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Resumen

Hoy en dia, la pérdida de cultivos debido a ataques de plagas sigue siendo uno de los principales
problemas de la agricultura mundial. En Bolivia, se ha determinado que aproximadamente 70%
de la produccion agropecuaria y fruticola se ve afectada por plagas y fitopatdgenos propios de
cada region. En La Plazuela (Irupana - La Paz) regién principalmente fruticola; se ve afectada
por pérdidas anuales del 70 % de las cosechas de mango, traduciéndose en una pérdida
econémica de Bs. 4.868.650,00. Esta pérdida se debe esencialmente a la manipulacion
inadecuada, presencia de la mosca de la fruta americana y a enfermedades ocasionados por
fitopatodgenos de origen fungico. ElI empleo de microorganismos con capacidad inhibitoria de
crecimiento de fitopatdgenos fungicos es una alternativa que nace a raiz del manejo desmesurado
de agentes quimicos para el control de plagas y enfermedades en cultivos agricolas. El presente
trabajo tiene como objetivo estudiar estrategias bioguimicas para la produccion de compuestos
con actividad bioldgica inhibitoria del crecimiento de fitopatogenos que afectan a cultivos del
mango en la region de La Plazuela, Irupana La Paz.Para ello, la metodologia comprende cinco
etapas: 1) identificacion de fitopatdgenos a partir de muestras con sintomas de enfermedad
recolectados en la regién de La Plazuela - Irupana, 2) preparacion de extractos organicos de ajo,
3) optimizacion del medio de cultivo para obtener el filtrado crudo bacteriano de Bacillus
subtilis cepa YHPL-BJ y la optimizacién de las condiciones fisicas y biol6gicas del medio de
cultivo para obtener el filtrado crudo fungico de Trichoderma harzianum, cepa Bol 12 QD, 4)
Evaluacién de la actividad inhibitoria del crecimiento de los compuestos en estudio sobre los
fitopatdgenos aislados e identificados 5) ensayos de genotoxicidad y fitotoxicidad de los
compuestos con actividad bioldgica inhibitoria.Resultado: Se identificaron tres fitopatdgenos 1)
Colletotrichum sp. (Agente causal de la antracnosis), Fusarium verticillioides (agente causal de
la escoba de la bruja) y Neopestalotiopsis sp. (Agente causal de la mancha foliar). EIl porcentaje
de inhibicidén de estos fitopatdgenos fue del 100% cuando se utiliz6 extracto de ajo en vinagre de
vino tinto, filtrado bacteriano crudo de Bacillus subtilis inoculado en caldo de papa
suplementado con urea y el filtrado crudo fangico de Trichoderma harzianum cepa Bol 12QD
obtenido en condiciones de luz LED violeta Y 120 rpm. Y por Gltimo las pruebas de

genotoxicidad y fitotoxicidad realizadas con los extractos organicos de ajo, filtrado bacteriano y



el filtrado fungico no mostraron efectos genotdxico ni fitotoxicos a las concentraciones
estudiadas, obteniendo de esta manera compuestos con actividad inhibitoria de crecimiento

amigable para el medio ambiente

Palabras clave: Allium sativum, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Colletotrichum sp.,

Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis sp.
Abstract

Now days the loss of crops due to the pest attacks remains one of the main agricultural problems
around the world. In Bolivia, it has been determined that approximately 70% of agricultural and
fruit production is affected by pests and phytopathogens typical of each region. In La Plazuela
(Irupana - La Paz) a mainly fruit-producing region, is affected by annual losses of 70% of the
mango harvests, resulting in an economic loss of Bs. 4.868.650, 00. This loss is essentially due to
inadequate handling, presence of the American fruit fly and diseases caused by phytopathogens
of fungal origin. The use of microorganisms with capacity to inhibit for the growth of fungal
phytopathogens is an alternative that arises from the excessive handling of chemical agents for
pest control and diseases in agricultural crops. The present work has the objective of studying
biochemical strategies for the production of compounds with inhibitory activity against
phytopathogens that affect mango crops in the region of La Plazuela, Irupana La Paz. To full fill
these requirements the methodology included five stages: 1) identification of phytopathogens
from samples with disease symptoms collected in La Plazuela - Irupana region, 2) preparation of
organic extracts of garlic, 3) chemical optimization of culture media to obtain the bacterial crude
filtrate of Bacillus subtilis strain YHPL-BJ and the optimization of the physical and biological
conditions of the culture medium to obtain the fungal crude filtrate of Trichoderma harzianum,
strain Bol 12 QD, 4) Evaluation of the inhibitory activity of the compounds under study against
isolated and identified phytopathogens 5) genotoxicity and phytotoxicity assays of compounds
with inhibitory biological activity. Results: Three phytopathogens were identified 1)
Colletotrichum sp. (Causal agent of anthracnose), Fusarium verticillioides (causal agent of the
witch's broom) and Neopestalotiopsis sp. (causative agent of leaf spot). The percentage of
inhibition of these phytopathogens was 100% when garlic extract in red wine vinegar, crude
bacterial filtrate of Bacillus subtilis inoculated in potato broth supplemented with urea and was
used the fungal crude filtrate of Trichoderma harzianum strain Bol 12QD obtained in Violet



LED light conditions and 120 rpm. Finally, genotoxicity and phytotoxicity tests with organic
extracts of garlic, bacterial filtrate and fungal filtrate did not show genotoxic effects nor
phytotoxic effects at the concentrations studied, thus obtaining compounds with environmentally

friendly growth inhibitory activity.

Key words: Allium sativum, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Colletotrichum sp., Fusarium

verticillioides y Neopestalotiopsis sp.
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I. Introduccién

Hoy en dia la pérdida de cosechas por ataques de plagas sigue siendo uno de los principales
problemas de la agricultura mundial. En Bolivia el sector agricola y fruticola presenta el 60 %
de la incidencia de enfermedades (hongos, bacterias y virus) y plagas de importancia

econdmica en cada regién (MDRyT, 2010) generando pérdidas cuantiosas en este sector.

En el departamento de La Paz, la provincia de los Yungas y parte de la provincia Inquisivi
constituyen parte de los valles interandinos de la cordillera que se caracterizan por tener
mejores condiciones climaticas con respecto a otras regiones del departamento. Son lugares
himedos en su mayor parte cubierta por exuberante vegetacién, teniendo como principales
cultivos coca, frutas y en menor cantidad cultivos como tubérculos y maiz (IETA, 2012). Por
otra parte, esta region enfrenta riesgos derivados de la topografia del territorio en la que
predominan las pendientes, a este riesgo en la produccién se suma la presencia de plagas y
enfermedades en la produccidn agricola.

Las plantas tienden a ser atacadas por enfermedades y plagas, siendo uno de los agentes
principales la mosca de la fruta (Anastrepha fraterculus) la cual inicia el dafio cuando la
hembra ovipone en los frutos, dejando asi una puerta de entrada a microorganismos patogenos
que comienzan su accion de descomposicién, formandose alrededor una mancha decolorada;
los huevos cumplen su ciclo larvario alimentandose de la pulpa, lo cual favorece los procesos
de oxidacion y maduracion prematura de la fruta originando una pudricién del fruto que queda
inservible para el mercado desencadenando perdidas en las cosechas (J.Katerine Valderrama,
2005).

En la provincia Sud Yungas localidad Irupana - La Plazuela region fruticola, donde se cultivan
mangos, café, mandarinas, duraznos, paltas y maracuya, entre otras frutas, se ve afectada por
pérdidas anuales del 70 % en las cosechas de mango, traduciéndose en una pérdida econémica
de 4,868,650.00 Bs. Esta pérdida se debe esencialmente a la manipulacion inadecuada a la
presencia de la mosca de la fruta americana (Anastrepha fraterculus) como también a la
presencia de enfermedades por fitopatdgenos fungicos e.g. (Colletotrichum sp., Fusarium sp.,
y Pestalotia sp.) (Eduardo, 2014).

C_____________________________________________________________________
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Los métodos para el manejo de las enfermedades y plagas de los cultivos son mediante el uso
de fungicidas y plaguicidas de origen quimico los cuales traen como consecuencia
intoxicacién cronica en el hombre y problemas de contaminacion ambiental, lo cual se
manifiesta entre otros efectos nocivos en una mayor incidencia de plagas y enfermedades de
los cultivos. Si bien se conoce los dafios causados a la salud por los pesticidas, no se conoce la

magnitud exacta que éstos llegan a tener.

En el ultimo siglo el uso indiscriminado de productos quimicos como pesticidas produjo un
desequilibrio, afectando indirectamente a especies animales y en forma directa a las personas,
pero eso no se evidencid sino afios después, obligando a que sean estos pesticidas retirados del
mercado, tal es el ejemplo del DDT (FAO, 2002).

Todo esto ha conducido a la busqueda y el desarrollo de alternativas utilizando medios
bioldgicos, en este caso el uso de compuestos biolégicos obtenidos a partir de insectos,
bacterias, hongos y plantas actualmente se estd estudiando con gran profundidad cuales
deberan tener la capacidad de inhibir o controlar la presencia de hongos fitopatdgenos y/o

tener efecto disuasivo a la ovoposicidn de la mosca de la fruta.

El presente estudio tiene como proposito producir compuestos con actividad antifungica a
partir de extractos organicos de ajo, filtrado bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado fungico
de Trichoderma harzianum cepa BOL 12 QD. Para cumplir dicho proposito, se estableceran
estudios de actividad bioldgica (antibiosis), de los diferentes compuestos en estudio y, por

altimo, la evaluacion del efecto genotdxico y fitotoxico de estos compuestos bioactivos.

C_____________________________________________________________________
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Il. Antecedentes
1. Aspectos generales de Irupana y dafio econémico.

Los Yungas y parte de la provincia Inquisivi constituyen parte de los valles interandinos de la
cordillera que se caracterizan por tener mejores condiciones climaticas con respecto algunas
regiones del departamento. Son lugares himedos en su mayor parte cubiertos por exuberante
vegetacion, teniendo como principales cultivos coca, frutas y en menor cantidad cultivos como

tubérculos y maiz.

Provincia de Sud Yungas

Abarca una superficie aproximada de 10.000 km?, con una poblacién de 105.013,00 habitantes
(MDRyT, 2010), de los cuales 17.216 personas habitan en las capitales de los municipios y la
mayoria (85.103 personas) se encuentran en el resto de los municipios.

Ingresos Econdmicos: El ingreso mensual promedio de la region yunguefia es de Bs. 1.726,00,
monto que varia de acuerdo al contexto geografico, debido a que, en las capitales, el ingreso
medio mensual es de Bs. 2.307,00 monto que es mayor al promedio mensual del resto de los
municipios donde es de Bs. 1.580,00

Actualmente en la region Yunguefia de La Paz el 55 % son cultivos de coca seguida de
cultivos de naranja (10%), banana (7%), papaya (2 %) y otros (26%). Por otro lado, en la
provincia Inquisivi el 12% constituyen cultivos de chirimoya seguida de papa (17%), zapallo
(8 %) y otros (63 %) (IETA, 2012). Estas regiones enfrentan riesgos derivados de la topografia
del territorio en la que predominan las pendientes, sumado a la presencia de plagas y
enfermedades en la produccidn agricola.

En la actualidad en la region de los Yungas el 65 % agricultores encuentran en los
agroquimicos el método de control més utilizado, tales como: tamaron 50 LS (insecticida),
stermin 600 SL (insecticida), folidol M-72 (insecticida), ridomil gold 68BWD (fungicida), etc.,
quimicos que deterioran los suelos y ocasionan dafios en la salud tanto del productor (en la
aplicacion), como del consumidor por sus efectos citotoxicos, genotoxico y teratdgenico
(Eduardo, 2014).

L
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Tabla 1. Plagas que afectan los cultivos en los Yungas La Plazuela

Plaga Nombre % de | Cultivo
cientifico ataque
Mosca de la fruta Anastrepha 100 Mango, Citricos, Palto
fraterculus.
Broca Hypothenemus o1 Café, Mango
hampei
Escama blanca Aulacaspis 45 Mango, Citricos
tubercularis
Polilla Cryptoblabes 1 Mango, Tomate, Maiz
gnidiella
Ticona Helicoverpa 15 Mango, Maiz, Vainitas
gelotopoeon
Yaja Phyllocnistis ’3 Citricos, Tomate
citrella

Fuente: CICBP- 2012.

2. Problemética del mango

Uno de los cultivos de importancia es el mango (Mangifera indica L.) este fruto, que ha sido
cultivado por mas de 4 mil afios en la India, presenta diferentes formas salvajes con pequefios
frutos y largas hojas; es originario de una vasta zona que se extiende desde la India hasta
Filipinas y fue diseminado alrededor de la cintura intertropical en el siglo XVII por los
navegantes europeos. El cultivo se adaptd a las condiciones climatoldgicas, en el continente
americano a tal grado que con el paso de los afios es uno de los componentes paisajisticos mas
comunes, sin contar que nuestro continente es el segundo productor de mango. La
malformacion del mango fue registrada por vez primera en el afio de 1891 por la presidencia
de Bombay en la India. Aparentemente pasd desapercibida hasta que en 1953 se sefialé su
gravedad en todas las zonas productoras importantes de dicho pais. El primer reporte data de
1983, en el cual se sefiala su incidencia en aproximadamente un 12% de los arboles
establecidos. En 1989 la incidencia rebaso los arboles plantados, causando una reduccion en la

produccion de hasta del 60 %.
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Actualmente la poblacion de Irupana cuenta con 105.013 ha/10000 Km?del cual 60% de esta
poblacion se dedica al cultivo fruticola dando una poblacion de 63.008 ha. Suponiendo que el

20% de esta poblacion se dedica al cultivo de mango.

La produccion neta de mango es de 64.300 TM/anuales, la produccion neta comercializada es
de 19.300 TM/anuales y la perdida por mal manejo, ataque de plagas y enfermedades es de
45.000 TM/anuales.

Se ha reportado que 19.300 TM equivalen a 34.900 cajas de mango, y que cada caja tiene un
costo de 60 Bs esto nos da un total de 2.094.000,00 Bs/anuales de ganancia neta
comercializada. Pero si consideramos que 45.000 TM equivalen a 81.373 cajas y la caja cuesta
60 Bs se tiene una perdida por mal manejo, plagas y enfermedades de 4.882.380 Bs/anuales.
Dandonos un supuesto total de pérdidas del 70% de la produccion bruta de mango por mal
manejo, presencia de plagas y enfermedades, y un 30% de ganancia bruta neta comercializada
de mango.

Con estos datos las provincias del Sureste del Departamento de La Paz, solicitaron a la
UMSA, a través de la Gobernacion del Departamento, el apoyo y asistencia técnica para el
Control de Plagas que estan atacando a la produccion fruticola de la region, haciendo que los
volimenes de produccion reduzcan considerablemente y que se traducen en menores ingresos
econdémicos. Para dar respuesta a esta solicitud fue creado el Centro de Investigacion y
Control Bioldgico de plagas, mediante resolucion del Honorable Consejo Universitario No
715/2009, el cual inicio sus actividades en la gestion 2011, desde esa fecha se llevo a cabo
estudios sobre la problematica de los cultivos de mango. En ese estudio se determind la
presencia de dos plagas: la mosca de la fruta (Anastrepha fraterculus) y la antracnosis

(Colletotrichum spp.).

e La mosca de la fruta (Anastrepha fraterculus), inicia el dafio cuando la hembra
ovipone, dejando asi una puerta de entrada a microorganismos patdgenos oportunistas,
como ciertos hongos fitopatdgenos que coadyuvan en la descomposicion, formandose
alrededor una mancha decolorada; los huevos inician y terminan su ciclo larvario
dentro del fruto alimentandose de la pulpa, lo cual favorece los procesos de oxidacion

y maduracién prematura de la fruta originando una pudricion del fruto quedando

L
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inservible para el mercado (J.Katerine Valderrama, 2005). Este dafio genera
aproximadamente el 40 % de las pérdidas econémicas ya que puede llegar a ser
desapercibido durante la cosecha y la misma manipulacion, lo que puede producir
perdidas en la comercializacion. A demas el principal dafio indirecto se debe a la
restriccion impuesta por otros paises a la exportacion de fruta con riesgo de haber sido

atacado por esta plaga.

e La Antracnosis es una enfermedad fangica y su distribucion es mundial; se presenta
en todas las aéreas donde se cultiva mango, aunque su importancia varia en cada pais.
En Bolivia la enfermedad no se encuentra registrada, de acuerdo a la sintomatologia
que presenta esta enfermedad se indica la presencia de la enfermedad en los cultivos de
mango, citricos, palta entre otros productos. El agente causal es un hongo de los
géneros Colletotrichum (Gloeosporium) o Glomerella que esta presente durante todo el
ciclo de cultivo; afecta diferentes partes de la planta e incluso causa dafios post
cosecha; en floracion puede ocasionar la pérdida total de la produccion (Bailey &
Jeger, 1992). Las caracteristicas de la enfermedad es la presencia de manchas negras
necroticas (Agrios, 2005). El impacto socio econémico que tiene la enfermedad en los
cultivos es alto, existe reportes que evidencian pérdidas del 60 por ciento de la

produccion de la fruta (Orozco, y otros, 2007)

3. Agroquimicos.

Los tratamientos quimicos empleados previo a la cosecha destinados a reducir los niveles de
inoculo en el campo incluyen oxicloruro de cobre y benomilo. Las aplicaciones pre-cosecha de
benomilo estdn actualmente restringida, si la fruta esta destinada a ciertos mercados de
exportacion. Ademas, estudios realizados para determinar la incidencia de resistencia a
benomilo, thiabendazol y prochloraz utilizando un ensayo in vitro. Reportaron que el 17,7 %
fueron resistente a benomilo, de los cuales el 8,5 % fueron altamente resistentes y el 9,2 %
moderadamente resistentes (Sanders, Korsten, & Wehner, 2000). Manejo tradicional con
agroquimicos sintéticos ha ocasionado diversos problemas como la toxicidad a los productores
(Whalen, y otros, 2003), detencidn de exportaciones por residuos en producto de consumo y
dafios al medio ambiente, asi como afectacion de organismos benéficos (Anderson, y otros,
2003). Otro aspecto importante es que los microorganismos fitopatdgenos han generado
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resistencia al ingrediente activo de algunos fungicidas sintéticos (Cooke, y otros, 2003), como
respuesta a la presion de seleccién debido a las altas dosis y aplicaciones continuas,

ocasionando grandes pérdidas econdmicas.

4. Estrategias de control bioldgico.

Actualmente, el control de hongos fitopatogenos requiere de aplicar técnicas alternativas y
eficiente para el control de enfermedades es el uso de los productos naturales que pueden ser
derivados de las plantas u obtenidos a partir de cultivos microbianos. Estos productos no
afectan el medio ambiente ya que sus residuos son faciles de degradar, son potenciales de
utilizar en el control de patogenos de productos agricolas en postcosecha, y permiten la

obtencion de productos agricolas con calidad de exportacion (Wilson y otros, 1997).

El control bioldgico surgié como una alternativa al uso de fungicidas para cultivos en campos
y pos cosecha y ha comprendido el uso de cepas tales como Candida famata, Bacillus subtilis
Plal0, Meyerozyma guilliermondii, Meyerozyma caribbica, Trichoderma harzianum,
Debaryomyces hansenii, entre otras, que son eficaces en el control de las enfermedades
fangicas en plantas. Sin embargo, el uso de estos agentes biolégicos puede determinar
cambios en el ecosistema donde son aplicados y actuar como microorganismos oportunistas
ante una deficiencia nutricional en las plantas provocando deterioro en las mismas. De igual
manera, estos agentes bioldgicos podrian demostrar efectos toxicos en el medio ambiente y el
ser humano. Es asi que una alternativa al uso de estos agentes es el empleo de fermentos o
extractos de cultivos microbianos o de plantas que potencialmente presentan actividad

bioldgica inhibitoria del crecimiento de fitopatogenos.

A continuacién, se detallan antecedentes referidos al empleo de fermentos o extractos de
cultivos microbianos o de plantas que potencialmente presentan actividad bioldgica inhibitoria

del crecimiento de fitopatogenos:

e Allium sativum (Ajo).
El ajo es reconocido por sus propiedades medicinales como su accion bactericida, antiviral y
antifangica, asi como su efecto positivo como diurético, expectorante y la prevencién de
hemorroides (Artigas, 2003), ademas de ser considerado una de las 20 hortalizas principales a
nivel mundial.
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Compuestos activos

El principal elemento activo en el ajo es la alicina, que actualmente se cree que mejora la
inmunidad, previene el cancer y las enfermedades cardiovasculares, y funciona como
antibiotico. En los ultimos afos, ha habido continuas investigaciones e informes sobre los
efectos fisicos y medicinales de la alicina. De las diferentes partes de ajo, la mayor
concentracion de alicina se encuentra en el bulbo, luego las hojas, y finalmente la raiz.
Diferentes 6rganos y diferentes partes en una misma etapa de crecimiento contienen diferentes
contenidos de alicina debido a las diferencias en la actividad de aliina y aliinasa (Rabinkov, y

colaboradores, 1995).

Se encontr6 que la alicina en su forma pura exhibia: i) actividad antibacteriana contra una
amplia gama de bacterias Gram-negativas Yy Gram-positivas, incluyendo cepas
enterotoxicogénicas multiresistentes de Escherichia coli; ii) actividad antifangica,
particularmente contra Candida albicans; iii) actividad antiparasitaria, incluyendo algunos
parasitos protozoarios intestinales humanos importantes tales como Entamoeba histolytica y
Giardia lamblia; y iv) actividad antiviral (Ankri & Mirelman, 1999).

Naupari Amparo en el 2007, determind la accion antifingica de Allium sativum (ajo) y
Fluconazol sobre Candida albicans in vitro. Se mostraron concentraciones de 5, 10, 20, 40 y
80 mg/ml del extracto. Los resultados hallados evaluaron que el extracto de Allium sativum en
todas las concentraciones experimentadas afecta el crecimiento de C. albicans. La

Concentracion Minima Inhibitoria (90 %) es de 20 mg/ml, con una letalidad de 0,73.
e Bacillus subtilis.

Otro microorganismo estudiado es Bacillus subtilis, ya que se ha demostrado de forma
independiente sus potencialidades como control bioldgico de patdgenos (Hu , y colaboradores,
2008). En este sentido se conoce que entre los mecanismos a través de los cuales ocurre este
proceso se encuentran las relaciones de competencia, la produccion de antibidticos, de
enzimas y de otras sustancias como sideréforos, que permiten a estos microorganismos ejercer

su capacidad biocontroladora (Bais , y colaboradores, 2006).

L
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La accion biocontroladora de B. brevis y B. subtilis esta mediada por la produccion de
metabolitos antibi6ticos capaces de actuar sobre microorganismos de diversa etiologia, lo que
se conoce como antibiosis. Los péptidos que produce estos microorganismos y que tienen esta
accion son variados y representan un grupo no muy heterogéneo entre si de metabolitos
activos que afectan directamente a algunos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum (Bohg &
Ristow , 1986). A pesar de que la antibiosis es el mecanismo antagénico mas utilizado por los
microorganismos biocontroladores para inhibir a un fitopatdgeno, no es el Unico, de hecho, los
antagonistas no tienen un solo modo de accidén y esto les brinda una caracteristica importante
para ser usados como agentes de control bioldgico, estos incluyen la competencia por espacio
0 por nutrimentos, las interacciones directas con el patdgeno (micoparasitismo y lisis

enzimatica) y la induccién de resistencia” (Cook & Baker, 1983).

e Trichoderma.
Las especies de Trichoderma actian como hiperpardsitos competitivos que producen
metabolitos antifungicos y enzimas hidroliticas a los que se le atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion del
citoplasma y lisis celular, encontrados en los organismos con los que interactla. Las especies
del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el control de enfermedades
de plantas producidos por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y
cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos y a que no atacan a plantas

superiores (Papavizas , 1985).

Las especies de Trichoderma sp., producen enzimas extracelulares, sustancias antibioticas de
naturaleza volatil y no volatil; a su vez son fuertes antagonistas por el espacio y nutrientes
frente a otros fitopatdgenos, promoviendo el crecimiento de las plantas, induciéndoles
resistencia sistémica (Hermosa MR, 2000). Por tal razon, estas cepas han adquirido un valor
comercial importante, sus resultados efectivos durante su aplicacion y la aparicién de nuevas

tecnologias para la produccion masiva y desarrollo de productos a base de este hongo.

En estudios previos realizados en el IIFB, con el Trichoderma harzianum cepa Bol12 QD, se
evalud que este microorganismo tiene efecto biocontrolador sobre los patdgenos que afectan a
los cultivos de tomate; los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de los

fitopatdgenos varié desde 38.8 a 81.3% en A. solani y desde 16.3 a 85.5% en P. infestans.
I ——
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Considerandose al Trichoderma como agente promisorio en el control bioldgico de las
enfermedades que ocasionan estos fitopatégenos (Pufio Ramon, 2011).
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I11. Justificacion

La diversidad de pisos ecoldgicos del pais, por su variada topografia permite la produccion de
una gran variedad de especies frutales las cuales pueden ser afectadas por el ataque de plagas
como las moscas de la fruta y enfermedades fungicas como la antracnosis que ocasionan dafios

en la produccion agropecuaria de nuestro pais.

En el departamento de La Paz en la provincia Sud Yungas, se report un 70 % de pérdidas por
mala manipulacion y plagas, valorado en Bs. 4.868.650,00 estos datos son estimativos del afio
2012. Si consideramos que se comercializan un 30% de la produccién que aproximadamente
son 34.900 cajas, las pérdidas representan un valor de Bs. 1.745.000,00/afio, que genera esta

actividad econémica.

Sin embargo, la produccion fruticola esta decayendo debido al incremento de la produccion de
la hoja de coca, monocultivos y de suelos desgastados, ademas el surgimiento de plagas; por
lo que el excesivo e irracional uso de los pesticidas puede también dar lugar al resurgimiento
de las plagas y/o a la aparicion de plagas resistentes. Muchos de los pesticidas quimicos
sinteticos especialmente los antiguos han sido retirados del mercado por problemas a la salud
de acuerdo a la legislacion de seguridad. EIl uso de agroquimicos agrava el problema no solo
porque aumenta el costo de produccién sino porque también se eliminan insectos benéficos
como los insectos polinizadores, reduciendo la produccion de frutas y dejando residuos de

plaguicidas con efectos toxicos para los consumidores y productores.

El presente trabajo de investigacion tiene la finalidad de proporcionar respuestas inmediatas a
la problematica de la regién, a través de la produccion de compuestos biol6gicamente activos.
El proposito es producir metabolitos bioactivos o un extracto con actividad antifangica a partir
de extractos organicos de Allium sativum (Ajo), filtrado bacteriano de Bacillus sp., y filtrado
fangico de Trichoderma harzianum cepa BOL12QD y de esta manera contar con un producto
0 productos que no sean tdxicos y sean amigables para el medio ambiente, para poder

controlar el crecimiento de fitopatdgenos de forma natural y sin causar dafio al ecosistema.

De esta forma se evitarda el uso indiscriminado de insecticidas y el desgaste de suelos.
Asimismo, se podria prevenir la presencia de plagas en los cultivos fruticolas de la region,
reduciendo los indices de pérdida de produccién fruticola y trabajando en coordinacién con
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instituciones involucradas, productores y consumidores incrementado sus voliumenes de
produccion sin plagas y mejorando su calidad de vida.

L
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IV. Hipdtesis de investigacion.

La inhibicion del crecimiento de los fitopatogenos fungicos del mango es mayor al 60%,
cuando son utilizados los compuestos biolégicamente activos producidos a partir de extractos
organicos de ajo, filtrado bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado fangico de Trichoderma
harzianum cepa BOL 12 QD.

Hipotesis nula.

Los compuestos biolégicamente activos producidos a partir de extractos organicos de ajo,
filtrado bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado fangico de Trichoderma harzianum cepa BOL
12 QD., no presentan actividad biologica inhibitoria del crecimiento de los fitopatdgenos

fangicos del mango.

Hipotesis alternativa.

La combinacion de compuestos bioldgicamente activos producidos a partir de extractos
organicos de ajo, filtrado bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado fangico de Trichoderma
harzianum cepa BOL 12 QD., presentan actividad bioldgica inhibitoria del crecimiento de los

fitopatogenos fungicos del mango, mayor al 60%.

C_____________________________________________________________________
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V. Objetivos

1. General

Producir compuestos biolégicamente activos con actividad antifungica a partir de extractos
organicos de ajo, filtrado bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado fangico de Trichoderma
harzianum cepa BOL 12 QD.

2. Especifico
1. ldentificar a los fitopatdgenos flngicos que atacan a los cultivos de Mangifera indica

L. (mango) en la localidad de Irupana (Prov. Sud Yungas-La Paz).

2. Determinar la actividad antifungica in vitro de los extractos organicos de Allium
sativum como agente inhibidor del crecimiento de Colletotrichum sp., Fusarium

verticillioides y Neopestalotiopsis sp.

3. Optimizar las condiciones quimicas del cultivo de Bacillus subtilis. Cepa YHPL-BJ
para la produccion de compuestos biolégicamente activos, sobre el crecimiento de

Colletotrichum sp., Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis spp.

4. Optimizacion de las condiciones fisicas y biologicas del cultivo de Trichoderma
harzianum. cepa BOL 12 QD para la produccion de compuestos biolégicamente
activos, sobre el crecimiento de Colletotrichum sp., Fusarium verticillioides vy

Neopestalotiopsis spp.

5. Determinar el efecto genotoxico y fitotoxico de los filtrados fungicos (cepa BOL 12
QD), bacterianos (Cepa YHPL-BJ) y extractos de Allium sativum.

C_____________________________________________________________________
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V1. Materiales y metodologia
1. Material biolégico

e Microorganismos antagonicos

v Cepa de Trichoderma harzianum BOL 12QD, nimero de acceso en NCBI Gen Bank
KY644517proporcionando por el cepario del Instituto de Investigaciones Farmaco
Bioquimicas (IIFB), facultad de Ciencias Farmaceéuticas y Bioguimicas, Universidad

Mayor de San Andrés.

v Cepa de Bacillus subtilis YHPL-BJ, cepa aislada de hojas de platano provenientes de
La Plazuela Irupana, tipificada morfologica, fisiologica y genéticamente en el Instituto

de Investigaciones Farmaco Bioquimica.

e Colecta de muestras contaminadas con fitopatdgenos.

v Tres muestras de hojas y cinco muestras de frutos de mango (Mangifera indica L.) que
presentaban uniformidad apariencia y tamafo fueron recolectadas de cinco puntos
equidistantes al azar, durante el periodo de cosecha (octubre 2016) en la localidad de

La Plazuela — Irupana provincia Sud Yungas (regién de mayor productor manguifera).
2. Metodologia
2.1. Caracterizacion morfoldgica y molecular de las cepas de fitopatogenos fungicos.

e Identificacion morfol6gica
Las muestras de hojas y frutos de mango fueron codificadas y se procedié al lavado individual
de las mismas con agua corriente. Seguidamente se sumergieron durante 2 min en una
solucion de hipoclorito de sodio al 2,5%. Se procedio a enjuagar las muestras tres veces
utilizando agua destilada estéril. Una vez secas las muestras, se procedié a escindir una
porcion de aprox. 5 mm? de la lesion tipica de la infeccion presentada en el tejido vegetal.
Cinco porciones de tejido infectado fueron colocadas en una caja Petri con medio PDA
cloranfenicol (Anexo 1). Las cajas se rotularon y se colocaron a incubar en condiciones
asépticas a 27 +/- 1°C durante 15 dias y el crecimiento micelial fungico fue verificado cada 24
h. Se procedid a observar el crecimiento micelial de las muestras, donde transcurrido 10 dias
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de incubacion algunas muestras llenaron caja. Se tomé una muestra de aprox. 5 mm?2de cada

una de las porciones miceliales y se resembraron en cajas Petri con medio PDA cloranfenicol.

Las muestras resembradas se incubaron por 15 dias, para realizar el lavado monospdrico. A los
cultivos fungicos que presentaron esporulacion se les adicioné 2 mL de solucion fisiologica al
0.9%de NaCl. Seguidamente, se agité manualmente con movimientos circulares la caja Petri
con la solucion generando una suspension de esporas. Esta suspension se recolectd en viales
estériles, para proceder a realizar diluciones 1/10para un volumen final de 1000puL.
Seguidamente se colocaron 100 pL de la dilucion en las cajas Petri de 9 cm de didametro cada
una con 10 mL de agar-agua (Anexo 2). Las cajas Petri asi inoculadas se rotularon y se
dejaron a incubar en condiciones asépticas a 27 +/- 1°C durante 24 h. Al cabo de los cuales se
realizaron observaciones al estereomicroscopio para detectar la germinacion de las conidias.
Luego se procediod a seleccionar y tomar una conidia la cual se transfirié a una nueva caja Petri
con PDA cloranfenicol. Las cajas se rotularon y se colocaron a incubar en condiciones
asepticas a 27 +/- 1 °C durante 15 dias. Los cultivos fueron observados diariamente para
registrar: 1) Coloracién de las cepas, 2) Tipo de crecimiento micelial y 3) Aspecto del micelio.
Para la identificacion microscopica se realizo la técnica de la cinta adhesiva transparente. Esta
técnica consiste en adherir una cinta adhesiva transparente sobre la superficie del micelio de la
colonia crecida en la caja Petri con medio PDA. Una vez adherido, se coloca sobre el
portaobjeto, el cual contiene una gota de colorante vegetal (Anexo 3). Para luego observar en
el microscopio utilizando el objetivo de 40X. Seguidamente las muestras axénicas
identificadas a través de claves taxonémicas fueron repicadas por triplicado. Y por ultimo para
la identificacion molecular se realizaron lavados con solucion fisiolégica 0.9 % de NaCl de las
muestras axénicas identificadas. La suspension obtenida fue centrifugada a 8500 rpm durante

5 min, para la obtencidn del pellet y su posterior analisis.

e ldentificacion molecular.
Para la identificacion molecular se realiz6 la secuenciacion del gen ITS. Inicialmente, se
realizd la extraccion del material genético, para ello se utiliz6 1 mL de la suspension de
esporas, se centrifugd a 8500 rpm por 5 min, se realizaron tres lavados con solucion
fisiologica, se adiciono al pellet 500 pL de solucion de lisis TSE (0.5 M Tris, 0.1M NaCl, 5%
SDS) agitandose vigorosamente e incubd a 65°C por 1h; pasado el tiempo se adicionaron 50
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uL de solucion Tris (2M, pH 7) con 150 uL de 5M NaCl y se centrifugo a 10 000 rpm por 10
min. El sobrenadante fue trasvasado a un tubo eppendorf con 800 uL de etanol absoluto,
mezclandose por inversién e incubandose en hielo por 20 min, seguidamente se centrifugo a
13 000 rpm por 15 min. El sobrenadante fue eliminado y posteriormente se adiciond al pellet
100 pL de buffer de lavado (70%) etanol y se centrifugd 13 000 rpm por 30 min. Este
procedimiento se realiz6 dos veces, posteriormente se evaporé el buffer restante a 55°C h, se
resuspendio el pellet con 100 pL de agua bi-destilada y la suspension final se conservo a 4 °C.

Finalmente se realizé la cuantificacién del ADN.

A partir de las distintas muestras extraidas y purificadas de ADN se amplificaron por PCR
fragmentos de los primers ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3) e ITS4 (5 TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC 3) para identificacion de la secuencia ribosomal interna, y
que amplifican una region de 400pb aprox. Se utilizaron 20 pL de mix para la amplificacion,
(Anexo 4). Las condiciones de amplificacion del ADN por PCR fueron: Desnaturalizacién
inicial a 94 °C por 15 min, seguida de 35 ciclos de Desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
Alineamiento a 55°C por 2 min, y Elongacion de la cadena a 72°C por 2 min, y finalmente, la
Elongacién final a 72 °C por 10 min. Para cada reaccion se utilizd un control negativo
equivalente a un volumen de agua destilada estéril. Posteriormente se realiz6 la corrida
electroforética en geles de agarosa al 1.5%. Los amplicones del gen ITS fueron purificados
mediante el protocolo Applied Biosystems, se utilizaron cebadores disefiados para la PCR de
secuenciacion, la cual se realiz6 por el método de Sanger en un secuenciador 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Se analizé la similitud de las secuencias obtenidas y
busqueda de base de datos del gen ITS con el programa BLAST, utilizando el portal del NCBI
en la pagina web http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Se cre6 un fichero de texto con las secuencias
del gen ITS depositadas en el Gen Bank. Se utiliz6 el programa Bio Edit v7 (Hall, 1999; Hall,
2004) para el multiple alineamiento del gen ALS3 de C. maltosa y C. albicans con el método
Cluscal W, posteriormente se realizd el analisis filogenético con el método neighbour joining
(NJ) del programa MEGA 6.
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2.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos

organicos de ajo
e Obtencion de los extractos organicos de ajo.

Las cabezas de ajo (Allium sativum) variedad New York White, se obtuvieron del Mercado
Miraflores, ubicado en la Avenida Saavedra de la ciudad de La Paz. Para la obtencion de los
extractos organicos de ajo se procedid a obtenerlos por maceracion. Para lo cual se emplearon
60 g de bulbos de ajo (Allium sativum), que fueron maceradas con 60 mL de vinagre (vinagre
de manzana San Lorenzo, grado de acidez al 5 % procedencia Cochabamba Bolivia ¢ vinagre
de vino tinto San Lorenzo, grado de acidez al 6 % procedencia Cochabamba Bolivia 6 vinagre
de uva Toskano, grado de acidez al 4 % procedencia Santa Cruz Bolivia), la maceracion se
realizd por un lapso de 6 dias con intervalos de 24 h. tomando alicuotas de 10 mL del extracto
organico que fueron maceradas con 60 mL solvente organico consistente en vinagre. Luego se
determind la concentracién del extracto de Allium sativum por el método de pérdida por
secado (donde se tomd una alicuota del extracto y se evapor6 a sequedad bajo condiciones
controladas). Seguidamente se realizé la determinacion de la concentracion inhibitoria minima

(CIM) frente a los fitopatogenos.

e Determinacion de la concentracién minima.
Dieciocho extractos organicos de ajo fueron evaluados mediante el CIM en tubos. Una vez
determinada la concentracion éptima del extracto organico se realizo la técnica de vertido en
placa donde en cada caja Petri de 10 mL de capacidad, se colocd 1,75 mg/mL del extracto

organico de ajo en medio de cultivo PDA a pH 5.6. Posteriormente se inocul6 100 p

L de esporas de los fitopatogenos aislados a una concentracion de 1x10° esp./mL en pozos de
6 mm de diametro situado al centro de las cajas Petri, para evaluar la actividad inhibitoria de
crecimiento, utilizando como control positivo los fungicidas quimicos Antracol (ingrediente
activo Propineb), Ram Caf (ingrediente activo oxicloruro de cobre) y Coctel quimico
[DELTAMETRINA (insecticida de amplio espectro), Kocide-101 (fungicida), WUXAL
(fertilizante especial NPR), Agral (mojante y dispersante tenso activo); relacion 0,6:5:2,3:2,3
puL/mL respectivamente] a una concentracion de 100 mg/mL cada uno y un control negativo

de solo medio PDA con 100 pL de esporas de los fitopatdgenos aislados a una concentracion
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de 1x10° esp/mL en el pozo. Seguidamente se incubaron las cajas Petri a 28 +/- 1°C durante
15 dias.

La determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento se evalué la medicion del
crecimiento del frente hifal realizando las mediciones en las 8 direcciones cardinales con la
ayuda de una regla milimetrada desde el borde del inocul6 a la punta del micelio. La
determinaciéon de la actividad inhibitoria se realiza mediante el calculo del porcentaje de
inhibicion del 100 %.

e Determinacion de los compuestos bioldgicamente activos de los extractos

organicos de ajo.

Los extractos organicos de ajo en vinagre de manzana, vinagre de vino tinto y vinagre de uva
que presentaron mayor porcentaje de inhibicion fueron evaluados a través de cromatografia en
capa fina. La siembra de las muestras se realiz6 en placas de 10 x 5 x 0.20 mm de gel de silice,

la fase movil usada fue de acido acético: agua: butanol (6:2:2).

2.3. Determinacion de la actividad biologica inhibitoria de los filtrados de cultivos de
Bacillus subtilis cepa YHPL-BJ.

e Establecimiento de cultivos en Bach en medio PDA de Bacillus subtilis cepa YHPL
-BJ.

Se activo la cepa de Bacillus subtilis en medio PDA (Anexo 5) se incub6 a 28+/- 1°Cpor 3
dias. Transcurrido el tiempo de incubacion de las cepas, éstas fueron inoculadas en 50 mL del
medio de cultivo liquido modificado Luria Bertani, (Anexo 6). Para esto fue usada un asa
bacterioldgica con la cual se procedi6 a realizar un raspado de la biopelicula producida por la
bacteria en la caja de Petri con medio de cultivo PDA. Posteriormente se incubd durante 24
horas a 30°C y 100 rpm utilizando un agitador orbital. Transcurrido este tiempo se procedio6 a
inocular 500uL del cultivo bacteriano por cada 500 mL de caldo papa dextrosa (Anexo 7).
Seguidamente se procedié a tomar una muestra de 12 mL cada 12 horas. Se tomaron 2 mL de
la muestra para evaluar la cinética de crecimiento de la bacteria, mediante la medicién de la
densidad optica (DO) a 540 nm de longitud de onda y 10 mL fueron utilizados para evaluar la

actividad inhibitoria, para lo cual se trabajo con el sobrenadante de los filtrados bacterianos,

C_____________________________________________________________________
INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICA Pagina 19



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DECIMA VERSION | 2018

obtenidos por centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y filtracion a través de un
filtro de nitrocelulosa de 0.22 um. El filtrado obtenido se almacend en viales de ambar y se

mantuvo a una temperatura de 4 °C hasta su utilizacion en la determinacion del CIM.

e Establecimiento de cultivos en Bach en medio de cultivo PDA modificado de
Bacillus subtilis cepa YHPL -BJ.

Se realiz6 modificaciones al medio PDA mediante la adicion separada de dos fuentes de

nitrégeno. Esta adicion se ajust6 de acuerdo a la relacion C: N (100:5) para bacterias aerobias.

Se emplearon tres matraces de 500 mL para cada fuente de nitrégeno. Cada matraz contenia
200 mL de medio PDA modificado con la adicion separada de dos fuentes de nitrogeno: 1)
Cloruro de amonio y 2) Urea. Seguidamente se inocularon 100 pL de Bacillus subtilis a la
concentracion de 0.5 Mac Farland por cada 100 mL de medio de cultivo. Posteriormente se
incub6 a 30 °C y 100 rpm utilizando un agitador orbital. Seguidamente se procedié a tomar
una muestra de 12 mL cada 12 horas. Se tomaron 2 mL de la muestra para evaluar la cinética
de crecimiento de la bacteria, mediante la medicién de la densidad éptica (DO) a 540 nm de
longitud de onda y 10 mL fueron utilizados para evaluar la actividad inhibitoria, utilizando el
sobrenadante de los filtrados bacterianos, obtenidos por centrifugacion a 4000 rpm durante 15
minutos a 4 ° C vy filtrados a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.22 pum. El filtrado
obtenido se almacend en viales de ambar y se mantuvo a una temperatura de 4 °C hasta su

utilizacion en la determinacion del CIM.

e Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CIM).
Una vez determinada la concentracion optima del filtrado bacteriano se realizo la técnica de
vertido en placa donde en cada caja Petri de 10 mL de capacidad, se coloc6 300 uL del filtrado
y 9.7 mL de medio PDA a pH 5.6.Posteriormente se inocularon 100 pL de esporas de los
fitopatogenos aislados a una concentracion de 1x10° esp/mL en pozos de 6 mm de diametro
situado al centro de las cajas Petri, para evaluar la actividad inhibitoria de crecimiento,
utilizando como control positivo los fungicidas quimicos Antracol (ingrediente activo
Propineb), Ram Caf (ingrediente activo oxicloruro de cobre) y Coctel
quimico[DELTAMETRINA (insecticida de amplio espectro), Kocide-101 (fungicida),
WUXAL (fertilizante especial NPR), Agral (mojante y dispersante tenso activo); relacion
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0,6:5:2,3:2,3 uL/mL respectivamente] a una concentracion de 100 mg/mL cada uno y un
control negativo de solo medio PDA con 100 uL de esporas de los fitopatdgenos aislados a
una concentracion de 1x10° esp/mL en el pozo. Seguidamente se incubaron las cajas Petri a 28
+/- 1°C durante 15 dias.

La determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento se determindé mediante la
medicion del crecimiento del frente hifal realizando las mediciones en las 8 direcciones
cardinales con la ayuda de una regla milimetrada desde el borde del indculo a la punta del
micelio. La determinacion de la actividad inhibitoria se realiza mediante el calculo del

porcentaje de inhibicion del 100 %.

2.4. Determinacion de la actividad biolédgica inhibitoria los filtrados de los cultivos de

Trichoderma harzianum cepa BOL 12QD.

e Establecimiento de cultivos en Batch en medio PDA de Trichoderma harzianum
cepa BOL 12QD.

La cepa liofilizada de Trichoderma harzianum cepa BOL 12 QD fue reconstituida con 2 mL

de solucion fisiolégica al 0.9 % NaCl, posteriormente se toma una parte del cultivo

reconstituido y con un asa se inocul6 en cajas Petri con medio PDA y cloranfenicol, dejando

incubar a 25°C hasta el desarrollo de la colonia.

Se establecid un disefio experimental consistente en tres variables y sus niveles: agitacion (120
rpm Yy sin agitacion), luz (luz LED violeta y luz blanca) y co-cultivo (Adicion de esporas de
Colletotrichum sp. y Fusarium verticillioides). Para esta fermentacion se utilizaron doce
matraces Erlenmeyer con capacidad de 500 mL, teniendo un volumen efectivo de 200 mL por
cada Erlenmeyer. La concentracion de Trichoderma harzianum fue de 1x10° esp/mL,
concentracion que fue ajustada mediante el recuento de esporas. Se inoculd 100 pL de esta
concentracion por cada 100 mL de caldo papa dextrosa. El experimento fue llevado a cabo en
cuatro ensayos: 1) tres matraces inoculados se incubaron a 28 +/- 1 °C sin agitacion 2) tres
matraces inoculados se incubaron a 28 +/- 1 °C sin agitacion en una cdmara con luz LED
violeta (intensidad luminosa = 250 a 300 mcd; longitud de onda 420 nm), 3) tres matraces
inoculados se incubaron a 30 °C a 120 rpm y 4) tres matraces se incubaron a 30 °C a 120 rpm

en una cdmara con luz LED violeta (intensidad luminosa = 250 a 300 mcd; longitud de onda
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420 nm). Se incubd por 14 dias, para luego realizar la extraccion de los compuestos con
actividad biocontroladora. Una vez concluida la incubacion se centrifugé por 20 minutos a 4
°C y 5000 rpm, para luego filtrar el sobrenadante de T. harzianum BOL 12 QD, con filtro de
nitrocelulosa de 0.45 um. El filtrado obtenido se almacend en viales de ambar y se mantuvo a

una temperatura de 4 °C hasta su utilizacion en la determinacion de la CIM.

e Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM) de los filtrados
fangicos.

De las muestras filtradas y guardadas se realizaron diluciones para evaluar CIM y de esta
manera determinar cual es la concentracion 6ptima para inhibir a los fitopatdgenos en estudio.
Una vez determinada la concentracién optima del filtrado fangico se realiz6 la técnica de
vertido en placa donde en cada caja Petri de 10 mL de capacidad, se coloco 2 mL del filtrado y
8 mL de medio PDA a pH 5,6. Posteriormente se inoculo 100 puL de esporas de los
fitopatdgenos aislados a una concentracion de 1x10° esp/mL en pozos de 6 mm de diametro
situado al centro de las cajas Petri, para evaluar el porcentaje de inhibicion de crecimiento.

Seguidamente se incubaron las cajas Petri a 28 +/- 1°C durante 15 dias.

La determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento fungico fue evaluada mediante el

calculo del porcentaje de inhibicion.

2.5. Determinacion de la actividad fitotoxica y genotoxica.

e Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga Lactuca sativa L.
Se procedi6 a realizar el ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga para la evaluacién
fitotoxica de los extractos organicos de ajo, los filtrados bacterianos y los filtrados fungicos.
En este sentido, se prepararon 45 cajas de Petri con papel filtro. El ensayo se lo realizado por
triplicado, para el extracto organico de ajo se empled 1,75 mg/mL del extracto, para los
filtrados bacterianos se utilizé 31 uL/mL y para el filtrado fangico se utilizé 250 uL/mL. El
volumen empleado para cada caja de Petri fue de 2 mL de cada una de las muestras en estudio.
Como control positivo se empled agua destilada. Seguidamente se colocaron 5 semillas de
lechuga (Lactuca sativa) en las placas Petri con una pinza, teniendo cuidado de que estuvieran

bien separadas entre si para permitir la elongacion de las radiculas. Las placas fueron tapadas

C_____________________________________________________________________
INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICA Pagina 22



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DECIMA VERSION | 2018

y se colocaron en la cAmara oscura cubriéndolas de la luz inmediatamente. Se dejaron en

incubacion durante 72 horas a una temperatura de 22 +/- 2 °C.

e Ensayo de Ames.

Se empled el protocolo clasico de incorporacion en placa descrito por Maron y Ames, 1983.
Se trabajaron con las cepas de Salmonella typhimurium TA 98 y TA 100 conservadas a -80
°C. Primeramente se realizo el requerimiento de histidina y biotina (his-); para esta técnica se
empleé el medio minimo Vogel Bonner con glucosa, suplementado con biotina para la
siembra de las cepas por la técnica de agotamiento. Luego se procedio a la mutacién rfa, para
esto se mezclé 0,1 mL de cultivo saturado de la cepa TA 98 6 TA 100 con 2 mL de agar
blando atemperado a 47 °C, seguidamente se vertié sobre una placa de Luria Broth (LB), en el
centro de la placa se coloco papel filtro de un didmetro de 5 mm con 10 pL de la solucién
cristal violeta al 0,1 %, la presencia de un halo de inhibicién indica la existencia de la
mutacion. En un vial estéril se afiadié 0,1 mL del extracto organico de ajo a una concentracion
de 1,75 mg/mL del extracto, para los filtrados bacterianos se utiliz la concentracion de 31
uL/mL y para el filtrado fungico se utiliz la concentracion de 250 pL/mL. Luego se afiadio
0,1 mL del cultivo saturado fresco de las cepas TA 98 y TA 100. Por ultimo, se afiadi6 0,5 mL
de tampén fosfato a pH 7,3 se homogenizo y afiadié 2 mL de agar blando previamente
suplementado con la solucién de trazas de biotina/histidina 0,5 mM. Se incub6 a 37° C por 48
h.

Calculo del indice de mutagenicidad:

_ N°® colonias revertantes inducidas

M

N° colonias revertantes espontaneas

3. Determinacioén analitica.

e Recuento de esporas fungicas.
Para el recuento de esporas fungicas se adicionaron 2 mL de solucion fisioldgica al 0.9 % de
NaCl a los cultivos fungicos evaluados. Luego se procedié a homogenizar mediante
movimientos circulares para suspender las esporas y con la ayuda de una micropipeta se

recolectd la suspension de esporas en tubos roscas. De la suspension se tomé 10 pL para
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cargar la camara de Neubawer. Se realizo el recuento en el cuadrante central que tiene 25
cuadrados pequefios subdivididos en 16 partes, de los cuales se usan para el recuento los
cuatro laterales y uno central. El enfoque se realiza primero con el objetivo 10X y luego con el
40X se hace el recuento de las esporas. Se suman el N° de esporas de los 5 cuadrantes, en
ambos hemiprismas, se saca el promedio y se multiplica por el factor de dilucion que es de
50000

24
7 CF ESPOras 50000

5 cuadrantes

e Cinética de crecimiento fungico.
Para medir la cinética (velocidad) de crecimiento se utilizé un sacabocados estéril de 6mm de
didmetro con el cual se realizaron pozos en el centro de la placa Petri con medio PDA.
Seguidamente se inoculd 1x10° esp/mL de las cepas fungicas en estudio. Se incubaron las
placas Petri a 28 +/- 1 °C hasta que el micelio alcanzo el borde de la caja Petri (19 cm de
diametro). El crecimiento del frente hifal se midié cada 24 h con una regla milimetrada por el

reverso de la placa Petri desde el borde del indculo hasta la punta del micelio.

e Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).
Para la evaluacion del DQO del medio caldo papa se utiliz6 el método de flujo cerrado, como
se detalla en la tabla 2 de acuerdo a la norma internacional ISO 6060: 1989.Water Quality

Determination of the chemical oxygen demand.

Tabla 2: Muestra y cantidad de reactivos para la digestion.

RECIPIENTE DE ;Emm SOLUCION DE w LE
DIGESTION MUBSTRAS DIGESTION SULFORICO
(16*150mm) (ml) (ml) yary
Blanoo no digerido
2. . 5
(H20d) 5 1.5 3.
m digerido | , ¢ 15 35
Muesra 25 1.5 3.5
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Después de adicionar los reactivos, se mezcld los tubos con la ayuda del vortex, la digestion
de las muestras se realiz6 por 2 h a 150°C en el termoblock exceptuando el blanco no digerido.
Luego se removid del digestor los tubos y se dejo enfriar a temperatura ambiente. La titulacion
se realiz6 con el standard de sulfato ferroso amonio (solucién FAS) en constante agitacion. Se
uso2 gotas de ferroina como indicador. La solucion vird de azul verdoso a café rojizo.
Calculos:

(A—B)+*M=8000
mL muestra

COD(mg02/L) =

Donde:

A= mL FAS usado para el blanco digerido

B= mL FAS usado para la muestra

M= molaridad del FAS

8000= peso en miliequivalentes de oxigeno*1000mL/L

_ 0.1 * mL Cr207
~ mLFAS (BND)

Donde:

0.1= molaridad de la solucion estandar del Cr207

mL Cr207=1.5mL

mL FAS (BND)= mL FAS usado para el blanco no digerido

e Determinacion de Kjeldahl
La determinacion de nitrégeno se realizd mediante Kjeldahl este método consta de tres etapas:

digestion, destilacion y titulacion.

Para realizar la digestion se trabajo en tubos para Kjeldahl en el cual se pesé 1.5 mL de las
muestras liquidas en estudio a esta solucion se le afiadié dos catalizadores sulfato cuprico
pentahidratado 0.1 gramos y sulfato de potasio 0.9 gramos, por ultimo, se afiadié 3 mL de
acido sulfarico concentrado. Se dejé incubar en el termoblock a 400 °C por 2 horas. Para
llevar a cabo la destilacion se adicion6 10 mL de agua destilada a los tubos donde se llevo a
cabo la destilacion, seguidamente se ajusté el tubo sobre el soporte del equipo Kjeldahl. Luego

en un matraz de 200 ml de capacidad, se colocd 25 mL de &cido borico al 4% y 15 gotas de
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indicador para Kjeldahl (naranja y rojo de metilo), se colocé el matraz sobre el platillo del
equipo, asegurandose que la manguera esta sumergida en el matraz. Paso seguido con el
dispensador se afiadié 10 mL de hidréxido de sodio al 40 %, luego se prendio el equipo a una
potencia de 20 para comenzar la destilacién. Una vez que se obtenga un volumen de 100 mL
en el matraz se procedio a realizar la titulacion a punto final, se empled HCl al 0.1 N, el pH al
cual se llego fue de 3.5, con el volumen gastado se procedio a realizar los calculos. Donde por

cada equivalente de HCI es igual a un equivalente de nitrégeno.

e Determinacion de la actividad bioldgica inhibitoria.
La determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento de fitopatdgenos fungicos se
realizd por visualizacion de crecimiento del frente hifal, realizando las mediciones en las ocho
orientaciones cardinales, con ayuda de una regla milimetrada desde el borde del inoculo a la
punta del micelio. La medicion de la actividad inhibitoria se realiza mediante el calculo del

porcentaje de inhibicion:

(DCC-DCT)
DCC

% inhibicion = *100

DCC: Crecimiento hifal del testigo

DCT: Crecimiento hifal del tratamiento
e Determinacién de la actividad enzimatica.

o Actividad Celulolitica.
La actividad celulolitica se midi6 para evaluar el comportamiento enzimatico de los filtrados
crudos bacterianos y fangicos por la técnica de DNS segin Miller (1959), consiste en un tubo
blanco, tubo control, tubo test. EI tubo blanco contiene sustrato 450 uL, agua 50 pL. El tubo
control 450 pL de sustrato CMC, el tubo test contiene 50 pL de la muestra de cultivo
previamente filtrada con filtros de celulosa de 0.22 pum, 450 uL de sustrato CMC. Los tubos
fueron incubados a 50 °C por 60 min, luego los tubos se colocaron directamente en hielo para
detener la reaccién, después se afiadio a cada tubo segun el orden siguiente: al tubo blanco se
afiadié la solucién de DNS 750 pL, al tubo control muestra del sobrenadante del cultivo 50

uL, soluciéon de DNS 750 pL, al tubo test solucion de DNS 750 pL, se incubaron los tubos a
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90 °C por 5 min se dejo enfriando a temperatura ambiente. Se leyd al espectrofotometro a una

longitud de 540 nm.

o Actividad proteolitica.
La actividad proteasa se midié para evaluar el comportamiento enzimatico de los filtrados
crudos bacterianos y fungicos por el método de la Azocaseina (Manoj , Indira , & Donald ,
1988). A 1 mL de la muestra previamente filtrada (enzima) se afiadié 1 mL al 0.5% (p/v) de
azocaseina (sustrato) en buffer tris-HCI (200 mM pH 7.4). Esta preparacion se realizo para
evaluar la reaccion enzima sustrato durante 60 min a 30 °C. Transcurrido el tiempo de
incubacion se detuvo la reaccion adicionando 2 mL al 10% (p/v) de &cido tricloroacético para
posteriormente ser centrifugado a 10000 rpm por 10 min. Se tomo el sobrenadante y se leyo al

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 380 nm.
Disefio experimental

Se trabajo con compuestos con actividad antifingica a partir de extractos organicos de ajo,
filtrado bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado fangico de Trichoderma harzianum cepa BOL
12 QD, enfrentados a Colletotrichum sp., Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis spp.
Las cepas se obtuvieron del Laboratorio de Biotecnologia fungica. Los resultados fueron
analisados con ANOVA unifactorial para los extractos organicos de ajo en vinagre Y filtrado
crudo bacteriano de Bacillus subtilis y para el andlisis estadistico del filtrado crudo fungico se

empleo una regresion multiple. EI nimero de repeticiones por experimento fue por triplicado.
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VII. Resultado y discusion

1.1dentificacion de los fitopatdégenos fungicos que afectan a los cultivos de Mangifera

indica L.(mango) en la localidad de Irupana.

De las muestras de mango con sintomas de enfermedad recolectadas de la localidad de La
Plazuela Irupana, se aisld tres fitopatogenos. La identificacion se realizé a través de claves
taxondmicas mediante observaciones macroscépicas, microscopicas y por ultimo se realizé la

identificacién molecular de los microorganismos aislados.

A continuacidn, se describe la identificacion taxondmica de los tres microorganismos aislados

e identificados.
e Identificacion de Colletotrichum sp. (Causante de la enfermedad Antracnosis).

Para la identificacion del Colletotrichum las caracteristicas macroscopicas de los aislamientos
(figura 1). De acuerdo a las observaciones realizadas durante un periodo de 15 dias de
incubacion. EI micelio de los hongos aislados inicialmente de color blanco, se tornd color
salmén o rosado al tiempo de la esporulacién. El crecimiento del microorganismo fue de
forma radial, presentando un aspecto micelial predominante algodonoso, presencia de micelio
aéreoque al aglomerarse genera una masa micelial oscura y compacta por su esporulacion
rapida, El color de las colonias fue caracteristico del Colletotrichum (Adaskaveg & Hartin,
1997). Trabajos realizados indican que las caracteristicas que se presentan en aislamientos de
C. acutatum y C. gloeosporioides presentaban tonalidades salmon y grisaceas de acuerdo a la
descripcion realizada por Simmonds 1965 para C. acutatum y por Arx 1957, 1981; Morgue,
1971; Sutton 1980, Baxter 1983. Sin embargo, la morfologia de la colonia del Colletotrichum
varia entre y dentro de las especies, ademas esté sujeto a variaciones por caracteristicas como
el medio, el sustrato y los cambios de temperatura entre otros (Adaskaveg & Hartin, 1997;
Freeman, Katan, & Shabi, 1998).
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Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de Colletotrichum sp.,
Crecimiento radial: Aspecto micelial algodonoso con micelio aéreo

aglomerado oscuro y compacto de color rosa salmén.

En la identificacion microscopica se observo las conidias de los aislados de Colletotrichum
sp., los cuales son cilindricos con extremos redondeados y el tamafio vario de 16 a 18 um de
largo y 3 a 4 um de ancho como se muestra en la figura 2. En la mayoria de las formas
conidiales que se presentaron durante la caracterizacion de los aislamientos se aprecia
vacuolas de gran tamafo. La variacion en la forma de las conidias entre aislamientos de
Colletotrichum, por el método tradicional de clasificacion y en términos generales se ha
descrito que las conidias de C. gloeosporioides, son de forma cilindrica y las de C. acutatum
son fusiformes respectivamente. Muchos autores indican una gran variacion en la forma de la
espora; Landener y colaboradores (1999) menciona que las conidias de C. acutatum pueden
ser cilindricas con uno o ambos lados agudos o con un extremo terminado en punta (Lardener
y otros, 1999).
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Figura 2. Identificacion microscépica de los conidios de Colletotrichum sp.,
tincién realizada con colorante vegetal. Se puede observar la presencia de

conidios cilindricos con bordes redondos y presencia de vacuolas.

» ldentificacion de Fusarium sp. (Causante de la enfermedad Escoba de bruja)

Para la identificacion del Fusarium se observO las caracteristicas macroscopicas de los
aislamientos (Figura 3). De acuerdo a las observaciones realizadas durante un periodo de 15
dias de incubacion, el aspecto micelial predominante fue disperso como un fieltro con una
zona central de funiculos, de color blanquecino y con el tiempo la presencia de conidios
produce un pigmento color amarillento palido. El color de las colonias fue caracteristico del
Fusarium y de acuerdo a la descripcién realizada por Guzman (1977), el cual describe la
presencia de colonias blanquecinas que producen un pigmento color vino que gradualmente
difunde en el medio.

.
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Figura 3. Caracteristicas macroscopicas de Fusarium sp.
Crecimiento radial: aspecto micelial blanquecino
disperso como un fieltro con una zona central de

funiculos.

En la identificacion microscopica se observo los microconidios formando cadenas largas,
ovales con una base aplanada en su mayoria, algunos presentaron un septo, el tamafio fue de
15a 18 um de largo y 3 a 4 um de ancho (Figura 4). Se puede apreciar que en la mayoria de
los aislamientos se presentdé al menos dos tipos de forma conidial, observandose

macroconidios y microconidios.

Figura 4. Caracteristicas microscdpicas de Fusarium. Se
observa macroconidios curvados, pluriseptados, con una

célula apical mas o menos puntiaguda.

.
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> ldentificacion de la Pestalotia sp. (Causante de la enfermedad Mancha foliar).

Para la identificacion de la Pestalotia las caracteristicas macroscopicas de los aislamientos
(Figura 5). De acuerdo a las observaciones realizadas durante el periodo de 15 dias de
incubacidn, el desarrollo micelial predominante fue disperso blanquecino con la presencia de
conidioforos negros de aspecto gomoso que a los 15 dias cubrian la mayor parte de las cajas
de petri. Trabajos realizados en Arabia Saudita, reportan la identificacion como fitopatégeno
del mango a Pestalotiopsis mangiferae (Mordue , 1980), las caracteristicas de crecimiento en
medio PDA fue la presencia de colonias blancas y luego de 10 a 12 dias de incubacion las
colonias se tornan de color gris. Pestalotiopsis mangiferae fue consistentemente detectado en
todos los cultivos de mango. Segun un trabajo realizado por Jeewon y colaboradores (2004),
en el género Pestalotiopsis ha existido una sobre estimacion de especies, ya que se ha
detectado en la descripcion de nuevas especies una alta especificidad en la relacion
hospedante patdgeno. EIl mismo autor plantea que se podria dar el caso que una especie de

Pestalotiopsis afecte a mas de un hospedante.

Figura 5. Caracteristicas macroscOpicas de Pestalotiopsis sp.,
Crecimiento radial: aspecto micelial ralo con la presencia de
conidiéforo de color negro de aspecto gomoso.

En la identificacion microscépica se observd alargados y multiseptados, en su mayoria
presentan de 3 — 5 tabiques con la célula central de color marrén y los extremos hialinos,
teniendo las apicales dos 0 mas apéndices, como se observa en la figura 6. Los tamarfios de los
conidios van de 28 a 33 um de largo y de 5 a 8 um de ancho.
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Figura 6. Identificacion  microscopica  de
Pestalotiopsis sp. Se observa esporas con 2 a 3

tabiques, con la célula central de color marrén con

extremos hialinos.

Dada la complejidad en la identificacion de las especies de Fusarium y Pestalotia se utilizaron
criterios de caracterizacion tanto morfol6gicos como moleculares para tal fin, los cuales

resultan complementarios.

Luego de la extraccién, purificacion, amplificacion y secuenciacion de la regién ITS
comprendida entre los ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3) e ITS4 (5 TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC 3). Las secuencias obtenidas fueron analizadas en el BLAST
(NCBI National Center for Biotechnology Information). El analisis de secuenciacién del
fragmento del gen ITS de Fusarium cepa Bol 15 YFMM presentd una homologia del 99 % (E-
valué: 0,00E+00) fue identificada como Fusarium verticillioides. En el caso de la cepa Bol 15
YHMM Pestalotia presentd una homologia del 100 % (E-valué: 3,00E-123) fue identificada
como Neopestalotiopsis sp. El andlisis filogenético mediante el método neighbour-Joining del
gen ITS presentd una mayor distancia filogenética de Neopestalotiopsis spp., en relacion a
Fusarium solani, lo cual indicaria que la secuencia presentaria mas variaciones de este gen

(anexo 8).

L
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De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo identificar a Fusarium verticillioides como
fitopatdgeno del mango, este microorganismo es el agente causal del dafio producido a nivel
de los tallo y pudricion de la mazorca en el maiz en las zonas de produccion en todo el mundo
(Leslie & Summerell , 2006). Aunque F. verticillioides es sobre todo un patégeno del maiz, a
menudo se ha asociado con otras enfermedades de los cereales, pero estas asociaciones todavia
no se han verificado debido a la confusion taxondmica con otras especies de Fusarium.
Ademas, estudios realizados en la identificacion de las especies de Fusarium aisladas en
asociacion con malformacion del mango en Australia, las especies de Fusarium aisladas de
tejidos de mango con sintomas de malformacion tipicos, putativos o sospechosos en Australia
(NT, WA o QLD) entre 2007 y 2012 fueron aislados e identificados como F. anthophilum, F.
fujikuroi, F. incarnatum, F. mangiferae, F.oxysporum, F. parvisorum, F. proliferatum, F.

pseudocircinatum, F. scirpi, F. solani, F. verticillioides, y tres especies no descritas.

De Neopestalotiopsis spp., no se encontrd reportes sobre este microorganismo como agente
causal de enfermedad en los cultivos de mango. Sin embargo, las especies de Pestalotiopsis
son fitopatogenos comunes que causan una variedad de enfermedades, incluyendo lesiones de
chancro, decapitacion de los brotes, manchas foliares, picadura de la aguja, picadura de la
punta, tizon gris, clorosis severa, putrefaccion de frutas y diversas enfermedades pos-cosecha
(Crous , Summerell , & Swart, 2011; Zhang , Maharachchikumbura , & Wei, 2012). Las
especies de Pestalotiopsis también reducen la produccién y causan pérdidas economicas en la
manzana, el arandano, el coco, la castafia, el jengibre, la vid, la guayaba, la avellana, el
mango, la orquidea, el melocoton, el rambutan, el té y la manzana debido a la enfermedad
(Ismail , Cirvilleri , & Polizzi , 2013; Ren, Li, & Qi , 2013).

2. Concentracion inhibitoria minima de los extractos de ajo frente a fitopatogenos

del mango.

Es sabido que las plantas sintetizan una variedad de compuestos bioactivos en tejidos
vegetales como metabolitos secundarios que tienen actividad antifingica para detener o inhibir
el desarrollo de crecimiento de micelios, la inhibicién de la germinacion o reducir la
esporulacion de patégenos fungicos. El proceso de extraccion de metabolitos secundarios a
partir de extractos de plantas es variable, puede realizarse utilizando diferentes disolventes,
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dependiendo de su polaridad. Se considera que estos compuestos obtenidos a partir de plantas
son biodegradables y seguros para su uso como una alternativa para el control de
enfermedades en un sistema de produccién tradicional (Wilson , Solar , EI Ghaouth , &
Wisniewski , 1997; Hernandez, Bautista, & Velazquez del valle, 2007; Bautista, Barrera,
Bravo, & Bermudez, 2002).

El ajo (Allium sativum) es una de las plantas medicinales més antiguas utilizadas por
diferentes culturas. Informes del ajo se remontan al siglo XVI AC, en el papiro Ebers de
Egipto, donde se reporta mas de 20 alimentos afectados por fitopatdgenos los cuales fueron
remediados eficazmente por los extractos crudo de ajo (Block, 1985). La medicina natural
actual recomienda utilizar el ajo para tratar las parasitosis y otras enfermedades intestinales.
Muchos estudios de laboratorio han confirmado las propiedades antibacterianas, antimicéticas,
antivirales, inmuno estimulantes y antioxidantes del ajo (Imai, Ide, Nagae, Moriguchi,
Matsuura, & Itakura, 1994). El dafio de un bulbo de ajo por trituracion o corte induce la
liberacion de la enzima vacuolar aliinasa, por intermedio de la catalisis de la enzima aliinasa
sufre una conversion de la aliina en alicina (Lanzotti, 2006). Se sabe desde hace mucho tiempo
que el proceso de extraccion aumenta la potencia, la biodisponibilidad de diversas hierbas
crudas y elimina caracteristicas indeseables y toxicas. En algunas civilizaciones los bulbos de
ajo fueron empaquetados en varios disolventes, como el alcohol, el vino, la leche y el vinagre,
con la finalidad de extraer varios ingredientes bioactivos libres de compuestos irritantes,

acidos y oxidantes en el ajo crudo (Amagase & Milner, 1993).

Es por eso que para determinar la actividad antifingica in vitro de los extractos de Allium
sativum se trabajo con vinagre como solvente para el proceso de maceracion. Se empleé el
vinagre porque tiene propiedades conservantes en los alimentos a nivel de la industria
alimenticia. Esto quiere decir que en un medio ligeramente &cido las moléculas estaran no
disociadas y sin carga, por lo que podré atravesar sin demasiados problemas la membrana
celular de muchos hongos. En el citoplasma el pH es de 7,5, por lo que el vinagre se disociara
y haréa que baje el pH del medio intracelular. Si baja el pH las enzimas dejan de funcionar y la
celula se muere. Por eso el vinagre es un conservante tan eficiente (Mulet , 2011). Esta es una
de las razones por las cuales se trabajo con diferentes tipos de vinagre: vinagre de manzana,
vinagre de vino tinto y vinagre de uva para el proceso de maceracion. Otra variable de estudio
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fue el tiempo de maceracion Optima en el cual se pueda extraer la mayor cantidad de

compuestos bioactivos que presentan actividad antiflngica.
2.1. Actividad antifungica frente a Neopestalotiopsis spp.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el CIM se realizé la técnica de dilucién en placa para
evaluar el porcentaje de inhibicion de Neopestalotiopsis spp., empleando los diferentes
extractos de ajo en vinagre a diferentes tiempos de maceracion. La concentracion del extracto
fue de 1.4 mg /mL. Los datos estadisticos obtenidos para los extractos de ajo en vinagre de
manzana como solvente (anexo 9) indican que no existe diferencia significativa entre los
diferentes tiempos de maceracion y que el extracto que presentdé el mayor porcentaje de
inhibicion fue el de la maceracion por un dia con 31 % de inhibicion. En el caso de los
extractos de ajo en vinagre de vino tinto como solvente (anexo 10), los datos estadisticos nos
indican que, si hay diferencia significativa entre los diferentes tiempos de maceracion, siendo
asi que el tercer dia de maceracion presenta un porcentaje de inhibicion de 31 %. Por ultimo,
los ensayos realizados con los extractos de ajo en vinagre de uva como solvente (anexo 11),
por los datos estadisticos se pudo concluir que si existe diferencia significativa entre los
diferentes tiempos de maceracion siendo el cuarto dia de maceracion el que presenta un 42 %
de inhibicion frente a la Neopestalotiopsis spp. Los tiempos de maceracion pueden diferir de
un solvente al otro, esto se debe a que el proceso de extraccion aumenta la potencia y la
biodisponibilidad de diversos compuestos bioactivos y también elimina caracteristicas

indeseables y toxicas.

Con estos resultados se concluyd que la maceracién del ajo en vinagre de manzana por un dia
presenta una inhibicion del 31 %, la maceracién del ajo en vinagre de vino tinto por tres dias
presenta una inhibicién del 31 % y por ultimo la maceracién la maceracion del ajo en vinagre
de uva por cuatro dias presenta una inhibicion del 42 % frente a la Neopestalotiopsis spp.
Siendo que los macerados obtenidos en estas condiciones son adecuados para inhibir el
crecimiento de este fitopatdgeno. En busqueda de un extracto capaz de inhibir eficazmente a la
Neopestalotiopsis spp., se seleccionaron a estos tres descritos, los cuales presentaron
porcentajes de inhibicion altos. Para incrementar el porcentaje de inhibicion de la
Neopestalotiopsis spp se incrementd la concentracién del extracto a 1.75 mg/mL, realizando
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asimismo la evaluacion de los fungicidas quimicos para comparar cual es la eficiencia de estos

compuestos quimicos en comparacion con los extractos propuestos.

La capacidad de inhibir el crecimiento de Neopestalotiopsis spp., a través del empleo de
compuestos quimicos como ser el antracol, ram caf y el coctel quimico presentaron los
siguientes porcentajes de inhibicion 0, 9 y 0 % respectivamente, en comparacion con los
extractos organicos de ajo en los cuales presentan un porcentaje de inhibicion del 100%,
siendo los extractos de ajo en vinagre mas efectivos que los mismos compuestos quimicos.
Para corroborar estos datos se realiz6 una serie de pruebas estadisticas. La prueba de
homogeneidad de varianzas de Levene en la cual se rechaza la hipotesis de igualdad de
varianzas entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad anti fangica
frente a Neopestalotiopsis spp. (p< 0.001). Para la evaluacion de ANOVA unifactorial estos
datos revela que hay diferencia significativa en los porcentajes de inhibicién, de acuerdo con
los tratamientos empleados frente a Neopestalotiopsis spp. (p< 0.01), y con las pruebas post-
hoc de Games Howell (Anexo 12), se observa que las diferencias significativas se encuentran
entre los grupos Antracol y los diferentes extractos de ajo en vinagre al igual que Ram caf,
Coctel quimico y Vinagre como control solvente (p< 0.01). Como se puede apreciar en el
diagrama de cajas (figura 7), se muestra la diferencia entre las medias de los tratamientos con

extractos organicos de ajo y los controles quimicos.

C_____________________________________________________________________
INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICA Pagina 37



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DECIMA VERSION | 2018

100 — — —
aﬂq
o
E 40
:ﬂ—
0= —
=
. =
m m m . '-ﬁ A -!:
B¢ sfp s % - g F
g8 3:F 8tk 8 g H 3
CHES ¢ H ;
L] ] [ ] £+

Figura 7. Diagrama de cajas de los diferentes tratamientos antifingicos que

demuestran el porcentaje de inhibicién media contra Neopestalotiopsis spp.
Fungicidas quimicos = Antracol, Ram Caf y Coctel quimico. Extractos organicos de ajo = Extracto de ajo
en vinagre de manzana, extracto de ajo en vinagre de vino tinto y extracto de ajo en vinagre de uva.
Control negativo = vinagre.

2.2. Actividad antifungica frente a Colletotrichum sp.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el CIM se realiz6 la técnica de dilucién en placa para
evaluar el porcentaje de inhibicion de Colletotrichum sp., empleando los diferentes extractos
de ajo en vinagre a diferentes tiempos de maceracion, a una concentracion de 1.4 mg /mL del
extracto. Los datos estadisticos obtenidos para los extractos de ajo en vinagre de manzana
como solvente (anexo 13) indican que existe diferencia significativa entre el primer y tercer
dia de maceracion en comparacién con el segundo, cuarto y quinto dia de maceracion; siendo
el primer dia de maceracion el tiempo éptimo para inhibir en un 100 % a Colletotrichum sp.
En el caso de los extractos de ajo en vinagre de vino tinto como solvente (anexo 14), se
estableci6 de acuerdo a los datos estadisticos que existe diferencia significativa entre el tercer,

cuarto y primer dia de maceracion en comparacion con el quinto y segundo dia de maceracion;
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siendo el tercer dia de maceracion el tiempo Optimo para inhibir en 99 % seguido del cuarto y
primer dia con un 96 y 95 %respectivamente. En los extractos de ajo en vinagre de uva como
solvente (anexo 15) y de acuerdo al analisis estadistico, se determind que existe diferencia
significativa entre el cuarto dia de maceracion con 99 % de inhibicion en comparacion con el
primer, quinto, segundo Yy tercer dia de maceracion con un porcentaje de inhibicion de 77, 65,
61 y 49%, respectivamente. Una posible explicacion a la disminucion del porcentaje de
inhibicion del extracto organico del primer dia de maceracion en comparacion con los
subsiguientes, podria ser la inestabilidad de la alicina al ser un compuesto érgano sulfurado,
citotoxico, liposoluble, altamente inestable y volatil, asumiendo que la actividad inhibitoria del
crecimiento se deba a esta molécula. Ademas, la alicina esta ausente en extractos envejecidos
de ajo y aungue su concentracion en ajo macerado fresco es alta, se descompone rapidamente
para generar otros derivados érgano sulfurados como son el ajoeno y ditiinas. Se cree que tal
vez el grado de acidez de los diferentes solventes puede interferir en la extraccion de la alicina
y derivados organo sulfurado como son el ajoeno y ditiinas, ademas el hecho de que la alicina

sea altamente volatil puede interferir en los resultados.

Con estos resultados obtenidos se concluyd que la maceracion por un dia en vinagre de
manzana presenta una inhibicion del 100 %, la maceracién con vinagre de vino tinto por tres
dias presenta una inhibicion del 99 % y por ultimo la maceracion con vinagre de uva por
cuatro dias presenta una inhibicion del 99 % frente a Colletotrichum sp. Siendo que los
macerados obtenidos en estas condiciones fueron adecuados para inhibir el crecimiento de este
fitopatdgeno. Pero debido a que el porcentaje de inhibicidn de los extractos de ajo en vinagre
frente a la Neopestalotiopsis spp., fueron menores al 50 %, se incrementd la concentracion de
los extractos a 1.75 mg/mL. Si comparamos la capacidad de inhibicion de los compuestos
quimicos como ser el antracol, ram caf y el coctel quimico sobre el crecimiento de
Colletotrichum sp., se obtienen porcentajes de inhibicion de 44, 13 y 69 %, respectivamente,
en comparacion con los extractos organicos de ajo los cuales presentan un porcentaje de
inhibicion del 100%, siendo los extractos organicos de ajo mas efectivos que los mismos
compuestos quimicos. Para corroborar estos datos se realizé una serie de pruebas estadisticas.
La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene rechaza la hipotesis de igualdad de
varianzas entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad inhibitoria de

crecimiento frente al Colletotrichum sp. (p< 0.05). Mediante el ANOVA unifactorial estos
I ——
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datos revela que existe diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, de acuerdo
con los porcentajes de inhibicion que presenta cada tratamiento frente al Colletotrichum sp.
(p<0.01), como se puede apreciar en el diagrama de cajas (figura 8), el cual refleja la

diferencia entre las medias de los tratamientos con extractos organicos de ajo y los controles

quimicos.
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Figura 8. Diagrama de cajas de los diferentes tratamientos antiflingicos que demuestran el

porcentaje de inhibicion media contra Colletotrichum sp. Fungicidas quimicos = Antracol, Ram Caf
y Coctel quimico. Extractos organicos de ajo = Extracto de ajo en vinagre de manzana, extracto de ajo en vinagre

de vino tinto y extracto de ajo en vinagre de uva. Control negativo = vinagre.

2.3. Actividad antifungica frente a Fusarium verticillioides.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el CIM se realizé la técnica de dilucién en placa para
evaluar el porcentaje de inhibicion de Fusarium verticillioides, empleando los diferentes
extractos de ajo en vinagre a diferentes tiempos de maceraciones, a una concentraciéon de 1.4
mg /mL del extracto. Los datos estadisticos obtenidos para los extractos de ajo en vinagre de

manzana como solvente (anexo 16) indican que diferencia significativa entre el cuarto, quinto
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y primer dia de maceracion en comparacion con el segundo y tercer dia de maceracion; siendo
los porcentajes de inhibicion de 98, 98 y 97 % respectivamente para inhibir al Fusarium
verticillioides. En el caso de los extractos de ajo en vinagre de vino tinto como solvente
(anexo 17), por los datos estadisticos se pudo concluir que existe diferencia significativa entre
segundo y tercer dia de maceracion en comparacion con el cuarto, quinto y primer dia de
maceracion; siendo el segundo dia de maceracion el tiempo éptimo para inhibir en un 100 %
seguido del tercer dia con un 99 %.Y por ultimo, los ensayos realizados con los extractos de
ajo en vinagre de uva como solvente (anexo 18) y de acuerdo al andlisis estadistico, se
determind que existe diferencia significativa entre el primer y cuarto dia de maceracion con un
97 y 69 % de inhibicidén en comparacion con el tercer, quinto y segundo dia de maceracion con

un porcentaje de inhibicion de 66, 62 y 55 % respectivamente.

Con estos resultados obtenidos se concluy6 que la maceracion de ajo en vinagre de manzana
por un dia presenta una inhibicion del 97 %, la maceracion de ajo en vinagre de vino tinto por
tres dias presenta una inhibicidn del 99 % y por Gltimo la maceracién de ajo en vinagre de uva
por cuatro dias presenta una inhibicion del 69 % frente al Fusarium verticillioides. Siendo que
los macerados obtenidos en estas condiciones adecuados para inhibir el crecimiento de este
fitopatdgeno. En busqueda de un compuesto capaz de inhibir a los tres fitopatdgenos se
increment6 la concentracion del extracto a 1,75 mg/mL, Si comparamos la capacidad de
inhibir el crecimiento de Fusarium verticillioides., a través del empleo de compuestos
quimicos como ser el antracol, ram caf y el coctel quimico los cuales presentaron porcentajes
de inhibicion de 54, 18 y 61 % respectivamente y lo comparamos con los extractos organicos
de ajo los cuales presentaron porcentajes de inhibicion del 100%, siendo los extractos
organicos de ajo mas efectivos que los mismos compuestos quimicos. Para corroborar estos
datos se realiz6 la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene la cual rechaza la
hipotesis de igualdad de varianzas entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la
actividad antifungica frente al Fusarium verticillioides. (Estadistico: 5.780; df1:6 y df2:14:
p<.05). Mediante el ANOVA unifactorial estos datos indica que hay diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos, de acuerdo con los porcentajes de inhibicion que presenta
cada tratamiento empleados frente al Fusarium verticillioides. (F: 7449.198; p<0.01). Y para
las pruebas post-hoc de Games Howell (Anexo 19), se observa que las diferencias

significativas que se encuentran entre los grupos Antracol y los diferentes extractos de ajo en
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vinagre al igual que Ram caf, Coctel quimico y Vinagre como control solvente (p<0.01), como
se puede observar en el diagrama de cajas (figura9), el cual refleja la diferencia entre los

diferentes extractos y los controles quimicos.
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Figura 9. Diagrama de cajas de los diferentes tratamientos antifungicos que
demuestran el porcentaje de inhibicion media contra Fusarium verticillioides.
Fungicidas quimicos = Antracol, Ram Caf y Coctel quimico. Extractos organicos de ajo =
Extracto de ajo en vinagre de manzana, extracto de ajo en vinagre de vino tinto y extracto de

ajo en vinagre de uva. Control negativo = vinagre.

Al unir el amplio espectro de potencial antifungico, la fuerte capacidad alelopéatica y la
facilidad de disponibilidad del extracto, el ajo ofrece una opcién muy atractiva para ser
considerado como fungicida natural para una mayor produccion y una proteccion significativa
contra la variedad de enfermedades fungicas. Sin embargo, la exploracion e identificacion de
los compuestos activos del ajo varian dependiendo del tipo de solvente que se emplee para la
extraccion. Por tal razén se realizé cromatografia en capa fina para comparar los diferentes
extractos y evaluar cuantos compuestos fue extraido empleando como solvente organico al

vinagre. Con la ayuda de cromatografia en capa fina se evidencio la presencia de dos
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compuestos, el ajoeno y la alicina (Rf: 0.8 y 0.6, respectivamente). Estos compuestos se
obtienen como resultado del procesamiento del ajo por maceracion, trituracion y su posterior
hidratacion, activando la enzima vacuolar aliinasa que actta sobre la aliina citosélica inodora
para generar la alicina, en presencia de solventes organicos sufre una serie de trasformaciones
originando otras especies quimicas, especialmente ajoenos (Lawson, Wood, & Hughes, 1991).
La alicina (Figura 10) es el tiosulfinato mas abundante del ajo que contribuye en mayor
proporcién a conferirle su olor caracteristico (Kerckhoffs, Brouns, Hornstra, & Mensik, 2002;
Okada, Tanaka, Fujita, Sato, & Okajima, 2005).

{:#GHE
H

Figura 10. Estructura quimica de la alicina

Los extractos organicos de ajo inhibieron significativamente el crecimiento de los 3
fitopatdgenos en estudio. La alicina es el principal compuesto érgano sulfurado entre los
diversos grupos sulfurados que constituyen los extractos de bulbo de ajo. Diversos autores
demostraron la actividad antifingica de los compuestos alicina y ajoeno en modelos mitéticos
in vitro. Los mecanismos quimicos subyacentes a la accién antimicrobiana de la alicina son
poco conocidas, pero se sabe que alteran al aminoacido libre L -cisteina mediante la formacién
de alil-disulfo (Miron , Listowsky, & Wilchek, 2010). La mayoria de los compuestos
azufrados del ajo tienen efectos variados sobre el desarrollo del crecimiento de micelios de
hongos y el efecto sobre la tasa de esporulacion y la inhibicion de la germinacion que van
desde un efecto fungistatico hasta una inhibicion completa. Los extractos vegetales aplicados
en estado crudo o como fraccion afectan el desarrollo de colonias fungicas para inhibir parcial
y totalmente en ensayos de laboratorio a bajas concentraciones de compuestos bioactivos,
ademas de afectar la incidencia y severidad como tratamiento para aumentar la vida util de

productos con excelentes resultados

Estudios realizados en los compuestos activos de ajo y cebolla indicaron que estos compuestos
son capaces de destruir las células fungicas, disminuyendo la captacion de oxigeno,
reduciendo el crecimiento celular, inhibiendo la sintesis de lipidos, proteinas y &cidos
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nucleicos, cambiando el perfil lipidico de la membrana celular e inhibiendo la sintesis de la
pared celular fangica (Gupta & Porter, 2001). Se ha reportado que el efecto antimicrobiano del
vinagre es fuerte en las bacterias, pero débil en los hongos y que el extracto de ajo en vinagre
encurtido, como el extracto de ajo tiene una fuerte actividad antimicrobiana contra bacterias y
los hongos Aspergillus niger y Aspergillus flavus (Yang, Wei, Cao, Zhao, & Wang, 2008).
Trabajos realizados por Lépez y colaboradores (2005) con extractos acuosos de ajo (Allium
sativum), Arbusto de Creosota (Larrea tridentata) y clavo (Syzygium aromaticum) inhibieron
el crecimiento de Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici, Rhizoctonia solani y Verticillium
dahlia. Segun Verastegui y colaboradores (1996) los alcaloides aislados de las hojas de ruda
(Ruta graveolens), presentaron mayor actividad fungicida contra Colletotrichum y Fusarium.
Con los resultados obtenidos y todos los trabajos expuestos podemos indicar que los extractos
de plantas generalmente se consideran mas aceptables y menos peligrosos que los productos
sintéticos y pueden usarse como tratamiento antifungico alternativo (Guerrero , Solis ,

Hernandez, Flores, Sandoval, & Jasso, 2007).

3. Actividad biologica inhibitoria de los filtrados de cultivo de Bacillus subtilis cepa
YHPL-BJ.

Para el control de fitopatdgenos se aplican diversos fungicidas de accion protectora y también
de caracter sistémico (Almandoz, Pico, Pérez, Rodriguez, & Parra, 2000). Aunque el principal
método de manejo de las enfermedades causadas por Colletotrichum sp., Fusarium
verticillioides y Neopestalotiopsis spp., ha sido el control quimico, los problemas de
contaminacion ambiental han impactado negativamente en la biodiversidad de los agro
ecosistemas, asi como en la seguridad y salud publica; el uso inadecuado de los agroquimicos
ha conducido a la busqueda y desarrollo de nuevas alternativas. Los fungicidas se han
utilizado en alta frecuencia para controlar estas enfermedades, pero la dificultad en el control
quimico estda aumentando debido al répido desarrollo de la resistencia a fungicidas
(Chastagner & Riley, 1990). Por lo tanto, el control biolégico que implica dos o mas
mecanismos es una alternativa para el uso practico en el control de enfermedades causadas por
una serie de fitopatdgenos. Bacillus subtilis es uno de los microorganismos eficaces en el
control de las enfermedades de las plantas (Nagorska , Bikowski , & Obuchowskji, 2007). Se
ha informado que B. subtilis no s6lo puede inhibir el crecimiento de hongos patdgenos

produciendo diversas enzimas liticas y antibioticos, sino también pueden inducir resistencia
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sistémica de las plantas aumentando las actividades de varias enzimas relacionadas con la
defensa de las plantas (Baysal , Caliskan , & Yesilova, 2008; Santoyo , Orozco-Mosqueda , &
Govindappa, 2012). Estas caracteristicas proporcionan a B. subtilis ventajas potenciales sobre
los otros microorganismos antagonistas en la produccion y conservacion de agentes de control
bioldgico (Nagorska , Bikowski , & Obuchowskji, 2007).

En esta investigacion se utilizé el filtrado crudo de Bacillus subtilis, para evaluar su actividad
bioldgica inhibitoria del crecimiento de fitopatdgenos. Se procedié a evaluar diferentes
filtrados crudos de cultivos de Bacillus subtilis obtenidos a diferentes tiempos de incubacion y
con modificaciones quimicas del medio. Los filtrados crudos que presentaron el 100% de
inhibicion del crecimiento de los fitopatdgenos sujetos de este estudio, fueron obtenidos a las
192 horas de incubacion de Bacillus subtilis en caldo papa, a las 36 horas de incubacion en
caldo papa suplementado con urea y a las 54 horas de incubacién en caldo papa suplementado

con cloruro de amonio.

El porcentaje de inhibicion de los diferentes filtrados crudos bacterianos de Bacillus subtilis
fue del 100% frente a Colletotrichum sp., siendo los filtrados bacterianos més efectivos que
los mismos compuestos quimicos. Para corroborar estos datos se realizo una serie de pruebas
estadisticas. La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene rechaza la hipétesis de
igualdad de varianzas entre los diferentes tratamientos frente al Colletotrichum sp. (p = 0.01).
En el ANOVA unifactorial estos datos indican que hay diferencia significativa entre los
diferentes tratamientos, de acuerdo con los porcentajes de inhibicion que presenta cada
tratamiento frente al Colletotrichum sp. (p < 0.01), como se puede apreciar en el diagrama de
cajas (figura 11), el cual refleja la diferencia entre los diferentes filtrados bacterianos crudos y

los controles quimicos.
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Figura 11. Diagrama de cajas de los diferentes tratamientos antifingicos que
demuestran el porcentaje de inhibicion media contra Colletotrichum sp. Fungicidas
quimicos = Antracol, Ram Caf y Coctel quimico. Filtrados bacterianos crudo del cultivo de
Bacillus subtilis inoculados en Caldo papa, caldo papa suplementado con urea y caldo papa

suplementado con cloruro de amonio.

El porcentaje de inhibicion de los filtrados bacterianos de Bacillus subtilis frente a Fusarium
verticillioides fue del 100%, siendo los filtrados bacterianos méas efectivos que los mismos
compuestos quimicos. Corroborando estos datos se realizé una serie de pruebas estadisticas.
La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene rechaza la hipotesis de igualdad de
varianzas entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad inhibitoria
frente al Fusarium verticillioides., (p < 0.01). Con ANOVA unifactorial estos datos indican
que hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, de acuerdo con los
porcentajes de inhibicion que presenta cada tratamiento frente al Fusarium verticillioides., (p
< 0.01), como se puede apreciar en el diagrama de cajas (figura 12), el cual refleja la

diferencia entre los diferentes filtrados bacterianos crudos y los controles quimicos.
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Figura 12. Diagrama de cajas de los diferentes tratamientos antifingicos
que demuestran el porcentaje de inhibicibn media contra Fusarium
verticillioides. Fungicidas quimicos = Antracol, Ram Caf y Coctel quimico.

Filtrados bacterianos crudo de Bacillus subtilis inoculados en Caldo papa, caldo
papa suplementado con urea y caldo papa suplementado con cloruro de amonio.

Y por ultimo si comparamos el porcentaje de inhibicion de los filtrados bacterianos de
Bacillus subtilis frente a Neopestalotiopsis spp., 1os compuestos quimicos como el antracol,
ram caf y el coctel quimico presentan porcentajes de inhibicion de 0, 9 y 0 % respectivamente
en cambio los filtrados presentan un porcentaje de inhibicion del 100%, siendo los filtrados
maés efectivos que los mismos compuestos quimicos. Corroborando estos datos se realiz6 una
serie de pruebas estadisticas. La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene rechaza la
hipdtesis de igualdad de varianzas entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la
actividad inhibitoria frente al Neopestalotiopsis spp., (p < 0.01) y en el ANOVA unifactorial
los datos indica que hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, de acuerdo
con los porcentajes de inhibicién que presenta cada tratamiento frente a Neopestalotiopsis
spp., (p < 0.01como se puede apreciar en el diagrama de cajas (figura 13), el cual refleja la
diferencia entre los diferentes filtrados bacterianos crudos y los controles quimicos.
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Figura 13. Diagrama de cajas de los diferentes tratamientos
antifingicos que demuestran el porcentaje de inhibicion media contra
Neopestalotiopsis spp. Fungicidas quimicos = Antracol, Ram Caf y Coctel
quimico. Filtrados bacterianos crudo de Bacillus subtilis inoculados en Caldo
papa, caldo papa suplementado con urea y caldo papa suplementado con

cloruro de amonio.

Al evaluar el amplio espectro de potencial antifingico de los filtrados bacterianos crudos de
Bacillus subtilis, se tiene una opcidn muy atractiva para considerar a estos filtrados
compuestos bioldgicamente activos. Sin embargo, la exploracion e identificacion de los
compuestos activos del filtrado pueden comprender una serie de compuestos activos entre
enzimas y metabolitos secundarios. Por tal razdn se realizd determinaciones enzimaticas
proteoliticas y celulolitica, mediante las cuales se determind que la mayor actividad
proteolitica fue de 12.990,68 Ul/mL (216.511,36 nkat)en el filtrado bacteriano del medio
caldo papa suplementado con cloruro de amonio, seguido del filtrado bacteriano del medio
caldo papa suplementado con urea con un valor de 12.908,01 Ul/mL (215.133,5nkat), y
cuando solo se emplea el filtrado bacteriano del medio caldo papa la actividad disminuye
dando un valor de 2.188,98 Ul/mL (36.483nkat). Para el caso de la actividad celulolitica la
mayor actividad se presentd en el filtrado bacteriano suplementado con urea dando un valor de

2.361,98 Ul/ml, seguido del filtrado bacteriano suplementado con cloruro de amonio con un
__________________________________________________________________________________________________________________|
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valor de 2.352,54 Ul/ml, pero cuando el filtrado bacteriano no se encuentra suplementado el
valor disminuye a 134,72 Ul/ml. Las especies del género Bacillus son un grupo importante
con aplicacion en biotecnologia, ya que tienen interés como fuente de produccion de enzimas
extracelulares. Diversos estudios han sefialado que el género Bacillus produce enzimas
hidroliticas como proteasas, celulasas y quitinasas lo cual ha permitido su aplicacion en la
industria y en control biolégico respectivamente. Las proteasas podrian jugar un papel dentro
del proceso antagénico de los organismos, ya que se ha observado que podrian estar
involucradas dentro del proceso de patogenicidad de hongos hacia insectos (Lopez, Carbonell,
& Gomez, 2002). Estudio realizado por Tekalign Kejela (2016) quien con su equipo de trabajo
aislo un total de 42 especies de Bacillus, encontro que la especie Bacillus (BT42), era capaz de
antagonizar los efectos patdgenos de Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium oxysporum.
El mecanismo de accién de la inhibicién de los hongos patdgenos resultd ser efectos
sinérgicos de metabolitos secundarios, enzimas liticas extracelulares conocidas (quitinasa y f3-
1, 3-glucanasa), que estan correlacionadas con la inhibicion del crecimiento micelial de los
hongos ademas de la presencia de sideroforos. En una revision de estudios similares, Bacillus
sp., cepa RMB7, que tiene una actividad antifungica de amplio rango mostré una inhibicion
del crecimiento micelial de 71% y 78% de F. oxysporumy C. gloeosporioides respectivamente
(Ali y colaboradores 2014). Trabajos realizados por Kim y colaboradores (2003) empleando el
filtrado bacteriano de Bacillus subtilis, mediante la técnica de difusion en papel, observaron
que cinco de las siete cepas produjeron halos entre 0.13 y 0.26 cm. mediante el método de
discos en difusion en agar generando halos de inhibicion contra varios patdgenos incluyendo
C. gloeosporioides, tambien reportaron la estabilidad del filtrado bacteriano cuando este es
sometido a 80 °C durante 1 h manteniendo su actividad antifungica. Otros trabajos han
reportado que fracciones de iturina A y fengicina producidas por Bacillus subtilis CMB32
producen halos de inhibicion en C. gloeosporioides (Kim y colaboradores, 2010).

4. Actividad bioldgica inhibitoria de los filtrados de cultivo de Trichoderma harzianum
cepa BOL 12QD.

Las condiciones de cultivo de microorganismos sometidos a factores de stress de tipo fisico
quimico y/o nutricional facilitan la sintesis de moléculas biolégicamente activas inhibidoras
del crecimiento de otros microorganismos. En biotecnologia la mayoria de los productos se

obtienen usando una cepa pura, sin embargo, en la naturaleza la mayoria de los
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microorganismos se encuentran formando parte de comunidades microbianas, en las que se
obtienen productos mediante la combinacién de vias metabdlicas de diferentes
microorganismos. Una de las razones por la cual se realiza co-cultivos es para inducir la
produccion de metabolitos bioactivos como respuesta a la amenaza del fitopatdgeno fungico
sobre el T. harzianum obteniendo un coctel con actividad fungicida. En este sentido, la
influencia de los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos en los cultivos en batch de T.
harzianum cepa Bol 12 QD, ha sido estudiada en el presente trabajo, demostrando el papel que
juegan estos factores externos como internos en la actividad bioldgica inhibitoria de los
filtrados crudos de cultivo frente a los fitopatégenos Colletotrichum sp., Fusarium
verticillioides y Neopestalotiopsis spp. A continuacion, en la tabla 3 se detallan los efectos de
cada uno de los factores independientes con luz LED violeta, agitacion y co-cultivo en el
comportamiento fisiolégico de T. harzianum cepa Bol 12 QD. La combinacion o el efecto
individual de estas modificaciones fisicas y bioldgicas podran ejercer un mecanismo de stress
sobre el metabolismo de T. harzianum induciendo la produccion de moléculas bioactivas ya
sean enzimas o metabolitos secundarios 0 ambos, mismos que potencialmente se hallan
presentes en el filtrado crudo del cultivo y producen inhibicion del crecimiento de hongos
fitopatdgenos estudiados aqui. En este sentido un disefio experimental multivariado fue
establecido con la finalidad de observar la interaccion de las variables analizadas, es decir, la
influencia en el incremento del porcentaje de inhibicion del crecimiento de Colletotrichum sp.,

Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis spp.

L
INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICA Pagina 50



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DECIMA VERSION | 2018

Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de los filtrados flngicos a diferentes condiciones de cultivo de Trichoderma
harzianum cepa Bol 12QD, frente a Colletotrichum spp., Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis spp.

% Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
Colletotrichum Fusarium Neopestalotiopsis
Luz LED Sin agitacion 54 43 a7
violeta 120 rpm 100 100 100
BOL12 QD . o
Sin agitacion 36 37 32
Luz blanca
120 rpm 38 49 47
Luz LED Sin agitacion 67 79 71
BOL12QD + violeta 120 rpm 100 100 100
Colletotrichum Sin agitacion 54 47 43
Luz blanca
120 rpm 67 84 50
Luz LED Sin agitacion 89 88 79
BOL12QD + violeta 120 rpm 100 100 100
Fusarium Sin agitacion 41 76 21
Luz blanca
120 rpm 61 75 53

Como se observa en la figura 14, porcentajes de inhibicion del 100% del crecimiento de
Colletotrichum sp., se establecieron en condiciones de interaccion de las variables Luz LED y
agitacion 120 rpm. No existe diferencia significativa entre la inoculacién con el fitopatégeno o
sin la inoculacion de los mismos como agentes en el co-cultivo para poder incrementar la

actividad bioldgica.
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Luz*agitacion*co cultivo; LS Means
Current effect: F2, 0)=— p= —
E ffective hypothessdecompostion
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Figura 14. Disefio experimental multivariado: Porcentaje de inhibicion del
crecimiento de Colletotrichum sp. de acuerdo a la interaccion entre las
condiciones de cultivo de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD: agitacidn,

luz y co-cultivo en medio caldo papa dextrosa

Para corroborar estos datos se realizd una regresion multiple en la cual el intercepto tuvo un p
= 0.001, en condiciones de luz violeta p < 0.001, agitacion p = 0.01Siendo estas condiciones
las 6ptimas para obtener un filtrado flngico con actividad inhibitoria de crecimiento del 100%
frente a Colletotrichum sp. Mediante la superficie de respuesta (figura 15) se observa el
porcentaje de inhibicién de los filtrados crudos fungicos de T. harzianum cepa Bol 12 QD
frente a Colletotrichum sp., el cual indica que en condiciones de luz violeta y agitacion existe
un 100 % de inhibicion del fitopatogeno en estudio, pero cuando las condiciones son luz
violeta y sin agitacion el porcentaje de inhibicién es del 90 %. También se puede apreciar que
sin agitacion y sin luz el porcentaje de inhibicion decae en un 30 a 40 % frente a
Colletotrichum sp. Siendo la luz LED violeta una condicionante para incrementar los
porcentajes de inhibicion.
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3D Surface Plot of % inhibicion Colletotrichum against Luz and agitacion
Spreadsheet1 10v*12c
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Figura 15. Superficie de respuesta del disefio factorial, porcentaje de
inhibicién en el crecimiento de Colletotrichum sp., originado por efecto del

filtrado fungico de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD, producido a
diferentes condiciones: agitacion y luz violeta.

En la figura 16, porcentajes de inhibicién del 100% del crecimiento de Fusarium
verticillioides, se establecieron en condiciones de interaccion de las variables Luz LED violeta
y agitacion 120 rpm. No existe diferencia significativa entre la inoculacion con el fitopatdgeno

o sin la inoculacion de los fitopatégenos como agente en el co-cultivo para poder incrementar
la actividad bioldgica.
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Luz*agitacion®co cultivo; LS Means
Current effect: F(2, 0)=—, p= -
Effective hypothessdecompostion
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Figura 16. Disefio experimental multivariado: Porcentaje de inhibicion del
crecimiento de Fusarium verticillioides de acuerdo a la interaccion entre las
condiciones de cultivo de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD: agitacion,

luz y co-cultivo en medio caldo papa dextrosa.

Para verificar estos datos se realizé una regresion multiple en la cual el intercepto tuvo un p =
0.001, en condiciones de luz violeta y agitacion se indica que es significativo con un p = 0.01
respectivamente, Siendo estas condiciones las Optimas para obtener un filtrado flngico con
actividad inhibitoria de crecimiento del 100% frente a Fusarium verticillioides. Mediante la
superficie de respuesta (figura 17) se observa el porcentaje de inhibicion de los filtrados
crudos fungicos de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD frente a Fusarium verticillioides,
el cual indica que en condiciones de luz violeta y agitacion existe un 100 % de inhibicién del
fitopatdgeno en estudio, pero si las condiciones son luz violeta, sin agitacion el porcentaje de
inhibicion sera de 50 % siendo la agitacién una condicién importante para obtener resultados

mayores al 50 %.
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3D Surface Plot of % inhibicion Fusarium against Luz and agitacion
Spreadsheet1 10v*12c
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Figura 17. Superficie de respuesta del disefio factorial, porcentaje de
inhibicién en el crecimiento de Fusarium verticillioides, originado por efecto

del filtrado fangico de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD, producido a
diferentes condiciones: agitacion y luz violeta.

Y por ultimo en la figura 18, porcentajes de inhibicién del 100% del crecimiento de
Neopestalotiopsis spp., se establecieron en condiciones de interaccion de las variables Luz
LED vy agitacion 120 rpm. No existe diferencia significativa entre la inoculacion con el

fitopatdgeno o sin la inoculacion de los fitopatdgenos como agente en el co-cultivo para poder
incrementar la actividad bioldgica.

L
INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICA Pagina 55



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DECIMA VERSION | 2018

Luz*agitacion®co cultivo; LS Means
Current effect: F2, 0=, p= -
Effective hypothessdecompostion
Verical barsdenocte 0,95 confidence intervals
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Figura 18. Disefio experimental multivariado: Porcentaje de inhibicion del
crecimiento de Neopestalotiopsis spp., de acuerdo a la interaccidn entre las
condiciones de cultivo de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD: agitacion,

luz y co-cultivo en medio caldo papa dextrosa.

Para verificar estos datos se realizo una regresion multiple en la cual el intercepto tuvo un p <
0.01, en condiciones de luz violeta p < 0.001 seguido de agitacion con p < 0.01 en la figura 19
de superficie de respuesta podemos observar que las condiciones de luz violeta y agitacion son
condiciones optimas para llegar a un 100 % de inhibicion del fitopatdgeno en estudio ademas
de que si solo se emplea las condiciones de luz violeta, sin agitacion el porcentaje de
inhibicion sera de aprox. 20 % siendo la agitacion una condicion importante en la
fermentacion en batch. Siendo estas condiciones las 6ptimas para obtener un filtrado fangico
con actividad inhibitoria de crecimiento del 100% frente a Neopestalotiopsis spp. Mediante la
superficie de respuesta se observa el porcentaje de inhibicidn de los filtrados crudos fangicos
de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD frente a Neopestalotiopsis spp, el cual indica que
en condiciones de luz violeta y agitacion existe un 100 % de inhibicion del fitopatdgeno en

L
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estudio, pero si las condiciones son luz violeta, sin agitacion el porcentaje de inhibicion sera

de 80 % siendo la luz violeta un factor importante para obtener filtrados crudos fangicos con
actividad inhibitoria de crecimiento altos.

3D Surface Plot of % inhibicion Neopestalotiopsis against Luz and agitacion
Spreadsheet1 10v*12¢c

% inhibicion Neopestalotiopsis = 27,9167+41,8333*x+26,1667*y
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Figura 19. Superficie de respuesta del disefio factorial, porcentaje de

inhibicion en el crecimiento de Neopestalotiopsis spp, originado por efecto

del filtrado fangico de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD, producido a
diferentes condiciones: agitacion y luz violeta.

El tipo y cantidad de luz que llega a recibir el hongo en su fase de conidiacion es un factor en
el rendimiento y la eficacia bioldgica. Trabajos reportados por Pérez (2007) indican que la
mayoria de las especies de Trichoderma se usan como modelos fotomorfogénicos debido a su
capacidad de conidiar después de ser expuestas a la luz, sin embargo, la variacion de la luz
liberaria la produccion de compuestos que causarian la lisis de las paredes fungicas. Esto se
pudo mostrar indirectamente en el porcentaje de inhibicién de crecimiento de los filtrados
crudos fuangicos de Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD sobre Colletotrichum sp.,
Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis spp., siendo la luz LED violeta una condicion
significativa para la produccion de compuestos biolégicamente activos. Con los resultados
obtenidos se puede indicar que la capacidad de inhibir a fitopatdgenos fungicos a traves del
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estrés por competencia de nutrientes, pareceria que se ve afectada ya que el porcentaje de
inhibicién disminuye inhibiendo a los metabolitos del T. harzianum. Estudios realizados por
Apaza (2008) evalué el antagonismo y la influencia de pardmetros fisicos, quimicos y
bioldgicos sobre el cultivo en batch de T. inhamatum cepa Bol 12 QD (la especie de
Trichoderma fue recientemente comprobada mediante identificacion molecular determinando
que es Trichoderma harzianum cepa Bol 12 QD) y la capacidad de estos sobre el control de B.
fabae. Al emplearse filtro de luz violeta el porcentaje de inhibicion en el crecimiento de B.
fabae fue de 52.84 %, bajo el parametro de agitacion se reportd 61.11% de inhibicion. En el
co-cultivo con esporas de T. inhamatum (10%sp/mL) con B. fabae (10%sp/mL), la inhibicion
fue 51. 21 % respectivamente. Ademas, evaluo la aplicacion del fermento de T. inhamatum,
sobre las plantulas de haba el estudio present6 significancia (p < 0.05), sobre las variables:
peso de plantula, longitud de vaina, nimero de vaina, peso de vaina, nimero de grano, peso de
grano verde y peso de grano seco. Continuando con estudios sobre la optimizacion de los
fermentos fungicos, Espinal y colaboradores (2010) mencionan que siguiendo estrategias
fisicas, quimicas y bioldgicas sobre los medios de cultivo con T. inhamatum cepa Bol 12 QD
dirigidas a incrementar su capacidad biocontroladora sobre el fitopatdgeno Botrytis cinerea,
causante de la enfermedad mancha chocolate en cultivos de haba (Vicia faba L.). El porcentaje
de inhibicion de B. cinerea obtenido con el fermento testigo de T. inhamatum Bol 12 QD fue
del 40%. EIl crecimiento de B. cinerea fue inhibido en el 53% cuando se utilizd fermento
obtenido con filtro de luz violeta, cuando se realizé el co-cultivo de T. inhamatum Bol 12 QD
con B. cinerea (10* esporas/mL) contra B. cinerea la inhibicion obtenida fue del 34%.

En el presente estudio, se puede indicar que la alta actividad de estos filtrados crudos fungicos
de Trichoderma harzianum cepa BOL 12QD pueden comprender una serie de compuestos
activos entre enzimas y metabolitos secundarios. Por tal razon se realiz6 determinaciones
enzimaticas proteoliticas y celulolitica, mediante las cuales se determind que la mayor
actividad proteolitica fue 2,526.04 Ul/mL (42,100.6 nkat) en el filtrado fingico incubado en
condiciones de luz violeta y agitacion. La actividad proteolitica del filtrado fungico incubado
en condiciones de luz violeta, agitacion y co-cultivo con Fusarium fue de 2,272.67Ul/mL
(37.877,8 nkat), y cuando se emplea el filtrado fungico incubado en condiciones de luz violeta,
agitacion y co-cultivo con Colletotrichum la actividad proteolitica fue de 2,211.78 Ul/mL (36

863 nkat). Para el caso de la actividad celulolitica la mayor actividad se presenté en el filtrado
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fangico incubado en condiciones de luz violeta y agitacion fue de 190.25Ul/ml, seguido del
filtrado fangico cultivado en condiciones de luz violeta, agitaciébn y co-cultivo con
Colletotrichum fue de 102.48 Ul/ml y por Gltimo la actividad celulolitica en el filtrado fangico
incubado en condiciones de luz violeta, agitacion y co-cultivo con Fusarium fue de 69.26
Ul/ml. EI T. harzianum utiliza la antibiosis como mecanismo de ataque, el cual consiste en la
produccion de metabolitos secundarios con capacidad antibidtica (i, e, compuestos solubles en
agua, volatiles y peptaboloides), implicados en mecanismos de supervivencia del hongo
(Vinale, y colaboradores, 2008). Adicionalmente, el hongo tiene la capacidad de producir
compuestos inhibidores de crecimiento y es fuente de enzimas degradadoras de pared celular,
tales como celulasas, quitinasas, proteasas, entre otras, o que hacen de este microorganismo

sea un buen biocontrolador y actue como biopesticida o biofertilizante.
Determinacion genotdxica y fitotoxica.

Para la evaluacion del efecto genotdxico y fitotoxico se realizaron una serie de analisis con
los extractos organicos de ajo, tanto que para el caso de los filtrados crudos bacterianos de B.
subtilis se evaluo el efecto genotdxico y fitotoxico con el filtrado que fue incubado en medio
caldo papa suplementado con urea e incubado por 36 horas y para el filtrado crudo fangico de
Trichoderma harzianum se realizaron los estudios con el filtrado incubado en condiciones de
luz violeta y agitacion (120 rpm) siendo estas condiciones éptimas para la inhibir a los

fitopatogenos.

Para la determinacion genotoxica mediante el ensayo de test de Ames, se utilizO como
controles positivos para la cepa TA 982-Nitrofluoreno 20 pg/placa el cual presentd un indice
de mutagenicidad de 84,45 y el TA 100 como controles positivos se empled el 2-
Aminofluoreno (AF) 50 g/ placa el cual presento un indice de mutagenicidad de 14,83. Se
considera a un compuesto mutagénico si su indice de mutagenicidad es mayor o igual a 2.
Como podemos observar en la tabla 4, tanto el extracto organico de ajo, el filtrado crudo

bacteriano y el filtrado crudo fangico son considerados compuestos no mutagénicos.
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Tabla 4. Ensayo de test de Ames. Cepa TA 98 y TA 100, de los compuestos extracto
de ajo en vinagre de manzana, filtrado crudo bacteriano de Bacillus subtilis y filtrado
crudo fungico de Trichoderma harzianum.
Cepa TA 98
Muestras Dosis RI = DS IM Total RI £ DS IM Total
A2 480 pL/placa 22,83 +1,26 1,18 54,17 + 4,06 0,93
B2 30 pL /placa 23,667 + 1,84 1,23 47,83 £4,08 0,82
VM 10 pL /placa 21,33 +2,78 1,15 63,17 £ 8,90 1,2
VVT 16 pL /placa 20,66 = 2,54 1.11 72,83 6,10 14
VU 16 pL /placa 18,50+ 4,3 1.00 70,67 6,70 14
Control positivo 50 pg/ placa | 1435,66 £ 172,00 84,45 796,00 + 172,00 14,83
Control negativo 185+2,73 52,00 £6,03

A2 = Filtrado crudo flingico de la cepa Bol 12 QD en condiciones de luz violeta y agitacion. B2 =
Filtrado crudo bacteriano de Bacillus subtilis en medio caldo papa suplementado con urea.VM=
Extracto de ajo en vinagre de manzana.VVT= Extracto de ajo en vinagre de vino tinto. VU= Extracto
de ajo en vinagre de uva. IR= Numero de colonias revertientes inducidas.IM= Indice de

mutagenicidad.DS= Desviacion estandar.

Como puntos finales para la evaluacion de los efectos fitotoxico, se determino la inhibicién en
la germinacion, la inhibicién en la elongacion de la radicula y del hipocotilo de las semillas de
lechuga (Lactuca sativa L). Es importante destacar que durante el periodo de germinacion y
los primeros dias de desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los
que la presencia de una sustancia toxica puede interferir alterando la supervivencia y el
desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a
factores externos adversos (Sobrero & Ronco, 2004). Por otra parte, muchas de las otras
reacciones y procesos involucrados son generales para la gran mayoria de las semillas, por lo
que la respuesta de esta especie y los datos obtenidos a partir de la aplicacion de esta prueba
son en gran medida representativos de los efectos en la semilla o plantulas en general. A
diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion del efecto de
elongacion de la radicula y del hipocotilo de las plantulas permite ponderar el efecto toxico de
los compuestos en estudio. Si en los resultados se llegan a inhibir completamente los procesos
de elongacion de la radicula o hipocotilo, constituye indicadores subletales muy sensibles para
la evaluacion de efectos bioldgicos en vegetales, aportando informacion complementaria al

efecto en la germinacion. Este ensayo es aplicado para la evaluaciéon de la toxicidad de
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compuestos puros solubles. Ademas, este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y
aplicado por diferentes organismos de proteccion ambiental y la evaluacion del efecto
fitotoxico de plaguicidas sobre especies no blanco, necesarias para el registro de estos
compuestos. En la tabla 5 podemos observar el porcentaje de germinacion, el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radicular y hipocotilo. De acuerdo a los resultados se indica que el
porcentaje de germinacién fue del 100 % en filtrado crudo fungico y el extracto de ajo en
vinagre de vino tinto, pero en los otros tratamientos este porcentaje disminuye siendo el
extracto de ajo en vinagre de manzana el que reportd el 67 % de germinacién al igual que el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radicular fue del 50 % siendo el extracto de ajo en
vinagre de manzana catalogado como subletal, en cambio el extracto de ajo en vinagre de uva
presentd un porcentaje de inhibicion del crecimiento radicular del 82 % y el porcentaje de
inhibicion del hipocotilo fue del 51 %, considerando a este tratamiento como un compuesto
subletal esto se puede deberse a que el compuesto puede haber ocasionado un retardo de la
elongacion o una inhibicion en el crecimiento.

Tabla 5. Ensayo de lechuga (Lactuca sativa L), de los compuestos organicos de ajo, filtrado crudo bacteriano de
Bacillus subtilis y filtrado crudo flngico de Trichoderma harzianum.

Cadigo Dosis % » Prom.+DS | % ICR | Prom.+DS | % ICH
germinacion

A2 300 pL/mL 100 431+ 0.65 0 0,9+0.19 0
B2 30 pL/mL 87 3,50+ 0.42 18 0,78+ 0.02 13
VM 10 pL/mL 67 2,14+ 0.54 50 0,69+0.08 23
VVT 10 pL/mL 100 3,67 £0.65 14 0.85+0.29 6
VU 10 pL/mL 80 0.76 £ 0.09 82 0,44+ 0.09 51
Control 93 4,25+0.68 0 0,9+0.44 0

A2 = Filtrado crudo fungico de la cepa Bol 12 QD en condiciones de luz violeta y agitacion. B2 = Filtrado crudo
bacteriano de Bacillus subtilis en medio caldo papa suplementado con urea.VM= Extracto de ajo en vinagre de
manzana. VVT= Extracto de ajo en vinagre de vino tinto. VU= Extracto de ajo en vinagre de uva.

ICR=Inhibicion del crecimiento radicular.ICH=Inhibicién del crecimiento hipocaotilo.

VIII. Conclusiones
Los fitopatogenos fungicos identificados de las muestras de mango y hojas con sintomas de

enfermedad fueron Colletotrichum sp., Fusarium verticillioides y Neopestalotiopsis spp.
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El porcentaje de inhibicion de los tres fitopatogenos en estudio fue del 100 % cuando se
empleo los extractos de ajo en vinagre de manzana, extractos de ajo en vinagre de vino tinto y
extractos de ajo en vinagre de uva. De los tres extractos ninguno presentd efecto mutagénico,
pero solo el extracto de ajo en vino tinto indica no ser un compuesto fitotéxico y no asi los

otros dos extractos.

La inhibicion del crecimiento de los tres fitopatdgenos fue del 100% cuando se empled los
filtrados crudos bacterianos de Bacillus subtilis, sin embargo se considera que el empleo del
filtrado crudo bacteriano incubado en medio caldo papa suplementado con urea e incubado por
36 horas es un compuesto facil de elaborar y de menor tiempo de incubacion en comparacion
con los filtrados incubados en medio caldo papa suplementado e incubado por 54 horas 0 el
medio papa sin ninguna modificacién e incubado por 144 horas. Con respecto al efecto
mutagénico y fitotdxico del filtrado crudo bacteriano incubado en medio papa suplementado

con urea, éste es considerado un compuesto no mutagénico ni fitotoxico.

El porcentaje de inhibicion de los tres fitopatdgenos fue del 100% cuando se utilizo el filtrado
fangico crudo de Trichoderma harzianum, obtenido en condiciones de incubacion con luz
violeta y agitacion 120 rpm. Con respecto a los ensayos de genotoxicidad y fitotoxicidad de
éste filtrado se determind que no es mutagénico ni fitotoxico siendo un compuesto amigable

para el medio ambiente.

Se acepta la hipdtesis de investigacion, ya que los compuestos en estudio inhibieron el

crecimiento de los fitopatdgenos fangicos en un porcentaje mayor al 60 %.
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X. Anexos.
Anexo 1

Medio de cultivo PDA con cloranfenicol.

Pesar
Enrasar el filtrado de papa para un volumen de
Pelar la papa y llevarlo a ] )
200 g de Papa . ) 1 litro, ajustar el pH a 5,6. Autoclavar a 121°C
ebullicion, luego filtrarlo. ] . .
durante 15 min. Enfriar y luego afadir
20 g de glucosa )
cloranfenicol 0.4 g/L.
20 g de agar

Anexo 2

Medio Agar Agua

Pesar Volumen

15 g de agar-agar 1 litro de agua destilada ~ Autoclavar a 121°C durante 15 min. Y
luego plaquear.

Anexo 3

Colorante vegetal.

VVolumen Pesar

Acido acético 10 mL Afadir el colorante vegetal a la
o 0.5 g de colorante vegetal azul o

glicerina 15 mL solucién final.

) brillante o rojo fresa
agua destilada 75 mL
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Anexo 4

Preparacion del Mix.

Taq polimerasa 0.03 UpL?
Buffer 1x

De cada primer 0.8 uM
DNTPs 0.2mM
MgCl; 1.5mM
Anexo 5

Medio de cultivo PDA

Pesar

Pelar la papa y llevarlo a Enrasar el filtrado de papa para un volumen de
200 g de Papa

ebullicion, luego filtrarlo. 1 litro, ajustar el pH a 5,6. Autoclavar a 121°C
20 g de glucosa durante 15 min. Enfriar y plaquear.
20 g de agar
Anexo 6

Medio de cultivo liquido modificado Luria Bertani.

Pesar

Peptona bacterioldgica 89 Para un volumen final de 800
Extracto de carne 8g mL, autoclavar a 121 °C durante
Extracto de levadura 4g 15 min

NaCl 4g
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Anexo 7

Medio de cultivo caldo papa dextrosa.

Pesar

Pelar la papa y llevarlo a Enrasar el filtrado de papa para un volumen de
200 g de Papa L ) ) )

ebullicion, luego filtrarlo. 1 litro, ajustar el pH a 5,6. Autoclavar a 121°C
5 g de glucosa durante 15 min.
Anexo 8

Anélisis filogenético del gen ITS de la secuencia Pestalotia y secuencias extraidas del BLAST,

mediante el método Neighbor Joining.

PT_ITS1F

|KU727752.1| Neopestalotiopsis

|KM074049.1| Pestalotiopsis sp.

|KT953379.1| Pestalotiopsis sp.

|KR052094.1| Neopestalotiopsis clavispora
|KT936426.1| Neopestalotiopsis protearum
|KU096879.1| Neopestalotiopsis clavispora isolate

|KT589411.1| Neopestalotiopsis australis strain
|KT337378.2| Neopestalotiopsis sp.
|KM199360.1| Neopestalotiopsis rosae
|KF436162.1| Fungal endophyte

|KJ590131.1| Pestalotiopsis clavispora
|KJ792467.1| Pestalosphaeria sp. G
|KJ792467.1| Pestalosphaeria sp.
|KU900502.1| Fusarium cf. solani ATS59

0.005
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Anexo 9

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de manzana como solvente a una

concentracion a 1.4 mg /mL del extracto frente a Neopestalotiopsis spp.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
2.820 4 10 .084

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifangica frente al Neopestalotiopsis spp. (Estadistico: 2.820; df1:4 y df2:10: p>0.05).

ANOVA
Suma de Media _
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 575.671 4 143.918 1.124 .398
Dentro de
1280.387 10 128.039
grupos
Total 1856.057 14

ElI ANOVA unifactorial indica que no hay diferencia significativa en los porcentajes de

inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Neopestalotiopsis spp. (F:
1.124; p>0.05)
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Anexo 10

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de vino tinto como solvente a una

concentracion a 1.4 mg /mL del extracto frente a Neopestalotiopsis spp.

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene

4.414 4 10 .026
La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que no se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifangica frente al Neopestalotiopsis spp. (Estadistico: 4.414; df1:4 y df2:10: p<0.05).

df1 df2 Sig.

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F SIg.
Entre grupos 445.056 4 111.264 6.502 .008
DS:SLZSE 171.133 10 17.113
Total 616.189 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Neopestalotiopsis spp. (F:
6.502; p>0.05)
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de
Diferencia confianza
de  medias|Error Limite Limite
(1) Vino (J) Vino (1-J) estandar | Sig. |inferior superior
Maceracion Maceracion dia 2 | -.233 3.527 1.000 |-26.46 25.99
dial Maceracion dia 3 | -2.233 968 341 |[-7.44 2.98
Maceracion dia 4 | 5.500 3.045 531 |-16.89 27.89
Maceracion dia 5 | 12.767 2.537 102 |-5.53 31.06
Maceracion Maceracion dia 1 | .233 3.527 1.000 |-25.99 26.46
dia 2 Maceracion dia 3 | -2.000 3.606 972 |[-26.51 22.51
Maceracion dia 4 | 5.733 4.619 735 |-15.04 26.50
Maceracion dia 5 | 13.000 4.301 172 [-7.20 33.20
Maceracion Maceracion dia 1 | 2.233 .968 341 [-2.98 7.44
dia 3 Maceracion dia 2 | 2.000 3.606 972 |-22.51 26.51
Maceracion dia 4 | 7.733 3.136 .337 |-12.83 28.29
Maceracion dia 5 | 15.000 2.646 .061 |-1.40 31.40
Maceracion Maceracion dia 1 | -5.500 3.045 531 |-27.89 16.89
dia 4 Maceracion dia 2 | -5.733 4.619 735 |[-26.50 15.04
Maceracion dia 3 | -7.733 3.136 337 |-28.29 12.83
Maceracion dia 5 | 7.267 3.916 457 |-10.45 24.99
Maceracion Maceracion dia 1 |-12.767 2.537 102 |-31.06 5.53
dia5 Maceracion dia 2 | -13.000 4.301 172 [-33.20 7.20
Maceracion dia 3 | -15.000 2.646 .061 |-31.40 1.40
Maceracion dia 4 | -7.267 3.916 457 |-24.99 10.45
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Anexo 11

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de uva como solvente a una concentracién a

1.4 mg /mL del extracto frente a Neopestalotiopsis spp.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
1.038 4 10 435

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifingica frente al Neopestalotiopsis spp. (Estadistico: 1.038; df1:4 y df2:10: p>0.05).

ANOVA

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica |F Sig.
Entre grupos |1667.803 4 416.951 4.101 .032
;ﬁ:‘;{:‘s’ %®1016587 |10 101.659
Total 2684.389 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Neopestalotiopsis spp. (F:
4.101; p<0.05)
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de
Diferencia confianza
de medias|Error Limite Limite
(1) Uva (J) Uva (1-J) estandar | Sig. |inferior superior
Maceracion Maceracion dia 2 | 7.233 8.232 .898 |-19.86 34.33
dial Maceracion dia 3 | -.667 8.232 1.000 | -27.76 26.43
Maceracion dia 4 | -21.533 8.232 140 |-48.63 5.56
Maceracion dia 5 | -14.667 8.232 433 |-41.76 12.43
Maceracion Maceracion dia 1] -7.233 8.232 .898 |-34.33 19.86
dia 2 Maceracion dia 3 | -7.900 8.232 867 |-34.99 19.19
Maceracion dia 4 | -28.767" 8.232 .036 |-55.86 -1.67
Maceracion dia 5 | -21.900 8.232 131 |-48.99 5.19
Maceracion ~ Maceracion dia 1 |.667 8.232 1.000(-26.43 27.76
dia 3 Maceracion dia 2 | 7.900 8.232 .867 |-19.19 34.99
Maceracion dia 4 | -20.867 8.232 158 |-47.96 6.23
Maceracion dia 5 | -14.000 8.232 475 |-41.09 13.09
Maceracion Maceracion dia 1| 21.533 8.232 .140 |-5.56 48.63
dia 4 Maceracién dia 2 | 28.767" 8.232 .036 |1.67 55.86
Maceracion dia 3 | 20.867 8.232 158 |[-6.23 47.96
Maceracion dia 5 | 6.867 8.232 914 |-20.23 33.96
Maceracion Maceracion dia 1 | 14.667 8.232 433 |-12.43 41.76
dia5 Maceracion dia 2 | 21.900 8.232 131 |-5.19 48.99
Maceracion dia 3 | 14.000 8.232 475 1-13.09 41.09
Maceracion dia 4 | -6.867 8.232 914 |-33.96 20.23

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 12

Comparacion multiple del porcentaje de inhibicion frente a la Neopestalotiopsis spp.

Concentracion de Ajo = 1.75 mg /mL de medio de cultivo.

95% de intervalo de confianza

de uva

Diferencia de Error Limite

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Antracol Ram Caf -11.667 1.541 012 -19.46 -3.88

Coctel quimico -27.900 10.946 424 -122.29 66.49

Extracto de aj i .

il e -119.000 1.000 .000 127.79 -110.21

E?;?rfft;foaw SRS -119.000" 1.000 000 127.79 -110.21

Extracto de aj i .

S L -119.000 1.000 .000 127.79 110.21

Vinagre -19.033 1.001 011 -27.81 -10.26
Ram Caf Antracol 11.667 1.541 012 388 19.46

Coctel quimico -16.233 10.963 753 -110.10 77.63

Eﬁﬁ‘:gzif‘:w PRlagle -107.333" 1472 000 117.64 -97.02

xtracto de aj i .

59 e CITIARE -107.333 1472 000 117,64 -97.02

E;‘Lavcam dgajogvingore -107.333" 1172 000 117.64 -97.02

Vinagre -7.367 1173 095 -17.66 293
Coctel quimico Antracol 27.900 10.946 424 -66.49 122.29

Ram Caf 16.233 10.963 753 -77.63 110.10

Extracto de ajo en vinagre

e, -91.100 10.900 055 -186.94 4.74

Extracto de ajo en vinagre

S -91.100 10.900 055 -186.94 474

Extracto de ajo envinagre

S -91.100 10.900 055 -186.94 474

Vinagre 8.867 10.900 960 -86.97 104.71
Extracto de ajo envinagre  Antracol 119.000 1.000 .000 110.21 127.79
de.manzana Ram Caf 107.333 1172 000 97.02 117.64

Coctel quimico 91.100 10.900 055 -4.74 186.94

Extracto de ajo en vinagre

de vino tinto -000 -000 00 00

Extracto de ajo envinagre

Feni 000 000 .00 00

Vinagre 99,967 033 .000 99.67 100.26
Extracto de ajo en vinagre  Antracol 119.000° 1.000 .000 110.21 127.79
de vino tinto =

Ram Caf 107.333 1172 .000 97.02 117.64

Coctel quimico 91.100 10.900 055 -4.74 186.94

Extracto de ajo envinagre

ey 000 000 .00 .00

Extracto de ajo en vinagre

P 000 000 00 00

Vinagre 99.967" 033 000 99 67 100.26
Extracto de ajo envinagre  Antracol 119.000° 1.000 000 110.21 127.79
deuva Ram Caf 107.333 1172 .000 97.02 117.64

Caoctel quimico 91.100 10.900 055 -4.74 186.94

Extracto de ajo envinagre

Seinafisans 000 000 .00 00

Extracto de ajo envinagre

el .000 000 .00 .00

Vinagre 99.967 033 000 99.67 100.26
Vinagre Antracol 19.033 1.001 011 10.26 27.81

Ram Caf 7.367 1173 095 -293 17.66

Coctel quimico -8.867 10.900 960 -104.71 86.97

Extracto de ajo en vinagre -

s -99.967 033 000 -100.26 -99.67

Extracto de ajo en vinagre -

N tRE -99.967 033 .000 -100.26 -99.67

Extraclodeiajo.nvinagrs -99.967" 033 000 -100.26 -99.67

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 13

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de manzana como solvente a diferentes

tiempos de maceracion a una concentracion a 1.4 mg /mL del extracto frente a Colletotrichum

spp.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
6.116 4 10 .009

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que no se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifungica frente al Colletotrichum spp. (Estadistico: 6.116; df1:4 y df2:10: p<.05)

ANOVA

Suma de Media

cuadrados |dl cuadratica |[F Sig.
Entre grupos | 5604.863 4 1401.216 93.957 |.000
;ﬁ:‘;gg %0133 |10 14.913
Total 5753.996 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Colletotrichum spp. (F:
93.957; p<0.001)

De acuerdo con las pruebas post-hoc de Games Howell, se observa que las diferencias
significativas se encuentran entre grupos de maceracion del primer dia con el segundo, cuarto
y quinto dia de maceracion (p<0.01), como se puede observar en la grafica de diagramas de
cajas, siendo el primer dia de maceracion el tratamiento que presenta un 100 % de inhibicion

frente al Colletotrichum spp.
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Comparaciones multiples Games Howell

95% de intervalo de
Diferencia confianza
de medias |Error Limite Limite

(1) Manzana (J) Manzana | (I-J) estandar | Sig. _|inferior superior
h{laceramon Maceracién dia 44.933* 4182 027 112.06 76.41
dial 2

Maceracion dia

3 8.000 2.082 179 |-8.02 24.02

z/lacerauon dia 41.300" 1.453 004 130.12 52.48

|5\/|aceraC|on dia 43.667" 961 001 |36.27 51.06
Macera0|on Maceracién dia 44.233" 4182 027 |-76.41 -12.06
dia 2 1

Maceracion dia *

2 -36.233 4.671 019 |-61.42 -11.05

Zﬂacerac"’” Yl 2033 4427 |51 |-3034 24.48

';"acerac"’” dial 567 4291  [1.000{-30.18 29.05
Macera0|on Maceracién dia -8.000 2082 179 |-24.02 8.02
dia 3 1

Maceracion dia *

) 36.233 4.671 .019 |11.05 61.42

Z/Iaceramon dia 33.300" 2538 002 |21.29 45.31

g/lacerauon dia 35 667" 2293 003 [22.92 48.42
I\/,Iacerac:mn Maceracién dia -41.300" 1453 004 |-52.48 -30.12
dia 4 1

Maceracion dia

) 2.933 4.427 951 |-24.48 30.34

I;/Iaceramon dia .33.300" 2538 002 |-4531 -21.29

gﬂacerac'on a2 367 1742|682 |-6.02 10.76
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Maceracion  Maceracion dial 43 667° |.961  |.001 |-5106 36.27
diab 1
Maceracion dia
) 567 4291 |1.000[-29.05 30.18
Maceracion dia *
. -35.667" 2293 |.003 |-48.42 22292
Zﬂacerac'on dia) , 367 1742|682 |-10.76 6.02

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Anexo 14

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de vino tinto como solvente a una

concentracion a 1.4 mg /mL del extracto frente a Colletotrichum spp.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
1.239 4 10 .355

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifangica frente al Colletotrichum spp. (Estadistico: 1.239; df1:4 y df2:10: p>.05)

ANOVA

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica |F Sig.
Entre grupos |4201.051 4 1050.263 104.158 |.000
;)fljggz %®li00833 |10 10.083
Total 4301.884 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Colletotrichum spp. (F:
104.158; p<0.001)
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De acuerdo con las pruebas post-hoc de HSD Tukey, se observa que las diferencias

significativas se encuentran entre grupos de maceracion del primer dia con el segundo, cuarto

y quinto dia de maceracion (p<0.01), como se puede observar en la gréafica de diagramas de

cajas, siendo el primer dia de maceracion el tratamiento que presenta un 100 % de inhibicién

frente al Colletotrichum spp.

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Diferencia de | Error 95% de intervalo de confianza
(1) Vino (J) Vino medias (I1-J) |estandar | Sig. | Limite inferior | Limite superior
Maceraciéon dia Maceracion dia 2 37.400" 2.593 .000 |28.87 45.93
1 Maceracion dia 3 -4.200 2.593 518 |-12.73 4.33
Maceracion dia 4 -1.200 2.593 989 [-9.73 7.33
Maceracion dia 5 25.267" 2.593 .000 [16.73 33.80
Maceracion dia Maceracion dia 1 -37.400" 2.593 .000 |-45.93 -28.87
2 Maceracion dia 3 -41.600" 2.593 .000 [-50.13 -33.07
Maceracion dia 4 -38.600" 2.593 .000 [-47.13 -30.07
Maceracion dia 5 -12.133" 2.593 .006 |-20.67 -3.60
Maceracion dia Maceracion dia 1 4.200 2.593 518 [-4.33 12.73
3 Maceracion dia 2 41.600" 2.593 .000 (33.07 50.13
Maceracion dia 4 3.000 2.593 774 |-5.53 11.53
Maceracion dia 5 29.467" 2.593 .000 [20.93 38.00
Maceracion dia Maceracion dia 1 1.200 2.593 989 [-7.33 9.73
4 Maceracion dia 2 38.600" 2.593 .000 |30.07 47.13
Maceracion dia 3 -3.000 2.593 J74 1-11.53 5.53
Maceracion dia 5 26.467" 2.593 000 [17.93 35.00
Maceracion dia Maceracion dia 1 -25.267" 2.593 .000 [-33.80 -16.73
S5 Maceracion dia 2 12.133" 2.593 .006 |3.60 20.67
Maceracion dia 3 -29.467" 2.593 .000 [-38.00 -20.93
Maceracion dia 4 -26.467" 2.593 .000 [-35.00 -17.93

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 15

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de uva como solvente a una concentracién a

1.4 mg /mL del extracto frente a Colletotrichum spp.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
7.404 4 10 .005

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que no se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifangica frente al Colletotrichum spp. (Estadistico: 7.404; df1:4 y df2:10: p<.05)

ANOVA

Suma de Media

cuadrados |dl cuadratica |[F Sig.
Entre grupos | 4259.604 4 1064.901 5.274  |.015
ngLT;;‘: ®ly019320 |10 201.932
Total 6278.924 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Colletotrichum spp. (F: 5.274;
p<0.05)

De acuerdo con las pruebas post-hoc de Games-Howell, se observa que las diferencias
significativas se encuentran entre grupos de maceracion del primer dia con el segundo, cuarto
y quinto dia de maceracion (p<0.01), como se puede observar en la grafica de diagramas de
cajas, siendo el primer dia de maceracion el tratamiento que presenta un 100 % de inhibicion

frente al Colletotrichum spp.
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Comparaciones multiples
Games-Howell
95% de intervalo de
Diferencia confianza
de medias|Error Limite Limite

(1) Uva (J) Uva (1-J) estandar | Sig. |inferior superior
Maceracion  Maceracion diaf ) o ooq 0.702 | 558 |-48.26 81.32
dial 2

Maceracion dia *

. 28.033 5082 |.040 |2.06 54.00

zﬂacerac'on dial 51500"  |2.608 |.024 |-37.40 5.60

Maceraciéon dia

) 12.033 15105 |.912|-97.28 121.34
Maceracion  Maceracion dial ;e o03 9700 | 558 |-81.32 48.26
dia 2 1

Maceraciéon dia

. 11.500 10364 |.797 |-45.63 68.63

Maceracion dia

. -38.033 9426 |.161 |-108.73 32.66

gﬂacera"'on dial 4 500 17599 |.999 |-90.83 81.83
Maceracion  Maceracion dial g )23« 5080 | 040 |-54.00 -2.06
dia 3 1

Maceraciéon dia

) -11.500 10364 |.797 |-68.63 45.63

Zﬂacerac'on dial 49533° |4533 |.019|-80.01 -18.15

Maceraciéon dia

) -16.000 15538 | .830 |-116.97 84.97
Maceracion  Maceracion dial,) oope |5 508 | 024 (5.60 37.40
dia 4 1

Maceracion dia

) 38.033 0426 |.161 |-32.66 108.73

gﬂacerac'on dial 9533 |4533 |.019]18.15 80.91

Maceracion dia

- 33.533 14.929 |.409 |-80.16 147.22
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Maceracion  Maceracion dia) 1) 433 15105 |.012 [-121.34 97.28
diab 1
Maceracion dia
) 4500 17.599 |[.999 (-81.83 90.83
Maceracion dia
3 16.000 15.538 |[.830 |-84.97 116.97
Maceracion dia
4 -33.533 14.929 |.409 (-147.22 80.16

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Anexo 16

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de manzana como solvente a una

concentracion a 1.4 mg /mL del extracto frente a Fusarium verticillioides.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
1.463 4 10 284

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifungica frente al Colletotrichum spp. (Estadistico: 1.463; df1:4 y df2:10: p>0.05).

ANOVA

Suma de Media

cuadrados |gl cuadratica |[F Sig.
Entre grupos | 6070.156 4 1517.539 127.746 |.000
ngL:g:s’ ®l118703 |10 11.879
Total 6188.949 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Fusarium verticillioides. (F:
127.746; p<0.001)

De acuerdo con las pruebas post-hoc de HSD Tukey, se observa que las diferencias
significativas se encuentran entre grupos de maceracion del primer dia con el segundo y tercer
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dia de maceracion (p<0.01), como se puede observar en la gréfica de diagramas de cajas,
siendo el primer dia de maceracion el tratamiento que presenta un 97 % de inhibicion frente al
Fusarium verticillioides.

Comparaciones multiples

HSD Tukey
95% de intervalo de
Diferencia confianza
de medias|Error Limite Limite
(1) Manzana (J) Manzana | (1-J) estandar | Sig. | inferior superior
l\/,laceracmn Maceracmn 99 467" 2814 000 |13.21 31.73
dia 1l dia 2
Maceraclon 149067 |2.814  |.000 |40.71 59.23
dia 3
I\/,Iaceracmn 1300 2814 989 |-10.56 7.96
dia 4
Maceracmn -1.100 2814 994 1-10.36 8.16
dia 5
Maceracion Maceracion *
, : -22.467 2.814 |.000 |-31.73 -13.21
dia 2 dial
Maceracmn 27 500" 2814 000 |18.24 36.76
dia 3
Maceraclon 1 23767°  |2.814  |.000 |-33.03 -14.51
dia 4
Maceracion | 3567 |2.814  |.000 |-32.83 -14.31
dia5
Maceracion Maceracion *
, , -49.967 2814 |.000 [-59.23 -40.71
dia 3 dial
Maceracion | 7500 |2.814  |.000 |-36.76 -18.24
dia 2
I\/,Iaceracmn 51 967" 2814 000 |-60.53 -42.01
dia 4
I\/,Iaceracmn 51.067" 2814 000 |-60.33 -41.81
dia 5
Maceracion  Maceracion |, 4, 2.814 |.989 |-7.96 10.56
dia 4 dia 1l
(';’i':‘;erac'on 23.767" 2814 [.000 [14.51 33.03
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Maceracion 151 267" 2.814 |.000 |42.01 60.53
dia 3
I\/,Iaceracmn 200 2814 1.000(-9.06 9.46
dia 5

|\{|acerauon Maceracnon 1.100 2814 994 |-8.16 10.36

dia 5 dial
I\/,Iaceracmn 23 567" 2814 000 |14.31 32.83
dia 2
Maceracnon 51.067" 2814 000 |41.81 60.33
dia 3
Zfi':ilefac'on -.200 2.814 |1.000|-9.46 9.06

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Anexo 17

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de vino tinto como solvente a una

concentracion a 1.4 mg /mL del extracto frente a Fusarium verticillioides.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
6.453 4 10 .008

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que no se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifangica frente al Fusarium verticillioides. (Estadistico: 6.453; df1:4 y df2:10: p<0.05).

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados Gl cuadréatica F Sig.
Entre grupos 4596.803 4 1149.201 7.707 .004
Dentro de 1491.107 10 149.111
grupos
Total 6087.909 14
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ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de

inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Fusarium verticillioides. (F:

7.707; p<0.05)

De acuerdo con las pruebas post-hoc de HD Tukey, se observa que las diferencias

significativas se encuentran entre grupos de maceracion del primer dia con el segundo y tercer

dia de maceracion (p<0.01), como se puede observar en la grafica de diagramas de cajas,

siendo el segundo dia de maceracién el tratamiento que presenta un 100 % de inhibicion,

seguido del tercer dia con un 98 % de inhibicion frente al Fusarium verticillioides.

Comparaciones multiples

HSD Tukey
95% de intervalo de
Diferencia confianza
de medias|Error Limite Limite

() Vino (J) Vino (1-J) estandar [ Sig. |inferior superior
I\/,Iaceracmn Maceracion dia 44,667 9.970 008 |-77.48 1185
dial 2

Maceracion dia *

3 -43.600 9.970 .010 |-76.41 -10.79

Zﬂacerac'on dial 433 |o970 |.238 |-55.25 10.38

gﬂacerac'on dial 15000 |o970 |.750 |-a4.81 20.81
Maceracion  Maceracion dia) ) cor 19970 |.008 |11.85 77.48
dia 2 1

Maceracion dia

3 1.067 9.970 1.000(-31.75 33.88

Maceracion dia

s 22.233 9.970 244 1-10.58 55.05

gﬂacerac'on dial3) 667 9970 |.051 |-15 65.48
Maceracion  Maceracion dial 5 o0y 19970 |.010 |10.79 76.41
dia 3 1

Maceracion dia

) -1.067 9.970 1.000(-33.88 31.75
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Z/Iaceramon dia 21167 9.970 282 |-11.65 53.98

Voceraclon @R131600 9970|060 |-121 64.41
Macera0|on Maceracion dia 99 433 9.970 238 |-10.38 55.25
dia 4 1

Maceracion dia

) -22.233 9.970 .244 |-55.05 10.58

g/laceramon dia 21167 9.970 282 |-53.98 11.65

l;/laceracmn dia 10.433 9.970 829 |-2238 43.25
MaceraC|on Maceracion dia 12,000 9970 750 |-20.81 44.81
dia5s 1

Maceracion dia

) -32.667 9.970 .051 |-65.48 15

I;/Iaceracmn dia -31.600 9.970 060 |-64.41 1.21

Maceracion dia

s -10.433 9.970 .829 [-43.25 22.38

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Anexo 18

Datos estadisticos del extracto de ajo en vinagre de uva como solvente a una concentracion a

1.4 mg /mL del extracto frente a Fusarium verticillioides.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
3.469 4 10 .050

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene indica que no se cumple el supuesto
homogeneidad entre los diferentes tratamientos empleados para evaluar la actividad
antifangica frente al Fusarium verticillioides. (Estadistico: 3.469; df1:4 y df2:10: p<0.05).
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ANOVA
Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5464.629 4 1366.157 44.677 .000
DS::;’):'Q 305.787 10 30.579
Total 5770.416 14

ElI ANOVA unifactorial indica que hay diferencia significativa en los porcentajes de
inhibicion, de acuerdo con los tratamientos empleados frente al Fusarium verticillioides. (F:
44.677; p<0.001)

De acuerdo con las pruebas post-hoc de HSD Tukey, se observa que las diferencias
significativas se encuentran entre grupos de maceracion del primer dia con el segundo y tercer
dia de maceracion (p<0.01), como se puede observar en la gréafica de diagramas de cajas,
siendo el segundo dia de maceracion el tratamiento que presenta un 100 % de inhibicién,
seguido del tercer dia con un 98 % de inhibicién frente al Fusarium verticillioides.

Comparaciones multiples

HSD Tukey
95% de intervalo de
Diferencia confianza
de medias|Error Limite Limite
(1) Uva (J) Uva (1-J) estandar | Sig. | inferior superior
Maceracion  Maceracion dia) ;) cor | 4515 | 000 26.81 56.53
dial 2
Maceracion dia "
; 55.067 4515  |.000(40.21 69.93
Zﬂacerac'on dial 6533|4515  |.000|31.67 61.39
';"acerac"’” dial 07000 |a515  |.000|25.84 55.56
(';?Zzerac'on iﬂacera"'on Y2l s1667 |a515 |.000|-56.53 26,81
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g/laceramon dia 13.400 4515 082|-1.46 28.26

Z/Iaceramon dia 4867 4515 8141-9.99 19.73

g/laceramon dia - 967 4515 999(-15.83 13.89
l\/,laceracmn Maceracion dia .55 067" 4515 000!-69.93 -40.21
dia 3 1

Maceracion dia

) -13.400 4,515 .082|-28.26 1.46

Z/Iaceracmn dia .8.533 4515 3811-23.39 6.33

g/laceramon dia 14,367 4515 059/-29.23 49
I\/,Iaceracmn Maceracion dia -46.533" 4515 000!-61.39 -31.67
dia 4 1

Maceracion dia

) -4.867 4515  |.814|-19.73 9.99

g/laceraCIon dia 8533 4515 3811-6.33 23.39

I;/Iacerac:lon dia .5.833 4515 7021-20.69 9.03
I\/’Iaceracmn Maceracion dia -40.700" 4515 000|-55.56 -25.84
dia 5 1

|2\/|aceraC|on dia 967 4515 999(-13.89 15.83

g/laceramon dia 14 367 4515 0591 -.49 29.23

Maceracion dia 5 833 4515 7021-9.03 20.69

4

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 19

Comparacion multiple del porcentaje de inhibicion frente a la Fusarium verticillioides.

Concentracion de Ajo = 1.75 mg /mL de medio de cultivo.

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Antracol Ram Cafl 35.900° B7S .o0oo 33.60 38.20

Coctel gquimico -7.200" 675 ooo -9.50 -4.90

Extracto de ajo en vinagre -

de manzana -46.200 E7S Rilsls) -48.50 -43.90

Exiracto de ajo en vinagre -

de vino tinto -46.200 BTS .ooo -48.50 -43.90

Extracto de ajo en vinagre .

de e -46.200 675 .000 -48.50 -43.80

Vinagre 53733 B7S .0oo 51.43 56.04
Ram Caf Antracol -35.900° BTS aoo -38.20 -33.60

Coctel quimico -43100 BTS ooo -45.40 -40.80

Extracto de ajo en vinagre .

de manzana -82.100 BTS oo -84.40 -79.80

Extracto de ajo en vinagre -

de vino tinto -g2.100 E75 .0oo -B4.40 -79.80

Extracto de ajo en vinagre o

de uva -82.100 675 .aoo -64.40 -79.80

Vinagre 17.833 BTS aoo 1553 2014
Coctel guimico Antracol 7.200° BTS ooo 480 9.50

Ram Caf 43100 675 ooo 40.80 4540

Extracto de ajo en vinagre -

de manzana -39.000 E7S Rulsls) -41.30 -36.70

Extracto de ajo en vinagre "

da vino tinta -39.000 675 .ooo -41.30 -36.70

Extracto de ajo en vinagre .

de uva -39.000 B7S .0oo =41.30 -36.70

Vinagre 60933 BT5 oo 58.63 63.24
Extracto de ajo envinagre  Antracol 46.200° 675 ooo 43.90 48.50
de manzana Ram Caf 82100 BTS ooo 7980 B4 40

Coctel quimico 39.000 E7S Rulsls) 36.70 41.30

Extracto de ajo en vinagre

de vino tinto 000 675 1.000 230 2.30

Extracto de ajo en vinagre

do uva 000 675 1.000 -2.30 2.30

Vinagre 99.933 675 .000 97.63 102.24
Eadr:::clcl _de ajo envinagre  Antracol 46.200 675 .0oo 43.80 48.50
da vino tinta Ram Caf 82.100° 675 .000 79.80 84.40

Coctel quimico 33.000 B75 .ooo 36.70 41.30

Extracto de ajo en vinagre

de manzana 000 B7S 1.000 -2.30 230

Extracto de ajo en vinagre

de uva 000 675 1.000 230 2.30

Vinagre 99,933 E75 .000 97.63 102.24
Extracto de ajo en vinagre Antracol 46.200° B7S .ooo 43.90 48.50
de wa Ram Caf 82.100" 675 .000 79.80 84.40

Coctel quimico 39.000 675 .0oo 3670 41.30

Extracto de ajo en vinagre

de manzana 000 675 1.000 -2.30 230

Extracto de ajo en vinagre

de vino tinto 000 BT5 1.000 -2.30 2.30

Vinagre 99933 BTS 000 97.63 102.24
Vinagre Antracol 53733 E7S .aoo -56.04 -51.43

Ram Car -17.833 BT7S .ooo -20.14 -15.53

Coctel quimico -60.933 675 .aoo -63.24 -58.63

Extracto de ajo envinagre -

de manzana -99.933 675 000 -102.24 -97.63

Extracto de ajo en vinagre .

de ving tinto -93.933 675 .000 -102.24 -97.63

Extracto de ajo en vinagre .

de uva -99.933 BTS ooo -102.24 -97 63

* Ladiferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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