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[Though nothing,
will keep us together
We could steal time,

just for one day
We can be Heroes,
for ever and ever

What d'you say?]

David Bowie.
“Heroes”.
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'Miguel Fernando Torres Rojas 2016. Propiedades antagonicas de diluciones de
Kombucha contra Sclerotium cepivorum Berk. Tesis Ingeniero Agronomo. Facultad de
Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Cajamarca — Per.

Resumen

En condiciones “in vitro”, el concentrado de Kombucha conformado por
Saccharomyces sp., Zygosaccharomyces sp. y Acetobacter sp., metabolizan
compuestos con propiedad fungicida, contra esclerocios de Sclerotium
cepivorum. Este antagonismo se determiné utilizando 0.08 ml de concentrado y
las diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000; observando destruccion de filamentos e
inactivacion de esclerocios en forma proporcional. El area de destruccién de
filamentos del concentrado fue de 1.8 cm de diametro; de 1.2 cm de la dilucién
1/10; de 0.7 cm de la dilucién 1/100 y de 0.4 cm de la dilucién 1/1000. Los
esclerocios se inactivan cuando la siembra de éstos, se realiza en medio PDA,
previamente tratados con el concentrado y las diluciones respectivas. Los
microorganismos que conforman Kombucha, en forma individual ejercen limitado
antagonismo, caso contrario cuando se encuentran asociados conformando
Kombucha. Los esclerocios se inactivan en contacto con el concentrado en un
intervalo de 15 a 30 minutos.

Palabras clave: Sclerotium cepivorum, kombucha, antagonismo.

! Bachiller en Agronomia de la Facultad de Ciencias Agrarias.
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'Miguel Fernando Torres Rojas 2016. Antagonistic properties of dilutions of Kombucha
against Sclerotium cepivorum Berk. Agronomist Engineer thesis. Faculty of Agricultural
Sciences. National University of Cajamarca — Peru.

Abstract

In conditions “in vitro”, Kombucha concentrate consisting of Saccharomyces sp.,
Zygosaccharomyces sp. and Acetobacter sp., metabolise compounds with
fungicidal property, against sclerotia Sclerotium cepivorum. This antagonism was
determined using 0.08 ml concentrate and dilutions 1/10, 1/100 y 1/1000;
observing filaments destruction and inactivation of sclerotia in proportion. The
area destroyed was concentrated filaments of 1.8 cm diameter; 1.2 cm dilution
1/10; 0.7 cm dilution 1/100 and 0.4 cm dilution 1/1000. Sclerotia are inactivated
when planting thereof is done on PDA medium pretreated with the concentrate
and their respective dilutions. Microorganisms that make Kombucha, individually
exert limited antagonism, otherwise when they are associated forming
Kombucha. Sclerotia are inactivated in contact with the concentrate in a range of
15 to 30 minutes.

Keywords: Sclerotium cepivorum, kombucha, antagonist.

1 Bachelor in Agronomy from the Faculty of Agricultural Sciences.



CAPITULO |

INTRODUCCION

La kombucha es conocida en nuestro medio como agua de hongo o té de hongo,
bebida de tradicion milenaria en diferentes paises del oriente asiatico, destaca
por su refrescante y agradable sabor en las primeras 72 horas de su preparacion
debido al proceso de fermentacion de la sacarosa. Su consumo contribuye con
la salud, alivia malestares digestivos y otras dolencias producto de desordenes
alimenticios. Previene infecciones fungosas y bacterianas. El cuerpo fructifero
conocido como kombucha esta conformado por Saccharomyces sp.,
Acetobacter xylunum, y otros microorganismos que prosperan en el agua

azucarada de té (Camellia sinensis L.) (Gunther 2005).

El ajo (Allium sativum L.) es una de las hortalizas mas antiguas usadas por el
hombre; es importante por sus cualidades culinarias y medicinales. Uno de los
problemas fitosanitarios que afecta a este cultivo es el hongo
Sclerotium cepivorum, agente causal de una de las enfermedades mas
devastadoras e importantes, la pudricion blanca. Solamente se presenta en
especies de Allium desarrollando esclerocios que tienen la capacidad de
sobrevivir en el suelo por mas de 20 afios, sin perder su efectividad, razén por la
cual su control es dificil (Schwartz y Mohan 2008). Este fitopatdgeno afecta el
producto comercial (bulbo), causando pérdidas que pueden llegar al
100 % (Crowe et al. 1980). La misma se presenta en las zonas productoras de

ajo en Cajamarca, principalmente en la localidad de Pariamarca (Roncal 2004).

En la actualidad las investigaciones relacionadas con el tratamiento de

fitoenfermedades y plagas de los diferentes cultivos estan orientadas a la



utilizacion ordenada de practicas agronémicas ancestrales, destacando entre
éstas el uso de la materia organica como integrante principal del sustrato suelo,
seguido por aplicacién de metabolitos antagonicos de origen fungoso, bacteriano
y vegetal, con la finalidad de consumir productos agricolas de calidad y sin riesgo
de remanentes toéxicos. La kombucha ha sido reportada como antifingica y
antibacteriana (Gunther 2005). Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente
realizamos la presente investigacion, con el propésito de obtener la dilucion
antagonica efectiva que limite la germinacién de in6culo de Sclerotium cepivorum
Berk. que produce la pudricion blanca en el sistema radicular del ajo

(Allium sativum).

1.1. Objetivo

Determinar la efectividad de la dilucién antagonica de Kombucha contra el hongo
Sclerotium cepivorum Berk. que produce la pudricion blanca en el ajo
(Allium sativum L.).



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades sobre la Kombucha

El nombre Kombucha deriva del vocablo japonés “konbu” que significa “alga” y
la terminacion “cha” se refiere a “té”; semanticamente corresponde a alga de té.
En Japdn, kombucha es el nombre de un plato tipico denominado “sopa de alga”
(Barbancik 1954).

Los microorganismos que integran Kombucha tienen caracter industrial;
destacan levaduras de la clase Ascomycetes, género Sacharomyces y las

bacterias de la clase Schizomycetes, género Acetobacter (Gunther 2005).

2.2. Utilidad de la Kombucha

Opiniones que destacan las ventajas del té Kombucha, sobre todo en humanos,
como regulador del sistema digestivo, alivia dolencias a consecuencia de artritis,
mantiene saludable a la piel. También por ser un fermento tipo sidra, es bebida
agradable que se utiliza para aplacar la sed. La principal ventaja radica en que
€en su consumo Se ingieren microorganismos Vvivos, tanto de hongos como de
bacterias, a quienes los cientificos atribuyen influencia positiva en el sistema
digestivo (Barbancik 1954).



2.3. Géneros de levaduras presentes en Kombucha

2.3.1. Saccharomyces sp., son organismos unicelulares que poseen pared
celular definida, constituida por carbohidratos de cadena larga (Roncal 2004), el
principal compuesto es la quitina. El ndcleo visible, pequefio, rodeado de
citoplasma, con una gran vacuola que ocupa la mayor parte de la célula,
mitocondrias de 5 um de largo por 1 pum de ancho que son organulos
filamentosos que se encuentran flotando en el citoplasma; desplazandose de
una parte a otra dentro de la célula (Gunther 2005).

En el interior de estos organulos se han localizado porciones que generan
enzimas que intervienen en el ciclo de Krebs, en las cadenas de transporte de
electrones y la fosforificacion oxidativa. Esto ha hecho que se compare a las
mitocrondrias como calderas en las que los seres vivos queman (oxidan)
diferentes componentes para recuperar la energia que contienen y convertirla en
ATP (4cido adenosintrifosforico). Es probable que la mayoria de las
mitocrondrias, si no todas, se originen por fragmentacion de otras ya existentes,

antes de la division celular (Madigan et al. 2006).

En el proceso de multiplicacion de una célula de levadura, lo primero que se
distingue es la blastoconidia en forma de brotes celulares globosos, ligeramente

alargados. En medio de cultivo se presenta un filamento (Alexopoulus 1966).

2.3.2. Zygosaccharomyces sp., presenta células elipsoidales, la mayoria con
mas de 5 um de largo, puede crecer sobre sustratos azucarados, condicion que
facilita su actividad, se estima alrededor de 30 especies que se multiplican en un
rango de 0.876 %y 0.912 % de desconcentracion de azlcar. Taxonémicamente
al género Saccharomyces se lo incluye en el reino Fungi, filo Ascomycota, clase
Hemiascomycetes, orden Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae;

por sus caracteristicas morfolégicas y por presentar quitina (Brock et al. 1987).

2.3.3. Bacteria Acetobacter xylinum, presenta flagelos periticos, esta bacteria
es la encargada de llevar a cabo la oxidacion de alcoholes de cadena larga y de

azlcares, esto ocurre porque cumple con el ciclo del &cido citrico hasta COo,



conduciendo a la acumulacién de acidos organicos como productos finales
(Gerard y Tortora 1993).

2.4. Proceso de fermentacién alcohdlica

Es un proceso bioldgico en plena ausencia de aire (oxigeno — Oy), llamado
también proceso anaerdébico originado por la actividad de algunos
microorganismos unicelulares (levaduras) que procesan los hidratos de carbono
(azucares), como puede ser glucosa, fructosa, sacarosa y almidén; para obtener
como producto final alcohol en forma de etanol (férmula quimica: CHs-CH2-OH),
diéxido de carbono (CO2) en forma de gas y unas moléculas de ATP que
consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético

anaeroébico (Brock et al. 1987).

El etanol resultante se emplea en la elaboracion de algunas bebidas alcohdlicas,
tales como el vino, la cerveza, la sidra. La fermentacion acética corresponde a la
fermentacion del etanol para convertirse en acido acético provocado por
bacterias, comUunmente se presenta en vinos, cuando éste se agria (Garritz y
Chamuzo 1994).

2.4.1. Fermentacion de la glucosa. Segun Gerard y Tortora (1993), cuando la
glucosa se degrada por via de la glucolisis en condiciones anaerdbicas no se
produce una oxidacion o una reduccion total del sustrato. Se afirma entonces
que la reaccién de fermentacion esta “equilibrada”. La energia libre requerida
para la formacion de ATP se obtiene a partir de las reacciones de transferencia

de electrones favorables, ocurriendo la degradacion pasando por tres momentos:

a) Primero ocurre la reaccién de arreglo preparatorio de degradacion formando
al compuesto intermediario gliceraldehido-3-fosfato; sin oxido-reduccion.

b) Se produce la energia para los enlaces de fosfato en forma de ATP y la
produccion de piruvato.

c) El proceso de la reaccion de oxido-reduccidén, manifestandose la
fermentacion con la produccion de etanol y liberaciéon de CO,. La via

bioquimica del piruvato se denomina glucolisis.



Hay que recalcar que todavia no se ha efectuado cambios redox, puesto que las
tres reacciones se realizan sin ninguna transferencia de electrones, aunque se
han empleado dos enlaces fosfato de alta energia proveniente del ATP. La
primera reaccion de oxidacion tiene lugar en la conversion del gliceraldehido-3-
fosfato en acido 1,3-difosfoglicerido. En esta reaccion la coenzima NAD acepta
dos electrones y se convierte en NADH, mientras que el fosfato inorganico se
convierte en forma orgénica (quimicamente se dice que el fosfato ha sido
esterilizado) constituyendo de esta manera base de la fosforilacion del sustrato

y la formacion del ATP, como reaccién mas importante en los organismos Vvivos.

En la fermentacion completa se emplean dos moléculas de ATP para la
fosforilacion del azucar, y se sintetiza cuatro moléculas de ATP (dos para cada
fragmento de tres carbonos), con que la ganancia neta es de dos moléculas de
ATP por moléculas de glucosa fermentada. Puesto que el valor energético de un
enlace de alta energia de ATP es de cerca de 7.4 kcal/mol y se libera 57 kcal de
energia por molécula de glucosa durante la fermentacién alcohdlica, cerca del
26 % de la energia liberada durante la oxidacion de glucosa se mantiene en
enlaces de alta energia de ATP (14.8 kcal en dos mol de ATP) y el resto se pierde

en forma de calor (Voet 2006).

Las reacciones que van de glucosa al piruvato que se acaban de describir se
presentan en gran variedad de microorganismos, pero el piruvato producido
puede procesarse todavia mas y de diferentes formas, muchas bacterias, asi
como animales superiores, efectian la reduccion piruvato+NAD+acido
lactico+NAD, sirviendo el piruvato como el ultimo aceptor de electrones para
formar el producto final, el acido lactico en lugar del alcohol y CO; (Gerard y
Tortora 1993).

2.5. Obtenciéon de acido acético

Esta fermentacion comprende el proceso de obtencion del etanol para
convertirse en acido acético provocado por bacterias, cominmente se presenta

en vinos cuando éste se agria (Voet 2006).



La ruta biolégica de produccién de acido acético esta en el orden del 10 % de la
produccion mundial, siendo las bacterias fermentativas las responsables del
proceso de obtencion de este vinagre de calidad para la industria culinaria. El
75 % del acido acético procedente de la industria quimica se obtiene a través de
la carbonilacién del metanol (Brock et al. 1987).

Segun Gerard y Tortora (1993), el acido acético, en la forma de vinagre, ha sido
preparado por bacterias del género Acetobacter. En presencia de suficiente
oxigeno, estas bacterias pueden producir vinagre a partir de una amplia variedad
de alimentos alcohdlicos. Algunos insumos comunes son la sidra, el vino, cereal
fermentado, malta, arroz y papa. Una solucién diluida de alcohol, suministrada
con inéculo viable de Acetobacter sp., y mantenida en un lugar calido y aireado
se hara vinagre. Este principio utiliza la industria para la preparacion de vinagre;
probablemente la primera produccion de vinagre fue consecuencia de errores en
la fermentacion durante el proceso de elaboracion de vino. Si el mosto se
fermenta a temperatura demasiado alta, Acetobacter sp. dominara a la levadura

(Saccharomyces sp.) presente naturalmente en las uvas (Vitis vinifera).

La mayor parte del vinagre hoy en dia es hecho en cultivo de tanque sumergido,
descrito por primera vez en 1949 por Otto Hrometka y Heinrick Ebner. En este
método el alcohol se fermenta a vinagre en un tanque agitado continuamente y
se suministra oxigeno burbujeando aire a través de la solucién. Usando
aplicaciones modernas de este método, se puede preparar vinagre de 15 %
acido acético en solo 24 horas en un proceso por lotes, incluso de 20 % en 60
horas (Gerard y Tortora 1993).

2.5.1. Carbonilacion del metanol: en este proceso el metanol y el monoxido de
carbono (CO) reaccionan para producir acido acético, de acuerdo a la ecuaciéon
guimica siguiente:

CH30H + CO --------- CH3COOH

El primer proceso comercial de carbonilacién del metanol, usando catalizador de
cobalto, se desarroll6 por la compafia quimica alemana BASF en 1963.

Posteriormente, en 1968, el catalizador estuvo basado en Rodio (Rh) mostrando



eficiencia a menor temperatura y con casi ningun subproducto. La primera planta
en usar este método fue construida por la compafiia quimica norteamericana
Monsanto en 1970; constituyéndose en el método dominante de produccion de
acido acético. En las postrimerias de los afios 1990, las compafias quimicas de
BP comercializaron el catalizador del proceso Cativa que es promovido por el
Rutenio (Ru). Este proceso catalizado por Iridio (Ir) es mas verde y mas eficiente
y ha sustituido ampliamente al proceso de Monsanto, frecuentemente en las
mismas plantas de produccién (Gerard y Tortora 1993).

2.5.2. Accion del &cido acético: en medicina el 1 % es importante para
vendajes quirdrgicos, en concentraciones de 2 — 5 % se utiliza para aliviar otitis
externas provocadas por Pseudomonas sp. Yy Aspergillus sp.. En
concentraciones de 5 % sirve para desinfectar y cicatrizar quemaduras externas.
Duchas vaginales al 0.25 % y 1 % alivia infecciones por Trichomonas sp. y al

0.25 % se utiliza para irrigacion de la vejiga (Gerard y Tortora 1993).

Tiene propiedades de “desintoxicacidon”, reduce las propiedades toxicas de
sustancias mediante modificaciones quimicas inducidas en el organismo que
generan un compuesto que es menos toxico 0 que se elimina con mayor
facilidad, ademas “desinfecta”, debido a que elimina todo tipo de
microorganismos patdégenos, con excepcion de esporas bacterianas que han
experimentado liofilizacion natural (Roncal 2004). Se utliza como
“‘desinfestante” eliminando microorganismos de material quirdrgico y sustratos

de diferente naturaleza (Roncal 1996).

El etanol antes de convertirse en acido acético por fermentacion se utiliza como
desinfectante, elimina a microorganismos siempre y cuando se encuentre diluido
en agua, para permitir el paso del producto activo dentro de la célula del
microorganismo e inducir la intoxicacién. Como desinfectante se utiliza para el
mantenimiento aséptico de material quirdrgico y equipos de uso médico como
estetoscopios, equipos para la asistencia respiratoria o areas de preparacion de
medicamentos en centros de salud y laboratorios de drogueria, para evitar la
corrosion de superficies de tapones de goma y de frascos-ampolla que

contengan medicamentos (Gerard y Tortora 1993).
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2.6. Generalidades del té (Camellia sinensis L.)

Segun Mufioz (2002), su origen se remonta a la mitologia japonesa, acreditado
por el Santo Budista Chino Bodhidharma meditando durante 9 afios contra la
pared. Tiempo que condujo al Santo a quedar profundamente dormido; luego de
despertar se disgustd por haberse quedado dormido, cortandose los parpados
para que de esa manera se asegure de no volver a dormirse durante sus
meditaciones. De sus parpados caidos al suelo crecieron plantas, cuyas hojas

inmersas en agua caliente producen una bebida que combate el suefio.

Bromatolégicamente la composicion quimica general de los brotes de Té varian
segun las condiciones agroclimaticas, fecha de cosecha, practicas culturales y
caracteristicas genéticas de las plantas. Su popularidad como bebida se atribuye
a los polifenoles y xantinas: ambos grupos responsables del sabor unico,

sumado a los numerosos compuestos asociados con este aroma.

Tanto los brotes como hojas presentan complejos quimicos de enzimas,
carbohidratos, proteinas y lipidos. Los brotes se distinguen por su marcado
contenido de polifenoles (flavonoides, teaflavina y tearubigina) y xantinas
(cafeina, teobromina y teofilina); compuestos que integran entre 15y 30 % de la
materia seca de los brotes, aunque estos porcentajes pueden variar por su
contenido segun el material genético, ambiente, practicas agronémicas,
incidencia de plagas y enfermedades, ademas de practicas de industrializacion,
las hojas frescas de esta planta contiene entre 75 a 78 % de agua. Hacen falta
4 Kg de hojas frescas para hacer 1 Kg de té terminado. Los mayores compuestos
oxidables de las hojas son las catequinas, sustancias pertenecientes al grupo de
los flavonoides; que se encuentran en las vacuolas, jugando un rol fundamental

durante el proceso de fermentacion.

En la salud humana las catequinas intervienen en la reduccion de los triglicéridos
y colesterol de la sangre, previenen la arteroesclerosis, refuerza las paredes de
las venas, regula la presibn sanguinea y previene la caries, limitando el
desarrollo de las bacterias causantes de tal afeccion. Cominmente conocido

como “Té negro”, es considerado como fuente ideal de los minerales Calcio (Ca),
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Fésforo (P), Hierro (Fe), Potasio (K), Sodio (Na) y las vitaminas A, B1, B2,
Niacina y C, contiene mas de 600 compuestos que actlan sobre el sabor, gusto
y color. Destacan las proteinas (20 a 30 %), aminoacidos (1 a 5 %) que son
responsables del gusto y sabor, alcaloides (3 a 5 %), fenoles (20 a 35 %),
glucidos (20 a 25 %), acidos organicos (3 a 5 %), lipidos (4 a 5 %), pigmentos
(0.6 a 1 %), sustancias aromaticas (0.005 a 0.03 %), vitaminas (0.6 a 1 %),

saponarias (0.07 a 0.1 %). Todas estas son sustancias organicas.

Como resultado de un andlisis cientifico de la composicion quimica del Té, se ha
determinado que contiene 27 elementos minerales, ademas del Carbono (C),
Hidrégeno (H), Oxigeno (O2), Nitrégeno (N), Fosforo (P), Potasio (K), Magnesio
(Mg), Manganeso (Mn), Flaor (FI), Aluminio (Al), Calcio (Ca), Sodio (Na), Azufre
(S), Hierro (Fe), Arsénico (Ar), Cobre (Cu), Niquel (Ni), Silicio (Si), Zinc (Zn), Boro
(Bo), Molibdeno (Mo), Plomo (PI), Cadmio (Ca), Cobalto (Co), Selenio (Se),
Bromo (Br), Yodo (), Cromo (Cr), Titanio (Ti), Cesio (Cs) y Vanadio (Va). El
contenido en Fluor, Potasio, Aluminio, Yodo, Selenio, Niquel, Arsénico y
Manganeso del Té; es superior al nivel medio de otras plantas. Los elementos
minerales producen una accion reguladora sobre el organismo. Como el Té es
rico en estos elementos, es suficiente con beber algunas tazas por dia para

responder a las necesidades del cuerpo humano.

2.6.1. Procesamiento del té comercial. Segun Mufioz (2002), el Té negro o
comun se prepara a partir de los brotes secos del arbusto Camellia sinensis L.,
denominado botén y de las dos primeras hojas del terminal. Las hojas se dejan
marchitar, luego pasan por la envoltura durante unas horas, luego se calientan y
se secan, en este proceso las enzimas del parénquima foliar verde catalizan la

oxidacion de los constituyentes.

Este producto se oxida hasta en un 100 %; las hojas cortadas se magullan para
perturbar las estructuras de las células aprovechando rodos los jugos de la hoja
(que contiene flavonoides) y enzimas (como la polifenol oxidasa) se mezclan
permitiendo una oxidacion completa. El proceso de oxidacion dura tres horas

bajo una alta humedad y una temperatura éptima para la funcién de las enzimas.
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Una vez que el proceso esta completo, las hojas se secan y se preparan para su

empaque.

Las figuras siguientes son el ejemplo de oxidaciéon de las catequinas en
theaflavinas y thearubiginas por medio de la enzima polifenol oxidasa. Ahora
si se puede observar que las estructuras comienzan a cambiar mas. La

Thearubigina es la que da color y sabor al Té negro.

CATEQUINAS THEAFLAVINA THEARUBIGINA

o Ry OH = _-{

HO. O |1 FROGESD OE MipAcion L o)

Fig. 1. Oxidacion de cateninas.

2.6.2. Descripcion de algunas sustancias quimicas presentes en el Té

negro. Segun Mufioz (2002).

Teaflavinas (TF): son sustancias rojas y naranjas que contribuyen la intensidad,
el brillo y el color de la infusion del Té. Las teaflavinas del Té negro comprenden

varias fracciones.

Tearubiginas (TR): son sustancias altamente polimerizadas, son los productos
de la condensacion completa de catequinas oxidadas con TF. Juntos con otras
sustancias altamente polimerizadas, las TR contribuyen con el color, el sabor y

el cuerpo de la infusion.

Cafeina: es una molécula relativamente estable y es un estimulante directo del
sistema nervioso central. Junto con TF imparte fuerza a la infusion de Té. Los
altos niveles de cafeina indican un buen estandar de hoja. Los niveles de cafeina
disminuyen con la madurez de los brotes. Estos componentes bioguimicos dan

el gusto Unico y aroma caracteristico del Té negro. Los componentes de sabor
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volatiles incluyen aminoacidos que se degradan para producir linalol, fenil
acetaldehido, fenil etanol y metil que contribuyen al aroma deseable del Té.

2.7. Generalidades de los hongos fitopatdgenos.

Segun Roncal (2004), el soma esta constituido por filamentos ramificados
conformados por células de paredes celulares que contienen quitina, celulosa y
otras sustancias organicas complejas. Las hifas de la mayoria de los hongos se
encuentran interrumpidas por tabiques transversales porosos denominados
septos, son divisiones que permiten la diferenciacién celular con mas de dos
nacleos, aploides o diploides segun la circunstancia. Las especies menos
evolucionadas solo presentan septos en la parte terminal del talo, donde se
forma el esporangio o estructura almacén de esporas y zoosporas. El conjunto
de hifas, esporangioforos, conidiéforos, esporas y conidias respectivamente
conforman el micelio. Son quimioheterotrofos, algunas especies viven sobre
materia organica muerta, otros son parasitos son ocasionar dafo significativo al
hospedero, de esta forma de vida se originan los hongos simbiontes o

micorriticos y los que prosperan como patdogenos de otros seres Vivos.

Se propagan a través de esporas, conidias, los mismos que se forman en
esporangios y conidioforos simples y ramificados; algunos conidioforos se
forman dentro de estructuras especiales, como ocurre también con las esporas
de los hongos denominados superiores, que se forman en células especiales

denominadas basidias y ascas (Roncal 2004).

2.7.1. Pudricion blanca en ajo

2.7.1.1. Agente causal, Sclerotium cepivorum Berk., hongo Imperfecto del orden
Mycelia Sterilia (Galli et al. 1980), descrito en Inglaterra por Berkeley en 1841;
aunque en la mayoria de la literatura se reporta que no tiene fase teleomorfica,
pero Weber (1973) cita a Stromatinia cepivorum como el estado de ascospora
(Romero 1993).
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Se reproduce a traves de pequefos esclerocios que funcionan como propagulos
o indculo (Crowe 1995). En ocasiones produce conidios en esporodoquios, los

gue aparentemente son estériles (Agrios 1996).

Los esclerocios son masas compactas de hifas que pueden o no contener tejido
del hospedero, por lo comdn con una cubierta oscura y capaz de sobrevivir bajo
condiciones desfavorables (Agrios 1996), en su mayoria son de forma esférica
uniforme, de cubierta negra y lisa que consiste de 2 a 5 células de grosor que
rodean una masa compacta y gruesa de micelio refractivo, por lo general tienen
un tamafio de 0,3 a 0,6 mm de diametro; aunque algunas veces se han reportado
esclerocios de forma irregular y tamafios que van desde los 5 mm hasta 25 mm
(Crowe y Hall 1980; Crowe 1995). En ambos tipos se forman esclerocios
secundarios, dentro o adyacentes a los originales, caracteristica importante en

la sobrevivencia (Coley Smith et al. 1990).

2.7.1.2. Ciclo de vida, los esclerocios representan el indculo primario para el
desarrollo de la enfermedad, éstos pueden permanecer viables de 10 a 20 afios
en condiciones de campo y sin necesidad del hospedero. De acuerdo a Coley
Smith (1979) y Coley Smith et al. (1990) el porcentaje de sobrevivencia se
mantiene por encima del 92 % y la viabilidad puede llegar hasta un 96 % entre
los 5 a 10 afios de entierro, si este periodo es de 15 o0 20 afos los porcentajes
de viabilidad oscilan entre 72 y 96 % dependiendo de la profundidad. Por otro
lado, en un estudio sobre el efecto de temperatura del suelo, humedad y
profundidad de entierro y la relacion de sobrevivencia de esclerocios de
S. cepivorum y Sclerotinia minor, determind que las estructuras de conservacion
del primero son mas sensibles al calor, que los del segundo; indicando que para
matar el 50 % de los propagulos (DL) de este Ultimo se requieren exponer
durante 624 h a 35° C, mientras que para lograr el mismo efecto en esclerocios

de S. cepivorum sélo son necesarias 130 h (Adams 1987).

Los esclerocios de S. cepivorum tienen una latencia 1 - 3 meses; periodo de
descanso que interrumpe su desarrollo y es mantenida por factores constitutivos
gue garantizan al organismo persistir en esta condicién por un periodo minimo

necesario en su ciclo de vida (Coley Smith 1990). Una vez que la latencia
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constitutiva es superada, los esclerocios pueden estar sujetos a una latencia
exdgena, la cual puede ser impuesta por una amplia variedad de factores, entre
los que se encuentran la micostasis, la temperatura, la luz y la aireacién (Coley
Smith y Cooke 1971).

El brotamiento de esclerocios es de forma eruptiva o miceliogénica (Somerville
y Hall 1987, Coley Smith 1979), el primer signo de evidencia es la aparicion de
una protuberancia en la superficie del esclerocio, luego la cascara sufre una
ruptura y uno o mas tapones grandes y densos de micelio son empujados hacia
fuera; las hifas empiezan a crecer y ramificarse a partir de cada tapon,

produciéndose anastomosis libremente (Coley Smith y Cooke 1971).

Este proceso es estimulado solamente por exudados de las raices de las
especies del género Allium; metabolitos constituidos por sustancias no volatiles
de sulfoxidos de alkyl y alkenyl-cisteina, los cuales son metabolizados por la
microflora del suelo, especialmente por bacterias presentes en la rizosfera, para
producir compuestos volatiles (sulfuros de n-propil y alil cisteina) que activan los
esclerocios latentes hasta una distancia de 10 cm de la raiz y 30 cm de
profundidad (Coley Smith y King 1969, Crowe y Hall 1980, Esler y Coley Smith
1983, Ikeshoji 1984, citado por Reddy et al. 1992, Crowe 1995).

Una vez que el esclerocio ha brotado, el o los flamentos penetran en las raices
por medio de un apresorio, después crece intra e intercelularmente entre las
células parenquimaticas, el tejido cortical se desintegra y el vascular es invadido
y termina como macerado. La maceracion es acompafiada por la produccion
secuencial de enzimas que degradan la pared celular, sobretodo de
poligaracturonasas (PG) y pectin transeliminasas. También, se produce la
fitotoxina acido oxalico que actua de forma sinergistica con las PG, quelatan el
Ca* y bajan el pH cerca del 6ptimo para la accién enzimatica, provocando la
pudricibn suave caracteristica; sin embargo, la relacion entre las hifas y la
distribucion de enzimas extracelulares que degradan la pared celular no ha sido

bien investigada (Stone y Armentrout 1985, Metcalf y Wilson 1999).
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El micelio se propaga planta a planta por el contacto de las raices infectadas con
las sanas, si se encuentran a una distancia de 1 a 2 cm. Unos pocos esclerocios
pueden ser formados en las raices, sin embargo, la mayoria es formada en la
base del bulbo una vez que el hongo ha logrado invadir y desarrollarse en esta
parte (Crowe 1995).

De acuerdo con Adams y Papavizas (1971), la temperatura y el pH 6ptimos para
la germinacion de esclerocios es 20° C con un rango 6ptimo de 15 - 25° C y un
pH de 4,8; aunque pueden germinar en pH cercanos a 8. Por otro lado, la
temperatura y el pH 6ptimos para el desarrollo de la enfermedad es de 15° C con
un rango de 10 - 18° C y el pH es de 6,1 con un rango 6ptimo de 5,4 - 7,8.

Walker (1969), menciona que a temperaturas mayores de 24° C las plantas
permanecen saludables aun en un suelo fuertemente infectado y que la
enfermedad se desarrolla mas rapidamente en suelos secos (40 % de humedad)
gue en suelos humedos (60-80 % de humedad). Galli et al. (1980) confirman lo
anterior al mencionar que una baja humedad del suelo es un factor de
predisposicion importante que favorece el desarrollo del patdogeno y que la
enfermedad es mas severa en suelos de zonas altas y bien drenados. Al
respecto, Hartman y Datnoff (1997) citan que suelos saturados pueden

enmascarar por completo la enfermedad.

El problema se encuentra principalmente en el campo; sin embargo, en caso de
gue los bulbos sean infectados en las Ultimas etapas de su desarrollo se produce
una pudricion suave durante el almacenamiento, sobre todo si son almacenados
hamedos (Romero 1993, Crowe 1995).

2.7.1.3. Hospederos, S. cepivorum es patdgeno especifico del género Allium;
afecta cebolla (Allium cepa L.), ajo (A. sativum L.), cebolla de hoja (A. fistulosum
L. y A. schoenosprasum L.), poro (A. ampeloprasum L.) y ajo silvestre
(A. canadense L.) (Chupp y Sherf 1960, Walker 1969, Gallli et al. 1980).
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2.7.1.4. Distribucién de la enfermedad, es de distribucion mundial, se
encuentra en diferentes paises de Europa, Oceania, Africa y América,
ocasionando pérdidas considerables en los cultivos de ajo y cebolla (Villar et al.
1990, Romero 1993). La pudricién blanca fue asociada primero con cebolla en el
Reino Unido en 1841 y luego con ajo en ltalia en el afio 1903. Después de esos
primeros informes, la enfermedad fue registrada en todo el mundo (Pinto et al.
1998). Recientemente Couch y Kohn (2000) en base a estudios de filogenia, han
determinado que el centro de origen de esta fitoenfermedad es Europa, de aqui
se ha diseminado a todo el mundo.

2.7.1.5. Sintomatologia, esta enfermedad afecta plantas en cualquier estado
fenolégico y se incrementa conforme avanza el desarrollo el sistema radicular.
Los sintomas usualmente se notan a los 60 dias después de la siembra y difieren
de acuerdo al estado de establecimiento de la planta y la duracion de las
condiciones favorables en el suelo, principalmente la temperatura (Crowe 1995,
Pinto et al. 1998).

El primer sintoma coincide con el periodo de bulbificacion y se presenta como
un amarillamiento general, continuado por muerte descendente de las hojas mas
externas y retardo del crecimiento. El deterioro gradual se da por varios dias o
semanas hasta concluir con el colapso final de las hojas y una pudricién basal
seca 0 semiacuosa. Simultaneamente, en las raices y hojas inferiores hay
abundancia de micelio blanco, lanoso y superficial que pronto produce
esclerocios negros y esféricos sobre la superficie o dentro de los tejidos
enfermos. En este grado de necrosis, las plantas son facilmente arrancadas
(Chupp y Sherf 1960, Walker 1969, Weber 1973, Galli et al. 1980, Crowe 1995,
Pinto et al. 1998) (Figura 2 y 3).
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esclerocios 5

Fig. 2. Sintomatologia tipica de la pudricién blanca causada por Sclerotium cepivorum, nétese
la marchitez de las plantas, pobre sistema radicular, pudricion semiacuosa y presencia de
micelio algodonoso y alta produccién de esclerocios esféricos.

La muerte de plantas en el campo, depende del estado de crecimiento y
desarrollo y de la densidad de in6culo. Cuando la infestacion es baja la muerte
de plantas es de 2 a 40 unidades en un espacio del surco; ocurriendo lo contrario
cuando la infestacion es alta, se observa plantas afectadas por planchones

comprometiendo mas de dos surcos (Crowe 1995).

Fig. 3. Dafio tipico de pudricién blanca.
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Si los bulbos son atacados al final del ciclo del cultivo la enfermedad se expresa
como una pudricion durante el almacenamiento (Romero 1993, Agrios 1996).

2.7.1.6. Epidemiologia, la pudricion blanca es una enfermedad monociclica y el
patron de diseminacion es tipicamente a través de semilla infectada y por
esclerocios transportado en herramientas en forma de agregado del suelo
infestado (Hartman y Datnoff 1997).

Los esclerocios representan el inéculo primario, se diseminan a largas distancias
a través de bulbos y plantas de almacigo contaminados. A nivel local los
esclerocios son diseminados por vientos fuertes, inundaciones e irrigacion por
gravedad no controladas, ademas se transporta en los equipos agricolas, en la
planta de zapatos de los trabajadores y en las patas de animales; que termina
en distribucion generalizada del terreno (Mordue 1976; Galli et al. 1980 y Crowe
1995). Al respecto, Adams (1979) menciona que los esclerocios pueden pasar a
través de una bomba de irrigacion y ser asperjados en el campo a razon de 0,2
esclerocios por litro de agua. Recientemente citan que el acaro
Rhizoglyphus robustus (Astigmata - Acaridae) influye en la epidemiologia de la
pudricion blanca, ya que se descubrié que transporta fragmentos de micelio y
esclerocios a traves de sus piezas bucales y excretas (Ramirez et al. 2002).

Adams y Papavizas (1971), en sus primeros estudios sobre la relacion entre
densidad de inoculo y enfermedad, mencionan que cinco esclerocios por gramo
de suelo pueden causar una cantidad apreciable de plantas enfermas. Mas tarde,
Crowe et al. (1980), reportaron que el inéculo de S. cepivorum es eficiente,
debido a que éstos cuando brotan cerca al sistema radicular del hospedero
inician infeccion. La incidencia de la fitoenfermedad de 10 a 100 %, se relaciona
con la densidad del in6culo, de 0,001 a 0,1 esclerocios por gramo de suelo. Una
densidad baja de esclerocios es necesaria para provocar una elevada incidencia

de pudricién blanca (Crowe 1995).

2.7.1.7. Control, los primeros intentos para el control de la pudricién blanca
datan aproximadamente del afio 1920, en primera instancia se probd con
practicas culturales como rotacion de cultivos y exclusibn de material

contaminado; pero conforme la infestacién se hizo mas intensa y ampliamente

18



distribuida, se aperturé el uso de fungicidas quimicos (Locke 1968). En la
actualidad los intentos de tratamiento quimico no han resultado satisfactorios;
mas bien han perjudicado la economia del agricultor y el dafio ecoldgico del lugar
(Pérez et al. 2000).

a. Control por resistencia, se realizaron ensayos de evaluacion de resistencia
de ajo a lainfeccién por S. cepivorum. En el primero evaluaron 64 cultivares tanto
en el laboratorio como en el campo y en el segundo 294 cultivares analizados en
campo. En ambos experimentos la conclusion fue la misma: “ninguno de los
cultivares es inmune a la infeccién por pudricion blanca”, mencionan que los
cultivares comerciales difieren significativamente en susceptibilidad vy
rendimiento en presencia de niveles de indculo altos y uniformes. Citan que,
estas diferencias pueden ser debidas a las condiciones ambientales o

variaciones en el patdgeno (Utkhede y Rahe 1978 a y b).

Afos mas tarde, Coley Smith (1990) informé que las investigaciones
concernientes a variedades resistentes han producido resultados inconsistentes,
causados probablemente por no tomar en cuenta factores geogréaficos y
climaticos durante la ejecucion de los experimentos. Menciona, ademas, que la
resistencia no ha sido descubierta y que los progenitores silvestres presentan
poco potencial genético para hallarla, por lo que pensar en el combate por
resistencia, como alternativa de manejo para esta enfermedad, es una

posibilidad remota.

Crowe (1995), reafirma lo expuesto por Coley Smith (1990), al citar que no hay
especies de Allium resistentes a la infeccion por S. cepivorum y que el
mejoramiento ha sido limitado por la falta de fuentes de resistencia. Menciona
también que los sintomas pueden ser menos severos en poro que en ajo o
cebolla. Ademas, que las diferencias entre especies parecen estar relacionadas
con la produccion relativa de estimulantes de la germinacidén a través de las
raices, por lo que recientemente se han hecho esfuerzos en seleccionar lineas

gue produzcan pocos estimulantes.
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Recientemente, Hunger et al. (2002) mencionan que la posible ruta para obtener
cultivares resistentes es la ingenieria genética, por medio de ella se podrian
producir materiales que no exuden estimulantes de la germinacion o cultivares

gue produzcan compuestos inhibitorios a la pudricion blanca.

b. Control quimico, muchos han sido los intentos por hallar un producto quimico
qgue brinde un adecuado control para esta enfermedad. El primer fungicida
exitoso fue el cloruro de mercurio (Calomel, PS), luego han sido usados el
dicloran (Botran 75 PH, 6 Kg/Ha) y el pentacloronitrobenceno (PCNB, Luxan 50
SC, 0.2 — 0.3 L/Ha) (Coley Smith 1990).

Locke (1968), evalud el efecto del dicloran (Botran 75 PH, 6 Kg/Ha), PCNB
(Luxan 50 SC, 0.2 — 0.3 L/Ha) y Calomel (PS), sobre la pudricion blanca de ajo,
y encontré que los tres combatieron la enfermedad de forma aceptable, el
primero presentdo entre 80 y 92 % de control, mientras que los restantes
controlaron entre el 56 y 72 %; el autor concluye que es posible utilizar estos
productos siempre y cuando las aplicaciones se realicen al surco de siembra, ya
gue la inmersion de las raices resulta en una fitotoxicidad severa. Fletcher y
Knight (1971) reafirman lo expuesto por Locke (1968) al mencionar que el
tratamiento con dicloran o Calomel parece ser preventivo o disminuye la

infeccion causada por S. cepivorum.

Algunos afos después, Utkhede y Rahe (1983a) probaron el vinclozolin (Ronilan
50W PM, 1.5 Kg/Ha) y el iprodione (Rovral 50 PH, 1.25 Kg/ Ha) y concluyeron
gue proporcionan un control significativo cuando son aplicados como tratamiento
presiembra. Luego, Resende y Zambolim (1987) y Resende et al. (1987),
evaluaron el iprodione (Rovral 50 PH, 1.25 Kg/ Ha), el PCNB (Luxan 50 SC, 0.2
— 0.3 L/Ha) y el formaldehido (3% diluido en agua), solos y en mezcla, en relacion
con la densidad de esclerocios presentes en un campo de cultivo de ajo. Estos
autores encontraron que los quimicos no reducen la poblacién del hongo en el
suelo y que el numero de esclerocios viables era igual al nimero de esclerocios
totales. Ademas, se pudo determinar que en los tratamientos en los que se aplic
el formaldehido solo, la poblacién de esclerocios aumenté al final del ciclo del

cultivo.
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Por otro lado, en un estudio sobre tolerancia cruzada llevado a cabo por Littley y
Rahe (1984), se demostr6é que S. cepivorum presenta este tipo de tolerancia a
los productos dicarboximidas iprodione (Rovral 50 PH, 1.25 Kg/ Ha), al dicloran
(Botran 75 PH, 6 Kg/Ha) y PCNB (Luxan 50 SC, 0.2 — 0.3 L/Ha) pero no al
Benomil 50 PM (0.6 g/L), Captan 50 PH (2.5 — 3 Kg/Ha) y Thiram 80 PM (1.6 —
3.2 Kg/Ha). Los autores apuntan que esto es de particular importancia debido a
gue la tolerancia al dicloran ya habia sido encontrada para este tiempo.
Mencionan también que el benomil parece ser un buen candidato para usar en
mezcla o en forma alterna con otros productos para mejorar el control de la

enfermedad.

Sin embargo, Coley Smith (1990) cita que aunque se ha probado gran cantidad
de productos, ninguno ha dado resultados exitosos y que esto, en parte, es
debido a la degradacion de los fungicidas en el suelo, por accion de las
poblaciones heterogéneas de microorganismos presentes en él. Otro aspecto
importante que cita el autor, es que al existir productos que son mas resistentes
a la degradacion microbiana, su persistencia en el suelo puede causar dafos por
acumulacion y contaminacion. Este es el caso del cloruro de mercurio o Calomel
citado anteriormente. Este producto esta prohibido en América Latina desde
1960, ya que presenta una bioacumulacién alta y es toxico para peces y aves;
se conoce del caso de muerte de personas en Japon por el consumo de peces
contaminados con metilo de mercurio, que es el subproducto del Calomel una

vez que entra en contacto con el suelo, el agua o el cuerpo (UNA-IRET 1999).

Mas recientemente, Crowe (1995) cita que el iprodione (Rovral 50 PH, 1.25 Kg/
Ha) es efectivo en periodos cortos de cultivo (siembra de bulbillos), en el
establecimiento inicial de las plantaciones con bajas poblaciones de esclerocios
y en zonas de cultivo que no favorezcan el desarrollo de la enfermedad. Ademas,
confirma lo expuesto por Coley Smith (1990), al mencionar que la baja
efectividad de algunos fungicidas se debe a la degradacion microbiana y agrega
ademas, que el control es mas limitado conforme aumentan las poblaciones de
esclerocios en el suelo. Al respecto, Hartman y Datnoff (1997) y Pérez et al.

(2000) citan que los fungicidas frecuentemente tienen un costo elevado y
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proporcionan solamente control parcial de la enfermedad. Un ejemplo de lo
anterior es el caso del tebuconazol (Folicur 250 CE, 1 — 2 L/Ha), este producto
fue probado en México por Delgadillo et al. (2002) para combatir la pudricion
blanca en ajo, los autores encontraron que conforme aumentaba la densidad del
indculo, de 0 a 50 esclerocios kg de suelo, la eficacia del producto disminuia en
42,6 % y se requeria de mas aplicaciones para lograr el mismo porcentaje de

control.

c. Control cultural.

Preparacién de terreno. El cultivo de ajo requiere de suelos ligeros (sueltos) y
permeables, para evitar encharcamiento ya que el cultivo es muy susceptible a
podredumbre radicular. El trabajo inicial consiste en un cruce de 20 — 30 cm de
profundidad, luego de 1 semana se realizan 2 — 3 rastras con un intervalo de 2 —
3 dias.

Rotacion de cultivos. Este método no puede ser usado debido a la extremada
longevidad de los esclerocios y a que son estimulados por compuestos

especificos del género Allium (Coley Smith 1990).

Inundacion. Crowe y Hall (1980) encontraron que el decaimiento de los
esclerocios en suelos saturados ocurrié solamente en altas temperaturas. Al
respecto, Leggett y Rahe (1985) mencionan la inundacibn como un posible
método para reducir los niveles de inodculo de S. cepivorum. Esto debido a que
tanto la estructura como la fisiologia del esclerocio se ve afectada por periodos
prolongados de saturacion del suelo, ademas de afectar la ecologia de la

microflora asociada, sobretodo en regiones con altas temperaturas.

Sin embargo, Crowe (1995) hace énfasis en que los esclerocios eventualmente
mueren bajo condiciones de prolongada saturacién de humedad en el suelo, pero
esto depende de la temperatura, menciona que en regiones con climas frios
aunque las inundaciones reducen el niumero de esclerocios no lo hacen lo

suficiente como para controlar la enfermedad a nivel comercial.
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Estimulantes de la germinacién de esclerocios. Se ha encontrado que al
incorporar residuos de cruciferas al suelo se obtienen reducciones significativas
de pudriciones de raiz, ya que estos residuos poseen un alto contenido de
compuestos volatiles que contienen azufre en forma de sulfitos, isotiocianatos,
mercaptanos y otros; algunos de estos semejantes a los exudados por plantas
del género Allium (Clapp et al. 1959, Bailey et al. 1961, citados por Villar et al.
1990).

Villar et al. (1990), encontraron que la col (Brassica oleracea var. capitata) y el
brécoli (Brassica oleracea var. italica) incorporadas en una proporcion del 5 %
(P/V) en suelo infestado con S. cepivorum (4 esclerocios g de suelo) redujeron
significativamente el numero de plantas muertas y el indice de enfermedad. Al
respecto, Smolinska y Dyki (2002) mencionan que la adicion de residuos de
mostaza (Sinapis alba) redujo el niumero de esclerocios, debido a la alta
concentracion de isotiocianatos en esos tejidos, mientras que los residuos de

nabo (Brassica napus) no afectaron la sobrevivencia de los propagulos.

En Canada, Hovius y McDonald (2002) probaron la eficacia de 2 compuestos
estimulantes de la germinacion de esclerocios en suelo organico. Los
compuestos (diallyl disulfuro y di-N-propyl disulfuro), fueron diluidos en agua e
inyectados a suelo naturalmente infestado tanto en el campo como en el
invernadero. En ambos experimentos se obtuvo una disminucién de la
sobrevivencia de los esclerocios, luego de 1 - 3 meses de exposicion a las

sustancias.

Los autores concluyen que, el diallyl disulfuro fue considerablemente mas
efectivo bajo condiciones de moderada presion de la enfermedad que el di-N-
propyl disulfuro. Sin embargo, Papavizas y Lumsden (1980) advierten que el uso
de este tipo de compuestos podria acarrear serios problemas, debido a los
“ofensivos” olores emanados por los azufres organicos, ademas de los
potenciales riesgos a la salud. El aceite artificial de cebolla también ha sido
utilizado con éxito para provocar la germinacion de esclerocios en momentos en
gue no esta presente el cultivo (Merriman et al. 1981, citados por Cook y Baker
1983).
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d. Control fisico, segun Adams (1987) la alta temperatura combinada con baja
humedad del suelo reduce la supervivencia y actividad de los esclerocios de
S. cepivorum. Asi, a una temperatura de 35° C es posible dafiar completamente
el 50 % de los propagulos en 129,6 h, mientras que si la temperatura aumenta a
los 50° C se requieren solamente de 0,8 h para lograr el mismo efecto. Este
hongo es mas sensible al calor que otros que producen esclerocios, por ejemplo
Sclerotinia minor. El autor indica que la solarizacion con pléstico claro deberia
aumentar la temperatura del suelo lo suficiente, como para reducir efectivamente
la viabilidad de los esclerocios. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la
localizacién de los propagulos en el perfil del suelo es un factor determinante
para el éxito de esta practica de control.

En Australia y Egipto se han obtenido reducciones en la poblacion de esclerocios

mediante el uso de la solarizacion (Porter 1983, citado por Coley Smith 1990).

Este método es efectivo para reducir la densidad de indculo inicial, tanto por el
efecto fisico del calor sobre los esclerocios, como por el favorecimiento de la
microflora parasitica a S. cepivorum (Enwistle 1992, citado por Mesén 1997). En
un estudio realizado por Lifshitz et al. (1983) con esclerocios de S. rolfsii se
encontré un incremento en la colonizacion de estas estructuras tanto por
bacterias como por actinomicetos (estreptomicetos). El calentamiento aumenté
la frecuencia de rupturas superficiales de los esclerocios, asi como las
concentraciones de bacterias sobre o alrededor de estas grietas y se notd una

disminucién de 43 % en la incidencia de la enfermedad.

Al respecto, McLean et al. (2001) hallaron, en 2 experimentos separados, que la
solarizaciéon redujo significativamente la viabilidad de esclerocios de
S. cepivorum y ademas que los esclerocios recuperados estaban colonizados
superficialmente por especies de Trichoderma, Verticillium, Fusarium, Mucor,

Aspergillus y 4 especies de bacterias no identificadas.

Por otro lado, Thaning y Gerhardson (2001) citan que la viabilidad de los

esclerocios de S. cepivorum no fue afectada, ni se presenté colonizacion sobre
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los mismos, luego de que se cubriera el suelo con laminas de pléstico oscuro por

un periodo de 10 a 13 semanas.

Recientemente, Castillo y Albarracin (2003) informan que en parcelas
solarizadas se redujo entre 5y 18 % el niumero de esclerocios de S. cepivorum,
asi como su viabilidad y la incidencia de la enfermedad.

e. Control bioldgico, en este tipo de enfermedades esta dirigido a disminuir la
densidad de in6culo mediante antagonistas que destruyan los esclerocios o0 en
algunos casos que eviten su formacion (Cook 1979). Estos antagonistas pueden
ser bacterias, hongos o acaros (Ferguson 1953), al respecto Coley Smith y
Cooke (1971) sefialan que dentro de los factores que afectan la sobrevivencia
de los esclerocios estan los parasitos y depredadores, entre ellos cienpies,

caracoles y larvas, ademas de los citados antes.

Existen informes que describen la capacidad antagonica tanto de bacterias como
de hongos sobre S. cepivorum y otros hongos que forman esclerocios. Rai y
Saxena (1975) concluyen que un gran numero de hongos fueron encontrados
colonizando esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum, tanto in vitro como en
condiciones de campo; los géneros que presentaron mayor actividad antagénica

fueron Penicillium y Aspergillus.

Ayers y Adams (1981a), describen al hongo Teratosperma oligocladum como un
micopardasito que se encuentra en forma natural en el suelo, que es capaz de
invadir y destruir varias especies de hongos que forman esclerocios, entre los
gue se encuentra Sclerotinia minor. Los mismos autores (1981b), informan de la
capacidad antagdénica de Sporidesmium sclerotivorum para destruir los

esclerocios de S. sclerotiorum, S. minor y S. cepivorum.

En 1982, Oliveira et al. evaluaron la accion antagonica de
Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus y Penicillium sp. sobre
S. cepivorum. Los resultados mostraron alta eficiencia antagénica de los 3
hongos; asi, T. harzianum destruyé las hifas del patégeno e inhibi6 su

crecimiento en 65,6 %, mientras que P. lilacinus y Penicillium sp. redujeron la
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colonia de S. cepivorum en 60,3 %. Por otro lado, Utkhede y Rahe (1983b)
estudiaron 4 aislamientos de la bacteria Bacillus subtilis como agente de
combate bioldgico y demostraron que ésta presenta un alto grado de estabilidad
en la formacion de la zona de inhibicién in vitro, lo que indicé que la bacteria es

un antagonista potencial.

Posteriormente, Mesén (1997) encontré que los hongos Penicillium italicum, una
especie de Trichoderma y bacterias no identificadas fueron capaces de colonizar
esclerocios o restos no viables de ellos, provenientes de suelo enmendado, tanto
en el campo como en el laboratorio. Por otro parte, Tsigbey y Nutsugah (1999)
informan que Gliocladium catenulatum se desarroll6 naturalmente sobre el
micelio de S. cepivorum y suprimié por completo su crecimiento; ademas,

colonizo6 y deterioro los esclerocios.

Mas recientemente, McLean y Stewart (2000) confirmaron el poder antagonista
de los hongos Chaetomium globosum, Coniothyrium minitans, T. harzianum,
T. koningii y T. virens contra S. cepivorum en ensayos de invernadero. En el
mismo afio se obtuvo mas del 60 % de proteccion contra el patdégeno, con la
aplicacion al suelo de suspensiones de esporas de aislamientos nativos de
Trichoderma sp., Chlonostachys sp. y Beauveria sp. En el 2001, T. harzianum
es un antagonista potencial en el combate de la pudricidn blanca en ajo, ya que
present6 capacidad de invasion entre 50 y 75 % sobre el patdgeno en ensayos
in vitro. Al respecto, Peyghami (2001) cita que el mecanismo por el cual
T. harzianum y T. viride actian es el enrollamiento de hifas, la deformacion y la

lisis.

f. Control integrado, Ortiz (1985) probé la utilizacion conjunta y separada de
solarizacién (utilizando lamina de polietileno de 0.05 mm de espesor por 3 meses
durante la temporada de verano), adicidbn de materia organica y de extracto de
cebolla (310 ml/m?) en México. De acuerdo a los resultados obtenidos, las
parcelas que recibieron las 3 tacticas de forma conjunta presentaron disminucién

de laincidencia y aumento en la produccién de cebolla.
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Coley Smith (1990) afirma que esta enfermedad no se puede combatir con la
utilizacion de uno de los métodos de forma separada. Se debe trabajar con una
estrategia de integracion de tacticas de control, para lograr que sea satisfactorio,
que involucre en primera instancia el muestreo de suelo para medir la poblacién

de esclerocios.

Por otra parte, es alentador saber de algunos agricultores de la zona que estan
incorporando a su plan de manejo productos biolégicos a base de
Trichoderma spp., sobretodo en la etapa de alméacigo. Ellos mencionan que no
dejan de usar los productos quimicos, pero que iniciaron con los biolégicos
porque: “hay que probar nuevas alternativas, ya que esta enfermedad es dificil
de controlar”, “es bueno usar cosas que contaminen menos” y “dicen que son
hongos buenos que matan las enfermedades”. Los productores saben que el
manejo de la enfermedad con productos biolégicos es gradual y que los
resultados se notan a mediano o largo plazo, pero que esto les traera grandes
beneficios. Sin embargo, otros productores piensan que: “es mejor usar el control
guimico que gastar dinero en algo que no se sabe si va a funcionar”. Lo cierto es
gue, aungque hay muchos agricultores que no conciben la filosofia del control
biologico como una estrategia util para sus cultivos, sus terrenos o su salud; si
existen algunos que empiezan a extender su vision hacia una alternativa
novedosa y eficaz, que pretende mejorar la sanidad de su cultivo, su calidad de
vida y la del consumidor. Cada agricultor identificado con nuevas estrategias de
combate representa un paso hacia la obtencion de una cultura agricola de
calidad (Granados 2004).

2.8. Generalidades del ajo (Allium sativum)

Allium sativum, el ajo, es una especie de planta tradicionalmente clasificada
dentro de la familia de las lilihceas pero que actualmente se ubica en la de
las amarilidaceas, aunque este extremo es muy discutible, y discutido (Stevens
1999).
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Segun Delgadillo et al. (2002) es una planta perenne con hojas planas y
delgadas, de hasta 30 cm de longitud. Las raices alcanzan facilmente
profundidades de 50 cm o méas. El bulbo, de piel blanca, forma
una cabeza dividida en gajos que comunmente son llamados dientes. Cada
cabeza puede contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se encuentra
envuelto en una delgada capa de color blanco o rojizo. Cada uno de los dientes
puede dar origen a una nueva planta de ajo, ya que poseen en su base una yema
terminal que es capaz de germinar incluso sin necesidad de plantarse
previamente. Este brote comienza a aparecer luego de los tres meses de
cosechado, dependiendo de la variedad y condiciones de conservacion.

Las flores son blancas, y en algunas especies el tallo también produce pequefios
bulbos o hijuelos. Un par de semanas antes de que el ajo esté dispuesto para
ser cosechado, brota un vastago redondo que tiende a enroscarse que le llaman
porrino; este porrino es una delicia gastrondmica. Una caracteristica particular
del bulbo es el fuerte olor que emana al ser cortado. Esto se debe a dos
sustancias altamente volatiles, alicina y disulfuro de alilo. Los requisitos
ambientales para su cultivo son suelos con buen drenaje, preferentemente
francos o algo arcillosos, ricos en materia organica y con humedad. Se adaptan
con facilidad en suelos cultivados previamente con cereales. Riego permanente
hasta el periodo anterior a la cosecha. Fertilizacion superior a otras hortalizas.
Desmalezamiento del suelo, principalmente durante el primer periodo de
germinacion. Temperaturas inferiores a los 17 °C. La plantacion se realiza
en invierno o principios de primavera, cuando el diente ya ha brotado y el nuevo
tallo alcanza un 50 % de la longitud del diente. Es importante seleccionar los
dientes destinados a plantar, debiendo escoger los mas sanos y representativos

de la variedad para conservar sus cualidades (Balch 2000).

Al momento de la recoleccion se determina el uso posterior que se dara a los
bulbos. Si el objetivo es obtener semillas para una siembra posterior, deben
cosecharse cuando las hojas comienzan a marchitarse. En cambio, si se
destinaran al consumo, no hay que esperar a que las hojas se sequen
completamente. El ciclo completo, desde la germinacion hasta la recoleccion de

los nuevos bulbos, tarda aproximadamente ocho meses. Una vez finalizada la
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cosecha, los bulbos deben mantenerse en un lugar tibio, soleado y con buena
ventilacion durante dos o tres semanas, para que se sequen o curen. Los cultivos
de ajo deben rotarse después de tres afios como maximo, para evitar el
agotamiento del suelo. Las condiciones mas apropiadas de conservacion son
0 °Cy 65 - 70 % de humedad relativa. En tales condiciones, el almacenamiento
puede prolongarse hasta 6 - 7 meses. Durante la conservacién, los bulbos son

poco sensibles al etileno (Kader 2002).

2.8.1. Uso gastronémico

Segun Delgadillo et al. (2002), el ajo se emplea en la cocina como un saborizante
natural. Posee un aroma y un sabor caracteristico que suele acompariar ciertos
platos de la cocina mediterranea. Los brotes tiernos de las hojas se suelen incluir
en algunos platos. Estos brotes pueden ser preparados como Si
fueran esparragos, aunque el consumo del bulbo es mucho mas habitual.
Generalmente se utilizan secos o semisecos, como ajo deshidratado, verdes y

en encurtidos.

2.8.2. Uso medicinal

En la actualidad, el ajo es una medicina naturista y tiene una amplia utilizacion
farmacologica. Es eficaz como antibidtico, combatiendo numerosos
hongos, bacterias y virus (se ha usado en al menos un paciente con Sindrome
de inmunodeficiencia adquirida SIDA para tratar una toxoplasmosis, una
enfermedad protozoaria; en el control de enfermedades cardiacas, ya que
reduce el bloqueo de las arterias); reduce la presion arterial y el colesterol;
incrementa el nivel de insulina en el cuerpo; controla los dafios causados por
la arterioesclerosis y el reumatismo. También se relaciona con la prevencion de
ciertos tipos de cancer, ciertas complicaciones de la diabetes mellitus, en la
reversion del estrés y la depresion. De acuerdo a los efectos medicinales
buscados, varia la forma en que deben ser ingeridos, ya que el ajo posee
diferentes propiedades crudo o cocido. Cuando el ajo crudo es cortado o

machacado, se produce la combinacion de la aliina con la alinasa, lo que produce
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una sustancia denominada alicina. Esta tiene varios efectos benéficos, en
cambio si el ajo es cocinado, este compuesto se destruye. En el proceso de
coccién se liberan compuestos diferentes, como la adenosina y el ajoeno, que
poseen cualidades anticoagulantes y reducen el nivel de colesterol. La
virtud antihipertensiva y por ende favorable a la actividad cardiaca y disminuidora
de riesgos de accidentes cerebro vasculares o ictus cerebral esta perfectamente
demostrada: la alicina tiene como principal compuesto el sulfuro de hidrogeno el
cual facilita la distension de las membranas celulares vasculares disminuyendo
de este modo la presion sanguinea y favoreciendo la circulacién y el transporte
de oxigeno mediante la hemoglobina de los glébulos rojos a los érganos y, por
consecuencia, implicando una menor fatiga (estrés) para el corazén; lo que ha
sido puesto en dudas es la capacidad del ajo para reducir
el LDL colesterol (lipoproteina de baja densidad o "colesterol malo") en la sangre
y la formacion de ateromas; aunque si posee una accion sobre las plaquetas,
por lo que se desaconseja el consumo de suplementos de ajo si nho es bajo
responsabilidad médica ya que los suplementos artificiales de ajos o su ingesta
excesiva puede afectar la correcta actividad de la coagulacidon e hiperlipidemia
(Sovova y Sova 2004).

No se ha demostrado cientificamente que las personas que ingieren ajo no son
picadas por los mosquitos. Es importante destacar que es un repelente natural
no toxico para el control y erradicacion del Caracol Africano (Achatina fulica), asi
también como el Cedro (Cedrus deodara). También se usa el ajo en via topica
para combatir las verrugas, ademas de ser también un eficaz vermifugo por via
oral (perlas de ajo). Hay una larga tradicién de uso en la medicina herbaria, que

ha utilizado el ajo para la ronquera y la tos (Rahman 2007).

2.8.3. Composicion quimica

El ajo contiene sulfoxido (2.3 %). Derivados del alquilcisteina como alliines
(alilalliina, propenilalliina y metilalliina), aceites esenciales (0.2 - 0.3 %) como la
garlicina o el sulféxido de alilcisteina del bulbo intacto. Cuando el bulbo es

triturado o partido, la alliina (inodora) hidroliza por la allinasa produciendo allicina
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(responsable del olor caracteristico del ajo), que se transforma rpidamente en
disulfuro de alilo. Polisacaridos homogéneos. Fructosanes (hasta un 75 %).
Saponinas triterpénicas (0.07 %). Sales minerales (2 %): hierro, silice, azufre y
yodo. Pequefias cantidades de vitaminas (A, B1, B3, B6, C) y adenosina. En
general las caracteristicas del ajo dependen de la riqueza del suelo donde crece.
La planta da por destilacion 0,25 % de aceite esencial (Rahman 2007).

2.9. Generalidades de manejo integrado

El manejo integrado se inici6 a fines de la década de 1950 como una reaccion a
las deficiencias y complicaciones que se detectaron en el uso de plaguicidas en
la proteccion de los cultivos. Las deficiencias se hicieron evidentes: a) cuando
las plagas mostraron capacidad para desarrollar resistencia a las aplicaciones
de insecticidas; b) cuando aparecieron nuevas plagas como consecuencia de la
destruccion de sus enemigos naturales por el uso extensivo de insecticidas; y c)
cuando los costos de proteccion de los cultivos llegaron a niveles insostenibles
para los agricultores. Esto sucedié debido al incremento en el niumero de
aplicaciones requeridas, la necesidad de aumentar las dosis, y el aumento en el

precio de los productos (Cisneros 1995).

La FAO, en 1967, lo defini6 como un sistema de regulacidon de las poblaciones
de los diferentes agentes nocivos que, teniendo en cuenta su medio ambiente
particular y su dinamica de sus poblaciones, utiliza todas las técnicas y métodos
apropiados de forma compatible, a fin de mantenerlos en niveles que no causen
dafios econdmicos. Segun la Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica, es
el procedimiento de lucha contra los organismos nocivos que utiliza un cojunto
de métodos que satisfagan a la vez las exigencias economicas, ecoldgicas y
toxicoldgicas, dando prioridad a la utilizacion de factores y elementos naturales

de limitacién, respetando los umbrales de tolerancia (Pérez 2000).

El manejo integrado es un enfoque ecolégico que toma en cuenta las relaciones
gue existen entre todos los componentes de agroecosistema, en particular las

relaciones de la plaga con la planta cultivada (susceptibilidad, resistencia), con
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sus enemigos naturales, con las condiciones fisicas, mecénicas y agronémicas
del medio (practicas culturales), y maneja los estimulos que determinan el
comportamiento de los insectos o patégenos. En el caso de recurrir al uso de
agroquimicos, éstos deben ser lo més selectivos posible para reducir su efecto
negativo sobre los otros componentes del agroecosistema, que puede provocar
aparicion de resistencia, residuos, contaminacion, intoxicaciones y destruccion

de los controladores bioldgicos (Vela y Quispe 2013).

Los microorganismos entomopatdgenos de importancia universal corresponde a
Bacillus thuringiensis, esta bacteria tiene la particularidad de producir toxinas
nominadas Delta endotoxina, Phospholipasa C y Beta exotoxina, los que actdan
contra los insectos. Beauveria bassiana, hongo entomopatégeno de importancia
para controlar diferentes insectos de los cultivos (Valenzuela 1987),
Aagerita webberi, Cordyces sp., de singular importancia para utilizarlo como
controlador biologico (René 1990), Paccylomyces lilacynus es un hongo saprofito
gue parasita larvas de insectos y nematodos (Roncal 1995), Trichoderma viride
es antagonico contra diferentes fitopatdgenos fungosos de suelo, incluso contra
los entomopatdogenos Beauveria bassiana, Metarhiziumani sopliae vy
Pochonia chlamydosporia. Pseudomonas sp. en condiciones in vitro muestra
antagonismo contra Lasiodiplodia theobromae, patégeno del mango

(Manguifera indica) en Piura (Romero 1988).

Stemphylium vesicarium, agente causal de la mancha purpura y tizén en
esparrago, fue tratado convenientemente con diferentes especies de bacterias
obtenidos de la filosfera de este hospedero, estas bacterias fueron identificadas
como Pseudomona putida Biotipo B (ENA-12) y Bacillus cereus GC sub grupo A
(ENA-24) (Gastén 1999).

En condiciones in vitro, mediante el enfrentamiento dual de
Trichoderma harzianum, Trichoderma lagnorum y Bacillus subtilis contra el
patégeno de la vid Phaeoacremonium parasiticum se determind que las cepas
de hongos antagodnicos se desarrollan sobre el micelio del hongo patégeno; de

igual manera ocurre con B. subtilis (Romero 1988).
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2.10. Referencias de antagdnicos

2.10.1. Microorganismos antagoénicos a fitopatégenos

Pseudomona putida, bacteria antagonica a Rhizopus sp.. La bacteria metaboliza
productos de comportamiento antagénico al hongo, no permitiendo el proceso
de patogénesis en frutos recién cuajados de granadilla (Passiflora ligularis)
(Gaston 1999).

Reportes de antagonismos en condiciones in vitro, utilizando cepas de
Pseudomona putida y de Bacillus sp., contra Colletotrichum gloesporioides,
causante de antracnosis en frutos post cosecha de mango (Manguifera indica),
con resultados satisfactorios y que actualmente se requieren para fruta de
exportacion con el membrete de mango organico (Neira et al. 2006).

Trichoderma sp., hongo de suelo de facil crecimiento en medio de cultivo
sintético PDA, tiene comportamiento antagonico contra Monillaphothoraro reri,
gue induce la moniliasis en cacao (Teobrabroma cacao), actualmente forma
parte del programa de manejo integrado del cultivo de caca en la selva peruana
(Soberanis et al. 2009). Microbacterium sp., es un microorganismo con potencial
biocontrolador contra la pudricidon negra del café, causada por Rosellina sp., que
ataca a las raices y la base de las plantas, induciendo sintomas de

amarillamiento y defoliacién (Castafieda y Roncal 2011).

2.10.2. Efecto antagdnico de aceites y extractos vegetales a fitopatégenos

El aceite de la piperacea Piper aduncum (matico) en condiciones in vitro a
concentraciones: 1, 2, 5 y 10 ug/ml inhiben el crecimiento del micelio de
Monillophora raroreri en un 100%, los mismos resultados se encontraron con
Collerotrichum sp., a concentraciones de 5 a 10 ul/ml inhibiendo el crecimiento
de Marasmius perniciosus; mientras que con Lasiodiplodia sp. el efecto fue
menor, llegando a inhibir solo un 12 % con la dosis alta (Arévalo 2009). En
medios de cultivo elaborados a base de Sinapis alba (mostaza), Raphanus
raphanistrum (rdbano silvestre) y Brassica oleracea (brdcoli), el crecimiento de
Sclerotium cepivorum no prosperd, indicando que estas especies poseen

sustancias antagonicas al hongo (Hernandez 2012).
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del experimento

Se realiz6 en campo y laboratorio.

El material vegetal con el fitopatdgeno se obtuvo de campos agricolas del Centro
Poblado Pariamarca, ubicado en los meridianos 78° 29’ 13” de longitud oeste y

entre los paralelos 07° 12’ 43” de latitud sur.

La identificacidon del patdgeno se realizé en el Laboratorio de Fitopatologia, de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cajamarca, ubicada
entre los meridianos 78° 30’ y 78° 32’ de longitud oeste y entre los paralelos 07°
08y 07°y 10’ de latitud sur, Km. 3 de la carretera Cajamarca — Bafios del Inca,

a una altitud de 2 750 msnm.

3.2. Materiales

3.2.1. Material bioldgico

Raices y bulbos de ajo, infectado con el hongo Sclerotium cepivorum.
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3.2.2. Material de laboratorio

a. Equipos: camara de flujo laminar, incubadora, estufa, autoclave, mecheros,

aspersores, cocina.

b. Equipo Optico: lupa, estereoscopio, microscopio compuesto y camara

fotografica.

c. Material de vidrio: placas Petri, tubos de ensayo, matraz de Erlenmeyer,
laminas porta y cubre objetos.

d. Desinfectantes: hipoclorito de sodio al 5 %, alcohol etilico 70°, detergente,

jabén.

e. Otros materiales: bata de proteccion, papel, cuaderno de apuntes, bolsas de
polietileno, depdsitos de plastico con cierre hermético, cinta masking, tapers,

tijeras, pinzas.

3.3. Metodologia

3.3.1. Trabajo en campo

Plantas con sintomas de pudricion blanca, se recolectaron y se dispusieron en
depdsitos asépticos de plastico de 250 g de capacidad, de esta manera se

condujo al laboratorio.

3.3.2. Trabajo en laboratorio

a. Coleccién de esclerocios

Con ayuda de un estereoscopio se detectaron estructuras de S. cepivorum que
causa la “pudricion blanca” en los bulbos de ajo. La separacion se realizo
haciendo uso de una aguja hipodérmica y se almacen6 en un tubo de ensayo,

manteniéndose en refrigeracion por el tiempo que duro el experimento.
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b. Crecimiento y desarrollo de Sclerotium cepivorum en PDA

La evaluacion de crecimiento y desarrollo del S. cepivorum en PDA, se realiz
con la finalidad de determinar el comportamiento de formacion de las estructuras

de conservacion.

La siembra de esclerocios se realiz6 en ocho placas Petri con medio PDA,;
disponiéndose tres esclerocios en el centro de cada placa, se incubaron a 22° C;
registrandose en horas el tiempo que demoro el brotamiento, manifestacion de

micelio, llenado de la placa y dias de formacion de esclerocios.

c. Preparacion de Kombucha

En un litro de agua corriente se hizo hervir por tres minutos 5 g de té negro
comercial; después de dejar enfriar al ambiente, esta infusion se pas6 a un
recipiente de cristal de dos litros de capacidad, cuidando no dejar pasar los

restos solidos del té a través de un tamiz de 1.8 mm.

Después de 24 horas, se agrego 100 g de azucar, diluyéndolo por agitacion;

inmediatamente se dispuso el cuerpo fructifero del complejo hongo — bacteria.

Transcurridas 48 horas, el sabor comun del té en infusion, cambia; éste nuevo
liquido tiene sabor agradable Unico en su género; después de 72 horas el sabor
y olor corresponden a fermento aun agradable al paladar: transcurrido 96 horas
se concentra el alcohol, no recomendable su consumo como refresco; a partir de
120 horas el sabor y olor es penetrante y corresponde a un producto acidificado

consecuencia de la degradacion del alcohol a 4cido acético.

Parte del cuerpo fructifero de Kombucha, a partir del octavo dia de fermentacion,
cuando la concentracion de hidrogeniones se encuentra en el rango de 2.7 a 3.2
de pH, como consecuencia de fermentacidn, se transfiere a una nueva solucién

de té azucarado.

36



Transcurrido ocho dias de fermentacion, la solucion se deja madurar por cinco
dias mas, para obtener una mayor cantidad de acido acético a base de

fermentacion y los metabolitos de las bacterias.

| -

Fig. 4. Kombucha concentrada lista para preparar diluciones.

d. Preparacién de las diluciones de Kombucha

Para preparar las diluciones se usaron cinco tubos de ensayo de 15 ml de
capacidad. A tres tubos de ensayo se virtieron 9 ml de agua destilada estéril. Del

tubo patrén que contiene 10 ml de Kombucha concentrada.
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Del concentrado “C” de
Kombucha se pipetea 1 ml al
tubo “a’, obteniendo la
concentracion de 1/10; de ésta
se pipetea 1 ml al tubo “b”
obteniendo la concentracion de
1/100; de ésta se pipetea 1 ml
al tubo “c”, obteniendo la

concentracion de 1/1000.

N o 4 & - &
Testigo Concentrado 110 1/100 1/1000
Fig. 5. Gréafica de la obtencion de las diluciones. (T)
testigo, (C) concentrado, (1/10) dilucion uno en 10, (1/100)
dilucién uno en 100 y (1/1000) dilucién uno en 1000.
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Fig. 6. Diluciones de Kombucha.
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3.3.3. Ensayos de antagonismo de Kombucha contra Sclerotium cepivorum
en condiciones “in vitro”

a. Efecto de diluciones de Kombucha frente a esclerocios de S. cepivorum,
este experimento se instal6 en diez placas Petri con medio de cultivo PDA. En el
centro de cada placa Petri se sembrd esclerocios de S. cepivorum,
inmediatamente sobre los esclerocios se dej6 caer dos gotas de Kombucha

concentrada y diluida segun el modelo de la Tabla 1.

Cada 24 horas se realizaron las evaluaciones de crecimiento del micelio, durante
21 dias.

Tabla 1. Forma de aplicacién de diluciones de Kombucha, en el brotamiento de esclerocios de
Sclerotium cepivorum.

Tratamientos

NO Clave Descripcion

1 E. Sc+K.c. Esclerocios de S. cepivorum mas Kombucha
concentrada

2 E. Sc+ K. c1/10 | Esclerocios de S. cepivorum mas Kombucha diluida
1/10

3 E. Sc + K. ¢ 1/100 | Esclerocios de S. cepivorum mas Kombucha diluida
1/100

4 E. Sc + K. ¢ 1/1000 | Esclerocios de S. cepivorum mas Kombucha diluida
1/1000

5 E. Sc + Agua Esclerocios de S. cepivorum méas Agua destilada

Testigo esteril

b. Efecto de diluciones de Kombucha sobre micelio de
Sclerotium cepivorum, se instal6 en diez placas Petri con medio de cultivo PDA

y cuando el micelio del hongo habia cubierto la totalidad del medio.

El ensayo consistio en dejar caer dos gotas de Kombucha concentrada y las

diluciones respectivas, como se explica en la Tabla 2.
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Las evaluaciones cada 24 horas, durante 21 dias consistieron en determinar
como es afectado el micelio:

Se funde, aumentando el area cada 24 horas.

Se incentiva o inhibe la formacion de esclerocios, ante la adversidad.

Tabla 2. Forma de aplicacién de diluciones de Kombucha, en el micelio de
Sclerotium cepivorum.

Tratamientos o

G Clave Descripcion

1 M. Sc + K. c. Micelio de S. cepivorum mas Kombucha concentrada

2 M. Sc + K. ¢ 1/10 | Micelio de S. cepivorum mas Kombucha diluida 1/10

3 M. Sc + K. ¢ 1/100 | Micelio de S. cepivorum mas Kombucha diluida 1/100

4 M. Sc+K.c Micelio de S. cepivorum mas Kombucha diluida
1/1000 1/1000

5 M. Sc + Agua Micelio de S. cepivorum mas Agua destilada esteril
Testigo

c. Efecto de difusion de metabolitos de las diluciones de Kombucha sobre
esclerocios de Sclerotium cepivorum, se instalé 15 placas Petri, con medio
de cultivo PDA.

Con el proposito de facilitar la difusion de los metabolitos antagénicos de los
microorganismos que conforman Kombucha; en el centro de cada placa se
dejaron caer 0.08 ml de Kombucha concentrada y de las diluciones respectivas.
Después de 24 horas se sembraron filamentos y esclerocios del hongo,
realizando observaciones cada 24 horas durante 288 horas (12 dias). Ver Tabla
3.
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Tabla 3. Forma de aplicacién de la difusion de las diluciones de Kombucha en esclerocios de
Sclerotium cepivorum.

Tratamientos

T Clave Descripcion

1 K.c.+M. Sc Kombucha concentrada difundida durante 24 horas
mas micelio de S. cepivorum

2 K.c1/10 + M. Sc | Kombucha diluida 1/10, difundida durante 24 horas
mas micelio de S. cepivorum

3 K. ¢ 1/100+M. Sc | Kombucha diluida 1/100, difundida durante 24 horas

mas micelio de S. cepivorum
4 K.c 1/1000+ M.Sc Kombucha diluida 1/1000, difundida durante 24 horas

mas micelio de S. cepivorum

5 Agua + M. Sc Agua difundida durante 24 horas mas micelio de

Testigo S. cepivorum

3.3.4. Ensayos de antagonismo de microorganismos que conforman
Kombucha contra Sclerotium cepivorum en condiciones “in vitro”

Para determinar el efecto antagdénico de dos diferentes microorganismos que
conforman Kombucha, se procedié a realizar los ensayos de antagonismo

utilizando Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp.

La experimentacion se realizé haciendo uso del método de “cultivos duales”;
gue consiste en enfrentar al microorganismo antagonico frente al patégeno,

como se muestra en la Tabla 4 y Fig. 7.

En placas Petri con medio PDA, y en forma individual se sembraron
equidistantemente Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp. frente a
esclerocios de S. cepivorum (Fig. 8). La distancia entre el fitopatégeno y los
antagonicos fue de tres centimetros. Para cada antagonico se realizaron tres

repeticiones, se incubaron a 22 °C durante 12 dias.
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Tabla 4. Tratamientos de antagonismo de Saccharomyces sp y Zygosaccharomyces sp. frente
a S. cepivorum por el método de cultivos duales.

Tratamientos Clave Descripcion
T1 Sa.Sc Saccharomyces sp frente a S. cepivorum
T2 Zy.Sc Zygosaccharomyces sp. frente a S. cepivorum
T3 Sa Saccharomyces sp
T4 Zy Zygosaccharomyces sp.
T5 Sc Sclerotium cepivorum

Las evaluaciones se realizaron cada 24 horas, midiendo el crecimiento del

micelio del patégeno y el incremento en poblacién de los antagénicos.

Antago6nico == =———x |‘ ‘ @ === Pat6geno

Fig. 8. Esquema del método de cultivos duales en placa Petri.
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Después de 24 a 72 horas de incubacion a 22° C, se evaluo el efecto antagénico
mediante el porcentaje de inhibicién (% ) del crecimiento radial del patégeno,

aplicando la ecuacion de Royse and Ries:

%I =100 x [(r1 —r2)/r1]

Donde: r1 = Crecimiento radial del patdgeno.
r2 = Crecimiento radial del patdgeno, en orientacion directa al

crecimiento del antagonista.

3.3.5. Viabilidad de esclerocios de Sclerotium cepivorum por tiempo de
inmersién en diluciones de Kombucha

Se sumergieron esclerocios en liquido Kombucha de 12 dias de fermentacion,
para comprobar la viabilidad se sembraron en medio de cultivo PDA,

considerando el tiempo de sumersion en minutos, como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Viabilidad de esclerocios de Sclerotium cepivorum sumergidos en Kombucha.

Tratamientos o

NO Clave Descripcion

1 E.Sc.K(1) Esclerocios sumergidos en Kombucha 1’
2 E. Sc. K(5) Esclerocios sumergidos en Kombucha 5’
3 E. Sc. K(15) Esclerocios sumergidos en Kombucha 15’
4 E. Sc. K(30) Esclerocios sumergidos en Kombucha 30’
5 E. Sc. K(60) Esclerocios sumergidos en Kombucha 60’
6 E. Sc. Agua Esclerocios sumergidos en agua
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Crecimiento y desarrollo de Sclerotium cepivorum en PDA

Los esclerocios se sembraron en medio de cultivo PDA dispuesto en placas Petri

de 5 cm de diametro e incubados a 22° C.

Dia8 Dia12

Fig. 9. Crecimiento y desarrollo de Sclerotium cepivorum en PDA. Dia 0: siembra de in6culo.
Dia 4: esclerocios en brotamiento. Dia 8: presencia de micelio. Dia 12: formacion de
esclerocios en la superficie de PDA.
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Los esclerocios brotan a partir de las 12 horas de siembra, el micelio cubre la
placa a los ocho dias; la formacion de esclerocios se muestra dos dias después;
esta formacion continla, hasta el agotamiento del sustrato PDA que ocurre a los
45 dias. El fondo de la placa Petri se cubre de esclerocios; indicando que el
hongo adquiere la denominada latencia constitutiva como lo menciona Agrios
(1996), la fisiologia de los organelos celulares se limitan al maximo, hasta
encontrar condiciones adecuadas de humedad, temperatura, aireacion, luz vy el
hospedero susceptible para iniciar el brotamiento y la infeccion respectiva como
lo menciona Roncal (2004).

4.2. Efecto antagonico de diluciones de Kombucha frente a esclerocios de
Sclerotium cepivorum Berk.

De la Tabla 6 y Fig. 29 (ver Anexo 2), se deduce que Kombucha concentrada
aplicada sobre esclerocios, no permitieron la formacion del micelio del hongo;
indicando que los metabolitos de Saccharomyces sp y Zygosaccharomyces sp.,
inhibieron el brotamiento de éstos. Como se observa en la Fig. 10. Este resultado
coincide con los reportes de Miranda y Roncal (2014), contra el crecimiento y
desarrollo del micelio de los hongos Rhizoctonia solani, Verticillium sp. y

Fusarium sp.

Tabla 6. Inhibicién del brotamiento de S. cepivorum tratados con Kombucha.

Concentracién Crecimiento y desarrollo de microorganismos
de Kombucha 5 dias INH 10 dias INH 15 dias INH
K.c Sacch. sp. Sacch. sp. Sacch. sp.
+ + +
Zygo. sp. Zygo. sp. Zygo. sp.
K. 1/10 Sacch. sp. Sacch. sp. Sacch. sp.
Zygo. sp. + | Zygo. sp. - Zygo. sp. -
S. cepivorum S. cepivorum
K. 1/100 Sacch. sp. Sacch. sp. Sacch. sp.
Zygo. sp. - Zygo. sp - Zygo. sp. -
S. cepivorum S. cepivorum S. cepivorum
K. 1/1000 Sacch. sp. Sacch. sp. Sacch. sp.
Zygo. sp - | Zygo. sp - | Zygo. sp -
S. cepivorum S. cepivorum S. cepivorum
Testigo S. cepivorum - | S.cepivorum - | S.cepivorum -

* (+) Inhibicion activa y, (-) Inhibicion limitada o nula.
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Fig. 10. Inhibicién del brotamiento de esclerocios de S. cepivorum, tratado con el concentrado
de Kombucha; presencia de colonias de Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp.

A partir de las diluciones 1/10, seguido de 1/100 y 1/1000; en forma secuencial
se observo que existe formacion del micelio de S. cepivorum, en forma limitada
y con pérdida del color blanco cremoso caracteristico en medio PDA; ademas no
se formaron esclerocios; sucediendo lo contrario con el crecimiento y desarrollo

del hongo sin tratamiento como se muestra en la Fig. 11.

Fig. 11. Filamentos y esclerocios de Sclerotium cepivorum en PDA.
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La dilucién 1/10 de Kombucha, permitié la formacién de micelio del hongo a
partir del décimo dia de incubacion, pero en forma reducida (Fig. 12). Debido a
que el producto antagénico ha inhabilitado a casi la totalidad de las células del
esclerocio. Deduciendo que las células responsables del brotamiento son las
centrales, las que no han tenido contacto directo con los metabolitos antagonicos
de Kombucha. Este resultado coincide con lo reportado por Miranda y Roncal
(2014) frente a esclerocios de Rhizoctonia solani, que dice que la Kombucha
tiene comportamiento antagonico selectivo, ya que solo algunas células del

pseudo parénquima son afectadas y otras no.

Fig. 12. Colonias de Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp. en la dilucion 1/10.

Ladilucion 1/100 de Kombucha, permitié el brotamiento de los esclerocios entre
ocho y nueve dias y la dilucién 1/1000 entre siete y ocho dias de incubacion.
En ambos casos el micelio del hongo tuvo desarrollo limitado por lo que dejaron
ver a las colonias de Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp., cCOmo se
observa en la Fig. 13; ademas en este micelio no se formaron esclerocios, esto
nos indica que los metabolitos antagoénicos limitan la formacion de componentes
de la cubierta de la estructura de conservacion que le da la coloracion negra
caracteristica. Este resultado coincide con lo reportado por Miranda y Roncal
(2014), frente a esclerocios de Rhizoctonia solani, donde no hubo efecto
antagonico y el desarrollo fue normal, utilizando las mismas diluciones de

Kombucha.
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Fig. 13. Limitada formacién de hifas y ausencia de esclerocios de S. cepivorum, causado por el
efecto antagonico que ejercen Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp. en la dilucién
1/100 y 1/1000 de Kombucha (A) y (B).

4.3. Efecto de diluciones de Kombucha sobre micelio de

Sclerotium cepivorum Berk.

Con el propésito de evaluar el efecto de Kombucha sobre los filamentos de
S. cepivorum, se dejé caer 0.08 ml de concentrado y de las diluciones de
Kombucha en el centro del micelio de cada placa Petri. Las observaciones del
efecto antagonico se dejaron notar a partir de los 16 dias de haber dejado caer

el concentrado y las diluciones. Ver Tabla 7 y Fig. 30 (Anexo 3).

Tabla 7. Efecto de diluciones de Kombucha sobre micelio de S. cepivorum.

Concentracién Crecimiento y desarrollo de microorganismos
de Kombucha 08 dias 16 dias INH 22 dias INH
K. c Inicio de formacion | Esclerocios Esclerocios
esclerocios S. cepivorum S. cepivorum
K. 1/10 Inicio de formacion | Esclerocios Esclerocios
esclerocios S. cepivorum S. cepivorum
K. 1/100 Inicio de formacion | Esclerocios Esclerocios
esclerocios S. cepivorum S. cepivorum
K. 1/1000 Inicio de formacién | Esclerocios Esclerocios
esclerocios S. cepivorum S. cepivorum
Testigo Inicio de formacion | Esclerocios Esclerocios
esclerocios S. cepivorum S. cepivorum

() Inhibicion limitada o nula.
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Los 0.08 ml de Kombucha concentrada afectaron 0.9 cm de diametro del
micelio del hongo; los filamentos que recibieron este tratamiento en forma
paulatina perdieron el color blanco cremoso natural, seguido de la desaparicion
que ocurrié entre 16 a 22 dias; los esclerocios que se formaron hasta antes de
la aplicacion de Kombucha en esta area, perdieron viabilidad, porque al ser

sembrados en medio PDA, no brotaron (Fig. 14).

Fig. 14. Efecto de 0.08 ml de concentrado de Kombucha sobre el micelio de S. cepivorum;
apreciar el area central libre de filamentos con esclerocios inactivos y presencia de colonias de
Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp. (a) y el area libre de filamentos que dejan ver
poblacién de esclerocios de menor densidad (b), que el area exterior (c).

El espacio libre de filamentos, es de 1.8 cm de diametro; en este espacio la
desaparicion total de filamentos se evidencio a los 22 dias; indicando que los
metabolitos del Kombucha, ocasionaron lisis celular de los filamentos del
patdgeno; ademas en este espacio desarrollaron las cepas de los

microorganismos que conforman Kombucha.

Entre el margen del area libre de filamentos hasta el limite de la placa Petri se
distinguen dos areas donde se aprecia la densidad de formacién de esclerocios
del hongo; en la inmediata superior ésta densidad es menor en comparacion con
el area exterior; esto indica a que los metabolitos de Kombucha, pierden su
principio letal a medida que se alejan del lugar donde ocurrié la aplicacion del

concentrado.
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El efecto de la dilucion de Kombucha 1/10, aplicado al micelio de S. cepivorum,
mostro la destruccion de filamentos en un éarea de 0.7 cm de diametro, este
efecto se evidencia porque deja ver el medio de cultivo PDA de color amarillo
palido; los esclerocios que aqui se han formado han perdido viabilidad debido a
gue han recibido en forma directa la dilucion letal de los metabolitos de
Kombucha.

Del limite del area central, en un espacio de 1.2 cm de espesor, se muestra la
formacioén de esclerocios cuya densidad es menor que el area superior donde se
muestra mayor cantidad de estructuras de conservacion del hongo, ocupando

1.0 cm de espesor.

El area libre de esclerocios y las areas subsiguientes que muestra en forma
secuencial el incremento poblacional de esclerocios se debe a que los
metabolitos letales de Kombucha en el proceso de difusion en el medio, solo
alcanzan un area limitada, como se muestra en la Fig. 15.

Fig. 15. Efecto de 0.08 ml de dilucion 1/10 de Kombucha sobre el micelio de S. cepivorum;
apreciar la formacion de esclerocios diferenciados en 1.2 cm, debido a la destruccién de
filamentos (a) y la formacion de esclerocios menos densos en un area de 1.1 cm de espesor y
poblacion densa de esclerocios en los extremos (b).
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La dilucién 1/100 de Kombucha, aplicado sobre el micelio de S. cepivorum,
mostro destruccion de filamentos del hongo, en un area de 0.7 cm, en el espacio

libre de filamentos sobre el medio PDA sdlo se aprecia esclerocios inactivos.

Fig. 16. Efecto de 0.08 ml de dilucion 1/100 de Kombucha sobre el micelio de S. cepivorum;
apreciar un area de 0.5 cm libre de filamentos (a); formacion de esclerocios de densidad
uniforme en toda la placa.

En un area de 2.5 cm de espesor se aprecia la formacion de esclerocios menos
denso que el area exterior, como se aprecia en la Fig. 16; el efecto de esta

concentracion es menos efectiva que las anteriores.

La dilucion 1/1000 de Kombucha, segun la formacion de esclerocios indica que
los filamentos han sido afectados en forma limitada en un area de 0.4 cm de
diametro, no se determind destruccion total de hifas en el lugar donde se hizo
caer la dilucién, en este espacio no se dejo ver la superficie del medio de cultivo

por estar cubierto por filamentos parcialmente destruidos.

Existe formacién de esclerocios limitados en un area de 1 cm de espesor,
indicado que la totalidad de filamentos no ha sido afectado por la dilucion 1/1000
de Kombucha. La mayor concentracién de formacién de esclerocios esta en el
area exterior y es de 1.3 cm de espesor, esto indica que los metabolitos de
Kombucha a esta dilucion no tienen efecto letal contra las células de filamentos
del hongo (Fig. 17).
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Fig. 17. Efecto de 0.08 ml de diluciéon 1/1000 de Kombucha sobre el micelio de S. cepivorum;
apreciar un area de 0.4 cm de diametro libre de filamentos (a) y la formacion de mayor
concentracion de esclerocios en toda la placa.
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4.4, Efecto de difusiéon de metabolitos de las diluciones de Kombucha sobre
esclerocios de Sclerotium cepivorum.

De la Tabla 8, y Fig. 31 (ver Anexo 4) se deduce que 0.08 ml de concentrado
de Kombuchay las diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000, difundidas durante 24 horas
en medio PDA, no permitieron la multiplicacion de filamentos del hongo y menos
el brotamiento de esclerocios de S. cepivorum; durante los 12 dias de

evaluacion.

Tabla 8. Efecto de difusién de las diluciones de Kombucha en esclerocios de S. cepivorum.

Tratamientos o
Descripcion

N° Clave

1 K.c.+ M. Sc NO hay crecimiento de S. cepivorum.
2 K.c 1/10 + M. Sc | NO hay crecimiento de S. cepivorum.
3 K. c 1/100+M. Sc | NO hay crecimiento de S. cepivorum.
4 K.c 1/1000+ M.Sc | NO hay crecimiento de S. cepivorum.
5 Agua + M. Sc Sclerotium cepivorum

El metabolismo de los microorganismos que conforman Kombucha generan
compuestos que desencadenan un efecto represivo en filamentos y esclerocios
del patogeno; los acidos generados son responsables de la represion. Este
proceso es conocido como amensalismo, que es cuando una poblacién
microbiana produce una sustancia que es inhibidora para las otras poblaciones
(Cano y Valverde 2005).

La presencia de colonias de los microorganismos que conforman Kombucha
aparece en las primeras 24 horas de evaluacién. Saccharomyces sp. se muestra
como puntitos de color blanco cremoso de 0.5 — 0.6 mm de didmetro y
Zygosaccharomyces sp., como puntitos blancos de 0.2 — 0.3 mm de diametro;

estas colonias crecen entreverados en espacios dispersos.

El concentrado de Kombucha, en el medio de cultivo PDA, después de 12 dias

de incubacion a 22 °C, deja crecer en forma entreverada a Saccharomyces sp.
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y Zygosaccharomyces sp.; después de 12 dias Saccharomyces sp., prevalece

en el medio.

En este concentrado, existe mayor poblacion de microorganismos, generando

mayor cantidad de metabolitos antagénicos al fitopatdgeno.

La difusion de metabolitos antagdnicos a S. cepivorum de las concentraciones
1/10, 1/100 y 1/2000 de Kombucha fue letal. Este efecto aun se vio favorecido
por la produccién de metabolitos antagonicos durante el crecimiento y desarrollo
de las colonias de Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp., a partir de las
primeras 24 horas de incubacién, hasta 12 dias después, tiempo que duré la

investigacion.

En todas las diluciones de Kombucha prevalece Saccharomyces sp., como se
observa en las Figuras 18, 19, 20 y 21.
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Fig. 20. Inhibicion total de crecimiento vy
desarrollo de S. cepivorum; utlizando Ia
dilucién concentrada de Kombucha. Apreciar
mayor proliferacion de Saccharomyces sp. (a),
gque Zygosaccharomyces sp. (b).

Fig. 19.
desarrollo de S.
dilucién 1/100 de Kombucha. Apreciar la
proliferacién de Saccharomyces sp. (a), que
Zygosaccharomyces sp. (b).

Inhibicion total de crecimiento y
cepivorum; utilizando la

55

Fig. 21. Inhibicién total de crecimiento y
desarrollo de S. cepivorum; utilizando la
dilucion 1/10 de Kombucha. Apreciar mayor
proliferacién de Saccharomyces sp. (a), que
Zygosaccharomyces sp. (b).

Inhibicién total

Fig. 18. de crecimiento y
desarrollo de S. cepivorum; utilizando la
dilucién 1/1000 de Kombucha. Apreciar mayor
proliferacién de Saccharomyces sp. (a).



4.5. Efecto antagénico de Sacharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp.
frente a esclerocios de Sclerotium cepivorum

El porcentaje de inhibicibn que ejercen Saccharomyces sp., VY
Zygosaccharomyces sp., frente al micelio proveniente del brotamiento de
esclerocios de Sclerotium cepivorum, se realizé al quinto dia de incubacion,

tiempo en que ambas levaduras dejan de crecer en el medio PDA.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicién de micelio S. cepivorum durante el periodo de crecimiento y
desarrollo de Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp.

Mlcroorg’amsmo Fitopatégeno Porcentaje de inhibicién
antagoénico
Saccharomyces sp. Sclerotium cepivorum 15 %
Zygosaccharomyces sp. Sclerotium cepivorum 20 %

Los datos de las Tablas 12 y 13, (ver Anexo 5) corresponden al radio de inhibicion
del micelio de S. cepivorum por los metabolitos de Saccharomyces sp. y
Zygosaccharomyces sp.; en ensayo de cultivo dual durante cinco dias de

incubacién a 22 °C.

Segun la Tabla 9, el promedio de inhibicién es de Saccharomyces sp. es 15 %y
de Zygosaccharomyces sp. de 20 %, estos porcentajes soélo se hicieron efectivos
en cinco dias de incubacion; observandose inhibicion de crecimiento de los
filamentos de S. cepivorum, en forma concava frente a las colonias de los

microorganismos antagonicos.
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Fig. 22. Evidencia de inhibicién de crecimiento de Saccharomyces sp. frente a S. cepivorum.

A partir del sexto dia, las hifas del fitopatdgeno iniciaron su crecimiento en la
superficie del medio PDA, en las placas Petri respectivas; transcurrido 12 dias
de incubacioén (Figuras 32y 33, ver Anexo 5), los filamentos del hongo invaden
toda la placa; distinguiéndose dos areas a través de una linea recta; el area que
corresponde a la siembra de S. cepivorum, deja ver filamentos y esclerocios en
forma densa; en cambio, en el area que corresponde a la siembra de
Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp. el micelio del hongo presenta
formacion de hifas menos densa, con la consecuente formacion limitada de
esclerocios que para este experimento son de menor tamafio, como se aprecia
en la Fig. 22.

Fig. 23. Evidencia de inhibicién de crecimiento de Zygosaccharomyces sp. frente a
S. cepivorum.
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La limitada inhibicion del micelio S. cepivorum por los microorganismos
antagonicos de Kombucha, se debe a que los metabolitos de estas levaduras no
se han difundido en cantidad suficiente en el area del medio PDA, debido a que
estos microorganismos tienen una forma peculiar de crecimiento y desarrollo en
medios de cultivo artificial; inmediatamente después de la siembra pasan un
tiempo de aclimatacién o establecimiento; periodo en el cual no existe produccién
de metabolitos antagonicos. Posteriormente se diferencia el periodo de
crecimiento y desarrollo acelerado, tiempo en que cada célula metaboliza

convenientemente productos antagénicos.

Posteriormente se diferencia el periodo de multiplicacién celular en equilibrio,
aqui las células de Saccharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp., metabolizan
antibioticos, que para nuestro experimento la difusion en el medio ha tenido

comportamiento parcial de inhibicion contra el fitopatdogeno en estudio (Fig. 23).

Finalmente ocurre la diferenciacion del periodo de la muerte celular, por falta de

alimento, que conduce a la nula sintesis de metabolitos antagdnicos.

Los resultados de los diferentes ensayos, realizados para cumplir con el objetivo
del presente trabajo, nos permiten reportar que el principio antagénico que
ejercen los microorganismos que conforman Kombucha dependen de la accion
conjunta de éstos; categorizandolos a los microorganismos Saccharomyces sp,
Zygosaccharomyces sp., tener comportamiento sinérgico (Cano y Valverde
2005); contra S. cepivorum; que es una forma de interaccion que da como
resultado efectos combinados con la administracion de dos o0 mas sustancias o
microorganismos, que resultan ser mayores que aquellos que podrian haberse
alcanzado si alguno de los aditivos se hubiera administrado solo (Ver Figuras 18,
19, 20y 21).
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4.6. Tiempo de inactivacién de esclerocios de Sclerotium cepivorum por
sumersion en Kombucha

Esclerocios de Sclerotium cepivorum, sumergidos en el concentrado de
Kombucha se inactivan a partir de 15 minutos de exposicion. En la Fig. 24 se
observa que existe formacion de micelio del hongo en los extremos de la placa
Petri; indicando que los metabolitos de los microorganismos que conforman

Kombucha no han llegado a inactivar a la totalidad de las células del hongo.

Tabla 10. Tiempo de inactivaciéon de S. cepivorum, sumergidos en el concentrado de

Kombucha.
Tiempo de sumersién de Descripcion
esclerocios de S. cepivorum
en concentrado de Kombucha
Un minuto 100 % de brotamiento de esclerocios
Cinco minutos 100 % de brotamiento de esclerocios
Quince minutos 50 % de brotamiento de esclerocios
Treinta minutos 0 % de brotamiento de esclerocios
Sesenta minutos 0 % de brotamiento de esclerocios

Fig. 24. Esclerocios de S. cepivorum sumergidoé en Kombucha durante 1 minuto. A: Dia 1 de
observacion. B: Dia 12 de observacion.
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Fig. 25. Esclerocios de S. cepivorum sumergidos en Kombucha durante 5 minutos. A: Dia 1 de
observacion. B: Dia 12 de observacion.

Cuando los esclerocios se sumergen por 30 minutos en el concentrado de
Kombucha existe inactivacion total de las células que conforman esta estructura
de conservacion y mas todavia si se sumergen durante una hora.

No existe evidencia de inactivacion de esclerocios sumergidos desde un minuto
a 15 minutos en el concentrado de Kombucha; este intervalo de tiempo no es
suficiente para que los metabolitos antagénicos de Saccharomyces sp. y
Zygosaccharomyces sp., inactiven la totalidad de células que conforman los

esclerocios.

Fig. 26. Esclerocios de S. cepivorum sumergidos en Kombucha durante 15 minutos A: Dia 1 de
observacion. B: Dia 12 de observacion.
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Existe efecto letal parcial de células del esclerocio cuando éste se sumerge 15
minutos. Ocurriendo comportamiento letal total de células del esclerocio a partir
de 30 minutos; tiempo suficiente para que los metabolitos antagonicos lleguen a

atravesar paredes y membranas de las células que conforman el esclerocio.

Fig. 27. Esclerocios de S. cepivorum sumergidos en Kombucha durante 30 minutos. Inhibicién
del crecimiento del patégeno. A: Dia 1 de observacion. B: Dia 12 de observacion.

Fig. 28. Esclerocios de S. cfepivorum sumergidos en Kombucha durante 60 minutos. Inhibicién
del crecimiento del patdégeno y presencia de colonias de Saccharomyces sp. y
Zygosaccharomyces sp. A: Dia 1 de observacion. B: Dia 12 de observacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a. En condiciones “in vitro”, el concentrado de Kombucha tiene comportamiento

fungicida.

b. Kombucha destruye filamentos e inactiva esclerocios en forma proporcional.

Siendo las diluciones concentrada y 1/10 las mas efectivas.
c. Esclerocios de S. cepivorum en condiciones “in vitro” se inactivan cuando se
siembra en PDA previamente tratado con el concentrado y las diluciones de 1/10,

1/100 y 1/1000 de Kombucha.

d. Esclerocios de S. cepivorum se inactivan en contacto con el concentrado de

Kombucha en un intervalo de 15 a 30 minutos.

e. Recomendamos realizar trabajos de investigacion en campo utilizando las
diferentes diluciones.
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ANEXO

1. Preparacion de medio de cultivo PDA

El medio de cultivo PDA, esté constituido por:

Tabla 11. Cantidades requeridas para la preparacion de PDA.

Material Cantidad
Papa 2509
Agar 159

Dextrosa 18 g

Detallamos la preparacion de MEDIO LITRO (1/2 L) de PDA:

a. Se desinfecta la papa en Hipoclorito de Sodio al 4 % durante cuatro minutos y
se procede a lavarla y pelarla, se pesan 125 g y se hierbe en 300 ml de agua

destilada durante 10 a 12 minutos, aunque el tiempo esta sujeto a cambios.

b. Se pesan el Agar y la Dextrosa y se disuelven en 250 ml de agua destilada.
Se homogeniza la mezcla exponiendo el recipiente contenedor a calor, para

disolver todos los grumos.

c. Se miden 250 ml de caldo de papa y se lo mezcla con los 250 ml de Agar y
Dextrosa (que en suma serian 500 ml). Se tapan los recipientes con algodon

estéril y se los sella con papel aluminio y cinta masking tape.

d. Luego se la dispone en la autoclave y se deja hervir hasta las 15 atm y se
espera de 10 a 15 minutos. Tener cuidado con el sellado de los recipientes, la
alta temperatura del autoclave hace que la ebullicién del agua sea violenta y
tienda a salpicar al algodon, en algunos casos rompe el sellado y se escapa el
preparado de PDA, desperdiciando los materiales preparados y contaminando lo

gue queda.
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e. Se deja enfriar durante 10 a 12 minutos y esta lista para la disposicion en
placas Petri, esto se hard en la camara de flujo laminar, con un mechero y con
todas las condiciones Optimas para trabajar asépticamente, para evitar
contaminacién. Cuidado con esperar mucho tiempo, ya que el proceso de
gelatinizacion hace dificil la disposicion en las placas.

2. Efecto antagoénico de diluciones de Kombucha frente a esclerocios de
Sclerotium cepivorum Berk.

Testigo Concentrado 1/10 1/100 1/1000
Fig. 29. Estado de placas a los 15 dias de evaluacion.

3. Efecto de diluciones de Kombucha sobre micelio de
Sclerotium cepivorum Berk.

Testigo Concentrado 1/10 1/100 1/1000
Fig. 30. Estado de placas a los nueve dias de observacion, antes de aplicar las diluciones de
Kombucha.
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4. Efecto de difusion de metabolitos de Saccharomyces sp. y
Zygosaccharomyces sp. de las diluciones de Kombucha sobre esclerocios

de Sclerotium cepivorum.

Testigo Concentrado 110 1/100 1/1000
Fig. 31. Estado de placas a los 12 dias de observacion.

5. Efecto antagénico de Sacharomyces sp. y Zygosaccharomyces sp.

frente a esclerocios de Sclerotium cepivorum

Fig. 32. Estado de las placas del cultivo dual Saccharomyces sp. frente a S. cepivorum a los 12
dias de evaluacion.
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Fig. 33. Evidencia de inhibicién de crecimiento de Zygosaccharomyces sp. frente a
S. cepivorum.

Tabla 12. Porcentaje de inhibicion de micelio S. cepivorum causado por Saccharomyces sp.

Medidas (cm) Inhibicion
Placas
S.c.rl S.c.r2 %
1 0.4 0.3 25
0.5 0.5 0
3 0.5 0.4 20
Promedio general 15

Tabla 13. Porcentaje de inhibiciéon de micelio S. cepivorum causado por
Zygosaccharomyces sp.

Medidas (cm) Inhibicion
Placas
S.c.rl S.c.r2 %
1 0.6 0.5 17
2 0.6 0.5 17
0.5 0.4 20
Promedio general 20
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