, estan sujetas al
ataque de hongos que afectan sus raices, hojas y frutos, por lo que, este cultivo requiere grandes
cantidades de pesticidas, fungicidas y plaguicidas para una produccién estable, siendo el boscalid:

3-piridincarboxamida el producto quimico principal para el control de esta fruta (Ledn et al., 2006,
pp.1-10).

Los cultivos puros se usan para producir el cultivo original, para después procesar el cultivo
tradicional, que se usa directamente en los procesos de fermentacidn. Estas bacterias se nutren
de sustancias que pueden hidrolizar las proteinas de la leche y producir &cido lactico como su

principal producto de fermentacion (Leén et al., 2006, pp.1-10).

Las funciones de BAL en tecnologia de alimentos incluyen la produccién de sabor, olor, textura,
la erradicacién de microorganismos peligrosos, la coagulacién de la leche, la reduccion del
contenido de lactosa. Algunos de ellos afectan a plantas resistentes a Botrytis cinerea cuando se
estan formando. Las que se fermentan de citrato BAL se fermenta con citrato para producir
pequefas cantidades de acetaldehido y diacetilo, que le dan un sabor y aroma agradables, al

mismo tiempo que produce dioxido de carbono (Savadogo et al., 2006, pp. 678-683).



La evolucién de estos microorganismos productores de acido lactico y la ausencia de patégenos
0 saboteadores tienen un impacto beneficioso en la conservacion de los alimentos, permitiendo a
los fabricantes utilizar menos conservantes quimicos y suavizar los tratamientos aplicados a los

alimentos procesados sin comprometer su calidad o seguridad (Savadogo et al., 2006, pp. 678-683).

Desde hace méas de una década las bacterias productoras de &cido lactico se han utilizado como
conservantes de alimentos, aumentando la produccion de compuestos antibacterianos como
etanol, fenoles, benzodiazepinas y proteinas similares a bacterias (Arqués et al., 2015, pp. 1-2).

Este Gltimo se ha empleado como aglutinante biol6gico en alimentos desde la década de los
ochenta, también las BaL puede convertirse en la flora dominante en algunos productos
fermentados debido a sus efectos benéficos de conservacion causados por su capacidad para

inhibir el crecimiento de microorganismos dafiinos o patégenos en las materias primas (Heredia et
al., 2021, pp. 340-346).

La proliferacidn de estos microorganismos que generan acido lactico, la ausencia de parasitos o
sustitutos contribuye a la facilidad de almacenamiento de los alimentos, disminuye la necesidad
de utilizar conservantes quimicos y simplifica el procesamiento de alimentos sin alterar su calidad

0 su integridad (Londofio et al., 2015, pp 186-187).

En los dltimos 30 afios, el interés por las bacterias ha crecido tanto en la ciencia como en los
negocios. Numerosas investigaciones se han llevado a cabo sobre deteccion, produccion,
purificacion, forma activa, propiedades bioquimicas, propiedades bactericidas, microorganismos
inhibidores y la aplicacion exitosa de su uso en la bioconservacion de alimentos (Leon et al., 2006,
pp.7-9).

Los autores Canpolat, et al (2018, pp. 1163-1167), €n su investigacién, estudiaron in vitro e in vivo los
efectos de diferentes cepas de bacterias &cido-lacticas (BAL) sobre el desarrollo de varios hongos
del suelo. Las BAL se seleccionaron para determinar la actividad antifGngica usando
sobrenadante libre de células contra Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Macrophomina sp., Botrytis
sp., Phtopythium sp., Cylindrocarpon sp. y Pestalotiopsis sp. El sobrenadante libre de células de
los aislados de BAL mostré una actividad antifingica prometedora. Se probaron cepas de BAL
eficaces in vitro en experimentos en macetas para buscar sus efectos sobre el desarrollo de
enfermedades y el crecimiento de las plantas, los efectos antifungicos de todas las cepas de BAL
probadas en experimentos in vitro exhibieron resultados prometedores, los experimentos in vivo

revelaron efectos similares en diferentes géneros de hongos.



Riolo, et al (2023, pp. 1-2) identificaron 16 Lactobacillus aislados de aceitunas, Lactiplantibacillus
plantarum (siete aislamientos), Pediococcus pentosaceus (seis aislamientos), Enterococcus
faecium (dos aislamientos) y Streptococcus salivarius (un aislamiento) y testaron in vitro la
actividad antifungica de las BAL y sus fermentados libres de células contra varios hongos
fitopatégenos y oomicetos incluidos Alternaria, Aspergillus, Colletotrichum, Penicillium,
Plenodomus y Phytophthora. Emplearon la superposicion de cultivos y la difusion en agar, se
determind también la concentracion inhibitoria minima y la concentracion fungicida minima. Se
concluyé que las BAL mostraron actividad antifungica contra los hongos filamentosos. Los
aislamientos de L. plantarum y P. pentosaceus mostraron actividad inhibitoria notable contra

Fusarium oxysporum, especies de Colletotrichum y Penicillium nordicum.

En el estudio realizado por Matute (2019, pp. 121-234), denominado Control biol6gico del moho gris
Botrytis cinerea en cultivos de fresa Fragaria vesca L. mediante hongos filamentosos
antagonistas, para el control biolégico se realiz6 dos tratamientos con cepas de Trichoderma
harzanium los resultados obtenidos de porcentajes de inhibicion el ensayo J1 fue 72.33% y para
el ensayo Y1 fue 72.67%, demostrando la efectividad de los métodos en la disminucion de los
dafos causados por Botrytis cinerea, por lo tanto, recomiendan el uso del género Trichoderma

para controlar esta enfermedad.

Por otro lado, Chen, et al (2018, pp. 33-46) estudiaron el moho gris utilizando levaduras que son
potentes agentes de control biol6gico, en este estudio se aislaron 24 cepas de levadura que tienen
la capacidad de antagonizar al hongo, ademas, se evalu6 la actividad antifingica de los
compuestos volatiles y difusibles que se generaron a partir de los metabolitos de estas levaduras.
Se examinaron los supuestos mecanismos involucrados en la capacidad de biocontrol de las cepas
de levadura en relacion con B. cinerea a través de ensayos in vitro e in vivo. Los compuestos
voléatiles de origen organico que genera Galactomyces candidum JYC 1146 podrian ser de utilidad
para la biologia de los patégenos de las plantas, por lo que se convertirian en una posible

alternativa a los fungicidas quimicos de impacto ecoldgico.

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Género Botrytis

El género Botrytis es un grupo de hongos que causan enfermedades en las plantas, conocidos

como fitopatdégenos, morfolégicamente tiene conidios agrupados en cabezas, son agentes de

deterioro y descomposicion, causando la enfermedad del moho gris en frutos rojos como las

fresas, cerezas, moras, etc., que provoca pérdidas econdémicas. Son hongos filamentosos
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parecidos a la seda, que crecen ampliamente en el laboratorio, pero al crecer en otros ambientes
se compactan, en este caso especies que se alimentan de un solo género vegetal, por ejemplo B.
tulipae, B. Squamosa y B. fabae son patdgenos que infectan tulipanes, cebollas y frijoles,

respectivamente (Meng et al., 2022, pp. 2-4).

Ademas, la especie de Botrytis, denominada B. cinerea, es capaz de infectar a mas de 235 especies
de plantas diferentes, generando una enfermedad conocida como “podredumbre gris” o
“Botrytis”. Los huéspedes de B. cinerea incluyen muchas plantas de interior y de jardin, como
tomates, lechugas, pimientos, alcachofas y calabazas. Una amplia gama de plantas, incluidas
frutas, flores, tallos, brotes, hojas, bulbos, raices y semillas, se ven afectadas por la podredumbre

gris en estos cultivos cuando los niveles de humedad relativa son altos (Meng et al., 2022, pp. 2-4).

El hongo mata rapidamente los tejidos de las plantas y se adhiere a las plantas durante este ataque,
que también afecta a los cultivos que crecen en el suelo o en invernaderos. Ademas, se propaga a
los cultivos durante la cosecha, el transporte y el almacenamiento, siendo una infeccion latente

en la agricultura (Filliger et al., 2016).

El micelio de Botrytis se compone de una coleccion de crecimientos filamentosos llamados hifas
gue se reproducen asexualmente. Es tipico que no haya division nuclear, pero la division celular
se detiene y no hay divisién citoplasmatica, por lo que las hifas se forman con una amplia gama
de nameros de nucleos (Filliger et al., 2016).

2.2.1.1. Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxonémica de Botrytis se aprecia en la Tabla 1-2:

Tabla 1-2: Clasificacion Taxondmica de Botrytis cinerea
Clasificacion taxondmica

Reino Hongos

Filo Ascomycota
Clase Ascomiceto
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Género Botryotinia

Fuente: (Romanazzi & Feliziani, 2014, pp. 133)
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2.2.1.2. Morfologia de Botrytis cinerea

Morfologia microscépica

La identidad principal de B. cinerea se deriva de su espora atipica y su estructura multicelular
(Hustracion 1-2). Esta es una estructura especializada que incorpora un grupo terminal de células
de esporas hidrofdbicas producidas sinérgicamente, derivadas de un micelio de multi esporas bien

desarrollado, que se asemeja a un racimo de uvas (llustracion 1-2 literal a) (Romanazzi & Feliziani,
2014, pp. 132-140).

Estas hifas se originan en una capa en forma de cojin, que se forma justo debajo de la superficie
del huésped. Los macroconidios son blastoconidios grandes y especializados que miden 8-14 x
6-9 um. Los macroconidios son ovalados, secos e hidréfobos, y se producen individualmente en
las ramas laterales para facilitar la dispersion. Cuando maduran, los conidios se desprenden
facilmente de las ampollas por salpicaduras de lluvia y turbulencias de aire, que también sirven
para distribuirlas (Romanazzi & Feliziani, 2014, pp. 132-140).

llustracion 1-2: Morfologia de Botrytis mostrando sus conidios, a) racimos de esporas, b) un

conidio germinando.
Fuente: (Williamson et al., 2007, p. 564).

Morfologia macroscépica

Las lesiones causadas por B. cinerea aparecen inicialmente como manchas de color marrén claro
o amarillo en los extremos del céliz y en pocos dias cubren la fruta con un moho gris (llustracion
2-2). Este patdgeno causa dafios severos debido a la infeccion que produce en las hojas de fresa.
Esta pudricion fangica es iniciada por conidios producidos en hojas muertas de fresa. Los conidios
se dispersan por el aire, el agua o la cosecha y, en ultima instancia, infectan diferentes partes
florales, incluidos los estambres y los pétalos. Después de infectar la flor, el hongo eventualmente

invade la fruta madura y causa pudricién (Vagelas et al., 2014, pp. 1-4).
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llustracion 2-2: Etapas avanzadas de Botrytis cinerea en

el fruto
Fuente: (Koike & Bolda, 2016, pp. 2).

El desprendimiento posterior a la cosecha puede ocurrir por varias razones:

e La infeccion inactiva puede activarse en el desarrollo de la fruta.
e Se cosechan las frutas rojas infectadas que parecen saludables.
e Deterioro o infeccion de la fruta durante la cosecha.
¢ Contaminacién con esporas y moho gris después de la cosecha.
e Lafrutasana, conservada por contacto con fruta enferma e infectada por contacto directo
se denomina "anidacién" (Koike & Bolda, 2016, pp. 2-5).

2.2.2. ldentificacion de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea se identifica por sus caracteristicas morfologicas. La esporulacion se desarrolla
en conidioforos hialinos erectos, parcialmente ramificados, de paredes delgadas, que poseen
pocas paredes transversales. Estos pueden desarrollarse en masa, en tejido enfermo o medios de

cultivo, o pueden surgir de esclerocios (Barbieri et al., 2020, pp. 14-25).

Botrytis cinerea no encierra estructura de hongos (esporocarpio). Multiples esporas hialinas,
unicelulares, ligeramente piriformes o globosas, lisas, surgen en esterigmas cortos sobre la
superficie de los extremos de las ramas hinchadas (ampollas) del conidiéforo. Los conidios y
conidiéforos aparecen en masa grisacea cuando son jovenes, y se tornan de un marron claro a

medio al madurar (Barbieri et al., 2020, pp. 14-25).
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Dependiendo de la especie y el sustrato nutritivo, los esclerocios pueden variar desde pequefios
(~ 1 mm en Botrytis tulipae) hasta relativamente grandes (~ 20 mm) y pueden ser redondeados,
ovales, elipticos o contorneados, como en B. convoluta. Las capas externas (corteza) son negras
y estan compuestas por células melanoides, pseudoparenquimatosas y de paredes gruesas. Las

células interiores (medulares) son blancas, ligeramente entrelazadas y filamentosas (Barbieri et al.,
2020, pp. 14-25).

2.2.3. Estrategias de control de Botrytis cinerea

Para combatir las enfermedades provocadas por Botrytis cinerea se han utilizado estrategias como
el control quimico, los inductores de resistencia y el control bioldgico, debido a las importantes

pérdidas econdmicas que provoca (Casimiro, 2022).

2.2.3.1. Control quimico

Para la prevencion de las enfermedades postcosecha provocadas por Botrytis cinerea el método
principal utilizado es el uso de fungicidas sintéticos. Los fungicidas se pueden clasificar en cinco
grupos: aquellos que interfieren con la respiracion, el ensamblaje de microtibulos, la regulacion
de la presion osmética, la biosintesis de esteroles y aquellos cuyos efectos pueden ser revertidos
por la metionina (Hua et al., 2018, pp. 111-119).

Sin embargo, hay dos problemas principales con la aplicacion de fungicidas, Botrytis cambia a lo
largo de las generaciones porque sus conidios tienen multiples nucleos y es comln encontrar
cepas resistentes a varias clases de fungicidas, por ejemplo, cuando se aplicaron por primera vez

fungicidas de Bencimidazol, se observo que Botrytis producia cepas resistentes (Hua et al., 2018, pp.
111-119).

También se informo la resistencia a la Dicarboximida. Sin embargo, debido a que Botrytis cinerea
requiere tasas de dosis mas altas que otros patdgenos fingicos, el uso de fungicidas sintéticos es

MAs COStoso (Hua et al., 2018, pp. 111-119).

2.2.3.2. Control bioldgico

La utilizacion de agentes biologicos para controlar las enfermedades postcosecha es una
tecnologia potencial en lugar de los productos quimicos. Las investigaciones en los ultimos afios
han demostrado que una variedad de levaduras antagonistas puede inhibir eficazmente la

descomposicién postcosecha causada por B. cinerea en diferentes frutas (Martin, 2019, pp. 1-10).
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Las levaduras antagonistas son mas utilizadas por qué son mas seguras que las bacterias, ya que,
no se han detectado metabolitos secundarios toxicos en sus actividades contra los patégenos. Su
mecanismo de accién incluye la competencia por el espacio confinado y los nutrientes, la

induccidn de resistencia del huésped y la produccién de enzimas liticas de la pared celular (Martin,
2019, pp. 1-10).

Sin embargo, el efecto de las levaduras antagonistas no es notable como fungicida y generalmente
requieren la combinacion de quimicos sintéticos o sustancias exdgenas para obtener un resultado
satisfactorio. Segun varios estudios, agregar otros ingredientes como cloruro de calcio, acido
salicilico, bicarbonato de sodio, silicio, boro y glicina-betaina puede mejorar significativamente

los efectos del control bioldgico de enfermedades postcosecha en una variedad de frutas (Martin,
2019, pp. 1-10).

2.2.4. Factores ecoldgicos que influyen en el crecimiento microbiano de las fresas

2.2.4.1. Contenido de agua

Para el crecimiento de los microorganismos en los alimentos, es importante que el agua que
necesitan esté disponible, siendo uno de los métodos de conservacion de alimentos la regulacion
del contenido de humedad. Para describir la cantidad de agua que los microorganismos necesitan
de un alimento o de su entorno, los microbiélogos especializados en alimentos utilizan con

frecuencia el término "actividad del agua"” (Raj et al., 2022, pp 5-12).

La relacion de actividad de agua se define como la relacion entre la presion de vapor de agua en

la matriz alimentaria y la presion de vapor de agua pura a la misma temperatura:

Donde:
p = presion de vapor de la solucion y

po = presion de vapor del solvente (generalmente agua) (Santos et al., 2022).

Los microorganismos reaccionan de diferente manera a la aw dependiendo de varios factores. La
produccion de metabolitos por parte de los microorganismos y el aumento de su poblacién, son
particularmente susceptibles a los cambios de actividad de agua. Para crecer, los microorganismos

necesitan una cantidad 6ptima y minima de aw y estos niveles dependen de su entorno. Es crucial
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recordar que muchos patdgenos se controlan con actividad de agua superiores a 0,86 (Raj et al.,
2022, pp 5-12).
2.2.4.2. pHy acidez

El pH es un nimero que representa la cantidad de iones de hidrogeno (o acidos) presentes en un
medio. Los ambientes acidos son aquellos con valores de pH menor que 7, los medios neutros
son aquellos con un pH de 7 y los ambientes alcalinos son aquellos con valores de pH superiores
a 7. Lamayoria de los patdgenos prosperan en medios con pH neutro. Los hongos pueden crecer
en medios con pH entre 3 y 4, por lo que, alimentos acidos como tomates 0 naranjas, son

susceptibles a contaminacion por hongos (Mendoza, 2018). EI pH de las fresas oscila entre 3 y 3.5
(Jesus et al., 2021, pp. 755).

La fermentacién y la adicion de &cidos mas débiles son dos técnicas que se han utilizado para
aumentar la acidez de los alimentos desde el principio de los tiempos. La eficacia de un acido
organico como conservante aumenta cuando se reduce el pH de un alimento. Sobre la calidad de
conservacion de los microorganismos y la seguridad alimentaria, el tipo de acido orgénico

utilizado marca una diferencia significativa (Gordon et al., 2019, pp. 697-704).

Se conoce que ciertos grupos de microorganismos tienen un pH dptimo, minimo y maximo para
gue se desarrollen en los alimentos. Al igual que con otros factores, el pH generalmente
interacciona con otros elementos del alimento para inhibir el crecimiento. EI pH puede ser
afectado por factores como la aw, la sal, la temperatura, el potencial redox y los conservantes, los
cuales inhiben el crecimiento de patdégenos y otros microorganismos. El nivel de pH de los
alimentos también tiene un efecto significativo en la letalidad del tratamiento a altas temperaturas
en los alimentos. Para inactivar las bacterias, es necesario una menor cantidad de calor a medida

que disminuye el pH (Gordon et al., 2019, pp. 697-704).

La capacidad amortiguadora de un alimento es otra cualidad esencial a tener en cuenta cuando se
utiliza la acidez como mecanismo de control. La resistencia de un alimento a los cambios de pH
se denomina capacidad amortiguadora. Cuando los microorganismos que crecen dentro de los
alimentos producen compuestos acidos o alcalinos, los alimentos con poca capacidad

amortiguadora reaccionaran rapidamente, cambiando el pH (Yoon et al., 2022).

2.2.5. Bacterias acido-lacticas (BAL)

Las BAL son bacterias no formadoras de esporas, grampositivas, extendidas, facultativamente

aerobicas. Su principal caracteristica metabdlica es la fermentacion de glucosa hasta &cido lactico,

15



son homofermentativas, y son consideradas como microorganismos GRAS (Gelerolly

Recognized As Safe), pero en general son estimadas como seguras (Lui et al., 2019, pp. 1-19).

Se utilizan tradicionalmente como agentes leudantes en la produccion de masas fermentados. Las
BAL producen acido lactico, cuya presencia reduce el crecimiento de patégenos, es decir, sus

metabolitos secundarios son los agentes de la actividad fangica (Lui et al., 2019, pp. 1-19).

Las BAL también son capaces de producir diversos compuestos aromaticos, cuya formacion se
inicia por lipolisis y proteolisis, y estos también contribuyen a las agradables caracteristicas
organolépticas de diferentes productos fermentados como yogur, queso y mantequilla. Por lo
tanto, los BAL son microorganismos de gran importancia en el sector industrial y representan una

industria multimillonaria en todo el planeta (Lui et al., 2019, pp. 1-19).

2.2.5.1. Caracteristicas microbioldgicas de BAL

Las bacterias que producen acido lactico se emplean en la fermentacion de alimentos o en la
creacion de cultivos desde hace por lo menos 4.000 afios. Su uso con productos lacteos
fermentados como yogur, queso, mantequilla, helado, kéfir y koumiss se ha generalizado en todo

el mundo (Quintero, 2018, pp 38-46).

Las BAL es un grupo amplio de microorganismos Utiles que comparten muchas caracteristicas y
gue producen &cido lactico como subproducto principal de su fermentacion. Ademas de ser
abundantes en el medio ambiente, también estan presentes en nuestro organismo. Aungue son
mas conocidos por su trabajo en la produccion de queso, fermentacion de pescados, carnes y
embutidos, asi como para encurtir verduras empleadas en recetas culinarias, en la produccion de

vinos y en el curado de frutas y verduras (Freire et al., 2021, pp. 3-5).

No obstante, no se comprende la base cientifica que podria explicar sus acciones, muchas
personas han utilizado las bacterias &cido lacticas durante miles de afios para producir alimentos
modificados que pueden almacenarse por mas tiempo y tienen una textura y un sabor distintivos
que difieren de los alimentos originales de un producto. Estos ingeniosos socios microbianos
ahora se emplean con éxito para producir una variedad de productos lacteos fermentados, ya sean

liquidos, como kéfir, espesados o semisélidos, como queso 0 yogur (Chang et al., 2009, pp. 1-12).

Los elementos derivados de las bacterias del &cido l&cticas son responsables del sabor ligeramente

acido de la leche fermentada y desarrollan un sabor u olor distintivo, por ejemplo, el acetaldehido

le da al yogur su aroma caracteristico, mientras que el diacetilo le da a la leche fermentada su
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sabor a mantequilla. Las BAL también funcionan en consorcios microbianos con levaduras
generando productos con aroma distintivo, por ejemplo, el alcohol y el diéxido de carbono de la

levadura dan al kéfir, el kumiss y el yogur su sabor y textura caracteristicos (Chang et al., 2009, pp.
1-12).

Las bacterias del &cido lactico (BAL) se definen como una clase funcional que representa un
grupo heterogéneo de bacterias de fermentacion grampositivas, no patdgenas y no toxigénicas
caracterizadas por la produccion de acido lactico a partir de carbohidratos, lo que las hace Utiles
como cultivos iniciadores para fermentacion de alimentos. También comparten otras
caracteristicas como aerotolerantes, no esporulantes, no reductora de nitratos y no producen

pigmentos (Hatti-Kaul et al., 2018, pp. 2-18).

Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes que comprende alrededor de 20 géneros: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
enterococcus, Oenococcus, tetragenooccus, Vagococcus y Weisella son los principales miembros

de las BAL, siendo Lactobacillus es el mas grande de estos géneros (Hatti-Kaul et al., 2018, pp. 2-18).

Los genomas de las BAL son de tamafio reducido, oscilan entre 1.23 Mb (Lactobacillus
sanfranciscensis) y 4.91 Mb (Lactobacillus parakefiri). A partir de principios del siglo XXI, los
datos genéticos de mas de 200 cepas de L. acidophilus. El estudio de la genémica comparativa
ha demostrado que las BAL poseen una gran variedad, lo que se debe a que cambian la
composicion genética de manera constante a causa de las numerosas interacciones con sus

diferentes ambientes, lo que implica la pérdida y el reemplazo de genes (Bintsis, 2018, pp. 12-18).
Algunas BAL retienen genes transportadores para permitir que los microbios adquieran nutrientes
de su entorno, que les permiten tolerar el estrés ambiental (como temperatura, pH, salinidad, etc.)
e inhibir patégenos. En cuanto a su perfil de seguridad, el analisis genémico de diferentes BAL
reveld la ausencia de genes que codifican toxinas y estan asociados con la virulencia (Hatti-Kaul et
al., 2018, pp. 2-18).

2.2.5.2. Pruebas de Identificacion de bacterias acido-lacticas a nivel de género

Las pruebas clésicas de identificacion de BAL a nivel de género se basan en las caracteristicas

morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas de estos microorganismos.

Prueba de catalasa
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Para sobrevivir, los organismos deben depender de mecanismos de defensa que permitan reparar
0 escapar del dafo oxidativo del peroxido de hidrégeno. Algunas bacterias producen la enzima
catalasa que facilita la desintoxicacion celular. La catalasa neutraliza el bactericida efecto
bactericida del peréxido de hidrogeno y su concentracidn en bacterias se ha correlacionado con
la patogenicidad. Las bacterias catalasa positivas poseen la enzima catalasa que degrada el

peréxido de hidrogeno hasta formar agua y oxigeno libre (Reiner, 2010, pp. 1-6).

Las pruebas basadas en enzimas juegan un papel crucial en la identificacién de bacterias. En 1893,
una publicacion de Gottstein llamd la atencién sobre la catalasa bacteriana, convirtiéndola en una
de las primeras enzimas bacterianas descritas. Después de 30, afios McLeod y Gordon
desarrollaron y publicaron lo que se cree es el primer esquema de clasificacion bacteriana basado
en la reccion de la produccidn de catalasa (Reiner, 2010, pp. 1-6).

H,0, — H>0 + O
Prueba de oxidasa
La prueba de oxidasa detecta la presencia del sistema de citocromo oxidasa que cataliza el
transporte de electrones bacteriano entre el donante y el colorante redox tetrametil-p-
fenilendiamina. El tono se reduce a un morado intenso. Esta prueba se utiliza para ayudar a
identificar Pseudomonas, Neisseria, Alcaligenes, Aeromonas, Campylobacter, Vibrio, Brucellay
Pasteurella, todas las cuales generaran citocromo oxidasa. Las BAL son citocromo oxidasa

negativa (Shields & Cathcart, 2010, pp 1-8).

Principio de la prueba de oxidasa

Los organismos que poseen citocromos liberan una enzima oxidasa en el interior de la célula. Esta
enzima cataliza la oxidacion del citocromo C, estos organismos que poseen dicho componente en
su estructura como parte de la cadena de transporte de electrones son positivos en cuanto a su
oxidasa y tifien el reactivo con un color azul o parpura. Los organismos que no poseen el
citocromo C como parte de su complejo respiratorio no consumen el reactivo, lo cual deja el

mismo sin color dentro del rango de la prueba (Shields & Cathcart, 2010, pp 1-8).

Las bacterias oxidasa positivas tienen citocromo oxidasa o indoxil oxidasa (un tipo de
hemoglobina que contiene hierro). Ambos catalizan el transporte de electrones desde un
compuesto donador (NADH) a un aceptor de electrones (generalmente oxigeno). El Reactivo de
prueba es Dihidrocloruro de N, N, N’, N’-tetrametil-p-fenilendiamina que es el aceptor artificial
de electrones para oxidasas. El reactivo oxidante forma un compuesto coloreado de azul de
indofenol, en caso positivo a este ensayo las BAL son oxidasas negativas (Shields & Cathcart, 2010,
pp 1-8).
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Los sistemas de citocromos generalmente solo estan presentes en organismos aerdébicos que
pueden utilizar oxigeno como el Gltimo aceptor de hidrégeno. El agua o perdxido de hidrégeno

(descompuesto por catalasa) es el producto metabolico final (Shields & Cathcart, 2010, pp 1-8).

Tincion de Gram

Es la tincion diferencial que mas se utiliza y es practicamente la primera prueba realizada en
muestras de cualquier origen antes del estudio. Ofrece detalles fundamentales como el tipo y
composicion de las paredes en las que se encuentran las bacterias, ademas del tamafio, forma y
agrupacion de las células. Segun la respuesta al Gram las bacterias o el dominio bacteria se divide
en grampositivas y gramnegativas (Taye et al., 2021, pp. 1-6).

2.2.6. Boscalid (3-piridincarboxamida)

Boscalid [2-cloro-N-[2-(4-clorofenil) fenil] o 3-piridincarboxamida es un agroquimico, fungicida
sistémico de nicotinamida desarrollado por BASF SE (Ludwigshafen, Alemania), para la
proteccién de cultivos agricolas y es miembro mas importante del grupo de fungicidas SDHI
inhibidores del succinato deshidrogenasa (Liu, et al, 2021, pp. 1-2). De esta manera, evita que los
hongos patdgenos presentes en la superficie de las hojas originen esporas, extiendan sus tubos

germinales, crezcan micelialmente y formen micelio fértil (Esteve-Turrillas et al., 2018, pp. 2-9).

Ademas, Pyrimethanil y boscalid se han convertido en fungicidas muy contaminantes, con la tasa
de deteccién mas alta en fresa de invernadero, seglin se demuestran en pruebas de rutina. Los
resultados de estudios previos han encontrado que algunos fungicidas de uso comdn en este

cultivo pueden presentar altos riesgos dietéticos (Wang et al., 2021, pp, 127-133).

Segun los informes anuales de la Union Europea sobre residuos de pesticidas en los alimentos,
boscalid fue repetidamente uno de los residuos agroquimicos mas comunes y, por lo general, se
encontraba entre las combinaciones mas frecuentes de dos pesticidas medidos en una muestra. La

presencia de este fungicida fue particularmente alta en frutas y verduras (Shabana et al., 2022, pp. 221-
224).

Como resultado del estudio de seguimiento de pesticidas de la Unién Europea en el afio 2013, se
encontrd que el 63% de las muestras de fresas contenian multiples residuos de agrogquimicos, se
detectaron hasta 15 pesticidas diferentes en muestras individuales de esta fruta, siendo el
compuesto mas frecuente Boscalid superando los limites méximos de residuos. Resultados

similares se encontraron en el Programa de datos de pesticidas de la USDA (Departamento de
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Agricultura de los Estados Unido), apareciendo Boscalid en el 17 % de las muestras analizadas
(Fernandez et al., 2017, pp. 327-330).

Los fungicidas SDHI se clasifican como de alto riesgo de desarrollo de resistencia. Boscalid fue
la primera molécula perteneciente a los SDHIs que se introdujo para el control de B. cinerea. El
objetivo de los fungicidas SDHI es inhibir el complejo Il en la cadena respiratoria mitocondrial,
gue conduce finalmente al bloqueo de la produccién de energia celular de B. cinerea. wang, et al
(2021) mencionaron gue el 45,16% de los aislamientos de B. cinerea fueron resistentes a boscalid.
De igual forma, Cosseboom, et al (2019) afirmaron que el 24% de los aislados fueron resistentes a

este fungicida (Shabana et al., 2022, pp. 221-224).

2.2.7. Frutos rojos

Las bayas son una fuente excelente de sustancias bioactivas y nutrientes, que incluyen vitaminas,
minerales, fibra dietética y antioxidantes (Cosme, et al, 2022, pp. 1-3). Generalmente, las bayas son
ricas en azUcares, pero pobres en calorias. Estan formados por una pequefia cantidad de grasa,
pero gran cantidad de fibra dietética, y acidos organicos como el acido citrico, el acido malico, el
acido tartarico, el oxalico y el fumarico (Hidalgo & Almajano, 2017, pp. 7).

Los frutos rojos se caracterizan por la alta cantidad de moléculas antioxidantes. Estos compuestos
quimicos son un grupo de metabolitos secundarios que evitan que la fruta se oxide debido a
factores ambientales, como la luz, el aire, el oxigeno y los ataques microbianos. Los antioxidantes
fendlicos interfieren con el proceso de oxidacion como terminadores de radicales libres y

guelantes de metales (Cosme et al., 2022, pp 2-5).

2.2.8. Lafresa

Las fresas (Fragaria ananassa) variedad Albion son apreciadas en todo el mundo por su textura
jugosa, color rojo, sabor dulce y buena fuente de acido ascérbico, minerales y compuestos
antioxidantes. La susceptibilidad a las enfermedades flngicas y la corta vida postcosecha son las

caracteristicas indeseables de esta fruta (Gacnik et al., 2021, pp. 2-16).

2.2.8.1. Nutrientes de la fresa

Segun su informacién nutricional Tabla 2-2 (Giamperi et al., 2012, pp. 9), la fresa es un alimento con
un contenido alto en vitaminas, en especial vitamina C, magnesio, potasio, fibra, antioxidantes de

tipo polifenoles; son frutos bajos en calorias libres de sodio, grasa y colesterol. De otro lado,
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debido a su capacidad para ralentizar la digestion en su contenido en fructosa, la fresa puede
ayudar a controlar los niveles de azlcar en la sangre. Ademas, debido a que la fibra suprime el

apetito, las fresas también reducen el consumo caldrico (Akimov et al., 2019, p. 65).

Las fresas son fuente natural de vitamina C y folato cuyo contenido se estima en 20-25 mg/100 g
de peso fresco. La ingesta de folato a través del consumo de fresas es de interés, pues 250 g de
fresas contienen aproximadamente 60 miligramos de folato en promedio contenido que puede

cubrir el 30% de las necesidades diarias recomendadas de folato en Europa y EE. UU (Akimov et
al., 2019, p. 65).

De la misma manera, 144 g de fruta pueden aportar un alto contenido de manganeso que
representa un 20% de la cantidad recomendada. Se cree que la misma cantidad de fresas es una
buena fuente de yodo, magnesio, cobre, hierro y fosforo y puede suministrar alrededor del 5% de

la ingesta diaria recomendada de potasio (Giamperi et al., 2012, pp. 9-19).

Tabla 2-2: Composicion de nutrientes de las fresas

Tipo Nutriente Por 100 g

Préximo Agua () 90.95
Energia (kcal) 32

Proteina (g) 0.67

Ceniza (g) 0.40

Lipidos totales (g) 0.30

Carbohidratos 8g) 7.68

Fibra dietética (g) 2.0

Azlcares (g) 4.89

Sacarosa (g) 0.47

Glucosa (g) 1.99

Fructosa(g) 2.44

Minerales Calcio (mg) 16
Hierro (mg) 0.41

Magnesio (mg) 13

Fésforo (mg) 24

Potasio (mg) 153

Sodio(mg) 1

zinc(mg) 0.14

Cobre(mg) 0.048

Manganeso (mg) 0.386

Selenio (mgQ) 0.4

Vitaminas Vitamina C (mg) 58.8
Tiamina (mQ) 0.024

Rivoflavina (mg) 0.022

Niacina (mg) 0.386

Acido pantoténico (mg) 0.125

Vitamina B6 (mg) 0.047

Folato (ug) 24

Colina (mg) 5.7
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Betaina (mg) 0.2
Vitamina B12 (ug) 0
Vitamina A, RAE (ug) 1
Luteina + zeaxantina (ug) 26
Vitamina E,a-tocoferol(mg) 0.29
B-tocoferol (mg) 0.01
y-tocoferol (mg) 0.08
d-tocoferol (mg) 0.01
vitamina K, filoquinona (ug) 2.2

Fuente: (Giamperi et al., 2012, p. 10).
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

2.2.8.2. Estructura bioldgica de la fresa

Fitoquimicos en la fresa

Las fresas también contienen fitoquimicos como los terpenos, fenoles, tocoferoles y tocotrienoles
que tiene actividad antioxidante. La mayoria de los fitoquimicos de la fresa estan representados
por compuestos fendlicos, los que cumplen funciones no esenciales en las plantas. Pero a la vez
son de alta potencialidad bioldgica para la salud humana (Battino, 2021, pp.2-4).

La mayoria de los compuestos fendlicos son flavonoides, con un porcentaje menor
principalmente de antocianinas y flavonoles. Los compuestos mas pequefios son los taninos
condensados (proantocianidinas), seguidos de los acidos fendlicos (&cidos hidroxibenzoicos y

acidos hidroxicinamicos) y los taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos) (Giamperi et al.,
2012, pp. 9-19).

Antocianinas

Las antocianinas en las fresas son las mas estudiadas y cuantificadas de todos los compuestos
polifendlicos. Varios estudios han medido el total de antocianinas, encontrando valores de hasta
800 mg/kg de peso fresco. Méas de 25 pigmentos de antocianina diferentes han sido descritos en

fresas de otras variedades (Janurianti et al., 2021, p. 23).

La pelargonidina-3-glucésido es la sustancia que mas cantidad de antocianinas contienen las
fresas, aun cuando estén bajo la influencia de genes o condiciones ambientales, ademas, la
presencia de cianidina-3-glucosido es constante en pequefias cantidades. También se han

encontrado otros azlcares, como los conjugados de la rutinosa, la arabinosa y la ramnosa (Janurianti
etal., 2021, p. 23).

Elagitaninos (ET)
Los elagitaninos son varias combinaciones de &cido galico y acido hexahidroxi-difenilico con
glucosa y tienen varias estructuras monoméricas, oligoméricas, y polimeros compuestos. Junto

con los galotaninos, se denominan taninos hidrolizables y, tras la hidrolisis, liberan acido elagico,
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aunque se pueden producir otros metabolitos y son distintivos de los ET individuales (Palmieri et
al., 2017).

Aunque los ET a menudo se han identificado como los principios activos en las plantas
medicinales, el contenido y la composicién de ET en los alimentos se han caracterizado solo
recientemente. En un estudio de Koponen et al., alimentos cominmente consumidos en Finlandia
fueron analizados y examinados para el contenido de ET. Los compuestos de ET se detectaron
solo en bayas de la familia de las rosaceas. A pesar de estas consideraciones, pocos estudios han
identificado y cuantificado los compuestos elagitaninos. EI ET representativo en fresas y

frambuesas es sanguiin H-6 (Giamperi et al., 2012, pp. 9-19).

Otros compuestos fenolicos

Las fresas también contienen pequefias cantidades de otros compuestos fendlicos. El contenido y
la composicion del flavonol han sido objeto de muchos estudios, y estos compuestos se identifican
como derivados de la quercetina y el kaempferol, siendo los derivados de la quercetina los mas
abundantes. Los flavonoles acilados como la quercetina y el kaempferol-3malonilglucésido v el

kaempferol-cumaroilglucésido también se han encontrado en algunos cultivares de fresa (Giamperi
etal., 2012, pp. 9-19).

Los flavanoles son la Unica clase de flavonoides que no se encuentran naturalmente como
glucosidos. Se encuentran en las fresas en formas monoméricas (catequinas) y poliméricas
Ilamadas taninos condensados o procianidinas. Aunque no estan ampliamente representadas, las
procianidinas se encuentran cominmente en la pulpa y los aquenios de las fresas. Debido a la
variedad de actividades fisioldgicas, se ha informado que poseen, directa e indirectamente,
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antialérgicas y antihipertensivas e inhiben las

actividades de algunas enzimas y receptores fisioldgicos (Giamperi et al., 2012, pp. 9-19).

Debido a estas caracteristicas, ha aumentado considerablemente el interés por el contenido de
procianidina en la fruta y por su destino metabdlico después de la ingestion. Las fresas también
contienen una variedad de 4acidos fendlicos que se producen como derivados del acido

hidroxicinamico y &cido hidroxibenzoico (Giamperi et al., 2012, pp. 9-19).

Capacidad antioxidante
La capacidad de la fruta para combatir los radicales libres esta directamente relacionada con la
presencia de potentes eliminadores de radicales de oxigeno como la vitamina C y los compuestos

fendlicos. Varios investigadores han publicado listas de valores de capacidad antioxidante total
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(TAC) para numerosos alimentos, utilizando sus propias fuentes y métodos alimentarios (Chaves
etal., 2017, pp. 293-298).

Estos resultados muestran que las bayas se ubican constantemente entre las principales fuentes de
fenoles totales y TAC, que contienen 4 veces mas que otras frutas, 10 veces mas que las verduras
y 40 veces mas que los granos. En el género de las frutas, las fresas son mas eficientes a la hora
de combatir los radicales libres de 2 a 11 veces mas que otras frutas: como los melocotones, las

peras, las uvas, los tomates, las naranjas y los Kiwis (Ganhao et al., 2019, pp. 4-5).

La contribucién individual de los diferentes compuestos fitoquimicos en la fruta es un factor
importante para determinar su TAC. En un estudio de Tulipani et al., esta contribucidon individual
se investigo en diferentes cultivares de fresa, donde se encontr6 que la vitamina C es uno de los
componentes mas importantes responsable de mas del 30 % del TAC de los extractos de fresa,
seguida por las antocianinas que aportan del 25 % al 40 %; y el resto estaba compuesto
principalmente por derivados de EA y flavonoles (Nowicka et al., 2020, pp. 9).

2.2.8.3. Factores que afectan el contenido de micronutrientes y polifenoles de la fresa

Los antecedentes de la cosecha, como el genotipo, el medio ambiente y la técnica de cultivo,
tienen una influencia en la concentracion de micronutrientes y compuestos fendlicos en las bayas,

asi como en los atributos de calidad y caracteristicas sensoriales (Prasad et al., 2022, pp 1-3).

La calidad nutricional, el contenido de micronutrientes y fitoquimicos se ven afectados por el
almacenamiento a corto plazo. La temperatura es fundamental para la conservacion de los
compuestos fenolicos y los antioxidantes en las frutas. La calidad nutricional en la fruta procesada
se reduce en comparacion con la fruta fresca, esto puede atribuirse al tiempo de procesamiento y
tipo de tratamiento postcosecha, es decir, el procesamiento provocaria la pérdida de acido

ascorbico, polifenoles, capacidad antioxidante y la disminucion de cierta cantidad de bioactivos
(Prasad et al., 2022, pp 3-6).
El contenido fendlico y el TAC en frutas y verduras varian segin numerosos factores, algunos de

los cuales pueden controlarse para optimizar su calidad. La cantidad de polifenoles presentes en
las fresas cambia durante su crecimiento y en funcion de la etapa en la que se encuentren, en
general, la pulpa de las frutas verdes tiene una mayor cantidad de compuestos fendlicos y

capacidad antioxidante que la de las frutas maduras (Nowicka et al., 2020, pp. 9-21).

El perfil de antocianinas también cambia durante la madurez, pero con una tendencia opuesta. De

hecho, en todos los cultivares la antocianina se acumuld en la etapa roja, coincidiendo con frutos
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de color rojo, mientras que se encontraron pequefias cantidades en frutos rosados y ninguna en

frutos verdes (Nowicka et al., 2020, pp. 9-21).

La capacidad antioxidante varia durante el periodo de maduracion con la misma tendencia de los
compuestos fenolicos, segin muchos estudios, el TAC de las frutas disminuye gradualmente
durante la madurez y esta disminucidn esta estrictamente asociada con una fuerte disminucién de
los taninos, mientras que los antioxidantes polares no fenolicos, como la vitamina C, solo

aumentan ligeramente al madurar, sin afectar la tendencia decreciente (Giamperi etal., 2012, pp. 9-19).

Asimismo, la temperatura y el almacenamiento pueden afectar los perfiles de micronutrientes y
compuestos fitoquimicos, ademas, la temperatura parece ser uno de los factores mas importantes
que afectan la estabilidad de los antioxidantes y fitoquimicos en las fresas durante el
almacenamiento postcosecha. En particular, el contenido de flavonoides parece ser
significativamente mayor en las frutas después del almacenamiento, y este resultado podria
atribuirse al metabolismo fendlico de las frutas después de la cosecha (Kessel et al., 2018, pp. 134-142).

El almacenamiento afecta positivamente la capacidad antioxidante de las fresas porque las
complejas reacciones que tienen lugar dentro de ellas durante el periodo posterior a la cosecha
pueden facilitar la formacion de compuestos con mayor capacidad antioxidante, incluso cuando
los atributos de la fruta, como el sabor y el olor, ya se han deteriorado significativamente. En
general, el TAC aumenta durante el almacenamiento, y un mayor tiempo de exposicion y

temperatura de almacenamiento aumentan la capacidad antioxidante (Kessel et al., 2018, pp. 134-142).

2.2.9. Zonas de produccion de fresas en el Ecuador

En Ecuador, la produccion de fresas se ha vuelto importante para la alimentacion, lo que ha
contribuido al aumento de su produccion (Salazar et al, 2018: pp. 1854-1861). En el 2014 y 2018,
Ecuador produjo 7.708 t de fruta en un &rea de 500 ha (FAOSTAT, 2017), y solo la provincia de
Chimborazo tiene 136.38 ha de fresas sembradas, distribuidos en Riobamba (82.28 ha), Chambo

(22.75 ha), Guano (18.86 ha), Pallatanga (11.48 ha) y Penipe (1.01 ha) (Intriago et al., 2021, pp. 520-
527).

Varias enfermedades afectan la produccién de fresa en Ecuador. Una de las acrecientes es la
pudricion superior, afecta a las hojas, a la fruta y a las partes superiores de la planta, y puede
conducir a la pérdida de hasta el 50% produccion si no se controla. Los primeros sintomas de la

enfermedad son margenes de las hojas de color marron rojizo, atrofia y marchitez Ilustracion 3-
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2. El tejido que se encuentra en el interior de la corona esta muerto y presenta un aspecto marrén

0 r0jizo (Intriago et al., 2021, pp. 520-527).

o

O T L e e

llustracion 3-2: Marchitez de fresa dada por el hongo Botrytis cinerea
Fuente: (Dara, 2020).

2.3. Bases conceptuales

2.3.1. Bacterias acido-lacticas

Las bacterias del 4cido lactico son grampositivas, no formadoras de esporas, no méviles, similares
a los cocos y deficientes en catalasa. Son cocos y bacilos, de 0.5 a 0.8 um de longitud y grosor,
anaerobios facultativos y catalasa negativos (Parra, 2010). El uso convencional mas importante de
las bacterias del acido lactico es la fermentacion de alimentos con leche, carne y verduras para
producir productos como yogur y queso, entre otros. Un uso alternativo de estas bacterias es el

control de hongos mediante la relacion de antagonismo (Virdi et al., 2021, pp.1-34).

La variedad BAL es, tal vez, la mas grande y comUn de los grupos, ya que es capaz de crecer en
una gran variedad de medios bioldgicos. Las especies mas comunes que se emplean para retrasar
el deterioro y conservar los alimentos de forma natural son las de Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus y Carnobacterium, que se han aislado de granos,

plantas, lacteos, carnes, fermentacion vegetal y el tracto gastrointestinal de animales y humanos
(Nasrollahzadeh et al., 2022, p. 395).

Al fermentar los carbohidratos en el medio de cultivo, estos microorganismos producen diversas
sustancias con propiedades antibacterianas, en particular los acidos acético y lactico, que reducen
el valor del pH teniendo un efecto protector (Nasrollahzadeh et al., 2022, p. 395).
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Asimismo, otros metabolitos de algunas BAL, como el peroxido de hidrégeno, el diacetilo y los
péptidos antimicrobianos (bacteriocinas) producidos por bacterias fermentadoras de acido citrico,
también pueden contribuir al manejo de la preservacion de alimentos. Se cree que la potente
accion oxidante del perdxido de hidrégeno, que rompe la estructura molecular fundamental de las
proteinas celulares y peroxida los lipidos en las membranas celulares, es responsable de sus

propiedades bactericidas (Ahlberg et al., 2015, pp. 1-53).

El acetato de diisonilo interrumpe la funcién de enzimas bacterianas al inhibir o cambiar la
posicion del sitio catalitico. Los efectos antagonicos e inhibitorios de estas sustancias son
significativos porque el habitat de las bacterias del acido lactico, en especial los alimentos vivos,
tiene una alta tasa de humedad y son ricos en nutrientes, lo que hace que sea propenso al

crecimiento bacteriano no deseado (Ramo et al., 2022).

2.3.1.1. Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Las BAL se pueden clasificar de varias maneras, dependiendo de su forma, temperatura de
crecimiento, segiin su metabolismo se conocen dos grupos de BAL en funcién de la ruta empleada

para la fermnetacion de azlcares (Ayivi et al., 2020, p. 203).

La BAL homofermentativas emplean la ruta de Embden-Meyerhof para catabolizar la glucosa y
produce acido lactico casi como producto final exclusivo, bajo condiciones estandar entre estas
bacterias se encuentra Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus bagococus y
algunas especies de lactobacillus tales como: Lactobacillus acidophilus, helveticus, delbrueckii

subsp delbrueckii, debrueckii subsp lactis, delbrueckii subsp bulgaricus, lactis, thermophilus (DE
LA Cruz et al., 2022, pp. 44-46).

Las BAL heterofermentativas emplean la ruta del 6-fosfoglutonato/fosfocetolasa para utilizar
carbohidratos y esto genera una gran cantidad de otros productos finales adicionales al acido
lactico entre ellos etanol, acetato y CO.. Los generos implicados son Leuconostoc,
Carnobacterium, Oenococus y Weisella. Entre los lactobacillus se han identificado a plantarum,

ramnosus, coryneformis, curvatus, casei, paracasei, brevis, buchneri, fermentun, kéfir, reuteri
(Ayivi et al., 2020, p. 203).

Las BAL también se clasifican segun la temperatura ideal de crecimiento:
Las BAL mesdfilas crecen a temperatura ideal de incubacion: 20- 25 °C, volumen de cultivo
liquido 1 -2%, tiempo de incubacién: 18-20 horas, acidez final 0,8% de &cido lactico. Especies

involucradas: Lactococcus lactis subs lactis, Lactococcus lactis subs cremoris, Lactococcus
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lactis, biovariedad diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subs cremoris (Agriopoulou et al., 2020,
pp. 3-7).

Las BAL termofilas tiene como temperatura ideal de incubacion: 40-45 °C, se han identificado
desde un cultivo batch bajo las siguientes condiciones, volumen de cultivo liquido 2-3 %, tiempo
de incubacion: 2-4 horas, acidez final 0,9% de acido lactico. Especies aisladas: Lactobacillus
delbruekii subsp bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius subsp

thermophilus (Agriopoulou et al., 2020, pp. 3-7).

2.3.2. Bacterias acido lacticas y su actividad antifangica

La actividad antiflngica es una caracteristica interesante de las BAL debido a su potencial uso en
la bioconservacion de alimentos, como opcidn al uso extendido de conservantes quimicos.
Estudios recientes sobre actividad antifungica han demostrado su capacidad para producir
compuestos antifungicos variados como, por ejemplo: &cidos organicos, acido fenil lactico,
compuestos proteicos, péptidos, dipéptidos ciclicos, &cidos grasos y otros; los cuales han
demostrado propiedades hidrofilicas, hidrofobicas y anfifilicas (Abouloifa et al., 2022, p. 33).

Precisamente, el efecto sinergistico entre compuestos antifingicos de diferentes propiedades es
responsable del efectivo control del deterioro y de hongos patogénicos en productos
agroalimentarios. Donde, a los compuestos anfifilicos se les atribuye permitir el contacto entre el

hongo (compartimento hidrofilico) y los antifungicos que son compuestos hidrofébicos (Abouloifa
etal., 2022, p. 33).

De otro lado, Chen Cen y colaboradores, aislaron Lactobacillus plantarum CM-3 para evaluar su
actividad antagénica contra B. cinerea, el estudio demostrd un alto potencial para control del
fitopatégeno in vitro e in vivo; los resultados in vitro demostrarén que esta BAL redujo el
crecimiento micelial de B. cinerea en PDA entre 55.27 % y 79.80 % adicionalmente la
germinacion de esporas fue inhibida por suspensiones de células vivas. En los ensayos in vivo, la
incidencia de pudricion y diametro de la lesion por moho gris de las fresas tratadas con L.
Plantrum CM-3 se redujeron significativamente (p < 0.05) en comparacion con la fruta control.
A concentraciones de 1x10% y 1x 10° UFC/mL la incidencia de Botrytis se redujo en un 48. 23 %

Yy 75 % (Chen et al., 2020, pp. 1-2).

Paralelamente, Lactobacillus Plantarum CM-3 coloniz6 rapidamente las heridas con ausencia o

sin ausencia de B. cinerea a 20 °C durante el almacenamiento. Las concentraciones del
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antagonista controlaron con efectividad al patdgeno in vitro e in vivo. Sin embargo, los filtrados
bacterianos libres de células no protegieron contra B. cinerea, la bacteria es un aislado enddéfitico

lo que significa que domina los 6rganos de la planta y es fundamental para su defensa (Chen et al.,
2020, pp. 1-2).

L. plantarum a mas de actividad antibacteriana muestra actividad antifangica. Algunas cepas de
BAL también han sido descritas como capaces de inhibir el crecimiento de otros hongos
fitopatdgenos (Penicillium spp. y Aspergillus spp.). Rosas reporta una cepa de Lactobacillus

plantarum con actividad antifingica (Bravo et al., 2022, p. 1)

2.3.3. Metabolitos secundarios de las BAL con actividad antifangica

Se han encontrado un gran nimero de compuestos que se han podido aislar a partir de BAL,
debido a que presentan una fuerte actividad antifingica, a continuacién, se presenta en la Tabla

3-2:

Tabla 3-2: Compuestos antifingicos producidos por BAL frente a hongos contaminantes

Compuesto antiflingico MIC (mM) Especie fungica
2,3-Butanodiona No reportado Monilinia fructicola
M. laxa

Penicilum Italicum

p. digitatum

P. expansum

Botrytis cinerea ( Li, et al, 2022, pp.

1)
Diacetilo 0.005 Penicillium spp.
Penicillium spp. 200-300 Penicillium digitatum,

Penicillium italicum, y

Geotrichum candidum

Etanol 434 Chrysonilia sitophila y
Hyphopichia burtonii

Ciclo(L-Phe-L-Pro) 82 Penicillium roqueforti y
Aspergillus fumigatus

Reuterina 1,0-33A Aspergillus spp. y
Penicillium spp.

Acido Léctico 274-405 Aspergillus flavus

Acido Acético 38-41 Penicillium spp.

Aspergillus spp. y
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Trichoderma atroviride

Acido Fenilactico 45-60 Penicillium roqueforti y

Aspergillus fumigatus

Acido propionico 8,1 Aspergillus niger,
Fusarium graminearum,
Penicillium expansum y

Monilia sitophila

Acido benzoico 0,8-8 Penicillium roqueforti y

Aspergillus fumigatus

Acido 4- hidroxibenzoico >7,2 Penicillium roqueforti y

Aspergillus fumigatus

Acido ferulico >0,5 Penicillium roqueforti y

Aspergillus fumigatus

Acido vanilinico >0,6 Penicillium roqueforti y

Aspergillus fumigatus

Fuente: (Minguez, 2020).

2.4. Bases legales

Para el uso de plaguicidas en relacién con el control de plagas de la fresa, todo uso debe estar
justificado. Estas recomendaciones deben provenir de un técnico, una persona capacitada o el
propio fabricante, siempre que pueda demostrar su competencia técnica. Para el cultivo de la fresa
solo se pueden utilizar plaguicidas actualmente registrados en el pais de acuerdo con las
recomendaciones de etiquetas y folletos: dosis, tiempos de retiro, etc.; a fin de cumplir con los

limites maximos de residuos establecidos (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2017).

En materia de medio ambiente y proteccidn, es necesario diagnosticar, valorar o evaluar el posible
impacto ambiental de las actividades. Optimizar el uso del agua y reducir el desperdicio (por
ejemplo, revisar periddicamente el estado de las tuberias y goteros, mantener los sistemas de riego
para evitar fugas u obstrucciones, etc.). Se recomienda la implementacion de biocamas o

biobancos para minimizar el riesgo de contaminacion por pesticidas (Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, 2019).

El Art. 13 de la Constitucién de la Republica del Ecuador establece: “Las personas y las
comunidades tienen derecho al acceso seguro y permanente a alimentos sanos, suficientes y
nutritivos, preferiblemente producidos localmente y de acuerdo con su identidad y cultura”,

afirmando que el estado apoyara la soberania alimentaria (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2019).
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La Ley Orgéanica del Sistema de Soberania Alimentaria, en su Art. 24, establece que: Es
importante alentar la nutricion adecuada y salvaguardar la salud de las personas, la seguridad
alimentaria y la higiene. Junto con la prevencidn, erradicacién o reduccion de enfermedades que

podrian agravarse o aparecer por comer alimentos contaminados (Agricultura y Desarrollo Rural, 2005).

Los agentes de control bioldgico, también conocidos como ACB, son descritos por el Ministerio
de Agricultura y Ganaderia como enemigos naturales, rivales, antagonistas u otros organismos
controladores de plagas. En cuanto a la aplicacion de este manual de procedimientos técnicos, son
productos preparados para aplicacion en campo y/o distribucion con fines fitosanitarios; su
composicion contiene agentes microbianos, parasitoides, depredadores y nematodos

entomopatégenos (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2019).

Un agente de control bioldgico, debido al uso del término orgéanico, no significa que su uso sea
permisible en la produccidn ecoldgica orgéanica. Si un agente de biocontrol se va a indicar como
“aprobado para uso en produccion bio-organica-ecologica”, se deben seguir los procedimientos
establecidos para la evaluacion de insumos organicos-ecoldgicos regularizados por la

Coordinacion de Inocuidad de Alimentos (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2019).
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CAPITULO I
3.  MARCO METODOLOGICO
3.1. Enfoque de investigacion
3.1.1. Por el método de investigacion
El proyecto de investigacion se formulé como un estudio cuantitativo, porque se evaluo el efecto
inhibitorio de las bacterias del &cido lacticas contra Botrytis cinerea in vitro, empleando cultivo
y sobrenadante de cultivo.
3.1.2. Segun el objetivo
La investigacion fue aplicada debido a que se emplearon todos los conocimientos adquiridos en
la carrera al evaluar las bacterias acido-lacticas in vitro para verificar su capacidad de inhibir el
crecimiento de Botrytis cinerea.

3.1.3.  Segun el nivel de profundizacion en el objeto de estudio

Este estudio es explicativo porque se analizé la actividad antagonista de los lactobacilos contra la

inhibicién de Botrytis cinerea a través de efecto metabolitos secundarios de BAL.

3.1.4. Segun la manipulacién de variables

El estudio es de tipo experimental, debido a la modificacion variables bajo condiciones

controladas para demostrar que las bacterias lacticas son inhibidores del hongo Botrytis cinerea.

3.1.5. Segun el tipo de inferencia

Es una investigacion de tipo deductivo, puesto que se permitio llegar a una conclusion especifica

para alcanzar el objetivo propuesto.
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3.1.6. Segun el periodo temporal

Esta es una investigacion de corte transversal, ya que se llevd a cabo durante un periodo de tiempo
especifico para cumplir con los objetivos determinados en la evaluacién de bacterias acido-

lacticas para controlar el crecimiento de Botrytis cinerea en fresas.

3.1.7. Por la condicion del estudio

El estudio se llevé a cabo mediante ensayos de laboratorio, donde se examinaron las variables de
estudio, tales como la densidad bacteriana, y el nimero de esporas del hongo, para comprobar la
biactividad antagonica de BAL frente a Botrytis cinerea.

3.2.Disefio de la Investigacion

La investigacion se realiz6 en el estudio fue de tipo experimental, segin la manera en que se
controlaron y monitorearon las variables, bajo estricto rigor de las variantes externas, se tuvo en
cuenta la bioactividad de las bacterias lacticas que afectan a Botrytis cinerea en el cultivo de
fresas.

3.2.1. Analisis Estadistico

Para la investigacion se trabajo con un disefio experimental con tres tratamientos, dos periodos
de tiempo por tratamiento, tres repeticiones, los promedios obtenidos a partir del porcentaje de
inhibicién de crecimiento del hongo, se realizaron pruebas Anova, las evaluaciones que tuvieron
homogeneidad de varianza se aplicé la prueba de rangos maltiples Tukey.

3.3. Localizacion de estudio

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de investigacion y
microbiologia pertenecientes a Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnico de
Chimborazo, ubicada en la Panamericana Sur km 1 1/2.

3.4, Técnicas de recoleccion de datos

La siguiente Tabla 4-3 proporciona detalles sobre las técnicas utilizadas:
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Tabla 1-3: Técnicas de recoleccion de datos del trabajo de investigacion

Técnicas de recoleccion de datos

Instrumento

Recoleccién de informacion

Bases de datos de produccion cientifica, libros,

articulos y revistas cientificas, etc.

Tratamientos de datos y fuentes estadisticas

Excel 2013 (version 15.0), programa estadistico
IBM SPSS Statistics, version 25.

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

3.3. Parte Experimental

La Figura 4-3 muestra la ruta metodoldgica para determinar la actividad antagdnica de las

bacterias acido-lacticas frente a Botrytis cinerea con el fin de validar la hip6tesis propuesta.

[ Tipo de Investigacion ]

l Metodologia }

[ Cuantitativa ]

llustracion 1-3: Metodologia del trabajo de investigacién

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

3.5. Poblacion de estudio

Primera fase

)
Segunda fase

~——o

EEEE—
Tercera fase

~——o

EEEE—
Cuarta fase

Caracterizacion y

Muestreo de fresas

Diagnéstico inicial infectadas con Botrytis
o N\
Revitalizacién de
Bacterias acido-
Lécticas
Identificacion de las > <
variables de disefio Purificacion del hongo
Botrytis cinerea de
\_ J
Técnica de
Ensayo de S
Y ) determinacion del
Antagonismo antagonismo

~——o

Examinar el efecto de Botrytis cinerea sobre
algunos factores ecoldgicos intrinsecos (Actividad
de agua, pH, estructuras bioldgicas, Vitamina C,

Minerales, Azucares Totales).

La poblacidn sujeta al estudio fueron los cultivos de fresa (Fragaria ananassa) variedad Albién

seleccionados en la parroquia EL Rosario, Cantén Guano.
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3.5.1. Unidad de Anélisis

Las fresas recolectadas en cultivos por parcelas de un terreno ubicado en la parroquia Rosario del
Canton Guano fueron objeto de analisis de la investigacion por estar infectadas con Botrytis
cinerea.

3.5.2. Tamafio de la muestra

El tamafio de la muestra estuvo representado por un estimado de 500 g de muestra de frutos de
fresa, recolectados de una parcela, de la parroquia El Rosario, de los que se extrajeron 30 unidades
de muestra.

3.5.3. Método de muestreo

La muestra de analisis fue compuesta integrada por fresas recolectadas en distintos puntos de cada
parcela. A partir de esta muestra se seleccionaron los frutos infectados por hongos presuntos
Botrytis cinerea para obtener los cultivos puros en el laboratorio.

3.6. Muestreo de fresa

3.6.1. Materialesy equipos

Tabla 2-3: Materiales y equipos para el muestreo

Materiales Equipos/ dispositivos
5 Ziploc estéril GPS

5 Envases estériles

Camara fotografica

Libreta de apuntes

Cooler de espuma Flex

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

3.6.2. Criterio para la seleccion del punto de muestreo

Las muestras de fresas se tomaron teniendo en cuenta los criterios de accesibilidad,

representatividad y bioseguridad.
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3.6.3. Ubicacion de la zona de estudio

Las fresas seleccionadas para el estudio segun los criterios de muestreo fueron recolectadas de la
parroquia El Rosario del Cantén Guano. Se establecieron tres sitios de recoleccion en diferentes
parcelas, de cada uno de los cuales se tomaron 30 unidades de fruto, completando un estimado de
500 g.

3.6.4.  Aspectos geogréficos de la zona de estudio
El sitio de estudio esta ubicado en la Parroquia El Rosario, Canton Guano, en el km 3% via Guano,

en las siguientes coordenadas s 1°37'53.3"S 78°38'15.2"W. La llustracion 2-3 muestra el area de

muestreo.

lustracién 2-3: Punto de muestreo km 3 % via a Guano
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

3.6.5. Preparacion del muestreo

Previo al muestreo se procedi6 al rotulado de envases estériles y adecuacion del porta muestras
de poliuretano.
En el laboratorio se preparé todo el material de vidrio y medios de cultivo a emplearse para el

experimento.
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3.6.6. Procedimiento de toma de muestras

Las fresas se tomaron una a una con guantes y una funda ziploc invertida antes de depositarlas en
la bolsa termosellada de muestreo. Las muestras se ubicaron en la porta muestra y se trasladaron

al laboratorio a la brevedad posible.

3.6.7. Analisis de campo

El pH, la temperatura y la humedad especificados en el plan de muestreo se midieron "in situ"
después de recolectar las muestras de fresa. Factores que se tomaron en cuenta porque influyen
en el crecimiento de Botrytis cinerea.

3.7. Inspeccion de muestras en el laboratorio

En el laboratorio se procede a examinar cada una de las muestras respecto a integridad y
etiquetado antes de aplicar el protocolo de trabajo. El cual constaba de:

Reactivacion y control de los aislados de BAL, Inoculacion directa del hongo en placas de PDA
para examinar posteriormente el crecimiento del hongo, evidenciando por el sinema de Botrytis

cinerea.

3.8. Revitalizacion del banco de aislados de las bacterias acido-lacticas

Los aislados almacenados en el laboratorio en crioviales con glicerol al 30% y a una temperatura
de 20 °C se revitalizaron para viabilizar los cultivos de BAL que se emplearon en los ensayos de
antagonismos frente a Botrytis cinerea. Los crioviales se descongelaron rapidamente y se abrieron
en la camara de flujo laminar de cada vial, se tomd 500 uL para inocular un tubo con 5 ml de

caldo MRS. Se prepararon en total 30 tubos. Los cultivos se incubaron a 37 ° C por 24 y 48 horas.
3.8.1.  Cultivo de las bacterias acido-lacticas en medio MRS

Con el asa de 10 uL se tomo un indculo de cultivo de caldo MRS y se estri6 la superficie de una
paca con agar MRS a fin de obtener colonias aisladas. El estudio microscopico de las colonias

revelo una purificacion insuficiente, siendo necesario realizar un nuevo subcultivo en Agar MRS

a partir de cada colonia aislada inicialmente.
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3.9. Caracterizacion de las bacterias acido-lacticas

Se seleccionaron 3 aislados de cada subcultivo y se sometieron a la tincion de Gram y ensayos de

oxidasa y catalasa.

o Tincion de Gram: se prepar6 un frotis de cada colonia colocando material bioldgico en una
placa porta objetos y suspendiendo una gota de solucidn salina estéril. El frotis se traté con
los reactivos de gram: cristal violeta, 1 min, lavado con agua de grifo, lugol 1 min, lavado
con agua, adicion de solucion decolorante del alcohol. Cetona 1 min o hasta decoloracion
completa de la placa, safranina 0,5 min, lavado final. Se dejé secar y se observo al
microscépico con 100 x.

o Prueba catalasa: se colocé gotas de peréxido de hidrogeno al 3 %y se adicion6 material de
una colonia, la formacidn de burbujas indica reaccion positiva y la ausencia de burbujas indica
reaccion negativa.

o Prueba oxidasa: El material de las colonias se colocaron en tiras de papel para pruebas de
oxidasa, si en 10 segundos cambia a color azul la reaccién es positiva y si no hay color la

reaccion es negativa.

3.10.  Aislamiento del hongo Botrytis cinerea a partir de fresas infectadas

Para el aislamiento directo de Botrytis cinerea a partir de fresas infectadas se realiz6 un
pretratamiento de desinfeccion de la fruta con hipoclorito de sodio al 2%, con la finalidad de
retirar impurezas y contaminantes exogenos que pudiesen afectar al cultivo y se inocul6
directamente una porcion del material vegetal infectado en las placas de PDA y agar Malta con

sinema del hongo de interés.

3.10.1. Purificacidn del hongo Botrytis cinerea en los medios PDA y MALTA

A partir de la primera inoculacién de Botrytis cinerea en los medios selectivos e incubacion a
temperatura ambiente durante cinco dias se obtuvieron colonias tipicas del hongo, en algunos
€asos se encontraron hongos interferentes, por tal razon, se procedi6 a la purificacién de colonias
de Botrytis cinerea mediante una segunda y tercera inoculacion en los medios de cultivo
selectivos hasta obtener colonias aisladas de Botrytis sin presencia de otros hongos
contaminantes. Para ello se realiz6 en orden secuencial las siguientes actividades:

Se realiz6 la rehidratacion de PDA y agar Malta, segln indicaciones y se procedi6 a colocar el

medio en las placas. Consecutivamente, se inocul6 el hongo en la superficie seca del medio de
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cultivo en cada vértice de un tridngulo imaginario y se incubaron las placas en posicién normal a

temperatura ambiente (18 °C — 20 °C) durante 7 dias.

3.10.2. ldentificacion fenotipica de Botrytis cinerea

Para la idenficacién fenotipica se procedio al estudio de las morfologias macroscopica y
microscépica. La descripcion macroscopica empled técnicas clésicas de obsercacion de colonias
que crecen en placas de PDA y agar Malta. Para este estudio se toma en cuenta el tamafio, la

forma, el color en el anverso y reverso de la placa adicionalmente se tomaron fotografias (Bergey
& Holt, 1994).

3.10.3. ldentificacion microscopica de Botrytis cinerea

Para la descripcion microscopica de las estructuras fungales se emple6 la técnica de montaje con
cinta adhesiva, en breve, consiste en tomar un segmento de 4 cm de cinta y presionar sobre la
superficie de la colonia del hongo de interés, después la cinta con las estructuras fangicas
adheridas por el reverso se coloca sobre un portaobjetos que tiene una gota de colorante de azul
de algoddn, esta técnica permite observar claramente las hifas y las esporas del hongo (Harris, 2000).

3.10.4. ldentificacion genotipica de Botrytis cinerea

La identificacion del hongo se llevé a cabo en un laboratorio externo IDgen con el protocolo
correspondiente extraccion y amplificacién del ADN, medida de la concentracién y calidad del
ADN con un espectrofotdmetro NanoDrop, se amplificd ITS (secuencia espaciadora del transcrito
interno) del ADN ribosomal con cebadores especificos para el género Botrytis por medio del
método PCR. Los productos PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1 %, enviado a secuenciacion y se realizaron alineamientos para cada secuencia analizada, y
los consensos fueron comparados con otras secuencias disponibles en GenBank mediante la
busqueda BLASTn. Cuando el porcentaje de cobertura e identidad supero el 98 % se designd

género y especie a las muestras. ANEXO U.
3.10.5. Cinética de crecimiento del hongo
Se excavo un pozo de 6 ml de diametro en el centro de placas con PDA y agar Malta. A partir de

colonias fungicas aisladas y purificadas se tomo cilindro de agar con crecimiento fungico y 6 mL

de diametro y se colocé en el pozo perforado, el crecimiento del hongo se monitoreo midiendo el
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diametro de las colonias con una regla durante 7 dias consecutivos se grafico la evolucion del

hongo del didmetro en cm frente al tiempo en horas.

3.10.6. Conteo de esporas del hongo Botrytis cinerea en la Camara de Neubauer

Para el conteo de esporas del moho Botrytis cinerea se realizd el procedimiento descrito a
continuacion:

Se inocul6 el hongo Botrytis cinerea puro en 5 tubos de Agar Malta inclinados, se incub6 durante
10 dias a temperatura ambiente (18 °C). Después de la incubacion a cada tubo inclinado se
adicion6 5 pL de agua de peptona al 0,1%, tween 80 al 0,1 % con una varilla estéril se froto la
superficie inclinada para desprender las esporas y formar una solucién homogénea.

Se tomaron 100 pl de suspension de esporas y se llend la camara de recuento, se esperd 3 min
antes de iniciar el recuento. Las esporas se contaron en 4 cuadriculas de 0,1 mm? de volumen, se

tomé un promedio. Se hicieron ajustes hasta obtener 1x10° esporas/mL.

3.11. Ensayo de antagonismo in vitro de bacterias acido-lacticas (BAL) frente a Botrytis

cinerea

Para determinar el antagonismo de las BAL frente al hongo Botrytis cinerea se realizé lo
siguiente:

Se prepard cultivos de caldo MRS de cada aislado de BAL, se inocul6 a 37 °C durante 24 y 48
horas. A partir de cada cultivo se tom6 una azada de 10 pL y se descargé en la superficie de agar
MRS diluyendo 2 lineas paralelas de 2 cm con un espacio de 2 cm entre lineas. Se inoculé a 37
°C, 24 y 48 horas. Transcurrido el tiempo e incubacién se colocé 10 mL de agar semisélido de
extracto Maltay PDA, compuesto por 9 ml del medio de cultivo semisélido y 1000 L de esporas
con una concentracion de 1 x 10° esporas/mL. Se dejé solidificar a temperatura ambiente y se

incubd a la misma temperatura durante 5 0 7 dias (Magnusson, 2003).

El porcentaje de inhibicion se calcul6 segin la siguiente formula:

iy s Area de Inhibicién .,
% Inhibicion = - : -+ 100 Ecuacion 1
Area de la caja Petri
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3.12. Ensayo de antagonismo in vitro de BAL mediante fermentacién batch frente a

Botrytis cinerea

Se preparon cultivos liquidos de BAL en 25 mL de caldo MRS y se incubé a 37 °C por 24 horas.
Se transfirieron 25 mL del inoculé en 250 mL de caldo MRS. Se incub6 a 30 °C y a 150 rpm
durante 48 h en una incubadora con agitacion orbital ESCO (Modelo: IBS-NR-25-9). Se tomaron
dos azadas de 10 pL de cada cultivo, se descargd una azada a la vez en la superficie de agar MRS,
trazando 2 lineas paralelas de 2 cm de longitud con un espacio de 2 cm entre cada linea, y se
incub6 a 37 °C durante 24 horas (30 placas) y 48 horas (30 placas). Transcurrido el tiempo de
incubacion se coloco 10 mL de agar semisélido PDA, compuesto por 9 mL del medio de cultivo
semisdlido y 1000 pL de esporas con una concentracion de 1 x 10° esporas/mL. Se dej6 solidificar
a temperatura ambiente y se incub6 a la misma temperatura durante 5 - 7 dias. El antagonismo se

midié como porcentaje de inhibicion del hongo.

3.13. Ensayo de antagonismo in vitro de sobrenadantes de cultivo liquido de BAL frente

a Botrytis cinerea en cultivo dual

Para la extraccion del sobrenadante del cultivo liquido de bacterias &cido-lacticas se inocul6 BAL
en 5 mL de caldo MRS, se incub6 a 37 °C por 24 horas. Se transfirieron los 5 mL del in6culo
bacteriano a tubos Falcon por duplicado. Los tubos se centrifugaron por 15 minutos a 4.000 rpm

a 4 °C, a continuacion, los sobrenadantes se pasaron a través de filtros de membrana de 22 pum.

Para determinar el antagonismo de extractos libres de células de BAL frente al hongo Botrytis

cinerea se realizé lo siguiente:

Se coloco 20 pL del sobrenadante de cada aislado de BAL en dos lineas paralelas de 2 cm de
longitud, dejando secar por 5 minutos. Posteriormente, se prepard una suspension stock de esporas
de 1 x 10° esporas/mL y se mezclé 1000 pL de la suspension de esporas en 9 ml de medio
semisolido agar Malta. Se adicion6 una sobrecapa de 10 mL de este medio semisolido. Se dej6 a
temperatura ambiente durante 5 o 7 dias hasta evidenciar el crecimiento micelial. Pasado el tiempo

se procedi6 a medir la zona de inhibicién fungal.

3.14. Ensayo de antagonismo in vitro de sobrenadantes de BAL frente a Botrytis cinerea

en cultivo batch con agitacion

Para la extraccién de sobrenadante de bacterias acido-lacticas se inoculé BAL en 25 mL de medio
MRS caldo y se incubd a 37 °C por 24 horas. Se transfirieron 25 mL de sobrenadante en 250 mL
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de caldo MRS. Se incubd a 30 °C y a 150 rpm durante 48 h en una incubadora con agitacion
orbital ESCO (Modelo: IBS-NR-25-9). Se distribuyeron 50 mL del in6culo bacteriano en tubos
Falcon por duplicado. Se centrifugd por 15 minutos a 4.000 rpm a 4 °C y posteriormente se filtro

a través de filtros de membrana de 22 pum (Fuentes et al., 2017, pp.48).

Para el antagonismo de extracto libre de células de BAL frente al hongo Botrytis cinerea se realizo
lo siguiente:

Se colocd 20 pL del sobrenadante de cada aislado de BAL en discos de papel filtro blanco de
pruebas de susceptibilidad antimicrobianas, dejando secar por 5 minutos. Posteriormente, se
realiz6 una suspension stock de esporas de 1 x 10° esporas/mL y se mezclé 1000 uL de solucion
de esporas en 9 ml de medio semisolido PDA. Se procedid a realizar el antagonismo de cultivo
dual colocando sobre el cultivo de BAL en agar MRS una sobrecapa de 10 mL del medio
semisolido. Se dej6 a temperatura ambiente durante 5 0 7 dias hasta evidenciar el crecimiento
micelial. Pasado el tiempo se procedi6 a medir la inhibicion.

3.15. Ensayo de antagonismo in vitro de boscalid (3-piridincarboxamida) frente a Botrytis

cinerea

Se preparo6 una solucion stock de 5000 ppm de boscalid (3-piridincarboxamida) y 25 mL de las
concentraciones 1000, 2000, 3000, y 4000 ppm. Se prepararon placas de PDA, 10 por cada
concentracion y por triplicado. Se realiz la siembra de 10 puL x 2 (Lineas paralelas) de cada
concentracion de 3-piridincarboxamida y se dejé secar por unos 5 minutos. Consecutivamente, se
adicion0 a cada placa la mezcla de 9 mL de agar semis6lido con 1000 uL de una suspension stock
de esporas con 1x10° esporas/mL. El crecimiento fungal en las placas almacenadas a temperatura

ambiente se monitore6 durante 5 o0 7 dias. Pasado el tiempo se procedié a medir los resultados.

3.16. Ensayo in vivo de la bioactividad antifungica de bacterias &cido-lacticas

Se recolectaron fresas de tamafio uniforme, madurez similar y sin dafio o infeccion por hongos,
se lavaron con agua estéril para retirar las impurezas y se desinfect6 con hipoclorito de sodio 2 %
(v/v) por 2 minutos. A continuacion, se enjuag6 con agua estéril y se dejo secar a temperatura
ambiente. Para testar la bioactividad de cada BAL se emplearon tres fresas. En el experimento se
realiz6 una herida en el centro de la fresa de 2 mm de ancho por 3 mm de profundidad y se coloc6
40 pL del indculo bacteriano dejando secar por 2 horas en la cdmara de flujo laminar.
Posteriormente, las fresas fueron inoculadas con 15 pL de una suspension de esporas ajustadas a
1 x 10° esporas/mL y se incubd durante 7 dias a una temperatura de 30 °C y 75 % de humedad
relativa en la camara ambiental BA-AtmoCONTROL-DE-DE24041 (memmert) (Manjarres et al.,
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2021, p. 1399). Adicionalmente se prepard un control positivo de inhibicion inoculando las fresas

con 3-piridincarboxamida tomando en cuenta la dosis efectiva indicada por el fabricante.

3.17. Medicion de algunos factores ecoldgicos intrinsecos de la fresa que influencia

crecimiento de Botrytis cinerea.

3.17.1. Humedad

El contenido de humedad se analiz6 con el método termogravimétrico, utilizando una
termobalanza RADWAG (Modelo: MAC 50), la técnica consistid en pesar 10 g la fresa original
y 10 g la fresa contaminada con Botrytis cinerea, a continuacion, se colaron las muestras en la
bandeja del equipo, la perdida de agua a 105 °C se estabilizé en 57 min y 1 hora con 4 min de

calentamiento con luz IR.

3.17.2. pH

Para medir el pH, primero se trituraron las muestras de fresa fresca y contaminada con Botrytis

cinerea, se midio6 directamente el pH de cada una de ellas utilizando un potenciémetro.

3.17.3. Estructuras biol6gicas

Las caracteristicas estructurales de las fresas frescas y la contaminada con Botrytis cinerea se
inspeccionaron visualmente. Se hicieron preparaciones en fresco para la observacion
microscopica de los tejidos intactos y contaminados.

3.17.4. Minerales totales

Las muestras precalcinadas se incineraron en una mufla a 600 °C, durante 8 horas para eliminar
toda la materia organica y obtener el material inorganico en las cenizas que se trataron mediante
hidrolisis acida (HCI/H,0) para determinar el porcentaje de cada uno de los minerales presentes
mediante espectrometria de absorcion atomica con llama.

3.17.4.1. Calcio (Ca)

El calcio se determind con el método MO-LSAIA-03.01.02. Los resultados se formularon en

porcentaje de Ca de la muestra de fresa seca.
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3.17.4.2.  Fosforo (P)

El fésforo se determiné por el método MO-LSAIA-03.01.04. Los resultados se formularon como

porcentaje de P en el extracto de fresa.

3.17.4.3. Magnesio (Mg)

Para la determinacion de magnesio se utilizo el método MO-LSAIA-03.01.02. Los resultados se
formularon en porcentaje de Mg de muestra de fresa.

3.17.44. Potasio (K)

El procedimiento de analisis de potasio se realizd con el método MO-LSAIA-03.01.03. Los
resultados se dedujeron como el porcentaje de K de la muestra de fresa.

3.17.45.  Sodio (Na)

El sodio se determind mediante el método MO-LSAIA-03.01.03. Los resultados se enunciaron

como porcentaje de Na en muestras de fresa.

3.17.4.6.  Cobre (Cu)

El cobre fue determinado mediante el método MO-LSAIA-03.02. Los resultados se enunciaron

en ppm de cobre para la muestra de fresa.

3.17.4.7.  Hierro (Fe)

El hierro se examind a través del método MO-LSAIA-03.02. Los resultados se expresan en ppm

Fe para la muestra de fresa.

3.17.48.  Manganeso (Mn)

El manganeso fue determinado mediante el método MO-LSAIA-03.02. Los resultados se

enunciaron en ppm de manganeso para la muestra de fresa.
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3.17.49.  Zinc (Zn)

El zinc se determind mediante el método MO-LSAIA-03.02. Los resultados se expresan en ppm
de Zinc para la muestra de fresa.
Las determinaciones se llevaron a cado empleando los recursos del Laboratorio de Nutricion y
Calidad de INIAP Sta. Anexo T.

3.17.5. AzUcares totales

El examen de azUcares totales se realizé por el método de la antrona, que consiste en: hidrolizar
el polimero en medio &cido a alta temperatura. EI método se fundamenta en unir la antrona a las
hexosas y a las aldopentosas para dar lugar a un compuesto de color azul-verde, cuya maxima
absorbancia ocurre a los 625 nm. Las proteinas que contienen triptéfano dan color rojo a la
muestra y pueden entorpecer la reaccién. Este procedimiento es muy sensible, por lo que se
requiere diluir la muestra. El método posibilita la medicion de concentraciones de azlcares totales

de 0 a 50 mg/L. Se lleva a cabo siguiendo el método de (Dubois, 1956, pp. 350-356).

3.17.6. Vitamina C

Para calcular la cantidad de vitamina C, aplicé Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
SHIMADZU (Modelo: LC-10Aj) ejecutando el siguiente protocolo: se realizo la dilucion de las
muestras de fresa licuada pesando 2 g de papilla representativa y aforando a 100 mL, se filtré al
vacio. Posteriormente, se filtrd a través de filtros de membrana de 0.44 um. Seguidamente, se
prepard el estandar de &cido ascérbico con una concentracién de 10 ppm. Por Gltimo, se colocd

cada una de las muestras en viales de HPLC.

Las condiciones del equipo de cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) LC-10Al
SHIMADZU fueron: la Longitud de onda 245 um, Fase movil &cido orto fosforico (HsPO.),
Temperatura 30 °C, flujo de la fase movil 1 mL/min, Luna 5 um, 100 A, LC columna de tipo C18
es 250 x 4.6 mm. Posteriormente, se corrio el equipo con el estandar de vitamina C y/o cada una

de las muestras de fresa.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El presente apartado recoge el analisis y la discusion de los resultados obtenidos en la

investigacion.

4.1. Actividad antagénica de BAL frente a Botrytis cinerea

4.1.1. Revitalizacion de aislados de BAL provenientes de germinados de quinua

El banco de aislados de BAL provenientes de germinados de quinua constaba de 30 crioviales
que se almacenaron a una temperatura de -20 °C. Se procedi6 a la revitalizacién y monitoreo de
la viabilidad y pureza de los crioviales. Teniendo como resultados que los aislados fueron viables
en un 100%, por lo cual se validé su morfologia macroscopica y microscopica, Tabla 6-4.

Tabla 1-4: Morfologia macroscopica de BAL obtenido de germinados de Quinua con respecto a

cultivos estandares

Caracteristicas macroscopicas de BAL en cultivos estandares (Ismail, et al, 2018, pp. 3-4)
Forma Color Borde Olor Supe Consistencia Aspecto Halo
rficie
Elevada | Blanco | Regular | L&ctico | Lisa Suave Cremoso Lenticular
Convexa continuo brillante
BAL aislados de cultivos de quinua
Forma Color Borde Olor Supe Consistencia Aspecto Halo
rficie
Elevada | Blanco | Regular | Léctico | Lisa Suave Cremoso Lenticular
Convexa continuo Brillante

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

En la Tabla 6-4 se observa los resultados de la valoracion macroscdpica de las colonias de BAL
revitalizadas y muestras estandares de BAL de leche grireio (Ismail et al., 2018, pp. 3-4). Las BAL
procedentes de germinados de quinua presentaron minimas diferencias de tamafio, borde y

superficie respecto a las cepas estandar.

Los resultados de morfologia macroscépica son comparables con los trabajos de Ramirez & Vélez
(2016, pp. 115-128), quienes sefialan que las cepas de Lactobacillus produjeron colonias de 1 a 2 mm

de tamafio, de color blanco cremoso, puntiagudas o en forma de disco, sin bordes claramente
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definidos y con una superficie convexa. De igual manera, Bennani, et al (2017, pp, 4934), cacterizaron
e identificaron un total de 280 cepas bacterias acido-lacticas obtenidas de 30 muestras de leche
cruda de vaca con propiedades generales (forma; borde; redondeado; convexo; superficie, liso; y
color: blanco) de todas las cepas observaron una gran cantidad de colonias lenticulares blancas,

cocos, diplococos en cadenas cortas.

Tabla 2-4: Caracteristicas morfoldgicas microscopicas y pruebas de identificacion de la
revitalizacion de BAL de quinua

Cepa Morfologia Tincién Gram Catalasa Oxidasa
Microscépica
QBAL 1 Bacilos cortos + R N
QBAL 2 Bacilos cortos + - N
QBAL 3 Bacilos cortos + _ N
QBAL 4 Bacilos cortos + R N
QBALS5 Bacilos cortos + R N
QBAL 6 Bacilos cortos + _ N
QBAL 7 Bacilos cortos + _ N
QBAL 8 Bacilos cortos + _ N
QBAL9 Bacilos cortos + R N
QBAL 10 Bacilos cortos + - -
QBAL 11 Bacilos cortos + _ N
QBAL 12 Bacilos cortos + _ N
QBAL 13 Bacilos cortos + - -
QBAL 14 Bacilos cortos + - N
QBAL 15 Bacilos cortos + _ N
QBAL 16 Bacilos cortos + _ N
QBAL 17 Bacilos cortos + - N
QBAL 18 Bacilos cortos + - N
QBAL 19 Bacilos cortos + _ N
QBAL 20 Bacilos cortos + _ N
QBAL 21 Bacilos cortos + - N
QBAL 22 Bacilos cortos + - N
QBAL 23 Bacilos cortos + _ N
QBAL 24 Bacilos cortos + _ N
QBAL 25 Bacilos cortos + _ N
QBAL 26 Bacilos cortos + - N
QBAL 27 Bacilos cortos + - N
QBAL 28 Bacilos cortos + R N
QBAL 29 Bacilos cortos + - N
QBAL 30 Bacilos cortos + - N

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

47



La Tabla 2-4, muestra las caracteristicas microscopicas de colonias propias de BAL, un total de
30 cepas revitalizadas y purificadas. La tincién Gram se utiliza como una prueba cualitativa para
verificar la pureza del cultivo y observar la morfologia microscépica de las BAL de la quinua, en
este caso, los bacilos que predominan son cortos. Para lograr esta pureza, se realizaron 4
purificaciones sucesivas, lo que implica que la pureza del cultivo es fundamental antes de realizar

pruebas genotipicas.

Los ensayos de catalasa y oxidasa contribuyen de una manera rapida a descartar cepas analizadas,
diferentes a BAL. Los resultados de este trabajo coinciden con varios estudios donde las BAL
identificadas arrojan resultados negativos para catalasa, lo que significa que las BAL no producen
esta enzima para transformar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno (Garcia, 2007, pp. 1-96).

Sin embargo, las BAL a menudo estan expuestos al estrés oxidativo, que ocurre debido a la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de las células como resultado de la
reduccion incompleta del oxigeno molecular a radical superéxido (O2-), perdxido de hidrégeno
(H20.) o radical hidroxilo (OHe*) y causan dafios graves a todas las macromoléculas celulares.
Dado que las BAL no poseen una cadena completa de transporte de electrones. No obstante, se
encontré que varias cepas de BAL poseen las principales enzimas de defensa antioxidante como

son las catalasas y peroxidasa NADH (Bryukhanov et al., 2022, pp. 1).

4.2. Aislamiento de Botrytis cinerea a partir de fresas deterioradas

El hongo Botrytis, proveniente de fresas contaminadas, presentd caracteristicas morfologicas
macroscépicas y microscépicas tipicas que se aprecia en la Tabla 3-4. El inéculo se sembré en

medios selectivos para hongos: agar Malta y PDA ver llustraciones 1-4 y 2-4. Paralelamente, se

determind la cinética de crecimiento como se aprecia en la Tabla 4-4.
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4.2.1. ldentificacion fenotipica

Tabla 3-4: Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas de Botrytis cinerea

aislado de la fresa

Cepa aislada

Caracteristicas

Macroscdpicas

Caracteristicas

Microscopicas

Botrytis cinerea

Forma: circular

Tamafio: crecimiento ilimitado
Color: Blanco en centro y gris
en la periferia

Superficie: densa, algodonosa,

con esclerocios

Conidiéforos largos, hialinos,
ramificados, los conidios son
hialinos arbolados o colores
marron palidos, unicelulares
ovalados con células apicales

redondeadas.

Elevacion: micelio bajo

Margen: entero

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

De acuerdo con la Tabla 3-4 el hongo aislado de la fresa fue del género Botrytis cinerea, se realizo
un total de 40 aislamientos en diferentes medios PDAy MALTA, se hizo la purificacion de dichos
aislamientos, 10 de los cuales, es decir 5 de cada medio presentaron caracteristicas morfoldgicas
macroscépicas y microscopicas de interés, por lo cual la cepa escogida para el antagonismo fue

la més representativa en base a su morfologia de Botrytis cinerea (llustracion 1-4).

Los resultados son comparables con la investigacion de Leiva, et al (2019), en la cual, todos los
aislados presentaron colonias con micelio blanco, denso, piloso, que luego se torné gris. La
presencia de ndédulos fangicos en colonias de B. cinerea comenz6 a observarse el dia 21. Las
hifas son septadas, transparentes e irregularmente ramificadas. La mayoria de las especies del
género Botrytis forman micelio. Sin embargo, la abundancia depende de las condiciones de
incubacion, aislamiento y medio de cultivo utilizado. Tales estructuras estan disefiadas para
soportar condiciones ambientales adversas. Se observé que estaban presentes conidiéforos
macronematosos septados que no desarrollaron estructuras especializadas antes de emerger del
micelio. Cada conidiéforo tenia una estructura al final que se asemejaba a una ampolla, donde se
desarrollaron conidios solitarios, unicelulares, lisos, globosos, con dimensiones promedio de 9-

11 x 6-7 pm.

En las llustraciones 1-4 y 2-4 se aprecia la morfologia macroscopica y microscopica en agar PDA

y agar Malta.
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llustracion 1-4: A) Morfologia macroscépica de Botrytis cinerea en PDA B) Morfologia

microscopica Botrytis cinerea en azul algoddn de lactofenol
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

llustracion 2-4: A) Morfologia macroscopica de Botrytis cinerea en agar Malta B) Morfologia

microscopica Botrytis cinerea en azul algoddn de lactofenol
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

Tabla 4-4: Cinética de crecimiento del hongo Botrytis cinerea aislado de las fresas

Hongo Medio | Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Botrytis PDA 0,4cm 1,3cm 2,1cm 3,8cm 4,2 cm 45cm | 4,7cm

cinerea

Botrytis Malta 0,6 cm 16cm | 39cm | 41lcm | 46cm | 48cm | 48cm

cinerea

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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llustracion 3-4: Cinética de crecimiento en PDA y agar Malta de Botrytis cinerea
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

En la llustracion 3-4 se observa la cinética de crecimiento del hongo gracias a la medicién
continua del didmetro de las colonias de Botrytis cinerea durante todo el periodo de incubacion a
18 °C, el inicio del crecimiento exponencial fue evidente al segundo dia, con méaxima
esporulacién al quinto dia, y también se puede decir que en el agar Malta el hongo tuvo un
crecimiento y esporulacion mas acelerado, lo que podria servir para la posterior enumeracion de

esporas en el cdmara de Neubauer.

Los resultados de esta prueba concuerdan con la evaluacion de Boukaew, et al (2022, pp. 1), quienes
sugirieron que la forma de crecimiento de los hongos filamentosos esta relacionada con el

aumento ordenado de componentes celulares en condiciones 6ptimas de desarrollo.

En esta investigacion se utilizaron los medios de cultivo PDA y Malta, donde se puede evidenciar
una diferencia clara de crecimiento; en medio PDA Botrytis presenta menor esporulacion,
reportando micelio escaso y se observa mayor nimero de esclerocios. En el medio agar Malta, el
hongo se presenta como micelio aéreo algodonoso y menor nimero de esclerocios, es decir, que
coincide con las valoraciones de Isaza, et al (2019, pp. 1- 13), en donde los esclerocios se consideran

las estructuras mas importantes para la supervivencia de los hongos (Botrytis cinerea).

Todas las especies de Botrytis forman esclerocios, que pueden variar en tamafio y forma segun el
huésped y las condiciones ambientales. La produccién, tamafio y forma de los esclerocios en un
sustrato natural es extremadamente fluctuante a diferencia de un medio de cultivo. Por esta razén,

algunos aislados del hongo no forman esclerocios, mientras que otros los producen
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abundantemente (Terrones et al., 2019, pp. 365-375). En efecto, en el presente estudio, el medio de

cultivo con mas nutrientes facilita la formacion de esclerocios.

La morfologia macroscépica y microscépica de Botrytis se corrobord con el examen de identidad
genotipica, determinandose que pertenece al género Botrytis para el cual la region ITS no es muy
variable y da un 100 % de identidad para cinerea y otras especies, la discriminacién fue hecha

bajo el andlisis fenotipico.

4.3.Resultados del ensayo in vitro del antagonismo de Bacterias Acido LActicas sobre
Botrytis cinerea

En general, el tiempo asignado para la ejecucion del presente estudio, se lo dedic6 al ensayo de
antagonismo con cultivo dual y al conteo de esporas fungales de Botrytis cinerea para lograr el
indculo necesario para el cual se obtuvo en una viabilidad de 1,52 x 10°. Ademas, se activaron y
purificaron 30 cultivos de BAL de germinados de quinua conservados en crioviales a -20 °C lo
cual fue necesario para el ensayo de antagonismo dual.

A continuacién, en las Tablas 5-4, 6-4 y 7-4 se puede observar los resultados obtenidos del

porcentaje de inhibicion de las BAL de quinua cada una con 3 réplicas y en diferentes medios.

Tabla 5-4: Porcentaje de inhibicién de BAL de Quinua sobre Botrytis cinerea en medio agar

Malta
Agar MALTA
24 HORAS 48 HORAS
% % % % % %
Aislado Organismo Inhibicién | Inhibicion | Inhibicion | Inhibicién | Inhibicion | Inhibicion
R1 R2 R3 R1 R2 R3

QBAL1l | Lactiplantibacillus 53.32 54.46 54.57 49.28 29.86 16.10
plantarum

QBAL2 | Lactiplantibacillus 49.98 55.55 56.44 43.29 33.01 35.37
plantarum

QBAL3 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
pentosus*

QBAL4 | Lactiplantibacillus 47.53 46.65 49.29 44.80 30.34 16.50
plantarum

QBAL5 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
pentosus*

QBAL6 | Lactiplantibacillus 48.41 29.05 56.44 35.65 22.01 21.63
pentosus

QBAL7 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
plantarum*

QBAL8 | Lactiplantibacillus 53.60 54.15 55.61 40.87 25.09 25.68
pentosus

QBAL9 | Lactiplantibacillus 49.86 45.82 35.21 44.01 26.41 28.29
plantarum
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QBAL10 | Lactiplantibacillus 38.48 43.29 55.61 37.72 22.45 16.50
pentosus

QBAL11 | Lactiplantibacillus 49.23 51.87 52.62 39.23 19.71 23.20
pentosus

QBAL12 | Lactiplantibacillus 46.65 48.41 55.17 35.37 22.56 22.01
pentosus

QBAL13 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
plantarum*

QBAL14 | Lactiplantibacillus 57.43 55.77 57.43 35.37 22.56 16.03
pentosus

QBAL15 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
plantarum*

QBAL16 | Lactiplantibacillus 43.23 56.52 36.31 35.27 34.58 16.50
pentosus

QBAL17 | Lactiplantibacillus 36.07 33.79 48.32 38.42 29.71 20.91
pentosus

QBAL18 | Lactiplantibacillus 56.44 43.23 40.87 41.69 27.04 18.86
plantarum

QBAL19 | Lactiplantibacillus 49.28 42.44 23.89 47.30 30.10 17.60
plantarum

QBAL20 | Lactiplantibacillus 28.29 51.87 49.15 45.77 29.80 14.52
pentosus

QBAL21 | Lactiplantibacillus 43.23 46.49 39.85 28.67 18.61 18.39
plantarum

QBAL22 | Lactiplantibacillus 49.04 48.32 50.08 40.05 17.60 24.49
plantarum

QBAL23 | Lactiplantibacillus 42.44 46.49 46.68 35.44 29.16 23.11
plantarum

QBAL24 | Lactiplantibacillus 61.30 46.49 38.95 40.74 19.81 18.86
plantarum

QBAL25 | Lactiplantibacillus 49.98 29.74 55.61 33.12 19.77 15.84
pentosus

QBAL26 | Lactiplantibacillus 29.55 38.32 27.48 51.84 25.09 15.95
pentosus

QBAL27 | Lactiplantibacillus 12.26 50.93 26.03 55.45 35.05 28.29
plantarum

QBAL28 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
pentosus*

QBAL29 | Lactiplantibacillus 13.20 55.45 31.06 52.81 19.77 29.08
pentosus

QBAL30 | Lactiplantibacillus 50.14 47.41 57.43 35.37 17.60 24.76
pentosus

*: Cultivos duales en agar Malta donde no se aprecia la bioactividad antagénica de las BAL frente a Botrytis cinerea

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

En la Tabla 5-4 se evidencian los porcentajes totales de inhibicién del hongo por la bioactividad
de las 30 BAL incubadas durante 24 horas a una temperatura de 37 °C, en este caso el promedio
de inhibicion fue de 45.5%, mientras el porcentaje promedio de inhibicion fungal por efecto de

las BAL incubadas durante 48 horas a la misma temperatura, fue de 29.22%.
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Tabla 6-4: Porcentaje de inhibicion de BAL de Quinua sobre Botrytis cinerea en medio PDA

PDA
24 HORAS 48 HORAS
% % % % % %
Asislado Organismo Inhibicién Inhibicién | Inhibiciéon | Inhibicién | Inhibiciéon | Inhibicion
R1 R2 R3 R1 R2 R3

QBAL1 Lactiplantibacillus 25.13 27.71 44.95 33.79 24.43 31.83
plantarum

QBAL2 Lactiplantibacillus 35.37 38.48 37.72 29.00 37.05 42.44
plantarum

QBAL3 Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
pentosus*

QBAL4 Lactiplantibacillus 28.50 33.24 27.59 33.89 29.05 3244
plantarum

QBALS5 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
pentosus*

QBALG6 | Lactiplantibacillus 30.18 31.83 28.29 16.03 10.03 22,01
pentosus

QBAL7 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
plantarum*

QBALS8 | Lactiplantibacillus 36.97 37.10 36.31 28.07 26.36 25.01
pentosus

QBAL9 Lactiplantibacillus 23.89 29.71 27.59 38.48 19.57 18.61
plantarum

QBAL10 | Lactiplantibacillus 38.42 41.50 41.65 27.07 22.63 16.50
pentosus

QBAL11 | Lactiplantibacillus 37.49 39.14 36.88 30.46 15.70 17.92
pentosus

QBAL12 | Lactiplantibacillus 32.87 35.37 33.10 21.46 25.09 22.01
pentosus

QBAL13 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
plantarum*

QBAL14 | Lactiplantibacillus 35.82 39.30 36.78 32.22 13.38 31.44
pentosus

QBAL15 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
plantarum*

QBAL16 | Lactiplantibacillus 27.73 28.29 28.20 30.46 17.05 16.50
pentosus

QBAL17 | Lactiplantibacillus 26.88 26.97 30.41 32.54 25.59 26.41
pentosus

QBAL18 | Lactiplantibacillus 25.01 30.18 26.41 32.44 23.86 27.71
plantarum

QBAL19 | Lactiplantibacillus 27.71 29.55 28.07 30.18 17.64 18.52
plantarum
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QBAL20 | Lactiplantibacillus 29.55 29.71 30.37 33.01 17.45 22.01
pentosus

QBAL21 | Lactiplantibacillus 35.08 39.92 35.37 26.96 19.98 19.25
plantarum

QBAL22 | Lactiplantibacillus 34.58 36.07 35.15 30.04 21.46 23.26
plantarum

QBAL23 | Lactiplantibacillus 25.68 29.55 26.88 35.46 20.18 18.86
plantarum

QBAL24 | Lactiplantibacillus 42.49 41.65 42.36 30.29 32,51 32,51
plantarum

QBAL25 | Lactiplantibacillus 28.89 33.24 33.24 27.48 24.76 16.50
pentosus

QBAL26 | Lactiplantibacillus 33.95 36.94 37.60 19.77 35.37 36.78
pentosus

QBAL27 | Lactiplantibacillus 28.29 31.03 34.58 37.60 19.24 23.51
plantarum

QBAL28 | Lactiplantibacillus 0 0 0 0 0 0
pentosus™

QBAL29 | Lactiplantibacillus 27.60 30.18 31.03 34.47 31.12 22.56
pentosus

QBAL30 | Lactiplantibacillus 29.64 35.43 35.37 28.20 26.17 22.01
pentosus

*: Cultivos duales en PDA donde no se aprecia la bioactividad antagénica de las BAL frente a Botrytis cinerea

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

Tabla 7-4: Porcentaje de inhibicién de BAL de Quinua sobre Botrytis cinerea en medio PDA en

fermentacioén batch

pentosus

PDA
24 HORAS 48 HORAS
% % % % % %
Aislado Organismo Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién
R1 R2 R3 R1 R2 R3
QBAL3 Lactiplantibacillus 33.98 38.51 39.15 34.71 22.30 27.07
pentosus
QBAL5 | Lactiplantibacillus | 26.41 32.22 29.74 36.20 27.07 31.44
pentosus
QBAL7 | Lactiplantibacillus | 30.41 38.51 36.15 28.81 26.41 31.83
plantarum
QBALI3 | Lactiplantibacillus | 34.71 33.01 36.94 3244 21.46 16.98
plantarum
QBAL15 | Lactiplantibacillus | 30.65 28.92 30.81 37.68 3254 29.00
plantarum
QBAL28 | Lactiplantibacillus | 33.51 35.37 34.99 3041 29.00 31.83

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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La Tabla 6-4 indica los resultados de la inhibicion del hongo en medio PDA por los 30 aislados
de BAL y sus tres réplicas, a las 24 horas se obtuvo un promedio de inhibicién igual al 32.86 %
y a las 48 horas fue de 25.86 %. Evidenciandose que hay diferencias en la inhibicion relacionadas

con el tiempo de incubacion de las BAL en los dos medios de cultivo.

De acuerdo con la investigacidn de Bernal, et al (2019, pp. 5), Se sabe que Botrytis cinerea es el primer
causante del deterioro de muchos productos agricolas en postcosecha, el subproducto de este

moho gris es muy perjudicial para el consumo del ser humano.

El control y la prevencion del hongo se puede dar por la actividad de los metabolitos secundarios
de las BAL tales como: acido lactico, lactoperoxidasa, acido férmico, &cido acético, acido
caproico y acido fenilactico (PLA), &cidos organicos, dioxido de carbono, acidos grasos
hidroxilados, peroxido de hidrégeno, diacetilo, etanol, reuterina, dipéptidos ciclicos , los
compuestos proteicos, la acetoina y los compuestos volatiles como el diacetilo o la 2,3,
butanodiona (Nasrollahzadeh et al., 2022, p. 395).

La actividad antifingal de las BAL se explicaria por los acidos organicos lactico, acético y
propidnico gque en su forma protonada o no disociada son lipofilicos y difunden a través de la
membrana celular y el citoplasma inhibiendo el crecimiento del micelio; se conoce que el acido
lactico tiene menor actividad inhibitoria en relacion con el acido acético y propidnico. El &cido
lactico por su pKa méas bajo desprotona mas facilmente que los otros acidos. De otro lado, se ha
reportado una concentracién inhibitoria minima (MIC) més baja contra el crecimiento fungal del

acido acético y propionico comparados con el acido lactico (Sadiq et al., 2019, p. 3).

A través de este experimento, se demostré que 24/30 BAL provenientes de los fermentados de
quinua germinada y sus metabolitos tienen el efecto de anular el crecimiento miceliar de Botryftis,
las lustraciones 4-4 y 5-4 demuestran este resultado.

Cabe mencionar que 6 de 30 aislados tanto en PDA como en Agar Malta dieron negativa la prueba
de bioactividad cuando dichos aislados almacenados en criocongelacion se revitalizaron en 5 mL
de caldo MRS. Sin embargo, la actividad antagonica se observd al utilizar tanto células en
suspension como sobrenadantes de cultivos batch agitados con un volumen efectivo de trabajo de
250 mL, incubados a 150 rpm a 30 °C, durante 48 horas. Estos cultivos mostraron actividad

antifungica, los resultados se muestran en la tabla 7-4.

Una mayor bioactividad antagénica con los cultivos discontinuos agitados coincide con los

estudios de Wwang, et al (2020, pp. 7-8) donde se indica que el crecimiento celular depende de la

temperatura por ser uno de los factores que afecta la actividad enzimatica relacionada con el
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metabolismo celular y el control del crecimiento. Adicionalmente, se sugiere que a un pH 5 la
actividad enzimatica sera mayor debido a la mejor resistencia a los acidos de las BAL como L.
pentosus. En cuanto a la velocidad de agitacidn, este pardmetro contribuye a la oxidacion de
NADH de la cadena respiratoria que a su vez tiene impacto en la formacion de biomasa y en el

metabolismo celular durante la fermentacion.

llustracion 4-4: Actividad antagénica de BAL de quinua sobre Botrytis cinerea en

placas de agar malta.
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

De acuerdo a Chen Cen (2020, pp. 1) y colaboradores, el crecimiento micelial de B. cinerea en
PDA fue inhibido entre 55. 27 % y 79.80 % a diferencia de lo encontrado en el presente estudio
32.86 %y 25.86%.

llustracion 5-4: Actividad antag6nica de BAL de quinua sobre Botrytis cinerea

en placas de PDA.
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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La bioactividad antifungal de las BAL también ha sido sustentada por Abouloifa, segin lo
expresado en el epigrafe 2.3.5. son los compuestos anfifilicos que permite el contacto entre el

hongo presente en el compartimento hidrofilico y los antifangicos hidrofébicos.

Tabla 8-4: Porcentaje de inhibicion de 3-piridincarboxamida sobre Botrytis cinerea

S1 S2 S3
% % % % % % % % %
Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
11.79 14.13 14.13 12.57 12.57 12.97 23.89 26.41 21.46
13.58 11.40 11.40 16.50 16.50 12.76 29.55 25.68 24.76
15.50 13.20 13.20 11.40 11.40 11.79 27.04 22.68 24.52
14.62 11.44 11.44 17.45 17.45 16.10 20.36 22.63 23.84
9.75 12.67 12.67 14.85 14.85 13.75 31.03 27.66 25.09
14.15 12.97 12.97 12.73 12.73 14.08 24.76 24.43 23.34
11.40 11.40 11.40 21.27 21.27 19.49 16.98 23.29 22.98
16.57 16.50 16.50 15.59 15.59 16.60 31.69 23.34 25.75
14,52 13.16 13.16 14.13 14.13 14.13 21.46 23.89 23.77
16.50 13.67 13.67 18.11 18.11 15.72 27.71 24.76 25.75

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

En la Tabla 8-4 se observa los resultados de inhibicién del quimico 3-piridincarboxamida sobre
Botrytis cinerea con tres concentraciones diferentes S1= 1000 ppm, S2= 2000 ppm y S3 = 3000
ppm, cada una con 3 réplicas, donde PIRIDINS3 mostrd el mayor porcentaje de inhibicion con
un promedio de 24.68%.

50.00

40.00

3000

Media de Inhibicion

20.00

10.00

Malta Malta2 PDA1 PDA2 PIRIDINS1T  PIRIDINSZ  PIRIDINS3

Tratamiento

llustracion 6-4: Medias de los Porcentajes de inhibicion de Botrytis cinerea dado por

BAL en medio Malta, PDA y 3-piridincarboxamida
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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En la llustracion 6-4 muestra los porcentajes de inhibicion generados por BAL para Botrytis
cinerea en los distintos tratamientos empleados en la investigacion, demostrando asimetria en la
bioactividad de las BAL en agar Malta y PDA durante 24 horas, con fuerte concentracion hacia

los porcentajes altos de inhibicién.

4.3.1. Resultados de sobrenadantes de bacterias acido lacticas frente a Botrytis cinerea

En las Tablas 9-4 y 10-4 se puede observar los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion
del extracto libre de células de BAL.

Tabla 9-4: Actividad antagdnica de los sobrenadantes de BAL frente a Botrytis cinerea

Aislado de BAL
3 réplicas % de inbibicion

SQBAL 1 -
SQBAL 2 -
SQBAL 3 -
SQBAL 4 -
SQBAL 5 -
SQBAL 6 -
SQBAL 7 -
SQBAL 8 -
SQBAL 9 -
SQBAL 10 -
SQBAL 11 -
SQBAL 12 -
SQBAL 13 -
SQBAL 14 -
SQBAL 15 -
SQBAL 16 -
SQBAL 17 -
SQBAL 18 -
SQBAL 19 -
SQBAL 20 -
SQBAL 21 -
SQBAL 22 -
SQBAL 23 -
SQBAL 24 -
SQBAL 25 -
SQBAL 26 -
SQBAL 27 -
SQBAL 28 -
SQBAL 29 -
SQBAL 30 -
Control negativo -
(Botrytis cinerea)
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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Tabla 10-4: Actividad antagdnica de los sobrenadantes de BAL (con fermentacion batch) sobre
Botrytis cinerea
Sobrenadantes de BAL | % Inhibicion
SQBAL 2 -
SQBAL 3 -
SQBAL 5 -
SQBAL 7 -
SQBAL 8 -
SQBAL 12 -
SQBAL 13 -
SQBAL 15 -
SQBAL 24 -
SQBAL 28 -

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

Los sobrenadantes de los aislados SQBAL 1 a SQBAL 30 Tabla 9-4 y los sobrenadantes de la
fermentacion Batch tabla 10-4 obtenidos segun la metodologia indicada en el epigrafe 3.19. no
mostraron bioactividad antagdnica frente a Botrytis coincidiendo con los resultados de la

investigacion de Chen Cen y colaboradores.

El experimento de Chen Cen (2020, pp.4) y sus colaboradores consistié en determinar si la
inhibicién de Botrytis in vitro era consistente con la inhibicién in vivo, evaluando los efectos de
las suspensiones celulares de BAL y de los sobrenadantes libres de células; al respecto
encontraron que, los sobrenadantes tenian poco efecto en el desarrollo de la enfermedad mientras
las suspensiones de BAL redujeron significativamente el rigor de la pudricion por Botrytis en
frutos de fresa en una relacion directa con el aumento del nimero de células microbianas.
Concluyeron que el mejor control del moho gris en fresa se logrd con la suspensién celular lavada

de L. plantarum.

Cabe anotar que en el presente estudio los sobrenadantes de los cultivos libres de células no
presentaron ningun efecto inhibitorio en el ensayo in vitro ni aun después de haber sometido a
una fermentacion tipo batch, sugiriendo que los metabolitos bioactivos no se encuentran en el
sobrenadante o quizas sus cantidades son muy pequefias para ser detectadas método de cultivo

dual.
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4.4.Resultados del ensayo in vivo del antagonismo de Bacterias Acido LActicas sobre

Botrytis cinerea

Tabla 11-4: Resultados del ensayo in vivo del antagonismo de Bacterias Acido Lécticas sobre

Botrytis cinerea

Antagonismo dado por BAL sobre Botrytis Cinerea
Aislado de BAL Organismo in vivo
Fresa 1 Fresa2 Fresa 3

QBAL 1 Lactiplantibacillus + + +
plantarum

QBAL 2 Lactiplantibacillus + - +
plantarum

QBAL 3 Lactiplantibacillus - - -
pentosus

QBAL 4 Lactiplantibacillus + + -
plantarum

QBALS Lactiplantibacillus - - -
pentosus

QBAL 6 Lactiplantibacillus - + +
pentosus

QBAL7 Lactiplantibacillus - - +
plantarum

QBAL 8 Lactiplantibacillus + + +
pentosus

QBAL9 Lactiplantibacillus - + -
plantarum

QBAL 10 Lactiplantibacillus + - +
pentosus

QBAL 11 Lactiplantibacillus - - +
pentosus

QBAL 12 Lactiplantibacillus - - +
pentosus

QBAL 13 Lactiplantibacillus + + -
plantarum

QBAL 14 Lactiplantibacillus + + -
pentosus

QBAL 15 Lactiplantibacillus + - -
plantarum

QBAL 16 Lactiplantibacillus - + -
pentosus

QBAL 17 Lactiplantibacillus + - +
pentosus

QBAL 18 Lactiplantibacillus + + -
plantarum

QBAL 19 Lactiplantibacillus + + +
plantarum

QBAL 20 Lactiplantibacillus + - +
pentosus

QBAL 21 Lactiplantibacillus - + +
plantarum

QBAL 22 Lactiplantibacillus - + +
plantarum

QBAL 23 Lactiplantibacillus + - +
plantarum
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QBAL 24 Lactiplantibacillus - - +
plantarum

QBAL 25 Lactiplantibacillus - + +
pentosus

QBAL 26 Lactiplantibacillus + + +
pentosus

QBAL 27 Lactiplantibacillus - + +
plantarum

QBAL 28 Lactiplantibacillus + + +
pentosus

QBAL 29 Lactiplantibacillus + - +
pentosus

QBAL 30 Lactiplantibacillus - + +
pentosus

3- + + +

piridincarboxamida

Control negativo Botrytis cinerea - - -

Control positivo fresas pinchadas - - -

+: Inhibicion del hongo
-2 no inhibe al hongo
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

En la Tabla 11-4 se aprecia los efectos del antagonismo in vivo de Bacterias Acido Lacticas sobre
Botrytis cinerea, es necesario mencionar que se incluy6é Boscalid (3-piridincarboxamida) en
concentracion (0,5 g /L) segun indicaciones del fabricante. De forma general, los resultados
sugieren que las bacterias &cido-lacticas en este ensayo funcionaron como inhibidores de Botrytis
cinerea con una frecuencia del 63 % (57/90, respuestas positivas) lo que se explicaria por la
afinidad del hongo para atacar de preferencia tejidos dafiados o senensentes significando que el
37 % pudo haber tenido una lesion inicial en los tejidos (Petrasch et al., 2019, pp. 877-892).

De acuerdo con Axel, et al (2015, pp. 1701) la capacidad inhibitoria de las BAL puede atribuirse a la
secrecion de un solo tipo de compuesto, a varios o0 a la sinergia entre ciertas sustancias; entre los
compuestos bioactivos también se han mencionado a los acidos 3-fenil-lactico, 4-hidroxifenil-

lactico, 2-hidroxipropanoico.

Otros compuestos implicados en la actividad antifingica son los surfactantes, moléculas
complejas conformadas por mezcla de carbohidratos, proteinas, lipidos, glucolipidos,
lipopéptidos y compuestos poliméricos, los mismos que pueden producirse extracelularmente y
en la superficie celular (Muhialdin et al., 2018, p.557). Los resultados coinciden con Jaramillo (2022),
quien afirma que las cepas BAL presentan accion antagonica contra fitopatdgenos, tanto en

ensayos in vitro como in vivo.
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4.5. Resultados de los factores ecolégicos intrinsecos

Los factores ecoldgicos intrinsecos determinan el crecimiento, o la supervivencia o muerte de los
microorganismos que colonizan una matriz alimentaria (Preetha & Narayanan, 2020, p. 57). En este
sentido, se evidenciaron los factores ecoldgicos que pueden favorecer el desarrollo del
fitopatdgeno, al igual que los cambios que este puede generar al crecer a la matriz alimentaria.

45.1. Humedady Ph

La Tabla 12-4 indica el efecto de Botrytis cinerea sobre el pH y el contenido de agua de la fresa

original sin deterioro.

Tabla 12-4: Humedad y pH de fresa intacta y fresa con Botrytis cinerea

Tipo Fresa intacta Fresa con Botrytis cinerea
Humedad 87.621 89.027
Ph 3.51 3,91

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

4,5.2. Estructura biol6gica

De acuerdo con llustracion 7-4 A), indica la morfologia macroscépica de la fresa intacta en donde
se aprecia una fruta de color rojo brillante, en contraste de la llustracion 7-4 B), muestra una fresa
infectada de Botrytis cinerea agente de la podredumbre gris, se destaca un micelio algodonoso,

en el punto inicial de la infeccion.

llustracion 7-4: A) Morfologia macroscépica de fresas intactas B) Morfologia

macroscopica de fresas con Botrytis cinerea
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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En lailustracion 8-4 A) se aprecia la pared celular integra de la fresa sin infeccion a diferencia de
la estructura microscopica llustracion 8-4 B), de la fresa con Botrytis cinerea donde se observa la
presencia de micelio en la pared celular, la literatura sefiala que la maduracion esta asociada con
el desmontaje de las paredes celulares, es decir la degradacion de la pared celular lo cual reduce
las barreras mecanicas de proteccién favoreciendo a la propagacion de B. cinerea y facilitando el
acceso a azucares simples como fuente de carbono y aumentando las posibilidades de formacion

de hematomas en la fruta.

En la fresa, la solubilizacion de la pared celular se correlaciona con un aumento en el contenido
de azucar de la fruta, como resultado de la degradacién de los polisacéridos, disminucion de las
pectinas solubles en acido y de la fraccion insoluble en alcohol de las paredes celulares, mientras
gue aumenta el contenido soluble en agua. B. cinerea secreta una amplia gama de enzimas como
las cutinasas, poligalacturonasas que degradan la pared celular y acttan sobre la mayoria de los
polisacaridos y las pectinas (Petrasch et al., 2019, pp. 5).

llustracion 8-4: A) Morfologia microscépica de fresas intactas B) Morfologia microscopica

de fresas con Botrytis cinerea
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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4.5.3. Mineralesy Azlcares totales

% DE MACROELEMTOS ( FRESAS INTACTAS ~ FRESAS
CON BOTRYTIS CINEREA)
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X Fresas Intactas Fresas con

Botrytis cinerea
m Contenido de agua 88,25 88,28
m Azucares totales 43,13 42,12
mCa 0,24 0,21
p 0,26 0,25

m Mg 0,21 0,13
mK 404 284

llustracion 9-4: Porcentaje de Macroelementos de Fresas Intactas y Fresas con Botrytis cinerea

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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mCu 4 4
mFe 142 123
= Mn 21 20
Zn 13 8

llustracion 10-4: Contenido de Microelementos en ppm de Fresas Intactas y Fresas con Botrytis

cinerea
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

Los andlisis realizados para minerales y azucares totales en muestra seca indican que los valores
tienden a cambiar segun el tipo de modelo, es decir, fresas intactas y fresas contaminadas con
Botrytis cinerea. Segun los llustraciéon 9-4 y 10-4, los contenidos de Ca, P, Mg, K, Na, Cu, Fe,
Mn 'y Zn el contenido de macroelementos y microelementos son superiores en fresa intacta en

comparacion de la fresa con Botrytis cinerea.
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En la determinacion de azucares totales se evidencia una reduccion en su contenido, en la matriz
infectada por Botrytis lo que sugiere el uso de azlcares para la nutricion del hongo. Ozcan (2007,
pp. 1023-1026) menciona que, de acuerdo con los datos, la disminucién de estos elementos ocurre
porgue Botrytis cinerea que esta afectando la composicion quimica, las caracteristicas fisicas, el
valor nutritivo, las cualidades organolépticas y la conservacién de la fruta (Oliveira et al., 2021, 1815).
Se conoce que, aungue los azucares pueden servir como un factor de susceptibilidad, las altas

concentraciones de azlcar no son esenciales para infeccion por B. cinerea (Petrasch et al., 2019).

45.4. VitaminaC

Los resultados del andlisis de las concentraciones de acido ascérbico de las dos muestras de jugo
de fresa, con mayor concentracion, fue la fresa intacta, con un resultado de 18.27 mg/100 g,
seguido de la muestra 2 de la fresa con un 30 % de contaminacion de Botrytis cinerea con 14.64
mg/100 g es decir se puede apreciar una diferencia significativa con respecto a la fresa intacta.

Cabe sefialar que en este el contenido de vitamina C correspondientes la fresa Albion supera a los
valores encontrados en otros tipos de fresa. No obstante, en funcion de la composicién quimica
de los frutos rojos, el resultado obtenido por este método no varia significativamente y mantiene

las proporciones de los datos teéricos.

Ademas, los estudios de Mendoza (2018), sobre degradacion de la vitamina C en jugos de fresas
frescas demostraron que, durante el almacenamiento o postcosecha de estas, las concentraciones
de acido ascorbico disminuyeron gradualmente con el tiempo a un ritmo que dependia de la
temperatura, almacenamiento, presencia de azlcar y la aparicion de hongos filamentosos, esté

Gltimo dato coincide con los hallazgos del presente estudio (Sapei & Hwa, 2014, pp. 62-66).

4.6. Comprobacion de hipétesis

Hipotesis Planteada:

La bioactividad antagonica de las bacterias acido-lacticas y la actividad de 3-piridincarboxamida
acttan como inhibidores de Botrytis cinerea de fresas, mediante ensayo in vitro.

Para la comprobacion de la hipotesis se aplico el analisis estadistico que se muestra a

continuacion, con los porcentajes de inhibicion obtenidos en los diferentes tratamientos utilizados

para la investigacion.
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Tabla 13-4: Prueba de homogeneidad de varianza

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Inhibicion Se basa en la media 21.775 6 371 .000
Se basa en la mediana 17.397 6 371 .000
Se basa en la mediana y con 17.397 6 197.547 .000
gl ajustado
Se basa en la media 19.873 6 371 .000
recortada
Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
Tabla 14-4: Prueba Anova
ANOVA
Inhibicion
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 34877.531 6 5812.922 101.202 .000
Dentro de grupos 21309.900 371 57.439
Total 56187.431 377

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.

Estimaciones del tamafio del efecto eta, F=101.202, que supera al F critico, dado que la

significancia es menor que 0.05, por tanto, es una F significativa que indica que la bioactividad

antagonica de las bacterias acido-lacticas y la actividad de 3-piridincarboxamida actian como

inhibidores de Botrytis cinerea en las fresas.

Tabla 15-4: Anélisis Tukey

Porcentaje de Inhibicién

HSD Tukey?P

Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4

PIRIDINS1 30 13.3153

PIRIDINS2 30 15.2197

PIRIDINS3 30 24.6833

PDA2 72 25.8561

Malta2 72 29.2179 29.2179

PDAl 72 32.8571

Maltal 72 45.5033
Sig. .897 071 .258 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 45.000.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armonica de los tamarfios de grupo. Los niveles de
error de tipo I no estan garantizados.

Realizado por: Escudero, L; Pérez, P, 2023.
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El tratamiento que tiene el mayor porcentaje de inhibicion en el crecimiento del hongo Botrytis
cinerea pertenece al grupo 4 con una media de inhibicién de 45.50% con crecimiento en agar
Malta en un periodo de tiempo de 24 horas, seguido por el grupo 3 con una media de inhibicién
de 29.22% para el agar Malta en un periodo de tiempo de 48 horas y en el agar PDA con una
media de inhibicion de 32.86% en un periodo de tiempo de 24 horas y 25.86 % en 48 horas, por
lo tanto, en el grupo 4 no existe diferencia estadisticamente significativa entre usar el agar malta
o PDA.

De acuerdo con la investigacion realizada y la sustentacion tedrica pertinente, se ha demostrado
los multiples beneficios del uso de las bacterias &cido-lacticas como antifungicos y
bioconservantes por lo que, se recomienda utilizar estos tratamientos para la prevencion y control

del hongo Botrytis cinerea en cultivos de fresa.

Por lo tanto, aceptamos la hip6tesis general planteada:
“La bioactividad antagonica de las bacterias dcido-lacticas y la actividad de 3-
piridincarboxamida Sl acta como inhibidor de Botrytis cinerea de fresas, mediante ensayo in

vitro”.
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CAPITULO V

5. MARCO PROPOSITIVO

5.1. Propuesta

Las bacterias &cido lacticas (BAL), revitalizadas de germinados de Quinua, pueden ser empleadas
como bioconservantes de frutos al inhibir microorganismos fitopatoégenos; por lo cual en la
presente investigacion se describieron los posibles problemas que esta afectando a plantaciones
de fresa por el deterioro por hongos entre ellos Botrytis cinerea, y los posibles efectos para la
calidad comercial y la inocuidad alimentaria, frente a esta problematica se establecio la hipétesis
de investigacion dirigida a evaluar la bioactividad antagonica de las bacterias acido lacticas y la
actividad de 3-piridincarboxamida sobre Botrytis cinerea de fresas, mediante ensayos in vitro.

En este contexto, mediante ensayos de antagonismo se analizo la actividad antifingica de las
BAL, encontrandose que los aislados de BAL identificados fenotipica y genéticamente como
Lactiplantibacillus plantarum y Lactiplantibacillus pentosus se comportaron de modo similar
respecto a los rangos de inhibicion fungal, actividad que fue ratificada por un ensayo in vivo.
Adicionalmente, se encontré que 3-piridincarboxamida también inhibe a Botrytis, pero este

presenta una tasa de alta residualidad en cultivos de fresa.

Es necesario detallar que se mejor6 la actividad de BAL al escalar el cultivo inicial a 250 mL
como volumen efectivo de trabajo. De otro lado, la variabilidad en los datos de las repeticiones
sugiere el empleo de otro método diferente al cultivo dual para examinar antagonismo, se propone
trabajar con cultivos liquidos en micropocillos. Cabe sefialar que la variabilidad de respuesta
puede estar ligada a variables del experimento, tales como el nimero de esporas fungales, la
densidad poblacional de las BAL, que no se pueden ajustar con exactitud y precision, por su

naturaleza bioldgica.

En todo caso, la respuesta del ensayo in vivo indica que los ensayos in vitro funcionan bien como
herramienta de tamizaje para detectar antagonismo. Es necesario determinar los metabolitos de
BAL responsables de su bioactividad. Por lo tanto, los datos recopilados en este estudio podran
ser validados, mejorados y aplicados en la elaboracion de un biofungicida o biopreservante para

el control de B. cinerea en fresa (Fragaria ananassa), variedad Alvion.
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CONCLUSIONES

Las BAL aisladas de germinados de quinua mostraron actividad antagdnica contra Botrytis
cinerea, a través del ensayo de cultivo dual, destacandose la variacion en la capacidad inhibitoria
de las BAL en funcién del tiempo de incubacién de los cultivos, siendo mejor incubar a 37 °C
durante 24 horas antes que a 37 °C por 48 horas. Esta actividad se atribuye a los diversos
metabolitos secundarios de BAL, lo que evidencia el potencial antifingico de la BAL y la
posibilidad de utilizarla como biofungicida en plantaciones o biopreservante durante la
postcosecha de la fresa (Fragaria ananassa), variedad Albion.

A diferencia de la bioactividad encontrada con cultivos de BAL, los sobrenadantes, no mostraron
actividad contra Botrytis, en contraste, 3 piridincarboxamida controla el hongo, aunque por su
residualidad afecta a la salud humana y al ambiente.

La técnica antagonismo dual permiti6 apreciar que la biomasa de BAL en suspension funciond
mejor que los sobrenadantes libres de células en la inhibicion de Botrytis crecido en dos medios

selectivos diferentes, PDA y agar Malta.

Los factores intrinsecos de la fresa, contenido en agua, pH, estructuras biol6gicas, azlcares
totales, macronutrientes, micronutrientes y vitamina C aportan al crecimiento de Botrytis cinerea
evidenciandose a la vez una reduccidn de los nutrientes en la matriz deteriorada por hongos. En
cambio, el aumento del agua y pH puede explicarse por reacciones metabolicas de Botrytis al

contaminar las fresas.
De acuerdo a la identificacion genotipica, Lactiplantibacillus plantarum y Lactiplantibacillus

pentosus provenientes de germinado de quinua presentaron actividad antagdnica frente a Botrytis

cinerea.
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RECOMENDACIONES

Investigar mediante métodos analiticos de vanguardia la identidad de los compuestos

responsables del antagonismo de las BAL frente a Botrytis.

Se recomienda ampliar el campo de investigacion sobre las bacterias del acido lacticas tendientes
a desarrollar fungicidas naturales para el control microbiano en la poscosecha de fresas,

mejorando su preservacion.

Se recomienda analizar las BAL realizando ensayos in vitro e in vivo frente a otros hongos
fitopatdgenos de las plantaciones de fresas, con el fin de garantizar la integridad e inocuidad del
fruto.

Se debe evaluar la resistencia de Botrytis a los fungicidas utilizados para su control, puesto que

se han detectado frutos resistentes a fungicidas comerciales, debiendo a la vez formular

bioconservantes para mitigar el uso de quimicos.
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GLOSARIO

Acetoina: es procedente por la levadura Saccharomyces durante el proceso de fermentacion
alcohdlica. Afecta tanto al bouquet del vino y, en particular, es un precursor de la biosintesis de
2,3-butanodiol y diacetilo (Han et al., 2019, pp. 1-54)

Acido fenilacético: es miembro de la clase de fitohormonas de las auxinas. Actia como promotor
del crecimiento de las plantas, posee una actividad antimicrobiana sustancial y ademas tiene una

amplia distribucion y se ha estudiado en bacterias, hongos, algas y plantas terrestres (Cook, 2019,
pp. 243-254).
Esporas: son unidades reproductivas pequefias, unicelulares, originadas para propagar material

genético por microbios procariotas y eucariotas, incluidas algas y protozoos, plantas vasculares
inferiores e incluso un subconjunto de animales. Las esporas ubicadas debajo de las hojas de las
plantas sin flores, similares a las semillas de las frutas o las flores, transfiere material genético a
la siguiente generacion y, a menudo, a nuevos entornos (Blango et al., 2019: pp. 1-8).

Reuterina: es un metabolito activo que actla contra bacterias grampositivas y gramnegativas
hongos, protozoos y levaduras, secretada por L. reuteri un probidtico que puede ser directamente
bacteriostatico o bactericida (Doron, 2016, pp. 99-109).
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ANEXOS
ANEXO A: MUESTREO DE LA FRESA ALBION

Localizacion del punto de muestreo

Muestreo en medios estériles




ANEXO B: REVITALIZACION DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS DE QUINUA

Crioviales de Bacterias acido lacticas Revitalizacion en medio MRS caldo Técnica de siembra por estria
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ANEXO C: PRUEBAS DE IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

Identificacion Macroscépica Tincion Gram Ensayo Catalasay Oxidasa




ANEXO D: PRUEBAS DE IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

6 | Tamafo Forma Color Borde Olor Superficie Consistencia Aspecto

digo

QBAL 1 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 2 0,1 Elevada Blanco Regular Léactico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 3 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 4 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL5 0,1 Elevada Blanco Regular Léactico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 6 0,1 Elevada Blanco Irregular Léactico Lisa Blanda Cremoso
convexa lobulado

QBAL7 0,1 Elevada Blanco Regular Léactico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 8 0,1 Elevada Blanco Regular Lactico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL9 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 10 0,1 Elevada Blanco Irregular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa lobulado

QBAL 11 0,1 Elevada Blanco Irregular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa lobulado

QBAL 12 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 13 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 14 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua




QBAL 15 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 16 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 17 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 18 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 19 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 20 0,1 Elevada Blanco Regular Léactico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 21 0,1 Elevada Blanco Irregular Léactico Lisa Blanda Cremoso
convexa lobulado

QBAL 22 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 23 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 24 0,1 Elevada Blanco Irregular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa lobulado

QBAL 25 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 26 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 27 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 28 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 29 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua

QBAL 30 0,1 Elevada Blanco Regular Léctico Lisa Blanda Cremoso
convexa Continua




QBAL 10

QBAL 13

QBAL 11

QBAL 14

QBAL 3

QBAL 6

QBAL 12

QBAL 15



ICIO

QBAL 16 QBAL 17 QBAL 18

QBAL 19

QBAL 21

QBAL 23 QBAL 24

QBAL 25 QBAL 26

QBAL 28 QBAL 29 QBAL 30



ANEXO E: PURIFICACION DEL HONGO BOTRYTIS CINEREA

Identificacion de Botrytis cinerea de la fresa Aislamiento del hongo en medio PDA Purificacion del hongo en medio PDA y

MALTA




ANEXO F: CONTEO DE ESPORAS DEL HONGO AISLADO EN CAMARA DE NEUBAUER

Tubos con Botrytis cinerea

Dilucién de la suspension de esporas en 0.1 de

peptona y 0,1% de tween 80

Conteo en camara de Neubauer Botrytis

cinerea




ANEXO G: ENSAYO DE ANTAGONISMO DE LAS BAL SOBRE BOTRYTIS CINEREA

Siembra masiva de BAL

Inoculacién de solucion stock de esporas en
medio semisélido de extracto de malta

Ensayo de antagonismo dual




ANEXO H: ENSAYO DE ANTAGONISMO DUAL

Ensayo de antagonismo dual Medio Malta Ensayo de antagonismo dual agar PDA




ANEXO I: PRODUCTO COMERCIAL, BOSCALID: 3-PIRIDINCARBOXAMIDA Y PREPARACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES

Producto comercial BOSCALID: 3- | Preparacion de diluciones de 3- | Siembra del Quimico
PIRIDINCARBOXAMIDA pirdincarboxamida a diferentes concentraciones




ANEXO J: ANTAGONISMO DE CONTROL POSITIVO, BOSCALID: 3-PIRIDINCARBOXAMIDA Y BLANCO DE BOTRYTIS CINEREA

Siembra masiva del Quimico Ensayo de antagonismo dual




ANEXO K: CINETICA DE CRECIMIENTO DE BOTRYTIS CINEREA EN PDA MEDIANTE MEDICION DIARIA DE MICELIO

Dial Dia 2 Dia 3




ANEXO L: CINETICA DE CRECIMIENTO DE BOTRYTIS CINEREA EN AGAR MALTA MEDIANTE MEDICION DE MICELIO

Dia 2




ANEXO M: BANCO DE CEPAS DE BAL DE QUINUA CRIO PRESERVADAS EN GLICEROL AL 30%

BANCO DE CEPAS DE BAL DE QUINUA




ANEXO N: EXTRACCION DE SOBRENADANTES DE BAL SOBRE BOTRYTIS CINEREA

Incubacién de BAL en Shaker Incubadora Centrifugacion de BAL Filtracion de sobrenadante de BAL




ANEXO O: ANTAGONISMO DE SOBRENADANTES DE BAL SOBRE BOTRYTIS CINEREA

Inoculacion de sobrenadantes en Agar MRS | Solucion stock de esporas antagonismo sobrenadante de BAL




ANEXO P: PRUEBA IN VIVO DE FRESA CON BAL SOBRE BOTRYTIS CINEREA

QBAL 9 QBAL 10 QBAL 11 QBAL 12



QBAL 16

QBAL 15

QBAL 14

QBAL 13

QBAL 20

QBAL 19

QBAL 18

QBAL 17



QBAL 24

QBAL 23

QBAL 22

QBAL 21

QBAL 28

QBAL 27

QBAL 26

QBAL 25



QBAL 30

QBAL 29




3-piridincarboxamida Si hay control inhibitorio

3-piridincarboxamida Si hay control inhibitorio




ANEXO Q: ANALISIS DE LOS FACTORES ECOLOGICOS INTRINSECOS DE LA FRESA

Humedad pH Estructuras Bioldgicas




ANEXO R: ANALISIS DE LOS FACTORES ECOLOGICOS INTRINSECOS DE LA FRESA

Minerales totales AzUcares totales




ANEXO S: INFORME DEL ANALISIS DE LOS FACTORES ECOLOGICOS INTRINSECOS DE LA FRESA

MC-LSAIA-Z201-07

£ 1NtAp

INSTITUTO MACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION ¥ CALIDAD

LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS

| 4

-
1 Lk |
b
[ __-_f'.

Panamencana Sur Km. 1. CulugiaquaTits. 26006891-3007134. Fax 3007134 {w
Casika postal 17-01-340
INFORME DE ENSAYO No: 22-0126
**NOMBRE PETICIONARIO: Srta. Lillana Escudero Vilema “INSTITUCION: Particutar
DIRECCION: Riobamba **ATENCION: Sria. Lillana Escudaro Vilema
FECHA DE EMISION: 17142022 FECHA DE RECEPCION.: 17102002
FECHA DE ANALISIS: Del 17 de cctubee al 17 de noviembre del 2022 HORA DE RECEPCION: Bh35
ANALISIS SOLICITADO Minerales, Vitamina C, Az(cares totales

ANALISIS HUMEDAD ca® P° mg" K" Na®

METODO MO-LSAlA01.01 | MO-LSAIA-02.01.02 | MO-LSAIA-D3.01.04 | MO-LSAIA-03.01.02 | MO-LSAIA-02.01.03 | MO-LSAIA-03.01.03 “IDENTIFICACION
METODO REF.| U. FLORIDA 1570 | U. FLORIDA 1380 U. FLORIDA 1380 U. FLORIDA 1580 U. FLORIDA 1380 U. FLORIDA 1380

UNIDAD % % % % % *®

220647 88,28 0,24 0.26 021 404 0,08 Fresas Intactas

220648 88,25 0,21 0.25 013 284 0,04 fresas con Botrytis Cinerea

ANALISIS HUMEDAD Cull Fell MnQ Zn0

METODO | mossaiaoigr | MO-LSAlA0302 | MOLSAIA0302 | MOLSAIAD3.0Z | MO-LSAIAD3.02 *IDENTIFICACION
METODO REF. | U, FLORIDA 1970 | U. FLORIDA 1980 U. FLORIDA 1580 | U. FLORIDA 1880 U, FLORIDA 1980

UNIDAD T ppm ppm ppm ppm

220647 BB.28 4 142 21 13 Fresas Intactas

220648 88,25 4 123 20 B fresas con Bairytis Cinerea




MC-LSAIA-Z201-07

£ 1NSnp

INSTITUTO MACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD
LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS

Panameamcana Sur Km. 1. CuluglaguaTils. 26B0691-3007134. Fax 3007134

Casika postal 17-01-340

INFORME DE ENSAYO No: 22-0126

ANALISIS HUMEDAD VITAMINA C AZUCARES TOT.O
METODO MO-LSAlA04.04] MO-L5AlA-10 MO-LSAlA-21 *IDENTIFICACION
METODO REFJU. FLORIDA 1970] Reflectométrico DUBOIS 1956
UNIDAD % mg Vit.C/ g %
22-0647 88,28 5,28 43.13 Fresas Intactas
220848 88,25 4.67 42.12 fresas con Botrytis Cinerea

Lo ensayos marcados con 0 se reportan en base seci

OBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente

Dr. Ilvdn Samaniego, M5c.

RESPONSABLE TECNICO

Fuente: INIAP 2023

RESPONSABLES DEL INFORME

e
Quim. Verdnica Arias
ANALISTA DE LABORATORID




ANEXO T: ANALISIS DE LOS FACTORES ECOLOGICOS INTRINSECOS DE LA FRESA

Vitamina C (HPLC)

Cromatograma Fresa Intacta

Cromatograma Fresa con BOTRYTIS cinerea

Lab rame: Lab-Investigacion
Analysis date: 10V26/2022 15:42:02
Method Vitamina C

Lak name: Lab-Invastigacén
Analysis date. 10/26/2022 15:42.02
Method: Vitartina C

Integration: Pzak sens=100 0 Base zens=1000 Min area= 0.50 3t 1000 Sample= 1.000 Tang Integration: Peak esnz=100.0 Beee cens=100.0 Min sres=  0.50 Stendsrd= 1.000 Sample= 1.000 Tangents=off
Sample Musstra-1 y Estandar Sampls: Musstra-2 y Estandar
08651 0551
W= M;: Fresa Intacta ! [ [0 My Fresa  con
ir L
El Estandar: acido BOTRYTIS cinerea
7 ascorbico G M Estandar: acido
g
En [ 3 ~
4 4
i
5 - :
L  —— -G zi0
k""_ — I e 35230 em——— il !
[
al
3
7L
T
st
al
Comporert  Detalcgger Reterticn  Area Heght  Exemsl Lnis
Component  Dstaogger Retenfion  Ares Height  Esteraal Units i i aon esils) R s
vit-" 0,105 5210 1E004T 177 17,0000 159543 —
160042 2.0000

Realizado por: Escudero, Ligia; Pérez, Pablo, 2023.




ANEXO U: ANALISIS MOLECULAR DE BAL Y HONGO

Av. Dw loe Geacados 14205 ¢ Loy AMare
en Teldtorn CRIRSENL0

© ML LIS R {0
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RULC 1T MT900

informe de Resultados

Nombre del Proyecto: identficacidn mokcular de morooganismes - L Escudero
Inforese No.: A-359

Técnico Responsable: Camia Gallegos, Ing.

Fecha: 18/01/2023

Resumen de Resultados
SN '.‘,' )

if
:
i
|
§*
g‘
it

CBSAL ORMIY o (orpiewibecis pomernm | %0 | coonnes |
| 0s4) QBais Lavtiplontibonus gentosus 100 LELZIRE: |

YTy ! Lactipiotibaciiur pk 100 SRCIZAS |
S50 Qs ~ {
T pss)  apuad setpferdSocivs gentosu 10 RSN T A
' . — ‘ I |

g

|1 G0 | R | iacntonnseciiv pesorns |

] - - ——

CRNZES

m, - - - - ')
%0 | cemaeny |
W

300 | CPZISTN

Botryos fobor W0 | peitEEG0]
| W78 [fRatnes | 503 Sotryns pelorpons 5 300 | szis |
/MMM
Fraince Javier Fiores Hor, PhD,
Propictacio gen

Fuente: IDgen, 2023



espoch Direccion de Bibliotecas y
— Recursos del Aprendizaje
UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y
DOCUMENTAL

REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 17/ 04 / 2023

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: Ligia Liliana Escudero Vilema / Pablo Hernan Pérez Londo

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Quimica

Titulo a optar: Quimica/o

f. Analista de Biblioteca responsable: Ing. Rafael Inty Salto Hidalgo

’-‘_' oo, I !
TN e
0632-DBRA-UPT2023

G,
\\"’:29 ey

Al




