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Resumen

Botrytis cinerea conocido como podredumbre gris o moho gris,
genera necrosis en los tejidos que infecta en una amplia variedad
de huéspedes. Lasiodiplodia theobromae es un hongo necrétrofo
gue ocasiona importantes dafos en diversidad de cultivos de
importancia economica, incluso puede causar la muerte de
plantas. Est4 asociado especialmente a plantas estresadas por
otros factores abioticos y bidticos (Moreira-Morrillo et al., 2021).

El género Alternaria contiene especies cosmopolitas que se



2.1.

encuentran en un amplio rango de materiales y productos; como
saprobias pueden deteriorar alimentos y forrajes, producen
micotoxinas; al mismo tiempo, como patégenas reducen el
rendimiento de las cosechas o afectan a los vegetales
almacenados (Flores-Bazauri et al.,, 2015). Las levaduras y
bacterias acido lacticas (BAL) son una alternativa para el control
de enfermedades causadas por estos hongos. El presente
trabajo tiene como objetivo determinar la capacidad antagonista
y de producciéon de COV antifungicos que tienen las levaduras y
las bacterias acido lacticas para el control de tres cepas
fitopatbgenas de importancia econémica en la agricultura
peruana. Se realizara enfrentamiento de 13 cepas de levaduras
y 7 BAL a los tres fitopatdgenos durante siete dias de cultivo para
evaluar la actividad antagonista de las cepas en estudio. A través
de este proyecto, participardn estudiantes de la Red de
Investigadores Estudiantiles de la UAI, que fortaleceran
conocimientos en la teméatica propuesta. La tematica de este
proyecto esta alineada con los objetivos y retos planteados en el
proyecto financiado por PRO-INNOVATE, PIMEN-16-P-814-183-
20 "MEJORA DE LA CALIDAD Y MAYOR VIDA UTIL DE
BIOPLAGUICIDA A BASE DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y
LEVADURAS MEDIANTE LA PRODUCCION CONTROLADA",

donde la UAI participa como entidad colaboradora.

Descripcién del proyecto

Planteamiento del Problema de Investigacion

2.1.1.  Situacion problemética

El control de plagas en cultivos horticolas, ha sido manejado
generalmente mediante el uso de plaguicidas quimicos. Su uso
constante ha causado varios problemas como contaminacion
ambiental, residuos en alimentos, desarrollo de resistencia a los
fungicidas sintéticos por los patdgenos y la pérdida de la

biodiversidad natural en los agroecosistemas (Harris et al., 2001;
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Fisher et al., 2012). Esta problematica ha conducido a la
bldsqueda de nuevas alternativas para el manejo de estas plagas
de manera sustentable, es decir econ6micamente viable, con
respeto el medio ambiente y no afecte la salud de las personas

gue aplican estos productos y los que consumen el producto final.

Una alternativa al control quimico de hongos fitopatdgenos es su
supresion por el uso de agentes de control bioldégico con énfasis
en el uso de antagonistas nativos (Zeilinger and Omann, 2007;
Vinale et al., 2008). Se ha considerado la posibilidad de controlar
patégenos por el uso de varios microorganismos con actividad
antagonica tales como hongos, bacterias y actinomicetos. Sin
embargo, es importante conocer la actividad antifangica de

algunas levaduras y de las BAL.

2.1.2.  Formulacion del problema
Problema general

¢Cual es la capacidad antagonista y de produccién de
compuestos organicos volatiles antifUngicos que tienen las
levaduras y las bacterias acido lacticas para el control de tres
cepas fitopatdgenas de importancia econémica en la agricultura

peruana?
Problemas especificos

PE1: ¢ Cudl es la capacidad antagonista que tienen las levaduras
y las bacterias acido lacticas para el control de tres cepas
fitopatdbgenas de importancia econdmica en la agricultura
peruana?

PE2: ¢Cual es la capacidad de produccibn de compuestos
organicos volatiles antifungicos que tienen las levaduras y las

bacterias acido lacticas para el control de tres cepas



fitopatdgenas de importancia econdémica en la agricultura

peruana?

2.1.3. Justificacion

El departamento de Ica, es una region dedicada a la agricultura
local y de exportacion que se caracteriza por cultivar uvas, paltas,
esparragos, arandanos, entre otros cultivos. En general en
nuestro pais se cultivan diversos productos que son atacados por
diversas plagas que afectan la calidad y rendimiento de los
mismos. Para su control se utiliza con mayor frecuencia
plaguicidas de origen sintético que vienen causando diversos

dafios al agroecosistema.

El uso de los bioplaguicidas es importante para la sostenibilidad
agricola, permitiendo buenos rendimientos y obteniéndose
materia prima sin plaguicidas sintéticos que pongan en riesgo la
salud de las personas.

Poder conocer la capacidad antagonista de las 13 cepas de
levaduras de diferentes géneros y de las 7 cepas de BAL de
diferentes géneros serd importante para poder tener mas
alternativas de control biolégico que permitan alternar las
aplicaciones en los campos de cultivo. Asi, también puede ser
punto de partida para el inicio de nuevas formulaciones de
bioplaguicidas con cepas de nuevos géneros de

microorganismos.



1.1.1.

2.1.4.  Objetivos (General y especificos)

OG: Determinar la capacidad antagonista y de produccién de
COV antifungicos que tienen las levaduras y las bacterias acido
lacticas para el control de tres cepas fitopatégenas de

importancia econémica en la agricultura peruana

OE1 Determinar la capacidad antagonista que tienen las
levaduras y las bacterias acido lacticas para el control de tres
cepas fitopatdégenas de importancia econémica en la agricultura

peruana

OE2 Determinar la capacidad de produccién de COV antifungicos
gue tienen las levaduras y las bacterias acido lacticas para el
control de tres cepas fitopatdégenas de importancia econdmica en

la agricultura peruana

Limitaciones

El presente trabajo abarcard en determinar la capacidad
antagonista y la produccion de COV antifungicos a partir de
levaduras y bacterias acido lacticas reconocidas en el marco
tedrico como antagonistas a fitopatbgenos. Las cepas
fitopatogenas de importancia econOmica elegidas para la
investigacion seran Botrytis cinerea, Lasiodiplodia theobromare y
Alternaria sp., estos fitopatdgenos atacan a diversos cultivos
presentes en la agricultura peruana y que tienen importantes
areas de cultivo. Se realizara la investigacion en laboratorio y se
subcontratara servicios externos de identificacion molecular,
servicio de identificacion de compuestos organicos volatiles
antifangicos, antibiéticos y enzimas. La investigacion se realizara

por un periodo de 9 meses.
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1.2.

Marco teorico

1.2.1.  Antecedentes del problema

Kumar et al., (2016). Investigaron a Enterococcus sp. BS13 un
aislado potencial obtenido de suelo rizosférico de Vigna mungo
(frijol negro), el cual tuvo actividad biosurfactante con similitud de
los biosurfactantes de tipo glicolipidico y ademas este
microorganismo mostré la capacidad de promover el crecimiento
de las plantas y la actividad antagonica contra el fitopatégeno
Macrophomina faseolina.

Hadi y Zuheir (2016). Determinaron la actividad antifingica in
vitro de BAL (Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus sp. n.° 1, Lactobacillus sp.n.° 2 y Lactococcus sp.)
contra Fusarium oxysporum , Phytophthora infestans , Pythium
ultimum y Alternaria sp. Todas las BAL tuvieron una inhibicion
significativamente alta (P< 0.05) en agar MRS que en agar PDA
a 37 °C durante 5 dias.

Liu, et al., (2017). Evaluaron 216 cepas de levaduras
Saccharomyces cerevisae aisladas del vino para controlar el
fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides, un agente causante
de la antracnosis de la uva antes de la cosecha. Tres de las
cepas dieron positivo para antagonizar al fitopatdgeno y se
evaluaron mas a fondo sus mecanismos como agentes de control
biologico ACB. Los resultados mostraron que los tres
aislamientos de S. cerevisiae produjeron compuestos
antifungicos, inhibieron la germinacion de conidios de C.
gloeosporioides y produjo $-1,3-glucanasay quitinasa. Todos los
aislamientos colonizaron frutos de uva en grandes cantidades y
controlaron C. gloeosporioides cuando se inocularon
artificialmente en frutos de uva. La aplicacion del aislado GA8 dio
como resultado una reduccion del 69,7 % de la enfermedad

por C. gloeosporioides en bayas de uva.



Jaibangyang et al., (2020). Evaluaron 366 cepas de levaduras
antagonicas (epifitas y enddfitas) aisladas de hojas de arroz,
cafia de azucar y maiz de Tailandia, que son potencialmente
capaces de producir compuestos organicos volatiles (COV)
activos contra el hongo productor de aflatoxinas Aspergillus
flavus.A39 Solo 49 cepas de levaduras pudieron producir COV
antifangicos. Candida nivariensis DMKU-CE18 fue la cepa de
levadura mas eficaz para inhibir el crecimiento del micelio (64,9
+ 7,0% de inhibicidn), para inhibir la germinacion de conidios
(49,3 + 3,3%) de A. flavus A39 y para reducir la produccion de
aflatoxinas (74,8 + 6,5 %) en granos de maiz. El COV principal
producido por esta cepa de levadura era el mas cercano al 1-

pentanol.

Zabouri, et al., (2021). Investigaron 45 cepas de bacterias acido
lacticas aisladas de leche cruda de cabra, vaca y camello de
varias regiones de Argelia, las cuales fueron probadas para
actividad antifungica contra cinco cepas de la especie fangica
fitopatdbgena, toxigena y deteriorante Alternaria alternata,
aisladas de los tallos, hojas, raices y frutos de tomates y
zanahorias. Dos cepas de BAL, identificadas como Enterococcus
lactis y E. faecium, tuvieron la mayor actividad antifangica, lo que
sugiere una posible aplicacion en tecnologia alimentaria como
bioconservantes contra hongos fitopatégenos y que deterioran

los alimentos.

1.2.2. Bases tedricas o marco conceptual

La erradicacion del hambre y la pobreza, enfocar la agricultura
convencional a una agricultura sustentable, asegurar una vida
saludable y trabajo digno para todos, reducir la diferencia social
y fomentar el desarrollo econémico son los acuerdos aceptados

por la comunidad internacional en base a la Agenda 2030 para el



Desarrollo Sostenible. A finales del siglo XX, se realizaron
transformaciones agricolas que se enfocaron en la utilizacion de
enormes cuantias de insumos externos, generalmente de

procedencia sintética.

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se consideran antagonistas
naturales de diversos microorganismos patdgenos presentes
en los alimentos (vegetales, granos almacenados), gracias a la
produccion de wuna gran cantidad de compuestos con
propiedades antifungicas. Son bacterias grampositivas y muy
exigentes. Su crecimiento, contribuyen a la fermentacion y
degradacion de los azucares de la leche y presentan efectos
antagonicos que impiden la proliferacion de otras bacterias
Gram positivas y otros microorganismos. Su caracteristica
principal es la fermentacion de la glucosa convirtiéndolo en
acido lactico (Klander, 1983; Hayek lbrahin, 2013 citado por
Smaniotto et al., 2018)

Levaduras

En la actualidad, el uso de las levaduras en la produccion de
alimentos y bebidas es muy amplio de los que se conoce para la
produccion pan, la cerveza y la produccion de vino. Algunas
levaduras presentan un fuerte control antifingico que facilita su
uso como controladores del deterioro de alimentos (Vasquez et
al., 2016). Las caracteristicas antagonicas de las levaduras se
han atribuido a mecanismos como la competencia por los
nutrientes, secrecion de compuestos antifingicos, como asesino
de toxinas, produccion de enzimas hidroliticas, produccion de
sideroforos, y produccion de compuestos organicos volatiles

(Jaibangyang et al., 2019).



Antagonismo

El antagonismo es un proceso natural entre comunidades
microbianas y se caracteriza por la inhibicion, deterioro o muerte
de alguna especie de microorganismos por la accion de otra; o
una relacion entre dos poblaciones en la cual una de ellas causa
efectos deletéreos o negativos a la otra (Pérez et al., 2014).
Existen diversos mecanismos de accion empleados por los
microorganismos antagonistas para controlar el desarrollo de
patdgenos, entre ellos antibiosis, competencia por espacio o por
nutrimientos, interacciones directas con el patdgeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia
(Larrea, 2001).

Mecanismo de interaccion directa con el patdgeno En este se
puede presentar el parasitismo, el cual consiste en la utilizacion

del patégeno como alimento por su antagonista.

Bioplaguicidas

Se dividen en dos grandes grupos: plaguicidas microbianos, que
incluyen las bacterias, hongos, virus y protozoos, y plaguicidas
bioguimicos, que estan incluidos los atrayentes, hormonas,
reguladores del crecimiento de plantas e insectos, enzimas y
sustancias de sefializacion quimica, muy importantes en la
relacion planta- insecto. Estos, son altamente especificos contra
las plagas y representan un minimo riesgo para las personas o

el medio ambiente. (Alfonso, 2002 citado por Nava-Pérez, 2012).

Compuestos organicos volatiles

Los Compuestos Organicos Volatiles (COV's) son un amplio
grupo de productos quimicos basados en carbdon con bajos
pesos moleculares y alta presion de vapor que se disipan

rapidamente en el ambiente, generados a partir de actividades
10



1.3.

industriales y como resultado del metabolismo secundario de
distintos microorganismos. Dichos compuestos pueden ser
alcoholes, aldehidos, cetonas, aminas, terpenos y aromaticos,
por mencionar algunos (Bennett e Inamdar, 2015 citado por

Vazquez-Gomez, 2019)

Hipotesis y variables
1.3.1.  Formulacion de hipotesis

Hipotesis General

Las levaduras y las bacterias acido lacticas tienen capacidad
antagonista, producen COV antifangicos e inhiben el crecimiento

de tres cepas fitopatdgenas mayor a 70%.

HE1l: Las levaduras y las bacterias acido lacticas tienen
capacidad antagonista e inhiben el crecimiento de tres cepas

fitopatdgenas mayor a 70%.

HEZ2: Las levaduras y las bacterias acido lacticas producen COV

antifiingicos frente a tres cepas fitopatdgenas mayor a 70%.

1.3.2.  Variables y definicidbn conceptual y operacional
Variable: parametros que se evallan para determinar el efecto
antifiingico de las cepas de levaduras y las cepas de BAL contra

los fitopatdgenos
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Variable dependiente (X):
e Fitopatdgeno Botrytis cinerea
Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios

¢ Fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae

Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios

e Fitopatégeno Alternaria sp.
Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios

Variable independiente (Y):
13 cepas de levaduras y 7 cepas de BAL.
Definicién conceptual:

Porcentaje de inhibicion del crecimiento. — Consiste en medir el
crecimiento del hongo fitopatdégeno en presencia del microorganismo
antagonista (levaduras y BAL) que impide que se desarrolle por

accién de antibioticos, enzimas o competencia.

Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios. — Consiste en
observar y medir el crecimiento de las estructuras reproductivas del
hongo fitopatdgeno en presencia del microorganismo antagonista
(levaduras y BAL) que impide que se desarrolle por accion de

antibiéticos, enzimas o competencia.
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Definicidon operacional:

Porcentaje de inhibicion del crecimiento. - La inhibicién del
crecimiento se mide en todos los tratamientos al tercer dia, aun
cuando en algunos casos el antagonista se encuentre distante del
patégeno a través de la antibiosis, mecanismo de accion
caracteristico para estas especies de biocontroladores, que se
manifiesta por la asociacion entre organismos o0 entre un organismo
y un producto metabdlico de otro organismo, que resulta perjudicial

para uno de ellos (Benitez et al., 2004).

Porcentaje de inhibicion de germinacion. — La inhibicion de la
germinacion de conidios de los hongos fitopatdgenos se mide a las
2, 4, 6, 8 horas a 28+3 °C. Posteriormente con la ayuda de un
microscopio se cuantificara los conidios germinados, se
consideraran 100 conidios al azar, de cada concentracion se

realizaran tres repeticiones (Flores et al., 2014).

1.4. Metodologia del proyecto
1.4.1. Disefio metodolégico

Sitio experimental

Las pruebas de antagonismo para las tres cepas fitopatbgena
Botrytis cinerea, Lasiodiplodia theobromae y Alternaria sp. se
realizard en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Auténoma de Ica, ubicado en el distrito de Chincha Alta, provincia de
Chincha y departamento de Ica. Alternadamente se realizara en el
CITEagroindustrial — Ica (segunda instituciéon que colabora en el
proyecto PIMEN). Las pruebas para determinar los compuestos
organicos volatiles, enzimas liticas y antibiéticos e identificacion
molecular de las cepas fitopatdgenas se realizaran en laboratorios

externos ya que en la UAI no se cuenta con ese equipamiento.
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Muestras biologicas

Los aislados de las 13 cepas de levaduras y 7 cepas de BAL, seran
obtenidas de un Banco de Germoplasma de Cepas Comercial
aisladas de diferentes alimentos (uva, vino, leche, yogurt, entre
otros). Previo a este trabajo se realiz6 otra investigacién que permitié
aislar cepas de B. cinerea, L. theobromae y Alternaria sp.

provenientes de campos de cultivo de vid.

Medios de cultivo

Se utilizara el medio De Man Rogosa y Sharpe (MRS) en sélido y en
caldo para el crecimiento y enfrentamiento de las BAL, medio
Glucosa-Peptona-Levadura (GPY) para el crecimiento de las
levaduras y agar papa dextrosa Agar (PDA) para reactivar las cepas
de hongos fitopatdgenos. Estos medios de cultivo se prepararan
segun las indicaciones del fabricante, afiadiendo agua destilada a la
cantidad recomendada del polvo del medio deshidratado y se
esterilizaron (121 °C y 1 atm, 20 min) (Rojas et al., 2016).

Se emplearan 13 cepas de levaduras (LO1, L02, L0O3, L04, LO5, LO6,
LO7, LO8, L09, L10, L11 y L12) y 7 cepas de BAL (BALOL, BALO2,
BALO3, BALO4, BALO5, BALO6 y BALQ7).

Ensayo para determinar la capacidad antagonista

Se determinara por medio de la técnica de confrontacion dual entre
los microrganismos antagonistas (13 levaduras y 7 BAL) y los tres
fitopatdogenos (B. cinerea, L. theobromae y Alternaria sp.).

Se sembrard en una placa Petri de GPY (9 cm de diametro) a
aproximadamente 2 cm de distancia desde el borde de la placa una
linea recta de cada cepa de levadura en estudio, y en medio MRS

se sembrara cada cepa de BAL. Luego, se colocara un disco de 5
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mm de diametro de cada especie de hongo fitopatdbgeno que ha
crecido previamente en medio de PDA de 5 dias de edad a la
distancia de 5 cm de la levadura o bacteria. Se usaron como control
placas Unicamente con especies de hongos fitopatdogenos. Las
placas Petri se incubaran a 28 °C durante siete dias y se observaran
diariamente para evaluar el crecimiento del micelio del patdégeno.
Cada aislado de levadura y bacteria se analizaran 25 veces
(repeticiones). El diametro de la colonia se determinara siete dias
después de la inoculacién y se calculara el porcentaje de inhibicion
mediante la siguiente férmula de Mari et al. 1996 citado por Kasfi et
al., 2018:

R1 - R2

Donde:

R es el porcentaje de hifas radiales inhibidoras de crecimiento,

R1 es el crecimiento de hifas del control, y

R2 el crecimiento de hifas en la placa Petri inoculada con aislados

de levaduras o bacterias.

Ensayo para determinar la germinacion de esporas

Las cepas de levadura se cultivaran en caldo GPY a 28 °C a 150 rpm

durante 24 horas.

Se utilizara la técnica de cultivo en portaobjetos, para ello se tomara
una bola de algoddn, la cual se colocara en el centro de una placa
Petri y encima de esta se colocara un portaobjetos de vidrio. Se

humedecera el algodon con 5 mL de agua estéril.

Se obtendra un cubo de 5mm de PDA y se colocara en el centro del
portaobjetos. Enseguida en el portaobjeto se colocara esporas de
hongos en los cuatro lados del cuadrado de PDA con ayuda de una
aguja (previamente las esporas de hongos han crecido en PDA a
28°C y tendran 7 dias de edad). Se colocara una lamina cubre

objetos estéril en la superficie superior del cubo de agar, luego la
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placa Petri se tapara y sellara con Parafilm. La placa Petri control se
realizara sin inoculacion de levadura. Se realizara tres repeticiones
y la inhibiciobn de la germinacion se evaluard después de la
incubacion a 28°C durante 21 horas (Zhou et al. 2018 citado por

Jaibangyang, et al., 2020).

Por tratamiento se evaluaran 100 conidios, utilizando un microscopio
de luz con un aumento de 100X. Las esporas germinadas se
contaran con la inhibicion de germinacioén conidial calculada vy
comparada con el control, de acuerdo con Gong et al., 2015 (citado

por Jaibangyang et al., 2020).

De acuerdo a las posibilidades del microscopio del laboratorio de
microbiologia de la UAI, se medira la longitud del tubo germinativo y

se registrara la escala de clasificacion de germinacion:
1= sin germinacion;
2= tubo germinativo <2x tamafio del conidio;

3=tubo germinativo <2x a 4x tamafio del conidio;

4= tubo germinativo >4x tamafo del conidio
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1.4.2.

Disefio muestral

La muestra esta compuesta de la siguiente manera:

Cadigo Especie Tratamiento  Cédigo Género Tratamiento
Candida incommunis (MycoBank 1 BALO1 Lactococcus lactis (ATCC 14
LO1 # 327439) 7963™)
Candida parapsilosis (MycoBank 2 BALO2 Enterococcus mundti  (ATCC 15
LO2 # 253819) 43186™
Debaryomyces hansenii 3 BALO3 Lactobacillus reuteri (ATCC 16
LO3 (MycoBank # 296478) 23272 ™)
Hanseniaspora opuntiae 4 BALO4 Lactobacillus plantarum (ATCC 17
L04 (MycoBank # 488270) 8014 ™)
Pichia guillermoundii (MycoBank 5 BALO5 Lactobacillus brevis (ATCC 14869 18
LO5 # 513463) ™)
Pichia membranifaciens 6 BALO6 Gluconacetobacter diazotrophicus 19
LO6 (MycoBank # 227217) ATCC 49037 ™)
Saccharomyces ellipsoideus 7 BALO7 Gluconacetobacter  liquefaciens 20
subsp. fulliensis (MycoBank # (ATCC 14835™)
Lo7 263896)
Saccharomyces cerevisiae 8
LO8 (MycoBank # 492348)
Zygosaccharomyces rouxii 9
L09 (MycoBank # 325702)
Zygosaccharomyces bailii 10
L10 (MycoBank # 258102)
Tausonia pullulans (MycoBank # 11
L11 812190)
Kluyveromyces  thermotolerans 12
L12 (MycoBank # 316067)
Torulaspora delbrueckii 13
L13 (MycoBank # 46720)
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1.5.

1.4.3.  Técnicas de recoleccion de datos
Se procedera a realizar mediciones con un vernier expresado en mm
el halo de crecimiento del hongo fitopatégeno y de las cepas de

levaduras y BAL.

1.4.4.  Técnicas estadisticas para el procesamiento de los datos
Los tratamientos se estableceran en un disefio experimental
completamente al azar con 25 repeticiones cada uno. Se tendra 20
tratamientos en total, donde 13 corresponden a cepas de levaduras
y 7 a cepas de BAL. Los datos obtenidos del porcentaje de
inhibiciébn se transformaran mediante la funcién del arcoseno: y=
arsin[sqgrt(y/100)]. Todos los datos se someteran a un andlisis de
varianza, la comparacion de medias se realizara mediante el método
de Tukey (p= 0.05), usando el paquete estadistico Infostad ver.
2019 (Ruiz-Sanchez et al., 2014)

1.45.  Aspectos éticos y regulatorios

Este proyecto de investigacion cumple con los aspectos éticos y

regulatorios de nuestro pais.

Aspectos administrativos.

1.5.1. Cronograma

NO

Actividades a
realizar

Ejecucion de la investigacion institucional

Proyecto de
investigacion:

Informe 1:
Planteamiento  del
problema

Estado del arte
Metodologia

Mes

Mes

Mes

Informe 2:
Metodologia
Instrumento de
medicion validado y
confiabilizado

Informe 3:
Trabajo de campo:
poblacion-muestra
Muestreo




Descripcién de la
recoleccion de la
informacion

Tabla de resultados

5 Informe 4:

Trabajo de campo:

Descripcién de la
recoleccion de la
informacion

Tabla de resultados

6 Informe 5:

Analisis e
interpretacién de
resultados
Discusién de
resultados

7 | Actividad 6:
Articulo para la
publicacién en
revista indexada
Constancia de envi6

a la revista
Investigacion
institucional y
porcentaje de
similitud

1.5.2.  Presupuesto

Rubros Asignados Costo Cantida Costo Total | Actividades

Personal Administrativo Unitario d (81)

Apoyo administrativo 930 10 meses | S/9,300.00 Apoyar en temas
estadisticos

RECUSOS HUMANOS

INVESTIGADORES

Bonificacién al docente 1,400.00 S/ Investigador

investigador como incentivo por la 15,400.00 principal

realizacion de la investigacion.

RIE (por confirmar) 3

INFRAESTRUCTURA DE LA UAI

Laboratorio de Microbiologia Infraestructura

X X (horas de uso de

laboratorio)

Oficina Infraestructura
(horas de uso para

X X procesamiento de

datos)

EQUIPAMIENTO Y/O

MATERIALES

Materiales de escritorio 200.00 Varios S/ Ejecucion de la
complementarios 400.00 investigacion (2

investigaciones al
afio)




Adquisicion de cepas de levaduras 6000.00 6000.00 Cepas para
y BAL investigacion
Pa}qqete de materiales de vidrio y 250.00 250.00 Preparamon qle
plastico medio de cultivo
Paquete de medios de cultivo 250.00 250.00 Preparamon qle
medio de cultivo
Paquete de reactivos 200.00 200.00 Preparamon Qe
medio de cultivo
Paquete de insumos varios 200.00 200.00 Preparamon Qe
medio de cultivo
SERVICIOS
Servicio de identificacion de Identificacion de
compuestos organicos volatiles,
. A S/ compuestos
enzimas, antibiéticos (que 4000 )
. 8,000.00 importantes que
producen las mejores levaduras y
controlan plagas
BAL)
Servicio de identificacion 250.00 S/
molecular de cepas fitopatdgenas ' 2,000.00
Servicio de liofilizacion de cepas 1000 S/ Conservacion por
de levaduras y BAL 1,000.00 largo tiempo
PUBLICACIONES INDEXADAS
Traduccion de articulo cientifico S/ | Ingles técnico
3,000.00
Derechos para publicacion de S/ | Revista indexada
articulo cientifico 10,000.00 | de alto impacto (2
articulos)
Inscripcidn y participacion en S/
Congreso Arbitrado 2,500.00
IMPREVISTOS S/
8,400.00
TOTAL S/

60,000.00




1.6. Fuentes de financiamiento

Esta investigacion serd financiada con recursos propios de la

Universidad Autbnoma de Ica.

1.7. Resultados esperados

Al enfocarse en determinar la capacidad antagonista de las cepas de
levaduras y las cepas de BAL adquiridas de un Banco de Germoplasma
de Cepas y que son referenciadas por marco teérico que tienen la
capacidad antagonista contra diversos patdégenos, se investiga
directamente para saber cuél de las cepas de levaduras y cual de las
cepas de BAL son antagonistas para tres fitopatdgenos que atacan a

los cultivos de importancia econémica en la agricultura peruana.

De acuerdo a los resultados que se encuentren en la investigacion,
identificar los compuestos organicos volatiles antagonistas que
producen las mejores cepas de levaduras y cepas de BAL. Asi también
identificar que antibidticos y enzimas producen qué afectan el

crecimiento de los fitopatdgenos.

De acuerdo a los resultados que se encuentren en la investigacion,
contribuir con los entregables del proyecto PIMEN-16-P-814-183-20
"MEJORA DE LA CALIDAD Y MAYOR VIDA UTIL DE BIOPLAGUICIDA
A BASE DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y LEVADURAS
MEDIANTE LA PRODUCCION CONTROLADA", donde la UAI participa

como entidad colaboradora.
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1.9. Anexos

Anexo 1: Matr

iz de consistencia

. Revista de Investigacion en alimentos y

Problema

Objetivos

Hipotesis

Variables

Indicadores

Problema general

¢, Cuédl es la capacidad
antagonista y de
produccion de
compuestos organicos
volatiles antifingicos que
tienen las levaduras y las
bacterias &cido lacticas

Determinar la capacidad
antagonista y de produccién de
COV antifangicos que tienen las
levaduras y las bacterias acido
lacticas para el control de tres
cepas fitopatégenas de
importancia econémica enla

Las levaduras y las
bacterias acido lacticas
tienen capacidad
antagonista, producen
COV antifingicos e
inhiben el crecimiento de
tres cepas fitopatégenas

Cepas de levaduras y
bacterias &cido lacticas

13 cepas de levaduras

cepas fitopatbgenas de
importancia econémica
enla agricultura
peruana?

por las levaduras y BAL

para el control de tres | agricultura peruana mayor a 70% adquiridas de unBanco |7 cepas BAL
cepas fitopatdgenas de de Germoplama

importancia econémica

enla agricultura

peruana?

¢Cudl eslacapacidad |1. Determinar la capacidad Las levaduras y las Porcentaje de inhibicién

antagonista que tienen  |antagonista gque tienen las bacterias acido lacticas |del crecimiento para

las levaduras y las levaduras y las bacterias acido tienen capacidad Botrytis cinerea,

bacterias &cido lacticas |lacticas para el control de tres antagonista e inhibenel |Lasiodiplodia

para el control de tres cepas fitopatdgenas de crecimiento de tres theobromae y >70%
cepas fitopatégenas de |importancia econdémica en la cepas fitopatégenas Alternaria sp. -
importancia econémica |agricultura peruana mayor a 70%

enla agricultura

peruana?

¢Cudleslacapacidad |2. Determinar la capacidad de Las levaduras y las

de producciénde produccién de COV antiflingicos bacterias acido lacticas

compuestos organicos | que tienen las levaduras y las producen COV

volatiles antifingicos que |bacterias &cido lacticas para el antifingicos frente a tres

tienen las levaduras y las | control de tres cepas fitopatégenas |cepas fitopatégenas o

bacterias 4cido lacticas |de importancia econémicaenla  |mayor a 70% Identificacién de COV COV antifingicos
para el control de tres  |agricultura peruana antiflingicos producidos identificados

Anexo 2: Informe de Turnitin al 28% de similitud

Anexo 3: Instrumento de investigacion

No aplica instrumento de investigacién para este proyecto.
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INFORME 2:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Objetivo del informe.
2.1. Problema identificado.

El control de plagas en cultivos horticolas, ha sido manejado generalmente
mediante el uso de plaguicidas quimicos. Su uso constante ha causado
varios problemas como contaminacién ambiental, residuos en alimentos,
desarrollo de resistencia a los fungicidas sintéticos por los patégenos y la
pérdida de la biodiversidad natural en los agroecosistemas (Harris et al.,
2001; Fisher et al., 2012). Esta problematica ha conducido a la busqueda de
nuevas alternativas para el manejo de estas plagas de manera sustentable,
es decir econdmicamente viable, con respeto el medio ambiente y no afecte
la salud de las personas que aplican estos productos y los que consumen el
producto final.

Una alternativa al control quimico de hongos fitopatdgenos es su supresion
por el uso de agentes de control biologico con énfasis en el uso de
antagonistas nativos (Zeilinger and Omann, 2007; Vinale et al., 2008). Se ha
considerado la posibilidad de controlar patégenos por el uso de varios
microorganismos con actividad antagodnica tales como hongos, bacterias y
actinomicetos. Sin embargo, es importante conocer la actividad antifungica
de algunas levaduras y de las BAL.

2.2. Preguntas de Investigacion General y Especificas
Problema general

¢, Cuél es la capacidad antagonista y de produccion de compuestos organicos
volatiles antifingicos que tienen las levaduras y las bacterias 4cido lacticas para el
control de tres cepas fitopatdgenas de importancia econdmica en la agricultura
peruana?

Problemas especificos

PEL1: ¢Cuél es la capacidad antagonista que tienen las levaduras y las bacterias
acido lacticas para el control de tres cepas fitopatdgenas de importancia econémica
en la agricultura peruana?



PE2: ¢(Cual es la capacidad de produccién de compuestos organicos volatiles
antifingicos que tienen las levaduras y las bacterias &cido lacticas para el control de
tres cepas fitopatdgenas de importancia econémica en la agricultura peruana?

2.3. Justificacion e Importancia

El departamento de Ica, es una regién dedicada a la agricultura local y de
exportaciobn que se caracteriza por cultivar uvas, paltas, esparragos,
arandanos, entre otros cultivos. En general en nuestro pais se cultivan
diversos productos que son atacados por diversas plagas que afectan la
calidad y rendimiento de los mismos. Para su control se utiliza con mayor
frecuencia plaguicidas de origen sintético que vienen causando diversos
dafos al agroecosistema.

El uso de los bioplaguicidas es importante para la sostenibilidad de la
agricultura. Su uso permite la diferenciacion en los campos, logrando buenos
rendimientos y obteniendo materia prima sin plaguicidas sintéticos y sobre
todo sin poner en riesgo la salud de la persona que se encarga de las
aplicaciones sanitarias o de manera indirecta, las poblaciones aledafias a las
zonas de cultivo que por accion del aire se deriva los productos sanitarios a
esos espacios donde hay casas, se evita la resistencia a plagas y otras
formas indirectas existentes.

Poder conocer la capacidad antagonista de las 13 cepas de levaduras de
diferentes géneros y de las 7 cepas de BAL de diferentes géneros sera
importante para poder tener mas alternativas de control bioldgico que
permitan alternar las aplicaciones en los campos de cultivo. Asi, también
puede ser punto de partida para el inicio de nuevas formulaciones de
bioplaguicidas con cepas de nuevos géneros de microorganismos.

2.4. Objetivo General y Especificos

OG: Determinar la capacidad antagonista y de produccién de COV antifungicos que
tienen las levaduras y las bacterias acido lacticas para el control de tres cepas
fitopatdgenas de importancia econémica en la agricultura peruana



OEL1 Determinar la capacidad antagonista que tienen las levaduras y las bacterias
acido lacticas para el control de tres cepas fitopatégenas de importancia econémica
en la agricultura peruana

OE2 Determinar la capacidad de produccién de COV antifingicos que tienen las
levaduras y las bacterias acido lacticas para el control de tres cepas fitopatégenas
de importancia econdmica en la agricultura peruana

2.5. Impacto de la Investigacién

La investigacion contribuira con dos alternativas adicionales (levaduras y bacterias
acido lacticas) para usarlas como control bioldgico.

2.6. Alcances y Limitaciones

El presente trabajo abarcara en determinar la capacidad antagonista y la produccién
de COV antifungicos a partir de levaduras y bacterias acido lacticas reconocidas en
el marco tedrico como antagonistas a fitopatégenos. Las cepas fitopatégenas de
importancia econémica elegidas para la investigacion seran Botrytis cinerea,
Lasiodiplodia theobromare y Alternaria sp., estos fitopatdégenos atacan a diversos
cultivos presentes en la agricultura peruana y que tienen importantes areas de
cultivo. Se realizara la investigacion en laboratorio y se subcontratara servicios
externos de identificacibn molecular, servicio de identificacion de compuestos
organicos volatiles antifiingicos, antibiéticos y enzimas. La investigacion se realizara
por un periodo de 9 meses.

ESTADO DEL ARTE

3.1. Antecedentes

Kumar et al., (2016). Investigaron a Enterococcus sp. BS13 un aislado potencial
obtenido de suelo rizosférico de Vigna mungo (frijol negro), el cual tuvo actividad
biosurfactante con similitud de los biosurfactantes de tipo glicolipidico y ademas este
microorganismo mostré la capacidad de promover el crecimiento de las plantas y la
actividad antagonica contra el fitopatdgeno Macrophomina faseolina.

Hadi y Zuheir (2016). Determinaron la actividad antifUngica in vitro de BAL
(Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus sp. n.° 1, Lactobacillus
sp.n.° 2 y Lactococcus sp.) contra Fusarium oxysporum , Phytophthora infestans ,
Pythium ultimum vy Alternaria sp. Todas las BAL tuvieron una inhibicion
significativamente alta (P< 0.05) en agar MRS que en agar PDA a 37 °C durante 5
dias.

Liu, et al., (2017). Evaluaron 216 cepas de levaduras Saccharomyces cerevisae
aisladas del vino para controlar el fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides, un
agente causante de la antracnosis de la uva antes de la cosecha. Tres de las cepas
dieron positivo para antagonizar al fitopatdgeno y se evaluaron mas a fondo sus



mecanismos como agentes de control bioldgico ACB. Los resultados mostraron que
los tres aislamientos de S. cerevisiae produjeron compuestos antifingicos,
inhibieron la germinacién de conidios de C. gloeosporioides y produjo B-1,3-
glucanasa y quitinasa. Todos los aislamientos colonizaron frutos de uva en grandes
cantidades y controlaron C. gloeosporioides cuando se inocularon artificialmente en
frutos de uva. La aplicacion del aislado GA8 dio como resultado una reduccion del
69,7 % de la enfermedad por C. gloeosporioides en bayas de uva.

Jaibangyang et al., (2020). Evaluaron 366 cepas de levaduras antagonicas (epifitas
y enddfitas) aisladas de hojas de arroz, cafia de azlcar y maiz de Tailandia, que son
potencialmente capaces de producir compuestos organicos volatiles (COV) activos
contra el hongo productor de aflatoxinas Aspergillus flavus.A39 Solo 49 cepas de
levaduras pudieron producir COV antifiingicos. Candida nivariensis DMKU-CE18 fue
la cepa de levadura més eficaz para inhibir el crecimiento del micelio (64,9 + 7,0%
de inhibicién), para inhibir la germinacion de conidios (49,3 + 3,3%) de A. flavus A39
y para reducir la produccion de aflatoxinas (74,8 £ 6,5 %) en granos de maiz. EI COV
principal producido por esta cepa de levadura era el mas cercano al 1-pentanol.

Zabouri, et al., (2021). Investigaron 45 cepas de bacterias acido lacticas aisladas de
leche cruda de cabra, vacay camello de varias regiones de Argelia, las cuales fueron
probadas para actividad antifingica contra cinco cepas de la especie flngica
fitopatdgena, toxigena y deteriorante Alternaria alternata, aisladas de los tallos,
hojas, raices y frutos de tomates y zanahorias. Dos cepas de BAL, identificadas
como Enterococcus lactis y E. faecium, tuvieron la mayor actividad antifungica, lo
que sugiere una posible aplicacién en tecnologia alimentaria como bioconservantes
contra hongos fitopatdgenos y que deterioran los alimentos.

3.2. Marco teérico.

La erradicacién del hambre y la pobreza, enfocar la agricultura convencional a una
agricultura sustentable, asegurar una vida saludable y trabajo digno para todos,
reducir la diferencia social y fomentar el desarrollo econémico son los acuerdos
aceptados por la comunidad internacional en base a la Agenda 2030 para el
Desarrollo Sostenible. A finales del siglo XX, se realizaron transformaciones
agricolas que se enfocaron en la utilizacion de enormes cuantias de insumos
externos, generalmente de procedencia sintética. En la mayoria de naciones, esta
accion ha generado fuertes dafios al medio ambiente, como la deforestacion
excesiva, la degradacion de los suelos y el agua, y altas cantidades de emisiones
de gases de efecto invernadero. Por lo cual, en las futuras acciones se deben tener
en cuenta limitaciones ambientales, orientadas tanto a mitigar el cambio climatico y
la escasez de recursos naturales como a adecuarse a ellos. Es asi, que los
agricultores deberan minimizar el empleo de recursos en la agricultura sin poner en
peligro la productividad de sus cultivos (FAO, 2017).

El uso de los plaguicidas es multiple y variado y se usa en agricultura hasta un 85
% de la produccién mundial, con el fin de mantener un control sobre las plagas que



afectan los cultivos. La agricultura intensiva ha llevado al uso y abuso de plaguicidas,
dando lugar a la aparicion de nuevos brotes de plagas (reapariciones), seleccion de
poblaciones de plagas resistentes (insectos, bacterias y malas hierbas),
aumentando los riesgos para la salud humana y el medio ambiente y todo ello
conlleva a barreras al comercio (limite de residuos de plaguicidas permitidos).
Adicionandose a ello, los incidentes de salud, producto del uso y fabricacion de
agroquimicos, llevando todo ello a cambiar y a usar alternativas que sean
sostenibles. (Pillaca, 2019) (Del Puerto, et al., 2014).

Los residuos de los pesticidas en el producto final, han provocado que empresas del
rubro agricola busquen alternativas limpias para el control de plagas, siendo una de
ellas, el control biolégico, y por ejemplo desde 1995 el cultivo de esparrago fue uno
de los principales cultivos de exportacion no tradicional en Peru que utilizé el control
biolégico como uno de los componentes del manejo integrado de plagas, para
afrontar los problemas fitosanitarios (Pillaca, 2019).

Los bioplaguicidas se dividen en dos grandes grupos: plaguicidas microbianos y
plaguicidas bioquimicos (Pérez, 2012). Y se proyecta que el mercado global de
bioplaguicidas crecera de USD 3.0 mil millones en 2018 a USD 6.4 mil millones en
2023, a una tasa compuesta anual de 15.99% durante el periodo de prondstico. El
aumento de la popularidad de los bioplaguicidas puede atribuirse a la naturaleza
ecoldgica de estos productos, ya que son completamente naturales y no dafan el
medio ambiente. Existe un creciente apoyo para el despliegue de soluciones
biolégicas como alternativas a los pesticidas quimicos tanto en la agricultura
organica como en los sistemas de MIP.

Se proyecta que el mercado de pesticidas microbianos registre la mayor tasa de
crecimiento anual entre 2018 y 2023. Los factores mas importantes de esta
expansion son las regulaciones nuevas y mas estrictas relativas a los plaguicidas
guimicos, la necesidad de cultivos libres de residuos, la expansion de la agricultura
ecoldgica y el aumento de la demanda de productos agricolas mas seguros y
respetuosos con el medioambiente (Markets and Markets, 2019).

Los 6rganos rectores de todo el mundo, particularmente en Europa, ahora estan
implementando mandatos legislativos con el objetivo de disminuir la dependencia
de los pesticidas en la agricultura para aumentar la seguridad del consumidor y del
medio ambiente (Woo, et al., 2014).

3.3. Definiciones.

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se consideran antagonistas naturales de diversos
microorganismos patdégenos presentes en los alimentos (vegetales, granos
almacenados), gracias a la produccién de una gran cantidad de compuestos con
propiedades antifingicas. Son bacterias grampositivas y muy exigentes. Su
crecimiento, contribuyen a la fermentacion y degradacion de los azlcares de la leche
y presentan efectos antagénicos que impiden la proliferacion de otras bacterias
Gram positivas y otros microorganismos. Su caracteristica principal es la



fermentacion de la glucosa convirtiéndolo en &cido lactico (Klander, 1983; Hayek
Ibrahin, 2013 citado por Smaniotto et al., 2018)

Levaduras

En la actualidad, el uso de las levaduras en la produccion de alimentos y bebidas es
muy amplio de los que se conoce para la produccién pan, la cervezay la produccién
de vino. Algunas levaduras presentan un fuerte control antifangico que facilita su
uso como controladores del deterioro de alimentos (Vasquez et al., 2016). Las
caracteristicas antagonicas de las levaduras se han atribuido a mecanismos como
la competencia por los nutrientes, secrecion de compuestos antifingicos, como
asesino de toxinas, produccion de enzimas hidroliticas, produccion de sideroforos,
y produccién de compuestos organicos volatiles (Jaibangyang et al., 2019).

Antagonismo

El antagonismo es un proceso natural entre comunidades microbianas y se
caracteriza por la inhibicion, deterioro o muerte de alguna especie de
microorganismos por la accién de otra; o una relacién entre dos poblaciones en la
cual una de ellas causa efectos deletéreos o negativos a la otra (Pérez et al., 2014).
Existen diversos mecanismos de accion empleados por los microorganismos
antagonistas para controlar el desarrollo de patégenos, entre ellos antibiosis,
competencia por espacio o por nutrimientos, interacciones directas con el patégeno
(micoparasitismo y lisis enzimética) e induccion de resistencia (Larrea, 2001).

Mecanismo de competencia por espacio

Es el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacién del mismo por uno de los organismos
reduzca la cantidad disponible para los demas. La competencia mas comun es por
nutrimentos, oxigeno o espacio.

Mecanismo de interaccion directa con el patdgeno
En este se puede presentar el parasitismo, el cual consiste en la utilizacién del
patdégeno como alimento por su antagonista.

Bioplaguicidas

Se dividen en dos grandes grupos: plaguicidas microbianos, que incluyen las
bacterias, hongos, virus y protozoos, y plaguicidas bioquimicos, que estan incluidos
los atrayentes, hormonas, reguladores del crecimiento de plantas e insectos,
enzimas y sustancias de sefializacion quimica, muy importantes en la relacion
planta- insecto. Estos, son altamente especificos contra las plagas y representan un
minimo riesgo para las personas o el medio ambiente. Pero siempre es
recomendable el uso de equipos de proteccion personal al igual que cuando se usan
los plaguicidas convencionales. Al contrario de los bioplaguicidas, estos son
productos de materiales sintético y controlan la plaga objetivo, pero también afectan
a organismos no deseados como insectos benéficos, la vegetacion y biodiversidad
silvestre (Alfonso, 2002 citado por Nava-Pérez, 2012).



Compuestos organicos volatiles

Los Compuestos Organicos Volatiles (COV’'s) son un amplio grupo de productos
qguimicos basados en carb6n con bajos pesos moleculares y alta presion de vapor
gue se disipan rapidamente en el ambiente, generados a partir de actividades
industriales y como resultado del metabolismo secundario de distintos
microorganismos. Dichos compuestos pueden ser alcoholes, aldehidos, cetonas,
aminas, terpenos y aromaticos, por mencionar algunos (Bennett e Inamdar, 2015
citado por Vazquez-Gémez, 2019).
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Objetivo del informe.

4.1.

4.2.

Tipo y Nivel de la Investigacion

De acuerdo a lo redactado en el Manual de Frascati, 2015 el tipo de investigacion a
realizar es investigacion aplicada, que consiste en trabajos originales realizados
para adquirir nuevos conocimientos, pero esté dirigida fundamentalmente hacia un
objetivo préactico especifico.

Se realiza el nivel de Investigacién cuantitativa, este enfoque metodoldgico utiliza la
recoleccion de datos para probar hipétesis, con base a la medicion numérica y el
analisis estadistico, para asi establecer patrones de comportamiento y probar
teorias, aplicando la l6gica deductiva.

Se parte de la premisa que existe una realidad objetiva que puede ser observada y
medida, dado esto, tiene sentido la busqueda de objetividad por parte del
investigador, intentando asegurar procedimientos rigurosos y objetivos en la
recoleccion y analisis de datos. El objetivo es la generalizacién de resultados
obtenidos a través de la investigacion. Las metas son tanto describir, explicar y
predecir fenébmenos, como generar y probar teorias que nacen a partir de la
comparacion de investigaciones previas con los resultados del estudio.

Disefio de Investigacion

Sitio experimental

Las pruebas de antagonismo para las tres cepas fitopatdbgena Botrytis cinerea,
Lasiodiplodia theobromae y Alternaria sp. se realizard en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Autonoma de Ica, ubicado en el distrito de Chincha
Alta, provincia de Chincha y departamento de Ica. Alternadamente se realizara en
el CITEagroindustrial — Ica (segunda institucién que colabora en el proyecto PIMEN).
Las pruebas para determinar los compuestos organicos volatiles, enzimas liticas y
antibiéticos e identificacion molecular de las cepas fitopatdgenas se realizaran en
laboratorios externos ya que en la UAI no se cuenta con ese equipamiento.
Muestras bioldgicas

Los aislados de las 13 cepas de levaduras y 7 cepas de BAL, seran obtenidas de un
Banco de Germoplasma de Cepas Comercial aisladas de diferentes alimentos (uva,
vino, leche, yogurt, entre otros). Previo a este trabajo se realizd otra investigacion
que permitio aislar cepas de B. cinerea, L. theobromae y Alternaria sp. provenientes
de campos de cultivo de vid.



Medios de cultivo

Se utilizara el medio De Man Rogosa y Sharpe (MRS) en sdlido y en caldo para el
crecimiento y enfrentamiento de las BAL, medio Glucosa-Peptona-Levadura (GPY)
para el crecimiento de las levaduras y agar papa dextrosa Agar (PDA) para reactivar
las cepas de hongos fitopatdgenos. Estos medios de cultivo se prepararan segun
las indicaciones del fabricante, afiadiendo agua destilada a la cantidad
recomendada del polvo del medio deshidratado y se esterilizaron (121 °C y 1 atm,
20 min) (Rojas et al., 2016).

Se emplearan 13 cepas de levaduras (L0O1, LO2, LO3, LO4, LO5, LO6, LO7, LO8, L09,
L10, L11y L12) y 7 cepas de BAL (BALO1, BALO2, BALO3, BALO4, BALO5, BALO6
y BALO7).

Ensayo para determinar la capacidad antagonista

Se determinard por medio de la técnica de confrontaciébn dual entre los
microrganismos antagonistas (13 levaduras y 7 BAL) y los tres fitopatogenos (B.
cinerea, L. theobromae y Alternaria sp.).

Se sembrara en una placa Petri de GPY (9 cm de didmetro) a aproximadamente 2
cm de distancia desde el borde de la placa una linea recta de cada cepa de levadura
en estudio, y en medio MRS se sembrara cada cepa de BAL. Luego, se colocara un
disco de 5 mm de diametro de cada especie de hongo fitopatdgeno que ha crecido
previamente en medio de PDA de 5 dias de edad a la distancia de 5 cm de la
levadura o bacteria. Se usaron como control placas Unicamente con especies de
hongos fitopatdgenos. Las placas Petri se incubaran a 28 °C durante siete dias y se
observaran diariamente para evaluar el crecimiento del micelio del patégeno. Cada
aislado de levadura y bacteria se analizaran 25 veces (repeticiones). El diametro de
la colonia se determinara siete dias después de la inoculacion y se calculara el
porcentaje de inhibicibn mediante la siguiente férmula de Mari et al. 1996 citado por
Kasfi et al., 2018:

R 2
R(%) = TxlOO%

Donde:

R es el porcentaje de hifas radiales inhibidoras de crecimiento,

R1 es el crecimiento de hifas del control, y

R2 el crecimiento de hifas en la placa Petri inoculada con aislados de levaduras o

bacterias.

Ensayo para determinar la germinaciéon de esporas



4.3.

4.4,

Las cepas de levadura se cultivaran en caldo GPY a 28 °C a 150 rpm durante 24
horas.

Se utilizara la técnica de cultivo en portaobjetos, para ello se tomara una bola de
algoddn, la cual se colocara en el centro de una placa Petri y encima de esta se
colocara un portaobjetos de vidrio. Se humedecera el algodén con 5 mL de agua
estéril.

Se obtendra un cubo de 5mm de PDA y se colocara en el centro del portaobjetos.
Enseguida en el portaobjeto se colocara esporas de hongos en los cuatro lados del
cuadrado de PDA con ayuda de una aguja (previamente las esporas de hongos han
crecido en PDA a 28°C y tendran 7 dias de edad). Se colocara una lamina cubre
objetos estéril en la superficie superior del cubo de agar, luego la placa Petri se
tapard y sellara con Parafilm. La placa Petri control se realizara sin inoculacion de
levadura. Se realizara tres repeticiones y la inhibicién de la germinacion se evaluara
después de la incubacion a 28°C durante 21 horas (Zhou et al. 2018 citado por
Jaibangyang, et al., 2020).

Por tratamiento se evaluaran 100 conidios, utilizando un microscopio de luz con un
aumento de 100X. Las esporas germinadas se contaran con la inhibicion de
germinacion conidial calculada y comparada con el control, de acuerdo con Gong et
al., 2015 (citado por Jaibangyang et al., 2020).

De acuerdo a las posibilidades del microscopio del laboratorio de microbiologia de
la UAI, se medira la longitud del tubo germinativo y se registrara la escala de
clasificacion de germinacion:

1= sin germinacion;
2= tubo germinativo <2x tamario del conidio;
3=tubo germinativo <2x a 4x tamafio del conidio;

4= tubo germinativo >4x tamafio del conidio

Hipotesis General (De ser necesario — investigacion cuantitativa)

Hipétesis General

Las levaduras y las bacterias acido lacticas tienen capacidad antagonista, producen
COV antifngicos e inhiben el crecimiento de tres cepas fitopatégenas mayor a 70%.

Hipdtesis Especificas (De ser necesario — investigacion cuantitativa)

HE1: Las levaduras y las bacterias acido lacticas tienen capacidad antagonista e
inhiben el crecimiento de tres cepas fitopatégenas mayor a 70%.



HE2: Las levaduras y las bacterias acido lacticas producen COV antifingicos frente
a tres cepas fitopatégenas mayor a 70%.

4.5. Variables (De ser necesario - — investigacidén cuantitativa)

Variable dependiente (X):

¢ Fitopatdégeno Botrytis cinerea

Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios

¢ Fitopatdégeno Lasiodiplodia theobromae

Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios

e Fitopatdégeno Alternaria sp.
Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Porcentaje de inhibicion de germinacién de conidios

Variable independiente (Y):
13 cepas de levaduras y 7 cepas de BAL.
Definicion conceptual:

Porcentaje de inhibicion del crecimiento. — Consiste en medir el crecimiento del
hongo fitopatdgeno en presencia del microorganismo antagonista (levaduras y BAL)
gue impide que se desarrolle por accion de antibiéticos, enzimas o competencia.

Porcentaje de inhibicion de germinacién de conidios. — Consiste en observar y medir
el crecimiento de las estructuras reproductivas del hongo fitopatégeno en presencia
del microorganismo antagonista (levaduras y BAL) que impide que se desarrolle por
accion de antibitticos, enzimas o competencia.

Definicion operacional:



Porcentaje de inhibicién del crecimiento. - La inhibicién del crecimiento se mide en
todos los tratamientos al tercer dia, aun cuando en algunos casos el antagonista se
encuentre distante del patégeno a través de la antibiosis, mecanismo de accion
caracteristico para estas especies de biocontroladores, que se manifiesta por la
asociacion entre organismos 0 entre un organismo y un producto metabdlico de otro
organismo, que resulta perjudicial para uno de ellos (Benitez et al., 2004).

Porcentaje de inhibicion de germinacién. — La inhibicion de la germinacion de
conidios de los hongos fitopatégenos se mide a las 2, 4, 6, 8 horas a 28+3 °C.
Posteriormente con la ayuda de un microscopio se cuantificard los conidios
germinados, se consideraran 100 conidios al azar, de cada concentracion se
realizaran tres repeticiones (Flores et al., 2014).

4.6. Operacionalizacion de Variables (De ser necesario — investigacién

cuantitativa)

tienen las levaduras y las
bacterias acido lacticas
para el confrol de tres
cepas fitopatogenas de
importancia economica
enla agriculiura
peruana?

cepas fitopatogenas de
importancia econdmica enla
agricufura peruana

inniben el crecimiento de
fres cepas fitopatogenas
mayor a 70%

Cepas de levaduras y
bacterias acido lacticas
adquiridas de un Banco
de Gemoplama

Problema Objetivos Hipotesis Variables Indicadores
Problema gereral

¢Cudles lacapacidad |Determinarla capacidad Las levaduras ylas

antagonista y de artagonista y de produccion de bacterias acido lacticas

produccion de COV artifingicos guetienenlas  |fienen capacidad

compuestos organicos | levaduras y las bacterias acido antagonista, producen

volatiles antifngicos que|lacticas para el control de tres COV anfifingicos e

13 cepas de levaduras
7 cepas BAL

¢ Cual es la capacidad
antagonista que tienen

1. Determinar la capacidad
antagorista que tienen las

Las levaduras ylas
bacterias acido lacticas

Porcentaje de inhibicion
del crecimierto para

cepas fitopatogenas de
importancia economica
enla agriculiura
peruana?

porlas levaduras y BAL

las levaduras y las levaduras y las bacterias acido fienen capacidad Botrytis cinerea,

bacterias acido lacticas |lacticas para el control de tres artagonista e inhibenel |Lasiodplodia

para elconfrol detres | cepas fitopatogenas de crecimiento de fres theobromae y >70%
cepas fitopatogenas de |importancia econdmica enla cepas fitopatogenas Alternaria sp. -
importancia econdmica |agricufura peruana mayor a 70%

enla agriculiura

peruana?

¢ Cudl es la capacidad |2. Determinar la capacidad de Las levaduras ylas

de produccionde produccion de COV antifingicos  |bacterias acido lacticas

compuestos organicos | que tienen las levaduras ylas producen COV

volatiles antifungicos que| bacterias acido lacticas para el artifingicos frente a tres

tienen las levaduras y las | confrol de fres cepas fitopatégenas |cepas fitopatbgenas .

bacterias cido lacticas |de importancia econémicaenla  |mayor a 70% Identificacion de COV COV antifingicos
para elconfrol de tres | agricuiura peruana antifingicos producidos idenfificados

4.7. Técnicas de

Investigacion

Técnicas de recoleccion de datos

Se procedera a realizar mediciones con un vernier expresado en mm el halo de

crecimiento del hongo fitopatdgeno y de las cepas de levaduras y BAL.




Técnicas estadisticas para el procesamiento de los datos

Los tratamientos se estableceran en un disefio experimental completamente al azar
con 25 repeticiones cada uno. Se tendra 20 tratamientos en total, donde 13
corresponden a cepas de levaduras y 7 a cepas de BAL. Los datos obtenidos del
porcentaje de inhibiciéon se transformaran mediante la funcién del arcoseno: y=
arsin[sqrt(y/100)]. Todos los datos se someterdn a un analisis de varianza, la
comparaciéon de medias se realizar4 mediante el método de Tukey (p= 0.05), usando
el paquete estadistico Infostad ver. 2019 (Ruiz-Sanchez et al., 2014)

4.8. Instrumento de medicion o plan de entrevistas o plan de experimentos
La muestra esta compuesta de la siguiente manera:
Cadigo Especie Tratamiento Caédigo Género Tratamiento
Candida incommunis (MycoBank 1 BALO1 Lactococcus lactis (ATCC 14
Lo1 # 327439) 7963™)
Candida parapsilosis (MycoBank 2 BALO2 Enterococcus mundtii (ATCC 15
L02 # 253819) 43186™
Debaryomyces hansenii 3 BALO3 Lactobacillus reuteri (ATCC 16
LO3 (MycoBank # 296478) 23272 ™)
Hanseniaspora opuntiae 4 BALO4 Lactobacillus plantarum (ATCC 17
Lo4 (MycoBank # 488270) 8014 ™)
Pichia guillermoundii (MycoBank 5 BALO5 Lactobacillus brevis (ATCC 18
LO5 #513463) 14869 ™)
Pichia membranifaciens 6 BALO6 Gluconacetobacter 19
LO6 (MycoBank # 227217) diazotrophicus ATCC 49037 ™)
Saccharomyces ellipsoideus 7 BALO7 Gluconacetobacter liquefaciens 20
subsp. fulliensis (MycoBank # (ATCC 14835™)
LO7 263896)
Saccharomyces cerevisiae 8
LO8 (MycoBank # 492348)
Zygosaccharomyces rouxii 9
L09 (MycoBank # 325702)
Zygosaccharomyces bailii 10
L10 (MycoBank # 258102)
Tausonia pullulans (MycoBank # 11
L11 812190)
Kluyveromyces thermotolerans 12
L12 (MycoBank # 316067)
Torulaspora delbrueckii 13
L13 (MycoBank # 46720)




4.9. Validacién y confiabilidad del Instrumento (De ser necesario —
investigacion cuantitativa)

Esta investigacion no utiliza instrumento de investigacion
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INFORME 3:
TRABAJO DE CAMPO - Parte 1 Enfrentamiento dual con

Lasiodiplodia theobromae

Objetivo del informe.

4.10. Poblacién — Muestra.

Tabla 1: Lista de levaduras y bacterias acido lacticas usadas en la investigacion

Cadigo Especie Tratamiento Cédigo Género Tratamiento
Candida incommunis (MycoBank 1 BALO1 Lactococcus lactis (ATCC 14
LO1 # 327439) 7963™)
Candida parapsilosis (MycoBank 2 BALO2 Enterococcus mundtii (ATCC 15
L02 # 253819) 43186™
Debaryomyces hansenii 3 BALO3 Lactobacillus reuteri (ATCC 16
L03 (MycoBank # 296478) 23272 ™)
Hanseniaspora opuntiae 4 BALO4 Lactobacillus plantarum (ATCC 17
LO4 (MycoBank # 488270) 8014 ™)
Pichia guillermoundii (MycoBank 5 BALO5 Lactobacillus brevis (ATCC 18
LO5 #513463) 14869 ™)
Pichia membranifaciens 6 BALO6  Gluconacetobacter 19
LO6 (MycoBank # 227217) diazotrophicus ATCC 49037 ™)
Saccharomyces ellipsoideus 7 BALO7 Gluconacetobacter liquefaciens 20
subsp. fulliensis (MycoBank # (ATCC 14835™)
LO7 263896)
Saccharomyces cerevisiae 8
LO8 (MycoBank # 492348)
Zygosaccharomyces rouxii 9
L09 (MycoBank # 325702)
Zygosaccharomyces bailii 10
L10 (MycoBank # 258102)
Tausonia pullulans (MycoBank # 11
L11 812190)
Kluyveromyces thermotolerans 12
L12 (MycoBank # 316067)
Torulaspora delbrueckii 13
L13 (MycoBank # 46720)




4.11. Muestreo.

No aplica

4.12. Descripcion de larecoleccion de la informacidon a través del trabajo de

campo o experimentos en laboratorio.

Sitio experimental
Las pruebas de antagonismo para cepa fitopatdgena Lasiodiplodia

theobromae se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Autonoma de Ica, ubicado en el distrito de Chincha Alta, provincia de Chincha
y departamento de Ica.

Muestras bioldgicas

Los aislados de las 13 cepas de levaduras y 7 cepas de BAL, fueron
obtenidas de un Banco de Germoplasma de Cepas Comercial aisladas de
diferentes alimentos (uva, vino, leche, yogurt, entre otros). Previo a este
trabajo se realiz6 otra investigacion que permitié aislar cepa de L.
theobromae proveniente de campos de cultivo de vid.

Reactivacion de Lasiodiplodia theobromae

Se realiz6 a partir de una placa Petri que contenia el cultivo madre, mediante
repiques en el centro de la placa Petri (Fig. 1), se reactivaron un total de ocho
placas con medio PDA y se dejo incubar por 7 dias a temperatura ambiente.

Fig. 1. Repique del hongo fitopatégeno en el
centro de una placa Petri con medio PDA.



Reactivacion de Bacterias acido lacticas.

La reactivacion de las 7 cepas de bacterias acido lacticas se realizaron en
tubos de ensayo con 5mL de Caldo MRS, el pH fue ajustado a 6.2 con el uso
de HCI, fueron llevadas al agitador a 200 rpm por un periodo de 24 — 48 horas
a temperatura ambiente, asimismo se sembrd por duplicado en placas con
Agar MRS para ser caracterizadas.

De las 7 cepas, se reactivo con éxito 4 cepas y las 3 cepas restantes se pidio
al proveedor que realice un reenvio. Para fines de este informe se presenta
resultados solo con las 4 cepas reactivadas, pero para los otros informes se
presentara con las 7 cepas.

Reactivacion de Levaduras

La reactivacion de las 13 cepas de levaduras se realizd en tubos con 5 mL
de Caldo GPY, el pH fue ajustado a 5-8 +/- 0.2 con el uso de HCI,
posteriormente fueron colocadas en el agitador a 200 rpm por un periodo de
24 — 48 horas a temperatura ambiente. De igual forma, las 13 cepas se
sembraron por duplicado en placas con Agar GPY para su posterior
caracterizacion morfolégica.

Flamtar

Fig. 2: Siembra por agotamiento y estria.

Caracterizacion morfologica de cepas

Se realiz6 mediante la evaluacion macroscopica tanto para levaduras como
bacterias acido lacticas, se tomaron ocho variables, de los cuales fueron:
Forma, tamafio, elevacion, bordes, pigmentacion, textura, opacidad y
apariencia (Fig. 3).



Shape

Circular  Rhizoid Irregular Filamentous Spindle

Margin

Entire Undulate Lobate Curled Rhizoid Filamentous
Elevation — : .

Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate
Size o ) )

Punctiform Small Moderate Large
Texture Smooth or rough

Appearance Glistening (shiny) or dull

Pigmentation Nonpigmented (e.g., cream, tan, white)
Pigmented (e.g., purple, red, yellow)

Optical Opaque, translucent, transparent

Fig. 3: Imagen de las ocho variables para la evaluacion
macroscopica.

Ensayo para determinar la capacidad antagonista (Primera parte: cepa L.
theobromae)

Se determino por medio de la técnica de confrontacion dual entre los
microrganismos antagonistas (13 levaduras y 7 BAL) y una cepa fitopatdgena
(L. theobromae).

Para la seleccion preliminar de aquellas cepas que muestren antagonismo
contra el hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae, se determindé por el
método directo conocido como enfrentamiento dual. Esta prueba consistié en
el desarrollo simultaneo de las cepas de levaduras y bacterias acido lacticas
antagonistas con el hongo fitopatdgeno en placas Petri de 9 cm de didmetro
con agar GPY y MRS, respectivamente; las cepas antagonistas se
sembraron a 2 cm de distancia desde el borde de la placa, posteriormente,
se coloco en el centro un disco de 8 mm del hongo fitopatégeno a trabajar,
esto se realizé por duplicado mediante una estria con la cepa crecida en



placas con su medio respectivo y la otra estria se realizé del sobrenadante
de los pre indculos. Como controles solo se usaron placas con los medios
GPY y MRS sembradas solo con el hongo a 2 cm de distancia del borde de
la placa, con 3 repeticiones por cada medio de cultivo. Todas estas placas
fueron llevadas a la incubadora a una temperatura de 26 °C durante 7 dias y
se observo el crecimiento a partir del 4to dia para evaluar el crecimiento del
micelio del fitopatdgeno. El diametro de la colonia se determind a los siete
dias después de la inoculacion y se calculd el porcentaje de inhibicion
mediante la siguiente férmula:

PICR= ((R1-R2) / R1)* 100

Donde:
R1: radio mayor (radio del patégeno testigo)
R2: radio menor (radio del patégeno enfrentado con el

antagonista)

Técnicas estadisticas para el procesamiento de los datos

Los tratamientos se establecieron en un disefio experimental completamente
al azar con 3 repeticiones cada uno. Se tendra 20 tratamientos en total,
donde 13 corresponden a cepas de levaduras y 7 a cepas de BAL.



4.13. Tabla de resultados.

e Descripcion de las levaduras usadas

Tabla 2: Descripcion del origen de levaduras usadas en la investigacion

ESPECIES DE CcODIGO AISLAMIENTO MEDIO T°yPh CONSERVACION
LEVADURAS MycoBank# (CRECIMIENTO)
Fermentacion de
Kluyveromyces 316067 la mermelada de
thermotolerans ciruela
Tausonia pullulans 812190 Medio ambiente
Zygosaccharomyces 258102 Vino de Estados
bailii Unidos
Zygosaccharomyces 325702 Mosto de uva
rouxii
Saccharomyces 492348 Destileria
cerevisiae T°:24°C-26°C
Saccharomyces 263896 Vino e Agar YM Ph:5.6-6.2
ellipsoideus e Caldo YM. 4-10°C
Pichia 227217 Vino Aleméan * Agar
membranifaciens Sabourand
Pichia guillermoundii 513463 Mantequilla Dextrosa
rancia e Medio YPD
Hanseniaspora 488270 Mosto de uva
opuntiae
Debaryomyces 296478 Sake de Japén
hansenii
Candida parapsilosis 253819 Bebedero de T°:24°C-35°C
Puerto Rico Ph: 5.6 - 6.2
Candida incommunis 27439 Mosto de uva
Torulaspora 812190 Mosto de uva de T°:24°C-26°C
delbrueckii Francia Ph:5.6-6.2
Saccharomyces - Bioplaguicida

cerevisiae




e Descripcion de las bacterias acido lacticas usadas

Tabla 3: Descripcion del origen de bacterias acido lacticas usadas en la

investigacién
ESPECIES NOMBRE AISLAMIENTO MEDIO T°y Ph CONSERVACION
DE CEPA (CRECIMIENTO)
Lactobacillus Bb14 Estiércol de cerdo Agar MRS
brevis Caldo MRS T°:30°C
Lactobacillus F275 Estiércol de cerdo Agar MRS Ph: 6.5 +/- 0.2
reuteri Caldo MRS
Lactococcus NCTC 6681 Cuajada Medio ATCC 4-10°C
lactis T°:37°C
Lactobacillus sp. - Bioplaguicida Agar MRS Ph: 7.4 +/-0.2
Caldo MRS

Caracterizacion de levaduras
Para la caracterizacion fenotipica de levaduras en agar GPY se tomaron en

cuenta diferentes variables, tal como se muestran en la tabla 4, Fig. 4y 5.



Tabla 4: Descripcién morfoldgica de levaduras usadas en la investigacion

Especie Cddigo de cepa Forma Tamafio Elevacion Bordes Color Textura Opacidad Apariencia
Kluyveromyces thermotolerans L1 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Cremoso Opaco Brillante
Tausonia pullulans L2 Circular Moderado Elevado Entero Crema Cremoso Traslucido Brillante
Saccharomyces ellipsoideus L3 Circular Moderado Convexo Entero Blanca Liso Opaco No Brillante
Torulaspora delbrueckii L4 Circular Pequefio Elevado Entero Blanca Seco Opaco No Brillante
Saccharomyces cerevisae L5 Circular Moderado Convexo Entero Blanca Liso Opaco No Brillante
Candida parapsilosis L6 Circular Moderado Elevado Entero Blanca Seco Opaco No Brillante
Candidaincommunis L7 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Zygosaccharomyces bailii L8 Circular Puntiformes Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Debaryomyces hansenii L9 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Hanseniaspora opuntiae L10 Circular Moderado Convexo Entero Crema Seco Opaco No Brillante
Zygosaccharomyces rouxii L11 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Pichia guillermoundii L12 Circular Pequefio Elevado Entero Blanca Liso Opaco No Brillante
Pichia membranifaciens L13 Circular Moderado Elevado Entero Blanca Liso Opaco No Brillante




Fia. 4: Vista macroscopica de levaduras en placas Petri con medio GPY.



Fig. 5: Vista macroscopica de levaduras en placas Petri
con medio GPY.

Caracterizacion de bacterias acido lacticas

Para la caracterizacion fenotipica de bacterias acido lacticas en agar MRS,
se tomaron en cuenta diferentes variables, tal como se muestran en la tabla
5, Fig. 6.



Tabla 5: Descripcion morfolégica de bacterias acido lacticas usadas en la
investigacion
Especie Cadigo Forma Tamafio Elevacion Bordes  Color Textura Opacidad  Apariencia
de cepa
Lactobacillus B1 Circular Pequefio Elevado Entero Crema  Cremoso Opaco Brillante
brevis
Lactobacillus B4 Irregular ~ Moderado Umbonada Entero  Crema Rugoso Opaco No brillante
reuteri
Lactobacillus B5 Circular  Moderado Convexo Entero  Blanca Liso Opaco No Brillante
lactis
Lactobacillus BS Circular Pequefio Elevado Entero  Crema Seco Opaco No Brillante

sp.

Fig. 6: Vista macroscépica de las bacterias acido lacticas en
placas Petri con medio MRS.



o Pruebas de antagonismos de levaduras frente a L. theobromae

De las 13 cepas de levaduras, las cuales fueron codificadas, solo una

especie resultd tener una gran actividad antagonista frente a Lasiodiplodia

theobromae (Fig. 7). Ademas, los resultados del porcentaje de inhibicion se

ejecutaron en base al promedio de las repeticiones por cepa. Estos valores

se referencian en la Tabla 6, la cepa L5 mostr6 el mayor porcentaje de

inhibicion con un 72,73% para la estria sembrada con la cepa reactivada en

placa y un 74,24% para la estria sembrada con el sobrenadante de la

reactivacion (Fig. 8).

Por ultimo, al 4to dia de enfrentamiento Lasiodiplodia theobromae crecio en

toda la placa de los 3 controles, tal como se muestra en la figura 9.

Tabla 6: Porcentaje de inhibicion de Lasiodiplodia theobromae por la actividad
antagonista de cepas de levaduras al séptimo dia de enfrentamiento.

% DE INHIBICION

ESPECIE DE CODIGO Cultivo de Cepa del PROMEDIO
LEVADURA placa Sobrenadante
Kluyveromyces L1 36.36% 37.87% 37.12%
thermotolerans
Tausonia pullulans L2 42.42% 39.39% 40.91%
Saccharomyces L3 36.36% 36.36% 36.36%
ellipsoideus
Torulaspora delbrueckii L4 34.85% 39.39% 37.12%
Saccharomyces L5 72.73% 74.24% 73.49%
cerevisiae
Candida parapsilosis L6 34.85% 34.85% 34.85%
Candida incommunis L7 34.85% 37.87% 36.36%
Zygosaccharomyces bailii L8 39.39% 37.87% 38.63%
Debaryomyces hansenii L9 34.85% 34.85% 34.85%
Hanseniaspora opuntiae L10 36.36% 39.39% 37.88%
Zygosaccharomyces L11 36.36% 36.36% 36.36%

rouxii




Pichia guillermoundii L12 42.42% 39.39% 40.91%
Pichia membranifaciens L13 39.39% 36.36% 37.88%

Fig. 7: Enfrentamiento dual de las 14 cepas de levaduras frente al
Lasiodiplodia theobromae.

Fig. 8: Cepa L5 mostrando una gran Fig. 9: Controles sembrados Unicamente
actividad antagénica frente a con Lasiodiplodia theobromae en medio

Lasiodiplodia theobromae. GPY.



o Pruebas de antagonismos de bacterias acido lacticas frente a L.
theobromae
De las 04 cepas de bacterias acido lacticas, éstas fueron codificadas, al
igual que el caso de las levaduras solo una especie resulté tener una gran
actividad antagonica frente a Lasiodiplodia theobromae (Fig. 10).
Posteriormente, los resultados del porcentaje de inhibicion se hicieron en
base al promedio de las repeticiones por cepa. Estos valores se referencian
en la Tabla 7, la cepa codificada como B4 fue la que mostr6 el mayor
porcentaje de inhibicién con un 92.59% para la estria sembrada con la cepa
reactivada en placa y un 81,52% para la estria sembrada con 20 ul del

sobrenadante de la cepa (Fig. 11).

Por ultimo, al 4to dia de enfrentamiento dual Lasiodiplodia teobromae no
invadio toda la placa de los tres controles (Fig. 12).

Tabla 7: Porcentaje de inhibicion de Lasiodiplodia theobromae por la actividad
antagonista de cepas de bacterias acido lacticas al séptimo dia de enfrentamiento.

% DE INHIBICION

ESPECIE DE CcODIGO Cultivo Cepa del PROMEDIO
LEVADURA de placa Sobrenadante
Lactobacillus brevis Bl 22,22% 20,40% 21,31%
Lactobacillus reuteri B4 92.59% 81,50%% 87,05%
Lactobacillus lactis B5 20,40% 25,90% 23,15%

Lactobacillus sp. BS 24,10% 22,20% 23,15%




Fig. 10: Determinacion de la capacidad antagonista de las
bacterias &cido lacticas Lasiodiplodia theobromae.

Fig. 11: Cepa B4 mostrando una gran Fig. 12: Controles sembrados
capacidad antagonica frente a Unicamente con Lasiodiplodia
Lasiodiblodia theobromae. theobromae en medio MRS.
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4.1. Descripcion de la recoleccion de la informacién a través del trabajo de

campo o experimentos en laboratorio.

Sitio experimental
Las pruebas de antagonismo para cepa fitopatdbgena Botrytis cinerea se

realizo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Autonoma de Ica,
ubicado en el distrito de Chincha Alta, provincia de Chincha y departamento
de Ica.

Muestras biol6gicas

Los aislados de las 13 cepas de levaduras y 7 cepas de BAL, fueron
obtenidas de un Banco de Germoplasma de Cepas Comercial aisladas de
diferentes alimentos (uva, vino, leche, yogurt, entre otros). Previo a este
trabajo se realizd otra investigacion que permitio aislar cepa de B. cinerea
proveniente de campos de cultivo de vid.

Reactivacion de Botrytis cinerea

Se realiz6 a partir de una placa Petri que contenia el cultivo madre, mediante
repigues en el centro de la placa Petri (Fig. 1), se reactivaron un total de ocho
placas con medio PDA y se dejo incubar por 7 dias a temperatura ambiente.

Fig. 1: Repique del hongo fitopatégeno en el
centro de una placa Petri con medio PDA.



Reactivacion de Bacterias acido lacticas.

La reactivacion de las 7 cepas de bacterias acido lacticas se realizaron en
tubos de ensayo con 5mL de Caldo MRS, el pH fue ajustado a 6.2 con el uso
de HCI, fueron llevadas al agitador a 200 rpm por un periodo de 24 — 48 horas
a temperatura ambiente, asimismo se sembro6 por duplicado en placas con
Agar MRS para ser caracterizadas.

Se reactivo con éxito las 7 cepas de bacterias acido lacticas.

Reactivacion de Levaduras

La reactivacion de las 13 cepas de levaduras se realizé en tubos con 5 mL
de Caldo GPY, el pH fue ajustado a 5-8 +/- 0.2 con el uso de HCI,
posteriormente fueron colocadas en el agitador a 200 rpm por un periodo de
24 — 48 horas a temperatura ambiente. De igual forma, las 13 cepas se
sembraron por duplicado en placas con Agar GPY para su posterior
caracterizacion morfolégica.

Fig. 2: Siembra por agotamiento y estria.

Caracterizacion morfologica de cepas

Se realiz6 mediante la evaluacion macroscépica tanto para levaduras como
bacterias &cido lacticas, se tomaron ocho variables, de los cuales fueron:
Forma, tamafo, elevacion, bordes, pigmentacion, textura, opacidad y
apariencia (Fig. 3).



Shape

Circular  Rhizoid Irregular Filamentous Spindle

Margin

Entire Undulate Lobate Curled Rhizoid Filamentous
Elevation - ' .

Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate
Size

Punctiform Small Moderate Large
Texture Smooth or rough

Appearance Glistening (shiny) or dull

Pigmentation Nonpigmented (e.g., cream, tan, white)
Pigmented (e.g., purple, red, yellow)

Optical Opaque, translucent, transparent

Fig. 3: Imagen de las ocho variables para la evaluacién
macroscopica.

Ensayo para determinar la capacidad antagonista (segunda parte: cepa
Botrytis cinerea)

Se determino por medio de la técnica de confrontacion dual entre los
microrganismos antagonistas (13 levaduras 'y 7 BAL) y una cepa fitopatégena
(Botrytis cinerea).

Para la seleccion preliminar de aquellas cepas que muestren antagonismo
contra el hongo fitopatégeno Botrytis cinerea, se determiné por el método
directo conocido como enfrentamiento dual. Esta prueba consistié en el
desarrollo simultaneo de las cepas de levaduras y bacterias acido lacticas
antagonistas con el hongo fitopatégeno en placas Petri de 9 cm de diametro
con agar GPY y MRS, respectivamente; las cepas antagonistas se
sembraron a 2 cm de distancia desde el borde de la placa, posteriormente,
se coloco en el centro un disco de 8 mm del hongo fitopatégeno a trabajar,
esto se realizd por duplicado mediante una estria con la cepa crecida en
placas con su medio respectivo y la otra estria se realizé del sobrenadante
de los pre indculos. Como controles solo se usaron placas con los medios
GPY y MRS sembradas solo con el hongo a 2 cm de distancia del borde de



la placa, con 3 repeticiones por cada medio de cultivo. Todas estas placas
fueron llevadas a la incubadora a una temperatura de 26 °C durante 7 dias 'y
se observo el crecimiento a partir del 4to dia para evaluar el crecimiento del
micelio del fitopatogeno. El diametro de la colonia se determiné a los siete
dias después de la inoculacion y se calcul6 el porcentaje de inhibicidon
mediante la siguiente formula:

PICR= ((R1-R2) / R1)* 100

Donde:
R1: radio mayor (radio del patégeno testigo)
R2: radio menor (radio del patdgeno enfrentado con el

antagonista)

Técnicas estadisticas para el procesamiento de los datos

Los tratamientos se establecieron en un disefio experimental completamente
al azar con 3 repeticiones cada uno. Se tendra 20 tratamientos en total,
donde 13 corresponden a cepas de levaduras y 7 a cepas de BAL.



4.2. Tabla de resultados.

e Descripcion de las levaduras usadas

Tabla 2: Descripcién del origen de levaduras usadas en la investigacion

ESPECIES DE CODIGO AISLAMIENTO MEDIO T°y Ph CONSERVACION
LEVADURAS MycoBank (CRECIMIENTO)
Fermentacion de
Kluyveromyces 316067 la mermelada de
thermotolerans ciruela
Tausonia pullulans 812190 Medio ambiente
Zygosaccharomyces 258102 Vino de Estados
bailii Unidos
Zygosaccharomyces 325702 Mosto de uva
rouxii
Saccharomyces 492348 Destileria
cerevisiae T°:24°C-26°C
Saccharomyces 263896 Vino e Agar YM Ph:5.6 -6.2
ellipsoideus ¢ Caldo YM. 4-10°C
Pichia 227217 Vino Aleman ¢ Agar
membranifaciens Sabourand
Pichia guillermoundii 513463 Mantequilla Dextrosa
rancia e Medio YPD
Hanseniaspora 488270 Mosto de uva
opuntiae
Debaryomyces 296478 Sake de Japon
hansenii
Candida parapsilosis 253819 Bebedero de T°:24°C-35°C
Puerto Rico Ph: 5.6 - 6.2
Candida incommunis 27439 Mosto de uva
Torulaspora 812190 Mosto de uva de T°:24°C-26°C
delbrueckii Francia Ph: 5.6 - 6.2
Saccharomyces - Bioplaguicida

cerevisiae




e Descripcion de las bacterias acido lacticas usadas

Tabla 3: Descripcion del origen de bacterias &cido lacticas usadas en la

investigacion

ESPECIES NOMBRE AISLAMIENTO MEDIO T°y Ph CONSERVACION
DE CEPA (CRECIMIENTO)
Lactobacillus Bb14 Estiércol de cerdo Agar MRS
brevis Caldo MRS T°:30°C
Lactobacillus F275 Estiércol de cerdo Agar MRS Ph: 6.5 +/- 0.2
reuteri Caldo MRS
Gluconacetobact Agar MRS T°:30°C 4-10°C
. . Caldo MRS
er diazotrophicus
Gluconacetobact Agar MRS Ph: 6.5 +/- 0.2
. . Caldo MRS
er liquefaciens
Enterococcus Agar MRS T°:30 °C
. Caldo MRS
mundtii
Lactobacillus Agar MRS Ph: 6.5 +/- 0.2
Caldo MRS
plantarum
Lactococcus NCTC 6681 Cuajada Medio ATCC T°:37°C
lactis Ph: 7.4 +/- 0.2

e Caracterizacion de levaduras

Para la caracterizacion fenotipica de levaduras en agar GPY se tomaron en
cuenta diferentes variables, tal como se muestran en la tabla 4, Fig. 4y 5.






Tabla 4: Descripciéon morfologica de levaduras usadas en la investigacion

Especie Cédigo de cepa Forma Tamario Elevacién Bordes Color Textura Opacidad Apariencia
Kluyveromyces thermotolerans L1 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Cremoso Opaco Brillante
Tausonia pullulans L2 Circular Moderado Elevado Entero Crema Cremoso Traslucido Brillante
Saccharomyces ellipsoideus L3 Circular Moderado Convexo Entero Blanca Liso Opaco No Brillante
Torulaspora delbrueckii L4 Circular Pequefio Elevado Entero Blanca Seco Opaco No Brillante
Saccharomyces cerevisae L5 Circular Moderado Convexo Entero Blanca Liso Opaco No Brillante
Candida parapsilosis L6 Circular Moderado Elevado Entero Blanca Seco Opaco No Brillante
Candida incommunis L7 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Zygosaccharomyces bailii L8 Circular Puntiformes Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Debaryomyces hansenii L9 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Hanseniaspora opuntiae L10 Circular Moderado Convexo Entero Crema Seco Opaco No Brillante
Zygosaccharomyces rouxii L11 Circular Pequefio Elevado Entero Crema Liso Opaco No Brillante
Pichia guillermoundii L12 Circular Pequefio Elevado Entero Blanca Liso Opaco No Brillante
Pichia membranifaciens L13 Circular Moderado Elevado Entero Blanca Liso Opaco No Brillante




Fig. 4: Vista macroscdpica de levaduras en placas Petri con medio GPY.



Fig. 5: Vista macroscopica de levaduras en placas Petri
con medio GPY.

Caracterizacion de bacterias acido lacticas

Para la caracterizacién fenotipica de bacterias acido lacticas en agar MRS,
se tomaron en cuenta diferentes variables, tal como se muestran en la tabla
5, Fig. 6.



Tabla 5: Descripcion morfolégica de bacterias acido

lacticas usadas en

investigacion

Especie Forma Tamarfio Elevacién Bordes  Color Textura Opacidad  Apariencia
Lactobacillus Circular Pequefio Convexo Entero  Amarill  Cremoso No opaco Brillante
lactis o]
Gluconacetobact Circular Pequefio Convexo Entero  Amarill  Cremoso No opaco Brillante
er diazotrophicus o]
Gluconacetobact Circular ~ Moderado Convexo Entero Crema  Cremoso Opaco Brillante
er liquefaciens
Lactobacillus Circular Pequefio Convexo Entero Crema  Cremoso Opaco Brillante
reuteri
Lactobacillus Circular Pequefio Elevado Entero Crema  Cremoso Opaco Brillante
brevis
Lactobacillus Circular Pequefio Convexo Entero Blanca  Cremoso No opaco Brillante
plantarum
Enterococcus Circular ~ Moderado Convexo Entero Crema  Cremoso No opaco Brillante
mundtii

Fig. 6: Vista macroscoépica de las bacterias acido lacticas en
placas Petri con medio MRS.
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o Pruebas de antagonismos de levaduras frente a L. theobromae

De las 13 cepas de levaduras, las cuales fueron codificadas, solo tres

especies resultaron tener una gran actividad antagonista frente a Botrytis

cinerea (Fig. 7). Ademas, los resultados del porcentaje de inhibicion se

ejecutaron en base al promedio de las repeticiones por cepa. Estos valores

se referencian en la Tabla 6, la cepa L2, L5 y L10 mostraron el mayor

porcentaje de inhibicion con un 81.97%, 76.53%, 88.78% para la estria

sembrada con la cepa reactivada en placa y un 81.63%, 73,47% y 87.76%

para la estria sembrada con el sobrenadante de la reactivacion (Fig. 8).

Por ultimo, al 7mo dia de enfrentamiento Botrytis cinerea crecié 7 cm, no

cubri6 toda la placa de los 3 controles, tal como se muestra en la figura 9.

Tabla 6: Porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea por la actividad antagonista de
cepas de levaduras al séptimo dia de enfrentamiento.

% DE INHIBICION

ESPECIE DE CODIGO  Cultivo de Cepadel  PROMEDIO
LEVADURA placa Sobrenadante
Kluyveromyces L1 62.59% 64.29% 63.43%
thermotolerans
Tausonia pullulans L2 81.97% 81.63% 81.63%
Saccharomyces L3 60.20% 59.86% 60.03%
ellipsoideus
Torulaspora delbrueckii L4 47.62% 46.60% 47.10%
Saccharomyces L5 76.53% 73.47% 75.00%
cerevisiae
Candida parapsilosis L6 68.03% 63.95% 65.98%
Candida incommunis L7 39.46% 36.05% 37.75%
Zygosaccharomyces bailii L8 65.31% 64.97% 65.13%




Debaryomyces hansenii L9 57.48% 55.44% 56.46%

Hanseniaspora opuntiae L10 88.78% 87.76% 88.26%

Zygosaccharomyces L11 49.66% 57.14% 53.40%
rouxii

Pichia guillermoundii L12 71.09% 69.05% 70.06%

Pichia membranifaciens L13 51.70% 57.82% 54.76%
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Fig. 7: Enfrentamiento dual de cepas de levaduras frente al Botrytis

cinerea.



Fig. 8: Cepa L5 mostrando una gran Fig. 9: Controles sembrados Unicamente
actividad antagonica frente a Botrytis con Botrytis cinerea en medio GPY.
cinerea.



o Pruebas de antagonismos de bacterias acido lacticas frente a
Botrytis cinerea
De las 07 cepas de bacterias 4cido lacticas, éstas fueron codificadas, al
igual que el caso de las levaduras solo una especie resulté tener una gran
actividad antagodnica frente a Botrytis cinerea (Fig. 10). Posteriormente, los
resultados del porcentaje de inhibicién se hicieron en base al promedio de
las repeticiones por cepa. Estos valores se referencian en la Tabla 7, la
cepa codificada como B5 fue la que mostr6 el mayor porcentaje de
inhibicidn con un 73,36% para la estria sembrada con la cepa reactivada en
placa y un 66,80% para la estria sembrada con 20 ul del sobrenadante de
la cepa (Fig. 11).

Por ultimo, al 7mo dia de enfrentamiento dual Botrytis cinerea no invadio
toda la placa de los tres controles (Fig. 12).

Tabla 7: Porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea por la actividad antagonista de
cepas de bacterias acido lacticas al séptimo dia de enfrentamiento.
% DE INHIBICION

ESPECIE DE CODIGO Cultivo Cepa del PROMEDIO

LEVADURA de placa Sobrenadante
Lactobacillus brevis B1 42,62% 42,62% 42,62%
Lactobacillus B2 43,44% 39,34%% 41,39%
plantarum
Enterococcus mundtii B3 56,97% 58,20% 57,58%
Lactobacillus reuteri B4 29,51% 42,21% 35,86%
Lactococcus lactis B5 73,36% 66,80% 70,08%
Gluconacetobacter B6 59,84% 53,28% 56,55%

diazotrophicus
Gluconacetobacter B7 30,33% 28,69% 29,50%

liquefaciens




