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Resumen y Abstract IX

Resumen

Fusarium sp. es uno de los principales hongos fitopatbgenos causantes de
enfermedades en pitahaya amarilla. Estudios previos han demostrado la capacidad
antimicrobiana de bacterias acido lacticas (BAL) contra patdgenos; sin embargo no se ha
reportado en la literatura cientifica actividad fungistatica de BAL contra especies de
Fusarium causantes de pudricion basal en pitahaya amarilla. En este trabajo se evalué in
vitro la actividad fungistatica de una BAL aislada de cultivos de pitahaya amarilla y una
BAL aislada en estudios previos de liquido ruminal bovino, Weissella confusa, contra
especies de Fusarium causantes de pudricién basal en pitahaya amarilla. Los mejores
resultados de actividad fungistéatica fueron encontrados con la BAL aislada de cultivos de
pitahaya amarilla. Por lo cual estos resultados indican que la utilizacion de BAL en el
control de patdégenos podria ser una alternativa potencial al uso de compuestos quimicos

en el campo.

Palabras clave: Bacteria 4cido lactica, Fusarium, pitahaya amarilla



X Evaluacion de la actividad fungistatica in vitro de BAL contra especies de Fusarium causantes de
pudricién basal en pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw)

Abstract

Fusarium sp. is one of the main fungal pathogens that cause diseases in yellow pitahaya.
Previous studies have demonstrated antimicrobial activity of lactic acid bacteria (LAB)
against pathogens; however, fungistatic activity of BAL against Fusarium species causing
basal rotting in yellow pitahaya has not been reported in scientific literature. In this work,
the fungistatic activity of an isolated BAL yellow pitahaya crops and a BAL isolated in
previous studies of bovine rumen fluid, Weissella confusa against species of Fusarium
causing of basal rotting in yellow pitahaya was evaluated in vitro. The best fungistatic
activity results were found with the BAL isolated from yellow pitahaya crops. Therefore,
these results indicate that the use of LAB in the control of pathogens could be a potential

alternative to the use of chemicals in the field.

Keywords: lactic acid bacteria, Fusarium, yellow pitahaya.
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Introduccioén

En Colombia el cultivo de pitahaya amarilla es de gran importancia econémica ya que
ofrece posibilidades atractivas de mercadeo como fruta fresca y procesada, permitiendo
posibilidades de entrada a nuevos productores. La fruta posee propiedades funcionales y
medicinales que la convierten en un producto de gran aceptacion y con una demanda
creciente en paises como Estados Unidos, Francia, Alemania, Holanda y Japén. Sin
embargo Colombia ha tenido dificultades en aprovechar estas ventajas y oportunidades,
debido a que el cultivo es afectado por diferentes microorganismos, y no se cuenta con
tecnologias innovadoras que ayuden a disminuir los impactos ocasionados por algunos
de ellos, tal es el caso del hongo Fusarium, donde algunas de éstas especies estan
asociadas a la pudricién basal en frutos de pitahaya amarilla. Una alternativa de solucién
a la afeccion de los cultivos de pitahaya por el hongo Fusarium, es el uso de

microorganismos con propiedades antagénicas contra patdégenos de plantas.

Segun Propitaya, en el 2006 se cultivaron 700 hectareas en pitahaya, con una
produccion estimada de 2000 toneladas anuales, sin embargo el cultivo ha sido afectado
por enfermedades como, la pudriciéon basal del fruto ocasionada por especies del hongo
Fusarium. La pudricién basal en frutos de pitahaya amarilla inicia con una lesién amarilla
sobre la base del fruto, con un didmetro de méaximo cinco milimetros en el sitio donde
éste se une a la penca. A medida que la enfermedad va desarrollandose sobre la
epidermis del fruto la lesiébn va tomando color café. La velocidad del desarrollo de la
enfermedad depende de las condiciones ambientales y nutricionales de la planta
(Corpoica et al.,, 2013). Para reducir las pérdidas econémicas ocasionadas por este
microorganismo se ha recomendado la aplicacién de fungicidas y fertilizantes quimicos
durante cada una de las etapas de crecimiento de la planta (Fei et al.,, 2004). Sin
embargo este tipo de tratamientos acarrean desventajas para el agricultor, consumidor y
para el medio ambiente, entre sus principales desventajas estan la pérdida de nutrientes

y micronutrientes secundarios presentes en el suelo (Quintero, 1997).



2 Introduccién

El control biol6gico es un método de control de enfermedades a través de organismos
vivos. En pitahaya amarilla se ha utilizado especies del genero Trichoderma sp y cepas
de hongos micorricicos. Ademas de este método de control, los agricultores también
realizan control de malezas, aplicacién de fertilizantes y podas sanitarias (ICA, 2012).
Una opcion de control biolégico en pitahaya amarilla es el uso de bacterias acido lacticas
(BAL), las cuales son conocidas hace muchos afios por su potencial de preservacion en
alimentos, ademas de que ayudan a incrementar la viscosidad y la textura de productos
fermentados. Las propiedades bio-preservativas se le atribuyen a la capacidad que
tienen de inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas y algunas especies de hongos
(Lavermicocca et al., 2000; Magnusson et al., 2003; Mandal et al., 2007).

Por lo anterior, en el presente trabajo a partir de cultivos de pitahaya amarilla afectados
con pudricién basal, se aisl6 bacterias acido-lacticas y se selecciond la bacteria que
present6 mayor actividad fungistatica a contra especies de Fusarium. Adicionalmente se
evalud In vitro la actividad fungistatica de Weissella confusa, una BAL aislada de liquido
ruminal bovino contra especies de Fusarium. La bacteria que mayor actividad fungistéatica
present6 contra el hongo en mencién y W. confusa se caracteriz6 molecularmente. Los
hongos utilizados en esta investigacion se aislaron de cultivos de pitahaya amarilla
afectados con pudricién basal, en estudios previos realizados en la Universidad Nacional
de Colombia- Sede Palmira (resultados en proceso de escritura) por el profesor Eyder

Daniel Gbmez y su equipo investigador.



1.Planteamiento del problema

Para Colombia la cadena productiva de la pitahaya amarilla es promisoria dado que
presenta un alto dinamismo en el mercado nacional y tiene gran potencial de demanda
internacional, lo cual es atribuido a caracteristicas como sabor dulce y suave, y alto
contenido en vitaminas y fibra; sin embargo, el cultivo es atacado por microorganismos
de diferentes géneros, especialmente por Fusarium que producen podredumbre basal del
fruto y ocasionan pérdidas poscosecha importantes. Una propuesta para el control de
este hongo patégeno, es el uso de bacterias acido lacticas y/o de sus metabolitos

antimicrobianos.

En Colombia, la produccién de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) es de gran
importancia socioeconémica, dado que es considerada como una fruta promisoria de
exportacion, la cual se cultiva para comercializacién nacional e internacional, en los
departamentos de Boyacda, Valle del Cauca, Bolivar, Huila, Santander, Cundinamarca,
Quindio, Risaralda, Caldas y Tolima. En 2009, de un total de 827 hectareas cultivadas,
se encontr6 como mayor productor por area a Boyaca (40,3 %), seguido por Valle del
cauca (28.5 %), Bolivar (9.1 %), Huila (8.1 %), Santander (5.9 %), Cundinamarca (4.8 %),
Quindio (1.5 %), Risaralda (1 %), Caldas (0.6 %) y Tolima (0.2 %) (Tafur et al., 2006).

En la actualidad, uno de los principales problemas en cultivos de pitahaya amarilla en
Colombia es la contaminaciéon por microorganismos patégenos, como bacterias y
hongos, que en muchas ocasiones causan pérdida total del fruto. Dentro de los
microorganismos que causan enfermedades en pitahaya amarilla se encuentran, Erwinia
carotovora que se presenta en el fruto con pequefias manchas amarillas que cubren el
tallo y provocan putrefaccion (Barras et al., 1994), y degradacion de la pared celular de la
planta. Los hongos son otro importante agente patdégeno causante de enfermedades en
este cultivo, entre los cuales estén, Colletotrichum gloeosporioides y especies de

Fusarium, ambos afectan flores tropicales, frutas y vegetales (Dodd et al., 1992).
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En algunas regiones de Colombia se han registrado dafios severos en cultivos de
pitahaya amarilla causados por géneros de Fusarium, el cual es considerado como uno
de los principales agentes patdégenos causante de enfermedades en plantas. Estas
especies son responsables de diversas alteraciones en las plantas, incluyendo marchitez,
pudricion de raices y tallos (Torufio, 1999). Entre las pudriciones mas relevantes en
pitahaya amarilla se encuentran las inducidas por este hongo, que provoca pudricion
basal en el fruto y por consiguiente decrecimiento en produccion y calidad (Wright et al.,
2007). Fusarium posee estructuras de resistencia que le permiten perdurar en el suelo
hasta por seis afios, su crecimiento es favorecido a temperaturas calidas; también son
capaces de colonizar el suelo e introducirse del xilema a toda la planta (Gonzalez, 2003;

Jones y Dang, 2006; Houterman et al., 2008).

La pudricién basal en pitahaya amarilla, causada por especies de Fusarium, se encuentra
distribuida en todos los departamentos de Colombia donde se cultiva la fruta, provocando
pérdidas econd6micas importantes a los agricultores. Fusarium, ademas de inducir
pudricién basal en pitahaya amarilla, puede producir diversas toxinas potencialmente

riesgosas y de importancia econdémica y sanitaria (Desjardins et al., 1994).

Una alternativa de control biolégico contra hongos y bacterias, es la utilizaciéon de
microorganismos antagonicos, como las bacterias &cido lacticas. El uso de bacterias
acido lacticas (BAL) han despertado la atencion de investigadores como agentes de
biocontrol contra bacterias y hongos patégenos causantes de enfermedades en animales
y plantas. La actividad antagdnica de estas bacterias se pueden explicar por la capacidad
gue tienen de producir metabolitos como, acidos organicos, perdxido de hidrogeno,

reuterinas y bacteriocinas (Madigan et al., 2004).

En este sentido, esta investigacion busca responder estas preguntas: ¢Podran bacterias
acido-lacticas aisladas y seleccionadas de cultivos de pitahaya amarilla afectados con
pudricion basal, ejercer actividad fungistatica contra especies de Fusarium asociados a la
pudricion basal en pitahaya amarilla? ¢Existiran diferencias estadisticamente
significativas entre la actividad fungistatica de W. confusa, la bacteria &cido lactica
seleccionada y los metabolitos que estas producen; contra especies de Fusarium

asociados a la pudricion basal en pitahaya amarilla?



2.Justificacion

Existen varias normas para la citacion bibliografica. Algunas &reas del conocimiento
prefieren normas especificas para citar las referencias bibliograficas en el texto y escribir
la lista de bibliografia al final de los documentos. Esta plantilla brinda la libertad para que
el autor de la tesis utilice la norma bibliografica comun para su disciplina. Sin embargo,
se solicita que la norma seleccionada se utilice con rigurosidad, sin olvidar referenciar
“todos” los elementos tomados de otras fuentes (referencias bibliograficas, patentes
consultadas, software empleado en el manuscrito, en el tratamiento a los datos y
resultados del trabajo, consultas a personas (expertos o publico general), entre otros).

La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) es una fruta exdética originaria del
tropico suramericano, caracterizada por su sabor y olor agradable, y considerada en
Colombia como una fruta promisoria para el mercado Internacional y Nacional (Gémez et
al., 2004; Le-Bellec et al., 2006). Posee propiedades medicinales de aceptacién en el
mercado que incrementan su precio en el mercado internacional (Nerd et al., 2002;
Castro et al., 2006), sin embargo durante la poscosecha es afectada principalmente por
bacterias y hongos tales como, E. carotovora, C. gloeosporioides y especies del genero
Fusarium, dentro de los cuales se destaca la especie F. oxysporum, el cual es
considerado como el principal patégeno causante de pudricién basal en el fruto, y por

consiguiente genera pérdidas econémicas importantes para agricultores.

Para el control de estos hongos y bacterias se han desarrollado métodos fisicos y
guimicos, como la utilizacion de fungicidas, fumigantes, fertilizantes quimicos, sin
embargo, estos productos desarrollan fungo-resistencia, contaminacion ambiental,
toxicidad y pérdida de nutrientes y micronutrientes secundarios presentes en el suelo.
Por ello la basqueda de nuevas estrategias que ayuden a disminuir el crecimiento de
estos hongos es de gran interés para agricultores e investigadores. Se han estudiado
alternativas biolégicas, como el uso de otros microorganismos, entre ellos bacterias acido
lacticas, las cuales producen sustancias anti-microbianos como &cidos organicos,

peroxido de hidrégeno y bacteriocinas. Estas sustancias son producidas como un
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mecanismo de estrategia de las BAL y pueden ser letales para el sistema inmune de los

microorganismos que se encuentren en un mismo hébitat.

Las BAL ademas de producir compuestos antimicrobianos, también son capaces de
producir metabolitos antifungicos como, propionato, fenillactato, hidroxifenilllactato,
péptidos ciclicos y acidos grasos 3-hidroxi. Se ha encontrado diversos reportes de la
actividad antibacterial de bacteriocinas y otros compuestos producidos por BAL, sin
embargo hay pocos reportes de su actividad anti-fungica (Mauch et al., 2010; Ndagano et
al., 2011). En estudios recientes se ha reportado bacterias acido lacticas inoculadas con
especies del genero Fusarium, como, F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F.
poae, F. tricinctum, encontrando actividad inhibitoria contra todas estas especies de
hongos. Sin embargo, hace falta evaluar el poder inhibitorio de BAL frente a
microorganismos causantes de pudriciéon basal en pitahaya amarilla. También podria
pensarse en futuros estudios determinar qué tipo de metabolitos intervienen directamente

en la inhibicién.

La relevancia social de esta investigacion es proporcionar herramientas de informacion
para estudiantes de pregrado, posgrado, profesionales en accidn, investigadores
interesados en el area y agricultores, sobre una alternativa de control biolégico que
puede desarrollarse para combatir microorganismos patdgenos causantes de
enfermedades en pitahaya amarilla. Con ello se puede disminuir las pérdidas en
produccion de fruta y recuperar el mercado nacional e internacional que han perdido la

confianza en un producto seguro.



3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad fungistatica de Weissella confusa (bacteria acido lactica aislada de
rumen bovino) y de bacterias acido-lacticas aisladas de cultivos de pitahaya amarilla,
contra especies de Fusarium causantes de pudricion basal en pitahaya amarilla,
determinar las cinéticas de fermentacion, y caracterizar molecularmente algunas de las

bacterias acido-lacticas.

3.2 Objetivos especificos

Evaluar in vitro la actividad fungistatica de bacterias acido-lacticas aisladas a partir de
cultivos de pitahaya amarilla y seleccionar la que presente la mayor actividad fungistatica

contra especies de Fusarium causantes de la pudricion basal de pitahaya amarilla.

Evaluar in vitro la actividad fungistatica de W. confusa (bacteria &cido lactica aislada de
rumen bovino) contra especies de Fusarium, causantes de pudricién basal en pitahaya

amarilla.

Determinar las cinéticas de fermentacion de W. confusa y de la bacteria acido-lactica
seleccionada en el objetivo 1, y la cinética de actividad fungistatica de éstas dos
bacterias, su biomasa y su sobrenadante contra especies de Fusarium.

Caracterizar molecularmente W. confusa y la bacteria acido-lactica seleccionada en el

objetivo 1.






4.Hipotesis

4.1 Hipotesis nula (HO)1: Bacterias acido-lacticas aisladas y seleccionadas de cultivos
de pitahaya amarilla afectados por pudricién basal, no poseen actividad fungistatica In

vitro contra especies de Fusarium causantes de la pudricién basal en pitahaya amarilla

4.2 Hipotesis alternativa (Ha)l: Bacterias acido-lacticas aisladas y seleccionadas de
cultivos de pitahaya amarilla afectados por pudricidn basal, poseen actividad fungistatica

n vitro contra especies de Fusarium causantes de la pudricién basal en pitahaya amarilla.

4.3 Hipotesis nula (H0)2: W. confusa, no posee actividad fungistética In vitro contra

especies de Fusarium causantes de la pudricién basal en pitahaya amarilla.

4.4  Hipotesis alterna (Ha)2: W. confusa, posee actividad fungistatica In vitro contra

especies de Fusarium causantes de la pudricién basal en pitahaya amarilla.

4.5  Hipotesis nula (HO)2: No existe diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad fungistéatica de W. confusa, su biomasa y su sobrenadante; contra especies de

Fusarium asociados a la pudricién basal en pitahaya amarilla.

4.6 Hipdtesis alternativa (Ha)2: Existe diferencias estadisticamente significativas entre
la actividad fungistatica de W. confusa, su biomasa y su sobrenadante; contra especies

de Fusarium asociados a la pudricién basal en pitahaya amarilla.

4.7 Hipétesis nula (H0)2: No existe diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad fungistatica de la bacteria &cido-lactica seleccionada, su biomasa y su
sobrenadante; contra especies de Fusarium asociados a la pudricion basal en pitahaya

amarilla.
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4.8 Hipétesis alternativa (Ha)2: Existe diferencias estadisticamente significativas entre
la actividad fungistatica de la bacteria &cido-lactica seleccionada, su biomasa y su
sobrenadante; contra especies de Fusarium asociados a la pudricion basal en pitahaya
amarilla Se deben incluir tantos capitulos como se requieran; sin embargo, se
recomienda que la tesis o trabajo de investigacion tenga un minimo 3 capitulos y maximo

de 6 capitulos (incluyendo las conclusiones).



5. Antecedentes

La literatura cientifica reporta un nimero reducido de investigaciones, en las cuales se
reporta la actividad anti-fungica de bacterias acido-lacticas contra otros microorganismos
gue se han relacionado como causantes de enfermedades en plantas. A continuacién se

presentan en orden cronoldgico investigaciones realizadas en el tema.

Gourama y Bullerman 1995, demostraron que una mezcla de especies de Lactobaccillus,
crecidas en un inoculo comercial de ensilaje redujeron el crecimiento de Aspergillus
flavus y la produccién de sus aflatoxinas. El sobrenadante del caldo de fermentacion de
las especies de Lactobacillus ssp. inhibieron el crecimiento del hongo, pero no
destruyeron las viabilidad de las esporas producidas por el hongo.

Niku-Paavola et al., 1999, encontraron compuestos antimicrobianos en cultivo filtrado de
Lb. plantarum VTTD-80147. Estos compuestos por separado en concentraciones de 10
ppm inhibieron el 10-15 % del crecimiento F. avenaceum VTT-D-80147. Cuando son
aplicados conjuntamente con 1 % de acido lactico inhiben el 100 % del crecimiento del

microorganismo patégeno en mencion.

Okkers et al., 1999, Aislaron de secrecion vaginal de una paciente en estado prenatal,
Lb. pentosus TV35b, el cual produce un péptido parecido a bacteriocina. También
encontraron que este compuesto posee actividad contra Clostridium sporogenes, Cl.
tyrobutyricum, Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. sake, Listeria innocua, Propionibacterium
acidipropionici, Propionibacterium sp. y Candida albicans. El péptido fue purificado con
precipitacion con sulfato de amonio, seguido por cromatografia de intercambio
cationicoSP-Sepharose. El tamafio molecular del péptido fue estimado entre 2.35 y 3.4
kDa.
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Laitila et al., 2002 encontraron que Lb. plantarum strains VTTE-78076 y VTTE-79098
fueron activas contra especies de Fusarium aisladas de maiz y cebada, como, F.
avenaceum, F. culmorum, F. graminearum y F. oxysporum. Sin embargo, entre especies
y cepa se observo gran variacion de la inhibicién del crecimiento del hongo. El efecto
anti-fungico dependi6 en gran medida del nivel de contaminacion y de las especies de
hongos.

Ryan et al., 2008, emplearon BAL en pruebas para reducir el propionato de calcio usado
en la conservacion de pan. Los resultados de este estudio muestran poder anti-fingico
de Lb. plantarum aislado de cereales, contra A. niger, F. culmorum y Penicillium
expansum. También reportan que el crecimiento de las esporas de P. roqueforti no se vio
afectada. Los ensayos se realizaron con adicion por separado de propionato de calcio y
Lb. plantarum a la masa madre del pan. Pero se observo un efecto sinérgico cuando se
adiciono el propionato de calcio y el microorganismo conjuntamente. Los autores
concluyen que la adicién de anti-fingicos a la masa madre del pan puede reducir los

niveles de aditivos quimicos y garantiza la seguridad microbiolégica del pan.

Pal y Ramana, 2009, purificaron una sustancia no proteica producida por Weissella
paramesenteroides DFR-8, bacteria aislada de pepino (Cucumis sativus). Esta sustancia
no es sensible a enzimas como lipasa, amilasa y catalasa, pero mostr6é actividad
antagoénica contra un amplio espectro de patégenos, incluyendo microorganismos Gram
negativos. La molécula tiene una masa de aproximadamente 2.5 kDa y es termoestable a
pH 4. Los autores concluyen que el amplio espectro de inhibicion y la estabilidad del
compuesto producido por esta bacteria son una alternativa para la preservacién de

alimentos.

Mauch et al., 2010, aislaron 129 bacterias acido lacticas de cerveza de cebada para
probar su actividad anti-fangica contra especies de Fusarium. Encontrando a Lb. brevis
PS1, como el microorganismos que produjo mayor espectro de inhibicion contra estos
hongos y consecuentemente fue seleccionado para pruebas contra F. culmorun. Estas
pruebas se realizaron con el sobrenadante libre de células y liofilizado (SLCL),
encontrando que la presencia del 10 % de SLCL inhibié completamente el crecimiento

del microorganismo. La actividad de los componentes producidos por Lb. brevis PS1 Fue
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mas alto a valores de pH bajos (pH<5). También se obtuvo que los tratamientos térmicos
ylo proteoliticos reducen la actividad inhibitoria del SLCL. Los autores concluyen que los
acidos organicos y los componente proteicos producidos por Lb. brevis PS1 son activos

contra especies de Fusarium.

Serna-Cock et al., 2010, reportaron actividad antimicrobiana de W. confusa, bacteria
aislada de liquido ruminal bovino, contra patégenos productores de mastitis bovina como,
S. aureus y S. agalactiae.

Loaiza y Rubiano, 2011, también encontraron que W. confusa es activa contra Klebsiella
pneumonic y Escherichia coli, bacterias aisladas de humanos.

Ndagano et al., 2011, reportaron la actividad anti-fingica de W. cibaria, la cual se aisl6 de
harina fermentada de yuca. Se encontr6 que la bacteria produjo, acido 2-hidroxi-4-
metilpentanoico, y otros acidos organicos, los cuales fueron causantes de la actividad
anti-fingica. Sin embargo, la concentracion producida en el sobrenadante libre de células
era demasiado baja en comparacion con su concentracién minima de inhibicién. Los
autores sugieren que la actividad inhibitoria fue causada por una sinergia de estos

compuestos diferentes.

Crowley et al., 2013 encontraron que W. confusa y Lb. plantarum tienen efecto
antagonico contra P. Expansum en pera. También reportaron que P. pentosaceous 54

retardo el crecimiento del hongo en mencion.






6.Marco teodrico

6.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) pertenecen filogenéticamente a la subdivision de
bacterias Gram positivas con bajo contenido en GC, su morfologia celular est4 dada en
cocos o bacilos agrupados en cadenas o tétradas. Estas bacterias originan 4cido lactico
como Unico producto (homofermentativas) y otros compuestos ademas de &cido lactico
como etanol, diacetilo, acido acético, y CO2 (heterofermentativas) a partir de la
fermentacion de hidratos de carbono. Ademas se distinguen porque obtienen la energia
Unicamente mediante fosforilacion a través del sustrato y porgue pueden crecer en
presencia o ausencia de oxigeno, por esta razén se les considera como anaerobios

aerotolerantes (Madigan et al., 2004).

Los géneros pertenecientes a este grupo de bacterias tales como Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Weissella y Enterococcus
desarrollan un papel importante en la industria de alimentos fermentados, ya que ejercen
actividad antimicrobial contra patdégenos, lo cual ayuda a prolongar la vida util de un
producto y a conservar sus propiedades organolépticas (Van Hylckama Vlieg y
Hugenholtz, 2007). Segun Magnusson et al. (2003) tres mecanismos pueden explicar la
actividad antimicrobial de las BAL; la produccion de acidos organicos, competencia por
nutrientes y la produccion de compuestos antagonistas. Por lo tanto, las BAL son

consideradas agentes biopreservativos seguros para el consumo humano.

Muchas cepas de BAL son utilizadas ampliamente en la manufactura de productos
alimenticios, como por ejemplo en la industria de panificacion para contribuir al aroma y
textura del producto final (De Vuyst y Vancanneyt, 2007). También son empleados como
cultivos iniciadores en productos carnicos (Messi et al., 2001) y en alimentos funcionales
como es el caso de probiéticos (Topisirovic et al., 2006); dichos productos traen consigo

beneficios en la salud humana, ya que regulan la flora intestinal, previenen infecciones
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por bacterias enteropatdégenas y se utilizan en el tratamiento y prevencién de diarrea
(Mohd Adnan y Tan, 2007).

También se ha demostrado que las BAL son capaces de producir efecto antagonico
contra hongos, Lavermicocca et al. (2000) encontraron disminucion en el crecimiento de
A. niger cuando se realizaron fermentaciones de pan con Saccharomyces cerevisiae y
Lb. plantarum, en comparacion con el control preparado so6lo con S. cerevisiae. Los
autores sugieren que la actividad inhibitoria de BAL puede ser consecuencia de
produccion de acidos organicos, dioxido de carbono, etanol, peréxido de hidrégeno, el

diacetilo, reuterina y otros metabolitos de bajo peso molecular.

Autores han reportado la capacidad de las BAL de producir simultaneamente acido
organicos, como en el caso de Lb. san franciscensis, que produce una mezcla de acido
acético, férmico, propionico, pentandico, hexandico; otras especies como Lb. plantarum,
Lb. coryniformis, Lb. sakei y Pediococcus pentosaceu son capaces de producir acido
fenillactico, los cuales a altas concentraciones pueden inhibir diversas especies de
hongos (Corsetti et al., 1998; Lavermicocca et al., 2000; Strém et al., 2002; Magnusson et
al., 2003)

Se ha encontrado que el compuesto B-hydroxypropionaldehyde (reuterina), producido por
Lb. reuteri presenta actividad anti-fUngica contra especies como Candida, Torulopsis,

Saccharomyces, Aspergillus y Fusarium (Talarico et al., 1988; Chung et al., 1989).

Otra importante aplicacion de las BAL es como productoras de bacteriocinas, las cuales
por muchos afios han sido tema de concentracion de diversos investigadores. El interés
creciente sobre el hallazgo de bacteriocinas puede ser debido a su efecto antimicrobiano
gue tienen estas sustancias contra patdgenos de especial importancia en la industria de
alimentos, como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum y otros. Estos
compuestos son generados durante o al final de la fase exponencial de crecimiento
(Bhugaloo-Vial et al., 1997) y se han encontrado en casi todas las especies microbianas,
gue forman parte de diferentes ambientes naturales como el de algunos alimentos, tejido
vegetal, superficies mucosas, tracto intestinal de humanos y animales (Majheni¢ et al.,
2004).
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6.1.1 Acidos orgéanicos

Diversos acidos orgénicos son producidos durante la fermentacion de BAL, acido lactico,
acético, propionico, férmico, butirico, benzoico y fenillactico (El-Ziney, 1998). EIl
mecanismo de accidon de estos compuestos es causar dafio en la membrana del
patdgeno a través de la neutralizacion del gradiente electroquimico causando muerte
celular (Batish et al., 1997). Baek et al. (2012) demostraron que el acido acético y lactico
producido por Leuconostoc citreum y W. confusa fueron potentes en la inhibicion de

Clostridium sp. YS1, Neurospora sp. YS3 y P. crustosum YS2.

6.1.2 Perdxido de hidrogeno

Algunas BAL producen peréxido de hidrégeno en presencia de oxigeno, sin embargo no
son capaces degradarlo, lo que provoca acumulacién de este compuesto y a su vez éste
oxida la membrana lipidica y proteinas celulares de otros microrganismos (Kandler, 1983,;
Lindgren y Dobrogosz, 1990). Autores encontraron que una concentracion del 5 % de
peroxido de hidrogeno inhibe completamente el crecimiento de P. expansum en
manzana, sugiriendo que la aplicacion de pequefias cantidades del compuesto en la fruta
puede ser una alternativa al uso de fungicidas contra el microorganismo patégeno
(Venturini et al., 2002). Schnirer y Magnusson (2005) encontraron que la adiciéon de
peroxido de hidrogeno en cantidades minimas en leche reduce el crecimiento de

microorganismos indeseables.

6.1.3 Reuterina

La reuterina (B-hidroxipropionaldehido) es un compuesto producido por Lb. Reuteri, Lb.
brevis, Lb. Buchneri, entre otras BAL (Chung et al., 1989; Schiitz y Radler, 1984). Se ha
reportado que es capaz de inhibir el crecimiento de hongos patégenos como Fusarium
(Chung et al., 1989). Magnusson (2003), reporta que el glicerol incrementa la actividad
inhibitoria de BAL.

6.1.4 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas sintetizadas ribosomalmente, producidas por

diversas especies de bacterias incluyendo bacterias acido lacticas y con capacidad de
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inhibir otras bacterias estrechamente relacionadas (Tagg et al., 1976; Galvez et al.,
2007).

Magnusson y Schnirer (2001), encontraron que un compuesto proteico producido por Lb.
coryniformis subsp. coryniformis cepa Si3 presento actividad antifungal contra varios
hongos y levaduras. Gupta et al. (2014) reportan la actividad fungistatica de péptidos
antimicrobianos producidos por Lb. plantarum contra Aspergillus niger, Rhizopus

stolonifer, Mucor racemosus y Penicillium chrysogenum.

6.2 Factores que afectan la actividad antifungal

6.2.1 Temperaturay periodo de incubacion

La temperatura y el periodo de incubacién son factores importantes en el crecimiento de
BAL y la produccién de metabolitos antagonistas (Batish et al., 1997). Cho et al. (2006)
reportan que fermentaciones con BAL son afectadas principalmente por la temperatura.
Sathe et al. (2007) obtuvo maxima actividad antifungal de 1280 AU/mL en
fermentaciones a 30 °C con Lb. plantarum CUK501, lo cual ocurrié al final de su fase
logaritmica. También observaron un decrecimiento en dicha actividad cuando el

microorganismo se encontrd en su fase estacionaria de crecimiento.

6.2.2 Compuestos nutricionales

En estudios se ha encontrado que el extracto de levadura, la glucosa, NaCl y CaCl2
modulan la produccién de sustancias antifungales producidas por P. Acidilactici y Lb.
rhamnosus. Una concentracion de extracto de levadura de 1.5 % produjo efecto positivo
sobre la actividad antifungal de ambas BAL, asi como la adicién de CacCl, al sustrato de
crecimiento (Effat et al., 2001). Cheong et al. (2014) evaluaron el efecto del acetato de
sodio sobre la actividad antifungal de BAL, encontrando que la ausencia de este
compuesto en sustrato MRS afectaba negativamente la inhibicion de hongos. Crowley et
al. (2013) reportaron que a diferentes concentraciones de NaCl la actividad antifungal de
BAL es estable.
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6.2.3 pH

El pH es un factor critico en la produccion de metabolitos que esté relacionado con el
sustrato, el periodo de incubacion, temperatura y el tipo de cepa (Gourama y Bullerman,
1995; Batish et al., 1997; Sathe et al., 2007). Alonso demostraron que Lb. casei bajo
condiciones no controladas de pH (pH <3.6) no perdi6 su capacidad de produccion de
acido lactico. En otros estudios se obtuvo una maxima actividad antifungal de BAL a pH 4
(Crowley et al., 2013). Zhang et al. (2010) evaluaron el efecto pH sobre la actividad
antibacterial de Lb. fermentum, encontrando alta actividad inhibitoria sobre bacterias

patdgenas en sustrato MRS a las 36 horas de fermentacion a un pH 4.

6.3 Generalidades de la pitahaya amarilla (Selenicereus
megalanthus)

6.3.1 Descripcion botanica

La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) es una planta perenne, de
conformacion arbustiva, perteneciente a la familia de las cactaceas. Posee raices
principales de fijacion, raices secundarias y superficiales y raices adventicias, que se
producen sobre los lados planos de los tallos. Posee un tallo suculento que cumple
funciones de fotosintesis, de recepciéon y regulacion de agua, tiene tres aristas con
areolas en sus bordes, de donde nacen espinas y flores. La flor es tubular, hermafrodita,
con ovario en la parte inferior, con un sélo I6bulo, una camara nectarial, numerosos
estambres, bracteas y pétalos blancos, amarillos o rosados. Las primeras floraciones
ocurren al inicio de las lluvias, después de ser polinizadas toman posicion colgante. El
fruto es una baya ovoide con partes externas en forma de mamila, mide de 8 a 15 cm de
largo y de 6 a 10 cm de diametro, la pulpa es trasltcida y dulce con presencia de semillas

negras digeribles, su cascara puede ser de color rojo o amarillo (Profiagro, 2007).

6.3.2 Produccion

La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) es cultivo originario de paises tropicales
con climas secos, de temperaturas entre 18 y 28 °C y con altitudes entre los 30 y 1900 m
(Mizrahi y Nerd 1997). Esta fruta se cultiva en Colombia, Israel, Brasil, Ecuador, Perq,

Guatemala, México, Nicaragua, Panama y otros paises; donde Colombia es el primer
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productor con el 76.3 % del area cultivada en el mundo con esta especie, seguida de
Israel con 9.2 %, Brasil con 3.2 % y el resto de paises con 11.3 %; ademas ocupa el
7.8% del total del area en pitahayas. Colombia e Israel representan el 64.4 % de la
exportacion total del 2009 (Nerd et al., 2002; Ministerio de Fomento Industria y Comercio
de Nicaragua, 2006, MADR, 2006). En el periodo 2004-2009, Colombia exporto pitahaya
amarilla principalmente a Alemania, Francia y Holanda, lo que represent6 el 70.7 % de
las exportaciones de la fruta. El crecimiento promedio anual de las exportaciones de
pitahaya entre el 2005 y el 2007 fue del 9 %, incrementandose de USD 824.329 a USD
968.305. (Legiscomex, 2008).

La produccion de pitahaya amarilla a nivel nacional se distribuye principalmente en el
Valle del Cauca, Boyaca, Cundinamarca, Huila y Santander, siendo Boyaca el
departamento con mayor area cultivada, correspondiente a 333 hectareas que equivalen
al 40.3 % del &rea cultivada, seguido por el Valle del cauca con 28.5 % (Gobernacion de
Boyac4, 2010).

La produccion de pitahaya en Colombia es estacional, con dos cosechas al afio, una de
febrero a marzo y la otra de julio a agosto, por lo que hay épocas de sobreoferta y
épocas de escasez. Los cultivos de Tolima son los primeros en iniciar la cosecha,
seguidos por los de Valle del Cauca y Cundinamarca y, por ultimo, los de Boyaca
(Espinal et al., 2005).

6.3.3 Enfermedades y plagas

En Colombia, la produccion de pitahaya amarilla se ha visto afectada por diversos
patdégenos, incluyendo especies de 24 hongos, 52 Artrépodos, 17 Nematodos, 3
moluscos y una bacteria (USDA, 2002). Entre los principales patégenos se encuentran,
especies de Colletotrichum causante de antracnosis, especies de Dothiorella causantes
de ojo de pescado del tallo, especies de Drechslera cactivora causantes de pudricién
seca del tallo, especies de Erwinia causantes de pudricion suave del tallo y F. oxysporum
causante de pudricion basal del fruto (Varén 2004, 2006). Sin embargo, se ha reportado
gue existen otros microorganismos asociados a la podredumbre basal del fruto (Gomez,

en proceso de publicacion).
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La pudricién basal del fruto y la pudricibn de tallo han generado pérdidas de fruta
exportable superiores al 80 % y los costos por control de la enfermedad incrementan en
un 50 %. En el Valle del Cauca en los municipios de Darien y Roldanillo la principal
limitante es la pudricidn basal del fruto, la cual ha registrado una incidencia superior al 70
%; esta enfermedad afecta la apariencia externa del fruto dificultando su comercializacion

en el mercado nacional e internacional (Varon, 2006).

La pudricion basal del fruto causada por un complejo del hongo Fusarium, ocasiona la
aparicion de pustulas en la base del pedunculo (sitio de unién del fruto con la penca) y
con los dias se desarrolla el color amarrillo y el ablandamiento en esa zona del fruto; en
estado avanzado la zona afectada sufre necrosis, lo que produce la muerte de la planta.
Esta enfermedad cuando no se previene, maneja y controla oportunamente causa dafios
hasta del 70 % y cuando causa dafios minimos es descalificada por comercializadores y
exportadores, quienes la compran con un menor precio. Este patégeno también causa
pudriciones de raiz y avanza de forma sistémica en la planta causando pudriciones en

todas las pencas, que en algunas ocasiones actla penetrando la penca (MADR, 2010).

6.4 Fusarium

El género Fusarium comprende una amplia gama de hongos, los cuales son patégenos
de una gran variedad de plantas bajo ciertas condiciones ambientales. Este hongo es
causante de enfermedades como tizén de plantulas, pudricion de raiz, fusariosis y
pudricion de mazorca de maiz (Sutton, 1982; Parry et al., 1995). Entre las especies
fitopatdgenos de Fusarium incluyen, F. graminearum, F. culmorum, F. poae, F.
avenaceum, F. nivale, F. oxysporum, F. culmorum, F. proliferatum y otros (Sutton, 1982;
Parry et al., 1995; Miedaner, 1997; Tekauz et al., 2000; Brennan et al., 2003).

La gran mayoria de las especies de Fusarium tienen la capacidad de producir
metabolitos secundarios denominados micotoxinas, las cuales son de gran riesgo para la
salud humana (Placinta et al., 1999). Entre las micotoxinas producidas por esta especie
de hongos tenemos, tricotecenos, fumonisinas, moniliformina y zearalenona (ZEA)
(D'Mello et al., 1999). Los trichothecenos son sesquiterpenos triciclicos, se han reportado

dos clases, los tipos A y B, se encuentran comunmente en los cereales. La fumonisinas
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comprende la fumonisina B1 (FB1) y B2 (FB2) y se encuentran comunmente en el grano
de maiz (D'Mello y Macdonald, 1997; D'Mello et al., 1999).

Muchas especies de Fusarium, como F. graminearum, F. culmorum, F. poae, F.
oxysporum y F. sporotrichioides son productores de tricotecenos y ZEA (D'Mello et al.,
1999). F. sporotrichioides produce predominantemente trichothecenos tipo A, que
incluyen las toxina T-2, HT-2, neosolaniol, y diacetooxyscirpenol; F. culmorum y F.
graminearum producen predominantemente tricotecenos de tipo B, incluyendo el
deoxinivalenol, y sus derivados 3-acetil y 15-acetil y nivalenol. Autores han reportado que
la humedad favorece la produccién de ambas micotoxinas, sin embargo las temperaturas
Optimas para la produccion de estos metabolitos parecen ser especificas para el tipo de

sustrato que se utilice y especie (Mateo et al., 2002; Martins y Martins 2002).

El crecimiento, la supervivencia y la diseminacién del hongo son influenciados por
factores ambientales que pueden ser directos o indirectos como efecto en el modo de
reproduccioén o efecto del suelo y tipo vegetacion, respectivamente. La temperatura,
humedad, intensidad de luz y el viento son uno de los factores mas criticos que afectan la
produccion y la dispersion de los conidios asexuales y ascosporas sexuales (Doohan et
al., 2003).

Las condiciones Optimas ambientales para la produccién y dispersiéon del in6culo varia
dependiendo del tipo de reproduccion, la cual puede ser sexual y / o asexual (Parry et al.,
1995; Leslie, 1996).

Los factores como, produccién y dispersion del inéculo, germinacion, crecimiento,
competencia y produccion de micotoxinas podria facilitar la patogénesis de plantas por
hongos del género Fusarium. El clima influye sobre el potencial de incidencia de
Fusarium y de la enfermedad, donde el desarrollo de la enfermedad varia dependiendo
de la especie, tipo de inoculo, virulencia y tipo de tejido afectado (Tekauz et al., 2000;
Vigier et al., 1997; Velluti et al., 2000; Bateman y Murray, 2001). Conrath et al. (2002)
reportan que el estrés osmotico y de temperatura puede indirectamente afectar el
desarrollo de la enfermedad, activando el mecanismo de defensa de la planta contra el

ataque de patdgenos. Sin embargo pruebas in vitro de patogenicidad sugieren que las
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especies son un factor mas importante que las condiciones climéticas (Brennan et al.,
2003).






7.Materiales y métodos

7.1 Evaluacion in vitro de la actividad fungistatica de
bacterias acido-lacticas aisladas de cultivos de
pitahaya amarilla contra especies de Fusarium
causantes de la pudricién basal de pitahaya amarilla
(Selenicereus megalanthus)

7.1.1 Aislamiento de las de bacterias acido-lacticas de cultivos
de pitahaya amarilla

Se selecciond un lote de cultivo de pitahaya amarilla, afectado con pudricion basal. El

lote fue facilitado por la Asociacién de productores de pitahaya, Asoppitaya. Se tomé en

campo muestras de frutas con podredumbre basal mediante hisopo estéril vy

posteriormente se transportaron bajo refrigeracion al laboratorio de Bio-conversiones de

la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira donde se procesaron.

A partir de estas muestras se realizaron diluciones de 10, 10° y 107 en agua peptona al
0.1 % y cada una de ellas se sembraron por duplicado en cajas con agar Man, Rogosa y
Sharpe (MRS) y con adicion de azul de anilina. Las cajas se inocularon por duplicado por
siembra en superficie con 0.1 mL de cada una de las diluciones y se incubaron a 33 y 37
°C por 48 horas. Las colonias presuntivas de ser BAL, aquellas que asimilaron el azul de
anilina, se repicaron en agar MRS y se incubaron a 33 y 37 °C por 24 horas hasta
obtener cultivo puro. Una vez se obtuvieron los cultivos puros, se realizd coloracion
Tincibn de Gram y se determind su morfologia. Las cepas BAL seleccionadas

bioguimicamente. Se crio-conservaron con glicerol al 45 % p/v, para posterior uso.
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7.1.2 Selecciobn de Dbacterias acido-lacticas con actividad
fungistéatica contra especies de Fusarium

= Medicién de la actividad fungistatica de BAL contra especies de Fusarium

A todas las cepas de BAL aisladas de cultivos de pitahaya amarilla afectados con

Fusarium, se les realiz6 medicion de la actividad fungistatica.

La actividad fungistatica se realiz6 con 5 cepas de Fusarium, 1, 54, 17, 14 y 22 obtenidas
en estudios previos realizados por Gomez et al. (En proceso de publicacién), las cuales
mostraron estar asociadas a la podredumbre basal de pitahaya amarilla y que
actualmente se conservan en la coleccién de cultivos del Laboratorio de Citogenética de

la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira.

Estos hongos se hicieron crecer en agar papa dextrosa (PDA) a 26 °C por 8 dias hasta
esporulacién. Posteriormente se colectaron esporas en tubos de ensayos, se adicion6
agua peptona al 0.2% p/v y se agito vigorosamente (Magnusson et al.,, 2003). Las
suspensiones se ajustaron entre 10* y 10° esporas por mL y se crio-conservaron a -4 °C

con adicion de glicerol al 40 % v/v hasta su posterior uso.

El conteo de esporas (para realizar el ajuste a 10%0 10°), se realizd por determinacion

microscoépica del numero de células usando una cdmara de conteo Neubauer.

La actividad fungistatica contra especies de Fusarium se evalu6 en 2 sustratos, agar
MRS y agar PDA, utilizando la metodologia reportada por Uzair et al. (2008) y con

algunas modificaciones reportadas por Serna et al. (Manuscrito en preparacion).

Se tomé 10 pL de suspension de esporas (10* - 10°) de la cepa de Fusarium y se sembr6
en el centro de cajas de Petri con 20 mL de agar papa dextrosa (PDA). A una distancia
de 1.6 cm se coloc6 un disco de papel (Whatmann No. 1 de didmetro de 0.8 cm, Clifton,
NJ, U.S.A.) que contenia 10 uL de cultivos de BAL con 24 horas de incubacién y a una

concentracion de 10° UFC mL™. Las cajas de Petri se incubaron a 37 °C por 2 dias ya 26
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°C por 6 dias. Para cada ensayo se utiliz6 como control discos de papel filtro sin cultivo
de la BAL.

El crecimiento del hongo se monitoreo mediante fotografias de los ensayos, para lo cual
se utilizé la técnica de fotografia de Ledn et al. (2006) con algunas modificaciones. La
medicion del area de crecimiento del hongo se calculd utilizando el software de
evaluacion de imagenes (Imagen j 1,40 g, Wayne Rasband, Institutos Nacionales de
Salud, EE.UU).

La actividad fungistatica se midi6 como porcentajes de inhibicion del crecimiento del
hongo mediante la Ecuacion (7-1).

CHC-CH
= —%

%I 100 (7-1)

Donde, % I: es el porcentaje de inhibicion de la especie de Fusarium; CH: es el area de
crecimiento de la especie de Fusarium (cm?); CHC: es el area de crecimiento de la

especie de Fusarium en el ensayo control (cm?).

= Criterio de seleccién de la bacteria acido lactica

Se seleccionaron los hongos mas sensibles a la cepa antagodnica, luego se escogi6 la
BAL que present6 la actividad fungistatica mas estable contra las especies de Fusarium
seleccionados. Para ello, se tom6 de referencia la fuente de origen de la BAL, los
porcentajes de reduccion del crecimiento de los hongos y las desviaciones estandar de

cada ensayo.

7.1.3 Caracterizacion bioquimica de la BAL seleccionada

Para identificar bioquimicamente la bacteria seleccionada se realiz6 la metodologia de
produccion de Catalasa, Prueba Oxidacién-Fermentacion y Tincion de Gram (Pineda et
al., 2008). Estas pruebas fueron seleccionadas segun lo reportado por Cowan y Steel
(1979) para bacterias heterotrofas (Tabla 7-1).
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Tabla 7-1. Modificacion de Cowan y Steel para identificacién de bacterias heterétrofas

Reaccion de
Gram
(cultiva
fresco).
Forma. Coco Coco Coco Coco i Bacile Baclo  Badlo Coco
Aqrupacion. Facimos  Facmos  Cadenas
Crecimiento
aerobio.
Crecimiento
anaerobio.

Esporas. -
Movilidad. - - -
Catalasa. + + -
Oxidasa
Fermentacion
de

glucosa a
acido

0 a acido +
gas.

OfF.
Micrococcus x
Staphyfococcus X
Streptococcus
Lactococcus
Enterococcus
Leuconostoc
Pediococcus

I Lactobacillus

Bacillus X x
Alcaligenes X
Pseudomonas x
Enterobacterias x
Aeromonas x
Chramobacterium X
ia X

Fuente: Cowan, S.T., y K.J.,, Steel, 1979.

Mo W

= Prueba con enzima catalasa.

Se colocdé una azada de crecimiento (células de la BAL G) del cultivo sobre un
portaobjetos, posteriormente se agregaron2 gotas de peréxido de hidrégeno y se observo
si hubo o no formacién de burbujas. El resultado es positivo si hubo formacion de

burbujas, si sucede lo contrario el resultado es negativo.

» Prueba O/F (Oxidacidon-Fermentacion)

Esta prueba consiste en determinar si un género o especie de bacteria es capaz de
degradar un carbohidrato en presencia de oxigeno solamente o si el microorganismo
puede degradarlo en presencia o ausencia de él. En el primer caso el organismo se
denomina oxidativo (respiracion aerobia) y en el segundo fermentativo (respiracion
aerodbica y/o anaerdébico).

Para ello se utilizo cultivo de Hugh y Leiffson con glucosa al 1 %, indicador de acidez o
alcalinidad: Bromotimol azul (coloracion amarilla indica pH 6 o menos; coloracion azul

indica pH de 7 0 mas).
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Del cultivo de la BAL G se inoculo por el método de puncidn, dos tubos con el sustrato
indicado, uno de ellos sin sellar (condiciones aerébicas) y el otro sellado con parafina
(condiciones anaeroébicas). Posteriormente se incubo a 37 °C durante 48 h. Finalmente

se observo el crecimiento y la coloracién del sustrato.

=  Tincion de Gram

Para esta prueba se utilizé un cultivo bacteriano de la BAL G de 24 horas y se realizo el
siguiente procedimiento:

Se colocé una gota de agua destilada sobre un portaobjetos limpio y seco.

Se tom6 una asada del cultivo bacteriano a examinar y se disolvio en la gota de agua.

Se hizo un extendido homogéneo procurando que quede una capa fina y se colocé a
secar al aire.

Con la ayuda de un mechero, se fij6 el cultivo bacteriano al portaobjetos pasandolo
rapidamente por la llama.

Luego se tifio el frotis con cristal violeta durante un minuto y se lavé con agua corriente.
Se cubrio6 con lugol, durante un minuto y se lavé con agua corriente.

Se decoloro con alcohol al 95 % por 10 a 20 s y se lavé con agua corriente.

Se aplicé safranina, durante 30 s y se lavé con agua corriente.

Se dejo secar al aire y se observé con los diferentes objetivos hasta 100X.

Si la bacteria retuvo el colorante basico (violeta), después de completar la tincién, se
denomina Gram positiva; si se decolora con el alcohol y toma la safranina, se denomina

Gram negativa.

7.2 Evaluar In vitro, la actividad fungistatica de W.
confusa (bacteria &acido lactica aislada de rumen
bovino) contra especies de Fusarium, causantes de
pudricion basal en pitahaya amarilla

En los experimentos se utilizé una cepa de W. confusa crio-conservada, la cual se
seleccion6 de un grupo de bacterias acido-lacticas aisladas de liquido ruminal en
investigaciones de Serna-Cock et al. (2010). La actividad fungistatica de W. confusa
contra las 5 cepas de Fusarium descritas en el numeral 7.1.2 se midié de igual forma

como se describi6é el numeral 7.1.2



30 Evaluacion de la actividad fungistatica in vitro de BAL contra especies de Fusarium causantes de

pudricién basal en pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw)

7.3 Determinar las cinéticas de fermentacion de W.
confusa y de la bacteria acido-lactica seleccionada
en el objetivo 1, y la cinética de actividad fungistatica
de éstas dos bacterias, su biomasa y su
sobrenadante contra especies de Fusarium

Se realizaron cinéticas de produccion de &cido lactico, &cido acético, consumo de
sustrato, produccion de biomasa, concentracion celular de W. confusa y la BAL
seleccionada en el objetivo 1; y la actividad fungistatica de tres sustancias (fermentado,
biomasa y sobrenadante) obtenidas a partir de fermentaciones separadas de W. confusa
y de la BAL seleccionada. Las sustancias se describiran en la seccion 7.3.2.

7.3.1 Fermentacion

Se realizaron fermentaciones en discontinuo utilizando sustrato comercial puro (MRS)
con adicion de 40 % p/v de glucosa, el cual proveia las exigencias nutricionales de las
bacterias acido-lacticas (10 gL™ de peptona universal; 5 gL™ de extracto de carne, 5 gL™
de extracto de levadura; 20 gL™ de D (+)-glucosa; 2 gL de hidrogenofosfato dipotasico;
1 gL™ de Tween 80.2 gL de hidrogencitrato diaménico; 5 gL™ de acetato sédico; 0.1 gL™

de sulfato de magnesio; 0.05 gL de sulfato de manganeso) (De Man et al., 1960).

Las fermentaciones se realizaron en erlenmeyer de 1000 mL, con un volumen de trabajo
de 300 mL, los cuales permanecieron agitados elipsoidalmente, a 100 rpm por 48 horas a
37 °C (equipo VWR Incubating Orbital Shaker VWR model 50001, USA).

La fermentacién se ajusté a pH 6,0 utilizando NaOH 4M. Se utilizé 10 % de inoculo con

respecto al volumen del sustrato

Se tomaron muestras a las 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas de fermentacion, para
realizar cada una de las cinéticas (actividad fungistatica, produccion de acido lactico,

produccion de biomasa, de células viables, consumo de sustrato, y acido acético).

La actividad fungistética se determin6 en cada tiempo, de la misma forma descrita en el
numeral 7.1.2. En los tiempos referidos anteriormente se tomaron muestras de 5 mL de

las sustancias 1, 2 y 3, las cuales se describiran en el numeral 7. 3.2
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Para determinar acido lactico se utilizé6 un Reflectoquant (RQflex plus 10, Germany), el
cual consta de un intervalo de medida entre 3 y 60 mg/L de &cido lactico. Cuando la
concentracion de acido lactico en la muestras no se encontraba dentro de ese rango, se
realizaron diluciones utilizando agua destilada. Posteriormente, se introdujo la banda
analitica en dichas muestras durante 2 segundos y se eliminé exceso de liquido sobre
papel absorbente. Finalmente se procedidé a realizar la medicion en cada tiempo de
fermentacion (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas).

Para determinar biomasa, se tomaron en cada tiempo (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas),
10 mL de sustrato de fermentacién, posteriormente, se centrifugaron a 10000 x g
(Eppendorf Centrifuge-5804R, Germany) por 10 minutos y se removi6 el sobrenadante de
cada muestra. La biomasa se lavé con solucion salina y se secé en estufa a 100 °C
(Norma AOAC 925.10, 1990), los resultados se expresaron en gramos de biomasa por
litro de caldo de fermentacion.

Para determinar la concentracion de células viables, en cada tiempo de fermentacion (O,
1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas), se realizaron diluciones de 10™ a 10 en agua peptona
al 0.1% p/v. Se sembr6 en profundidad por duplicado en cajas con agar MRS con azul de
anilina. Las cajas se inocularon con 1 mL de cada una de las diluciones y se incubaron a

37 °C por 48 horas. El conteo de células viables se expresé como UFC/mL.

La concentraciéon del sustrato se midi6 como concentracién de azlcares reductores, por
el método DNS, el cual se basa en la reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico en
presencia de calor descrita por Millar (1959). La medicion se realiz6 en cada tiempo de
fermentacion (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas), para lo cual se tomaron muestras de 5

mL en los tiempos referidos.

Para la medicion de acido acético se tomaron muestras de 50 mL en los tiempos
referidos y se enviaron al laboratorio de Industriales de la Universidad del Valle

(Colombia) para analisis con HPLC.

A patrtir de las cinéticas de acido lactico, biomasa y consumo de sustrato se calcul6 para

W. confusa y para la bacteria identificada como G, la velocidad de crecimiento especifica,
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u, rendimiento en producto (Yys), rendimiento de biomasa (Yys) y consumo de sustrato
(CS) mediante las Ecuaciones (7-2), (7-3), (7-4).

Pg—P; _
Yp/s = ﬁ (gg 1) (7'2)
Xo—X _
Yess =5y (8871 (7-3)
S =2 (%) (7-4)
0

Donde, Sy concentracion inicial de azucares totales (gL™), Sy concentracion final de
azucares totales (gL™), Po: concentracion inicial de acido lactico (gL™) Ps: concentracion
final de acido lactico (gL™), Xo: concentracion inicial de biomasa (gL™), X;: concentracion

final de biomasa (gL™).

7.3.2 Obtencion de fermentado, biomasa y sobrenadante

El producto de la fermentacién de las dos bacterias, W. confusa y la BAL aislada de
cultivos de pitahaya amarilla, se dividié en tres volimenes, a los cuales se les dio el
nombre de sustancia 1 6 S1, sustancia 2 6 S2 y sustancia 3 6 S3. S1 correspondié al
fermentado obtenido después de O, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 48 horas de fermentacion. Al

fermentado no se le realizé ningun procedimiento.

S2 correspondié al sobrenadante, el cual se obtuvo mediante centrifugacion del
fermentado por 15 min a 5000 x g (Eppendorf Centrifuge-5804R, Germany). El
precipitado fue desechado. El sobrenadante se filtr6 dos veces, primero con filtro de 0,45
de diametro y posteriormente con filtro 0.2 um de diametro y se envasé en tubos falcon
de 50 mL.

S3 correspondié a la biomasa, la cual se obtuvo en el precipitado obtenido después de la
centrifugacion del fermentado por 15 min a 5000 x g (Eppendorf Centrifuge-5804R,

Germany). El sobrenadante restante se desecho.
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Con S1, S2 y S3 se realizaron pruebas de actividad fungistatica (ver numeral 7.1.2)
contra 2 especies de Fusarium, que fueron previamente seleccionadas por su

sensibilidad (ver numeral 7.1.2).

7.3.3 Analisis de microscopia SEM

Con el objetivo de observar diferencias en la morfologia del hongo por efecto de la
actividad fungistatica de bacterias &cido lacticas, se tomaron muestras de los
tratamientos que arrojaron los mejores resultados en el numeral 7.3 y se enviaron a

Cecoltec Itda para analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

7.4 Caracterizacion molecular de la bacteria acido-lactica
aislada de cultivos de pitahaya amarilla

7.4.1 Extraccion de ADN

Para la obtencién de ADN gendmico de las BAL se siguid el procedimiento descrito por
Dimkic'et al. (2013) con algunas modificaciones. 5 mL de cultivo de W. confusa y de la
BAL seleccionada se centrifugaron (10000 rpm, 2 minutos, 4 °C) en tubos falcon, una vez
termino el proceso se procedid a desechar el sobrenadante y el pellet que se obtuvo se
re-suspendié en 50 mM de Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 25 % de sacarosa Yy lisozima
(8mg/mL) por 30 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se afiadidé proteinasa Ky
SDS al 10 % y se incubo por 10 min a 65 °C. Posteriormente se adiciono un volumen de
fenol-cloroformo y un volumen de buffer (50 mM de Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA 'y 25 %
de sacarosa) y se centrifugo (14000 rpm, 5 minutos, 4 °C), luego se recuper6 el
sobrenadante; posteriormente seafiadié1 volumen de cloroformo y se recuper6 de nuevo
el sobrenadante. Posteriormente se adicionaron 2 volimenes de etanol frio y una décima
parte de acetato de sodio 3 M, se centrifugo (10000 rpm, 2 minutos, 4 °C) y se elimino el
sobrenadante. El DNA que se obtuvo en el fondo del tubo se lavé con etanol al 70 %, y
se re-suspendio en 50 pl de RNasa y buffer TE (Tris 50 mM, EDTA 10mM).

7.4.2 Amplificacion de ARN ribosomal 16S

Se amplifico un fragmento del gen ribosomal 16S empleando los primers W01 y WO12

(Soler et al., 2008). La amplificacion se realiz6 con la reaccién en cadena polimerasa
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(PCR) en un volumen total de 50 ul que tendra buffer Tag 10X ((NO4)2S04), 2 mM de
CI2Mg, 0.4 mM de cada primer WO1 (5-AGA GTT TGA TC(AC) TGG CTC-3') y WO12
(5-TAC GCA TTT CAC C(GT) C TAC A-3'), 0.025 U/microlitrode Taqg DNA polimerasa, 1
ul de ADN cromosomal y 5 mM dNTPs. La amplificacion se llevd a cabo en un
Termociclador, con ciclo de desnaturalizacion por 4 minutos a 94 °C y 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, con union del iniciador a 50 °C por 30
segundos y elongacién a 72 °C por 60 segundos y una extension final de 5 minutos a 72
°C (Soler et al., 2008). Los productos de la amplificacién del ARN 16S se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa (0.8 % p/v) en buffer TAE 1X a 70 V durante 1 hora, con
0.5 pg/mL de bromuro de etidio; se utilizé el marcador de peso molecular de 1kb
(Fermentas (R)). La visualizacion de las bandas se realizé con un transiluminador de luz

ultravioleta y se tomaron fotos en el documentador de Biorad.

7.4.3 Secuenciacion de los fragmentos amplificados (analisis
bioinformatico)

El fragmento de PCR amplificado fue purificado y secuenciado en Macrogen-Korea.

Las reacciones de secuenciaciéon fueron ensambladas en el programa CLC Main

Workbench 7.0. Para conocer la identidad de las secuencias, se realiz6 un analisis

bioinformético en el programa Blastn (NCBI), utlizando la base de datos

TL/16S_ribosomal RNA Bacteria_and_Archaea.

7.5 Diseilo Experimental y analisis estadistico

Para el objetivo 1 se utilizaron un disefio completamente al azar, con arreglo factorial,

con dos replicas asi:

Factor bacteria acido lactica, con 8 niveles: A, B, C, D, E, F, G, H.
Factor patégeno con 5 niveles: 5 especies de Fusarium: 1, 54, 17, 14 Y 22.
Factor sustrato: MRS y PDA

La variable de respuesta fue: actividad fungistatica. Los resultados se analizaron a través
del programa estadistico SAS version 9.1 (Cary, NC). La comparacion entre promedios

se realiz6 a través de la prueba Tukey con una probabilidad de p<0.05.
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Para el objetivo 2 se utiliz6 un disefio completamente al azar, con arreglo factorial, con

dos replicas asi:

Factor patégeno con 5 niveles: 5 especies de Fusarium: 1, 54, 17, 14 Y 22.
Factor sustrato: MRS y PDA

La variable de respuesta fue: actividad fungistética. Los resultados se analizaron a traves
del programa estadistico SAS version 9.1 (Cary, NC). La comparacién entre promedios
se realiz6 a través de la prueba Tukey con una probabilidad de p<0.05.

En el objetivo 3 se realizd6 un andlisis estadistico independiente para la cinética de
actividad fungistatica, en donde se seleccionaron dos especies de Fusarium (aquellas
gue habian presentado mayor sensibilidad a W. confusa y a la BAL seleccionada, aislada

del cultivo de pitahaya amarilla).

Para la cinética de actividad fungistatica se utilizé un disefio factorial completamente al

azar de 2*3 con repeticiones en 9 tiempos asi:

Factor patégeno con 2 niveles: Fusarium 17, Fusarium 54

Factor producto de fermentacién producido por W. confusa y por la BAL seleccionada

con 3 niveles: fermentado (S1), sobrenadante (S2) y biomasa (S3)

Los tiempos de fermentacion fueron, 0, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24 y 48 horas

Las variables de respuesta fueron: actividad fungistatica. Los resultados se analizaron a
través del programa estadistico SAS version 9.1 (Cary, NC). La comparacion entre

promedios se realizé a través de la prueba Tukey con una probabilidad de p<0.05.

En las cinéticas de produccién acido lactico, produccion de biomasa, consumo de
sustrato y acido acético se calcularon las desviaciones estandar entre los triplicados para
cada tiempo de fermentacion. También se calcularon los parametros cinéticos descritos

previamente.






8.Resultados y discusion

8.1 Evaluacion in vitro de la actividad fungistatica de
bacterias acido- lacticas aisladas a partir de cultivos
de pitahaya amarilla y seleccion de la que presento la
mayor actividad fungistatica contra especies de
Fusarium causantes de la pudricion basal de
pitahaya amarilla

8.1.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas de pitahaya amarilla
con y sin sintomas de pudricion basal

Se obtuvieron 36 muestras de diferentes lugares del cultivo de pitahaya amarilla,

incluyendo fruta, peddnculo, base de la fruta, vastago, suelo y raiz; de estas muestras se

aislaron 57 colonias presuntivas de ser bacterias acido-lacticas (BAL), sin embargo

mediante observaciones al microscopio, solamente 8 bacterias resultaron tener la

morfologia propia de BAL. En la Figura 8-1se puede observar muestras tomadas de fruta

sana y afectada por Fusarium.

Figura 8-1. Pitahaya amarilla sana y afectada por Fusarium
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En la Tabla 8-1 podemos observar las 8 cepas &cido-lacticas aisladas. Todas las

bacterias acido lacticas provenian de plantas afectadas, donde A, B, C y F se aislaron de

fruta afectada; D, G Y H de base de fruta afectada y E de fruta sana.

Se encontraron que las bacterias en su morfologia fueron cocobacilos pequefios,

medianos y grandes, donde bacterias como Ay B se disponian en cadenas.

La temperatura de crecimiento 6ptima para A, B, E, F, Gy H fue 37 °C, y para Cy D fue

entre 27 y 37 °C.

Tabla 8-1:

sanos y afectados con podredumbre basal

Aislamiento de bacterias acido-lacticas de cultivos de pitahaya amarilla

Identificacion de Fuente Morfologia Temperatura de
BAL en crecimiento
experimentos
A Fruta afectada de planta | cocobacilos pequefios en 37 °C
afectada. cadenas, Gram positivos
B Fruta afectada de planta Cocos grandes en 37 °C
afectada cadenas, Gram positivos
C Fruta afectada de planta | Cocobacilos medianos, 27-37 °C
afectada Gram positivos
D Base de fruta afectada | Cocobacilos mediano en 27-37 °C
de planta afectada cadenas, Gram positivos
E Fruta sana de planta Cocobacilo mediano, 37 °C
afectada. Gram positivos
F Fruta afectada de planta | Cocobacilos pequefios, 37°C
afectada. Gram positivos
G Base de fruta afectada | Cocobacilos pequefios, 37°C
de planta afectada. Gram positivos
H Base de fruta afectada | Cocobacilos medianos, 37 C

de planta afectada.

Gram positivos




Resultados y discusion 39

8.1.2 Selecciébn de la BAL G, como cepa indicadora contra
especies de Fusarium causantes de la pudricion basal de
pitahaya amarilla

Pruebas fungistéticas en sustrato MRS

En nuestro estudio, las pruebas fungistaticas realizadas demostraron que el crecimiento
de Fusarium 1 fue afectado al utilizar las BAL C, D, E, F y G, con porcentajes de
reduccion que oscilaron entre 36.45 y 44 %, donde estos valores son diferentes
estadisticamente con respecto a los obtenidos con las BAL A, B y H (ver tabla 8-2). En
las Figura 8-2

Figura 8-3 se observa el efecto inhibitorio de la BAL G y las demas BAL contra F. 1,

respectivamente.

Figura 8-2:  (a) Actividad fungistéatica de BAL G contra Fusarium 1 en sustrato agar
MRS y (b) su control

Figura 8-3:  Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 1 en sustrato
agar MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

El porcentaje de reduccion del crecimiento de Fusarium 54 super6 el 50 % cuando se
utilizé la BAL F como biocontrolador in vitro; siendo esta bacteria la mas potente con
respecto a las otras BAL, lo cual se vio reflejado en las diferencias estadisticas
observadas en la tabla 8-2; sin embargo la desviacion estandar de este ensayo fue alta
comparada con otras bacterias como, A, C y D. El porcentaje de reduccion del
crecimiento de F. 54 obtenido con otras bacterias como A, C, E, G y H no presentaron
diferencias significativas entre si, donde la BAL G present6 un porcentaje de reduccién
de 49 %, valor mas alto después del obtenido con G. En este ensayo también se
observaron las desviaciones estandar mas altas (E, F, G y H) con respecto a todas las
pruebas fungistaticas tanto en MRS como en PDA. En lasjError! No se encuentra el
origen de la referencia.Figura 8-4 Figura 8-5 se observa el efecto inhibitorio de la BAL F

y las demas BAL contra F. 54, respectivamente.

Figura 8-4: (a) Actividad fungistatica de las BAL F contra Fusarium 54 en sustrato

agar MRS y (b) su control

Figura 8-5:  Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 54 en sustrato
agar MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).
Los porcentajes de reduccion del crecimiento de Fusarium 14 oscilaron entre 22.3 y 35.7
%, donde las BAL, A, C, D, E, F G y H no presentaron diferencias significativas entre si
(tabla 8-2); ademas la estadistica descriptiva arrojo desviaciones estandar menores a 10
para todas las BAL. En lajError! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 8-6
podemos observar el efecto fungistatico de la BAL A contra F. 14 que correspondié al

29.38 % de reduccion en el crecimiento del hongo. En la jError! No se encuentra el
origen de lareferencia.

Figura 8-7 se observa el efecto inhibitorio de todas las BAL aisladas contra F. 54.

Figura 8-6:  (a) Actividad fungistatica de la BAL A contra Fusarium 14 en sustrato agar
MRS y (b) su control

Figura 8-7:  Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 14 en sustrato
agar MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

En las pruebas fungistaticas contra Fusarium 17 la BAL D fue la que mas redujo su
crecimiento, presentando diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
BAL A, B, y F, con un valor de 54 %. Otras bacterias como C, E, G y H lograron
reducciones entre 39.8 y 48 %, donde no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre si (ver tabla 8-2). En este ensayo las desviaciones estandar fueron
menores de 9 para todas las BAL. En las

Figura 8-8 'y

Figura 8-9 se observa el efecto inhibitorio de la BAL F y las demas BAL contra F. 17,
respectivamente.

Figura 8-8:  (a) Actividad fungistéatica de la BAL D contra Fusarium 17 en sustrato agar
MRS y (b) su control
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Figura 8-9: Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 17 en sustrato
agar MRS

100
90
80
70
60
50

a
ac
ac

40 ¢
30
20

b
10 b

0
A B C D E

F G H

ac
ac

% Reduccion de Fusarium 17

BAL
Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Los porcentajes de reduccion obtenidos en las pruebas fungistaticas contra Fusarium 22
no superaron el 50 %, donde las BAL con mayor poder fungistatico fueron C, Ey H,
quienes no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (ver tabla 8-2).
En lasjError! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 8-10 y

Figura 8-11 se puede observar el efecto inhibitorio de la BAL H y las deméas BAL contra

F. 22, respectivamente. Se destaca que las desviaciones estandar fueron menores de 7
para todas las BAL.

Figura 8-10: (a) Actividad fungistatica de la BAL H contra Fusarium 22 en sustrato agar
MRS y (b) su control
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Figura 8-11: Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 22 en sustrato
agar MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de

% Reduccién de Fusarium 22

Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Pruebas fungistéatica en sustrato PDA

En sustrato PDA cuando se realizaron pruebas fungistaticas contra Fusarium 1 no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre A, E, F y G con respecto a
los porcentajes de reduccion, sin embargo estas BAL al compararlas con respecto a By
H presentaron diferencias estadisticas (ver tabla 8-2). Los mayores porcentajes de
reduccion se obtuvieron cuando se utiliz6 como biocontrolador las BAL A, E, Fy G, los
cuales oscilaron entre 27.5y 34.8 % (ver

Figura 8-13). Las desviaciones estdndar de los ensayos con estas bacterias fueron

menores a 10. En la Figura 8-12 se puede observar el efecto fungistético de la BAL A
contra F. 1.

Figura 8-12: (a) Actividad fungistatica de la BAL A contra Fusarium 1 en sustrato agar
PDA 'y (b) su control
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Figura 8-13: Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 1 en sustrato
agar PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de

% Reduccion de Fusarium 1

Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Las BAL que lograron obtener la mayor actividad fungistatica frente a Fusarium 54 fueron
A y G con valores correspondientes a 44.5 y 43.7 %, respectivamente, las cuales
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a B, C y D (ver
Figura 8-15). Sin embargo A y G presentaron desviaciones estandar mayores a 10. En la

Figura 8-14 se puede observar el efecto fungistatico de la BAL G contra F. 54.

Figura 8-14: (a) Actividad fungistatica de la BAL G contra Fusarium 54 en sustrato agar
PDA'y (b) su control
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Figura 8-15: Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 54 en sustrato
agar PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de

% Reduccion de Fusarium 54

Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

El crecimiento de Fusarium 14 solo pudo ser inhibido hasta en 18.5 % por la bacteria A,
la cual presento diferencias estadisticamente significativas con respecto a los porcentajes
de reduccion obtenidos en B, C, F, G y H (ver Figura 8-17); sin embargo el ensayo con la
BAL A tuvo una desviacion estandar de 8. Para las otras BAL las desviaciones estandar
no superaron valores de 3. Los porcentajes de reduccién obtenidos con las BAL aisladas
de pitahaya amarilla para F. 22 indican que este hongo no es sensible a dichas bacterias
antagoénicas, por lo cual no seria un candidato para las pruebas siguientes en esta
investigacion. En la Figura 8-16 se puede observar el efecto fungistatico de la BAL A
contra F. 14.
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Figura 8-16: (a) Actividad fungistética de la BAL A contra Fusarium 14 en sustrato agar
PDA 'y (b) su control

Figura 8-17: Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 14 en sustrato
agar PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

En las pruebas fungistaticas realizadas frente a Fusarium 17 los porcentajes de
reduccion obtenidos con las BAL A, C, D, E, F, G y H no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si; con valores que oscilaron entre 23.5 y 35.9 %
(ver tabla 8-2). Lo que indica que el tipo de cepa no afecta el crecimiento del hongo, lo
cual se puede observar en la Figura 8-19 con la BAL E. En la Figura 8-18 se puede

observar el efecto fungistatico de la BAL E contra F. 17.

Figura 8-18: (a) Actividad fungistatica de la BAL E contra Fusarium 17 en sustrato agar
PDA 'y (b) su control
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Figura 8-19: (a) Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 17 en

sustrato agar PDA

100
90
80
70
60
50
40

a a a
30 a 2 a a
: ] I I l
b
10
o ]
A B C D E F G H

BAL

% Reduccién de Fusarium 17

Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Los porcentajes de reduccion del crecimiento de Fusarium 22 no superaron el 10 % y no
hubo diferencias estadisticas entre si, lo cual indica que las BAL en estudio no son
potenciales para el control de este hongo (ver Figura 8-21), asi mismo se puede observar
y corroborar este comportamiento en la Figura 8-21.

Figura 8-20: (a) Actividad fungistatica de la BAL G contra Fusarium 22 en sustrato agar
PDA 'y (b) su control
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Figura 8-21: Actividad fungistatica de 8 cepas de BAL contra Fusarium 22 en sustrato
agar PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos replicas y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

En este estudio se observo que 7 BAL (excepto BAL B) tenian una actividad fungistatica

moderada frente a por lo menos una cepa de hongo evaluada (ver Tabla 8-2).

En esta investigacion la variable respuesta fue dependiente de la especie de Fusarium
(p<.0001), cepa antagonista (p<.0001) y sustrato (p<.0001). La prueba de Tukey arrojo
gue las cepas mas sensibles fueron F. 54 y F. 17, las cuales se escogieron para realizar
la seleccion de la BAL con mayor potencial fungistatico. De las 8 BAL, E, F y G fueron las

gue presentaron mejor actividad fungistatica frente a las especies de Fusarium evaluadas
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en sustrato MRS y PDA. Sin embargo, en la tabla 8-2 se puede observar que hubo
diferencias estadisticas entre cada BAL sobre el potencial de reduccion del crecimiento
de los hongos F. 17 y F. 54. Por ello, para la seleccion de la BAL G, se tuvo en cuenta 3
criterios, los porcentajes de reduccion obtenidos en sustrato MRS y PDA, las
desviaciones estandar y el lugar de aislamiento de la BAL, donde este ultimo criterio
depende del interés de esta investigacion. Primero descartamos los tres hongos menos
sensibles a las bacterias antagonicas, que fueron F. 1, F. 14 y F. 22. Posteriormente
seleccionamos la bacteria que cumplia todos los criterios de seleccion arriba
mencionados, y se tuvo que la BAL G, como el biocontrolador mas potencial para

realizarle las pruebas posteriores.

Estudios similares se encontraron que cepas de Lb. plantarum mostraron actividad
inhibitoria contra F. graminearum 96, F. culmorum 46, F. verticillioides y A. flavus 1038L
en sustrato caldo MRS (Gagiu et al., 2013). En nuestro estudio los mejores resultados de
actividad fungistatica se lograron en sustrato agar MRS, el cual presento diferencias
significativas con respecto al sustrato PDA. Crowley et al. (2013) aislaron 500 BAL
aisladas de fuente animal, humana y de planta, donde se encontré un amplio espectro
anti-fingico contra P. expansum, P. digitatum, P. notatum, P. roqueforti, Rhizopus
stolonifer, F. culmorum, A. fumigatus y R. mucilaginosa. Otros autores probaron 897 BAL
aisladas de diferentes fuentes como, hierbas, frutas y verduras, de las cuales 36 tenian
una actividad fungistatica débil, 11 tenian actividad moderada y 12 mostraron fuerte
actividad; todos las BAL fueron identificadas por secuenciacion de 16S rDNA como Lb.
plantarum (Cheong et al., 2014). Se ha reportado que la causa principal de este tipo de
resultados, pude ser debido a la produccion de acido acético y fenillactico durante el
crecimiento de la bacteria (Lavermicocca et al., 2003); de igual forma otros autores
sefialan que la actividad fungistatica es debido a componentes solubles en el
sobrenadante (Tang et al., 2010). Sin embargo no se ha reportado el mecanismo
fungistético exacto de las BAL, dado que diversos metabolitos primarios y secundarios
tienen interaccion entre si y su efecto sinérgico hace complejo su investigacion (Legan,
1993).

Tabla 8-2: Porcentaje de inhibicion consolidado de BAL aisladas de cultivos de

pitahaya amarilla contra 5 especies de Fusarium
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Actividad fungistatica de BAL contra especies de Fusarium (%)
SUSTRATODE

BAL | CRECIMIENTO |F1 F54 F14 F17 F22

A MRS [21.20 (bed) [41.51 (bd) [29.38 (a) 3.92 (b) 7.70 (df)
PDA| 34.86 (a) 44.57 (a) 18.53 (a) 23.53 (a) 4.25 (a)

B MRS [ 9.40 (b) 4.94 (c) 0 (b) 1.40 (b) 0 (ef)
PDA [ 0.73 (cf) 10.53 (b) 0 (b) 6.40 (b) 2.6(a)

C MRS | 44 (a) 34.88 (bd) [28.61 (a) 39.81(ac) [37.93 (bc)
PDA [ 13.86 (bf) 15.95 (bc) |0 (b) 27.85 (a) 7.74 (a)

D MRS|[33.44 (ad) [31.60(d) [23.93(a) 54 (a) 22.17 (bd)
PDA [ 15.50 (be) 18.02 (bc) |5.47 (ad) 26.75 (a) 7.47 (a)

E MRS [ 40.63 (a) 45.16 (bd) |29.34(a) [48.02(ac) [40.65 (c)
PDA | 28.07 (ab) 28.48 (ac) 8.72 (ab) 35.93 (a) 6.57 (a)

F MRS | 36.45 (ac) 78.06 (a) 35.77 (a) 33.14 (c) 13.56 (de)
PDA|30.16 (ab) |28.98(ac) |0.36 (b) 32.35 (a) 2.01 (a)

G MRS [ 42.74 (a) 49.83 (bd) [22.30(a) 37.62(ac) |[19.70(d)
PDA[27.54 (abd) |43.70(a) 1.44 (b) 28.90 (a) 4.37 (a)

H MRS |20.52 (bcd) |41.72 (bd) |[23.28(a) 44.06 (ac) 44.44 (ac)
PDA|12.58 (cdef) |36.35(a) 2.59 (b) 25.47 (a) 2.26 (a)

*Letras iguales indican que existen diferencias significativas entre porcentajes de reduccion del crecimiento

de cada hongo para cada sustrato (MRS 6 PDA), letras diferentes indican que no existen diferencias

significativas entre porcentajes de reduccién del crecimiento de cada hongo para cada sustrato. Los valores

son los promedios de duplicados.

» Caracterizacion bioquimica de la BAL G

Los resultados de la prueba bioquimica pueden observarse en la Tabla 8-3, los cuales

corresponden a lo reportado por Cowan y Steel en la casilla subrayada en negro.

Tabla 8-3:

Identificacién bioquimica de BAL G

Prueba

Resultado

Catalasa
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oxidacion-Fermentacion +

Tinciébn Gram Gram  positivas Yy
forma de bacilo

A continuacién se muestran las figuras de la prueba de O/F (Oxidacién-Fermentacién),
donde la muestra toma un color amarillo (Figura 8-22 a y b) y de la tincion de Gram
(Figura 8-22 c).

Figura 8-22: Prueba O/F (Oxidacion-Fermentacion) y tincién de Gram de la BAL G

Segun los resultados obtenidos y reportados en la Tabla 8-3 y en la Figura 8-22 podemos
dilucidar que la bacteria en estudio pertenece al género Lactobacillus, lo que nos
corrobora que la bacteria aislada es de un género de BAL, el cual se ha reportado por
autores con potencial de inhibiciéon de hongos (Strém et al., 2002; Prema et al., 2010;
Wang et al., 2011).

8.2 Actividad fungistéatica in vitro de W. confusa contra
especies de Fusarium, causantes de pudricion basal
en pitahaya amarilla

La actividad fungistatica de W. confusa contra 5 especies de Fusarium evaluadas en este
estudio se puede observar en las jError! No se encuentra el origen de la referencia. y
Figura 8-24 se encontr6 que tanto en sustrato MRS (sustrato favorable para la bacteria
acido lactica) como en sustrato PDA (sustrato favorable para el crecimiento de los
hongos), el hongo més sensible a W. confusa fue Fusarium 17 con porcentaje de
reduccion en su crecimiento superior al 40 %. Ademas, en sustrato PDA, W. confusa

mostré marcado antagonismo contra Fusarium 1.
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Figura 8-23: Actividad fungistatica (medida como porcentaje de reduccion del
crecimiento de los hongos) de W. confusa contra 5 especies de Fusarium en sustrato
MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Figura 8-24: Actividad fungistatica (medida como porcentaje de reduccién del
crecimiento de los hongos) de W. confusa contra 5 especies de Fusarium en sustrato
PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con dos repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

A pesar que no se encontraron porcentajes de reduccion superiores al 10 % contra
Fusarium 14, estos ensayos permitieron demostrar el potencial fungistatico de W.
confusa contra patdégenos causantes de pudricion basal de pitahaya amarilla. Los analisis
estadisticos mostraron que la actividad fungistatica de una misma BAL, difiere segun el
sustrato que se utilice. Se pudo demostrar que utilizando un sustrato que favorece al
microorganismo antagénico se favorecio la actividad fungistatica como lo fue el sustrato
MRS.

Estos resultados son de vital importancia para conocer el potencial antagénico de la BAL
y por ende de competencia por nutrientes y espacio (Janisiewicz et al., 2000), en el caso
del sustrato PDA aunque no es el medio 6ptimo para el crecimiento de la BAL se
encontré un efecto antagénico importante contra los hongos en estudio. También se
puede observar que ambos sustratos, tanto PDA como MRS poseen los requerimientos
nutricionales para el desarrollo de estos hongos, sin embargo ni con estas ventajas con
respecto a la bacteria, el hongo pudo evitar reducir significativamente su crecimiento,
principalmente F. 54, F. 17 y F. 1. Lo cual indica que la BAL posee un alto potencial
inhibitorio contra hongos de la especie Fusarium aun en condiciones adversas, como en

el sustrato PDA; es decir que al crecer en un medio bajo en nutrientes utiliza la
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competencia por nutrientes como su principal mecanismo de antagonismo logrando de

esta forma inhibir el crecimiento de Fusarium.

Los resultados en MRS se esperaban dado que es el mejor sustrato para el crecimiento
de BAL, ademas que contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento éptimo de un
hongo de esta especie. Diversos estudios han reportado el modo de accion de la BAL, el
cual consiste en la produccion de metabolitos como &acidos organicos, peroxido de
hidrogeno, bacteriocinas y compuestos de bajo peso molecular; y a la competencia por
nutrientes (Parada et al., 2007; Pascual et al., 2007a, b; Ruiz et al., 2009; Wang et al.,
2012; Belguesmia et al., 2014; Asurmendi et al., 2015). Sin embargo no existen reportes
sobre actividad fungistatica de BAL contra hongos causantes de enfermedades en
pitahaya amarilla.

Estos resultados son de gran importancia; teniendo en cuenta el dafio ambiental y social
ocasionado por el uso de agroquimicos de forma indiscriminada en estos cultivos, y que
el control biol6gico de enfermedades en pitahaya amarilla son una alternativa potencial al
uso de este tipo de quimicos. Adicionalmente, hasta el momento en la literatura cientifica
no se reporta estudios sobre qué tipo de sustratos son los adecuados para medir
actividad fungistatica entre BAL y hongos; teniendo en cuenta que BAL y hongos poseen
requerimientos nutricionales diferentes. Autores reportan la actividad fungistatica de BAL
pero no citan si el sustrato MRS o PDA u otro tipo de sustrato son éptimos para estas
mediciones. Mandal et al. (2013) evaluaron el efecto del sustrato de crecimiento sobre la
actividad antifungal de P. acidilactici LAB 5 y encontraron que la inhibicion contra
microorganismos patogénicos fue afectado por los componentes del sustrato MRS y
extracto de malta. Otros autores reportan el efecto de la temperatura, pH, nivel de
oxigeno, enzimas proteoliticas y actividad de agua sobre la actividad antifungal bacterial
(Lavermicocca et al. 2000; Magnusson y Schnirrer 2001; Franco et al. 2011; Oranusi et
al. 2013; Dogi et al. 2013). Sin embargo, no existe informacion cientifica reportada sobre
un medio adecuado para la cuantificacion de la inhibicion de una BAL contra un hongo.
Por lo cual creemos que son necesarios mas estudios para estandarizar los sustratos de
crecimiento usados para medir actividad fungistatica entre BAL y hongos. Sathe et al.
(2007), Rouse et al. (2008), y Valerio et al. (2009), confirman la actividad fungistatica de
componentes proteicos de especies de Weissella contra especies de Fusarium. Nuestros

resultados son acordes con previos estudios; sin embargo es necesaria MAas
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investigacion para evaluar la efectividad de la aplicacion de W. confusa para el control de
especies de Fusarium que afectan cultivos de pitahaya amarilla.

8.3 Cinéticas de fermentacion de W. confusa y de la
bacteria acido-lactica aislada de cultivos de pitahaya
amarilla

8.3.1 Cinéticas de acido l4ctico, acido acético, consumo de
azlcares, biomasa y concentracion celular
Para W. confusa, las Figura 8-25 y Figura 8-26 presentan, las cinéticas de produccion de
acido lactico, acido acético, consumo de sustrato, produccién de biomasa, recuento de
células vivas. LajError! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 8-29
muestra la cinética de actividad fungistatica de S1, S2, y S3 contra F. 54 en sustrato
MRS. La Figura 8-30 muestra la cinética de actividad fungistatica de S1, S2, y S3 contra
Fusarium 17 en sustrato MRS. La Figura 8-31 muestra la cinética de actividad
fungistatica de S1, S2, y S3 contra Fusarium 54 en sustrato PDA. Finalmente, lajError!
No se encuentra el origen de la referencia.Figura 8-32 muestra la cinética de actividad

fungistéatica de S1, S2, y S3 contra Fusarium 17 en sustrato PDA

Para la bacteria G, las Figura 8-27 y Figura 8-28, presentan las cinéticas de produccion
de &cido lactico, acido acético y consumo de sustrato, y las cinéticas de produccién de
biomasa, recuento de células vivas. LajError! No se encuentra el origen de la
referencia.Figura 8-33 corresponde a la actividad fungistatica de S1, S2 y S3 contra

Fusarium 54 en sustrato MRS.

La Figura 8-34 presenta la cinética de la actividad fungistatica de S1, S2 y S3 contra
Fusarium 17 en sustrato MRS. La Figura 8-35 muestra la cinética de la actividad
fungistética de S1, S2 y S3 contra Fusarium 54 en sustrato PDA. Finalmente, Figura 8-36
muestra la cinética de la actividad fungistatica de S1, S2 y S3 contra Fusarium 17 en
sustrato PDA.

Figura 8-25: Cinética de produccion de acido lactico, &cido acético y consumo de

azlcares de W. confusa durante 48 horas de fermentacion
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones.

Las concentraciones de 4cido lactico para W. confusa en caldo MRS+glucosa oscilaron
entre 5.8 y 41.3 g/L, obteniendo un comportamiento ascendente; donde entre la 6 y 24
hora hubo un incremento considerable en la produccién del acido organico (ver Figura
8-25). Esto pudo ser debido a los componentes del sustrato, los cuales son 6ptimos para
el crecimiento de BAL (De Man et al., 1960); ademas la adicién de 40 % de glucosa
mejoro estos resultados en comparacion a lo obtenido por Serna et al. (2010), lo cual se
explica por la fuente de carbono que representa el sustrato para bacterias de este grupo,
gue puede ser aprovechada a través de via glicolitica (Embden-Meyerhof-Parnas) si las
BAL son homofermentativas y por via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa si son

heterofermentativas (Axelsson, 1998).

La produccion de &cido acético fue menor a la obtenida con &cido lactico, teniéndose un
comportamiento oscilativo; donde la maxima produccion de este metabolito fue de 0.013
g/L en la 4 hora de fermentacion, a partir de esta hora se observa una caida hasta las 8

horas, seguido por una constante en sus valores hasta finalizar la fermentacion (0.004
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g/L) (ver Figura 8-25). Los resultados de &cido lactico y acético pueden varian de forma
diferente dependiendo de la BAL y del sustrato; Salmerdn et al. (2014) encontraron que
Lb. plantarum, Lb. acidophilus y Lb. reuteri en diferentes sustratos registraron
concentraciones de &cido lactico y acético superiores a 3 y 0.2 g/L, respectivamente; las
cuales fueron altas en comparacion a las obtenidas en este estudio. Zalan et al. (2010)
reportaron que los perfiles de acidos organicos pueden cambiar de acuerdo al sustrato de
fermentacion y a la BAL empleada, incluso entre cepas de la misma especie. Lo que
indica que las concentraciones de &cido lactico y acético podrian aumentar si se
utilizaran otras fuentes de carbono y nitrégeno para las bacterias acido lacticas.

Los resultados de acidos organicos son de importancia para el andlisis de la actividad
fungistatica de esta BAL, ya que se ha reportado que la producciéon de metabolitos de
naturaleza de &cidos tiene efecto inhibitorio contra el crecimiento de hongos (Rathore et
al., 2012).

En términos de consumo de azucares se puede observar en la Figura 8-25 un descenso
rapido a partir de la 4 hora de fermentacion (95.63 %) hasta las 24 horas (24.12 %); con
azucares residuales de 12.9 g/L correspondiente a 19.43 % de sustrato no consumido.
Indicando que el sustrato MRS suplementado con 40 % glucosa provee los
requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento de la BAL, lo cual se puede
correlacionar con las altas concentraciones de acido lactico; no obstante los azlcares
residuales fueron altos en comparacion a los obtenidos en ensayos posteriores con la
BAL G. Por lo cual es necesario evaluar otras sustratos de crecimiento que ayude a
incrementar el rendimiento de la fuente de carbono para obtener menor cantidad de
azucares residuales. Patel et al. (2013) en pruebas con W. confusa y W. cibaria utilizaron
glucosa, xilosa y xilooligosacaridos como sustratos de crecimiento, y encontraron que los
mejores resultados en la produccion de &acido lactico y acético se lograron con
xilooligosacaridos en comparacion con el crecimiento con glucosa; pero estas

producciones de &cido lactico fueron dependientes de esta cepa.
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Figura 8-26: Cinética de produccién de biomasa y unidades formadoras de colonias

por mililitro de W. confusa durante 48 horas de fermentacion
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones.

La curva de concentracion de biomasa muestra una tipica curva de crecimiento
microbiano con fase exponencial desde que la hora 2 de la fermentacién hasta la hora 6,
fase estacionaria hasta la hora 13, y a partir de la hora 14, mayor proporcién de muerte

celulares.

En la figura de viabilidad celular se observa crecimiento exponencial hasta la hora 6, fase
estacionaria hasta la hora 13 y mayor muerte celular a partir de la hora 14 (ver Figura
8-26). Este comportamiento se correlaciona con la produccion de biomasa.
Adicionalmente se midieron los pardmetros cinéticos de la BAL como velocidad
especifica de crecimiento p, % de conversion de glucosa, rendimiento celular (Yys) y el
rendimiento en producto (Ys), obteniéndose valores de 0.22 h*, 80.5 %, 0.037 gg* y

0.69 gg, respectivamente.

Figura 8-27: Cinética de produccion de acido lactico, &cido acético y consumo de

azlcares de la BAL G durante 48 horas de fermentacion
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones.

Para la BAL G en sustrato caldo MRS+glucosa se obtuvo cantidades de &cido lactico que
oscilaron entre 1.94 y 33.8 g/L, entre la 4 y 24 hora se obtuvo incrementos considerables
del acido organico (ver Figura 8-27). Las cantidades de acido lactico producidas por
ambas bacterias son de importancia para dilucidar la fuente de poder fungistatica de
dichas bacterias contra los hongos en estudio. Zalan et al. (2010) en fermentaciones en
caldo MRS encontraron que BAL como Lb. casei, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb.
paracasei y Lb. curvatus produjeron altas concentraciones de acido lactico (36.03-76.65
g/L). Estos autores relacionaron positivamente la produccion del acido lactico y acético

con el poder inhibitorio frente a especies de Fusarium.

En términos de acido acético se obtuvo concentraciones bajas, donde la produccion
méxima de este 4cido orgénico se presento en la hora 6 con 0.013 g/L. Entre la hora 8 'y
48 se observO una constancia en la produccion de este metabolito, con valores
correspondientes a 0.005 y 0.004 g/L, respectivamente (ver Figura 8-27). Estos
resultados son bajos comparados con los obtenidos por Gao et al. (2008) en una
fermentacion con Lb fermentum, Lb plantarum y Lb paracaseei.

Los metabolitos producidos durante la fermentacion de una bacteria dependen de la via

de oxidacion de los hidratos de carbono, en el caso de BAL homofermentativas, éstas
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utilizan la fuente de energia (en este caso caldo MRS con 40 % de suplemento de
glucosa) y convierten mas del 85 % en &cido lactico; mientras que otras BALs
heterofermentativas convierten la glucosa en diferentes metabolitos como, acido lactico,
acido acético, etanol, dioxido de carbono, acetato, acetaldehido (Suskovic et al. 2010).
Segun los resultados obtenidos en nuestro estudio la BAL G es un microorganismo
heterofermentativo, esto lo demuestra la presencia de acido lactico y acético como
productos metabdlicos de la fermentacion de caldo MRS (Axelsson, 1998; Palles et al.,
1998; Oude et al., 2001).

Debido a las bajas concentraciones obtenidas en acido acético en este estudio la
actividad fungistéatica podria atribuirse a la produccion de &cido lactico o a la produccion
de metabolitos de origen proteico como bacteriocinas. Aunque otros autores reportan que
el &cido acético a pequefias concentraciones es mas efectivo que el acido lactico. Sin
embargo para esclarecer el efecto del acido acético es necesario realizar pruebas
posteriores donde se demuestre el efecto de las concentraciones de éste acido sobre el
crecimiento fungico y el efecto del sustrato sobre la produccion de estos metabolitos
(Corsetti y Settanni, 2007; Caplice y Fitzgerald 1999; Zalan et al., 2010).

Los niveles de azlcares reductores decrecieron rapidamente en las primeras 12 horas de
fermentacion con 23.9 % de consumo de azlcares correspondientes a una concentracion
de 15.1 g/L con respecto a los azucares iniciales, lo que pudo provocar rapido aumento
en el nimero de células viables (ver Figura 8-27 y jError! No se encuentra el origen de
la referencia.). Mientras que se observa una caida lenta desde la 12 horas hasta las 48
horas de fermentacién, obteniéndose 4.02 g/L de azucares residuales correspondientes
al 6.3 % de azucares no consumidos. Como se mencioné en la seccién 8.1.2 la BAL
aislada de pitahaya amarilla es de especie Lactobacillus, que son conocidos por sus vias
de fermentacién de hidratos de carbono (Axelsson, 1998; Vos et al., 2011). En este caso
la BAL G es heterofermentativa debido a que produce varios metabolitos a través de la
degradacioén de la fuente de carbono (acido lactico y acético). Los resultados obtenidos
en consumo de sustrato pueden explicarse debido a que el sustrato utilizado es 6ptimo
para el crecimiento de especies de Lactobacillus dado que contiene fuentes de nitrégeno,

polisacaridos, potenciadores del crecimiento y vitaminas (De Man et al., 1960).
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Figura 8-28: Cinética de produccion de biomasa y unidades formadoras de colonias

por mililitro de la BAL G durante 48 horas de fermentacion
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones.

Los resultados de biomasa y de concentracion celular para la BAL G se observan en la
Figura 8-28. Se pueden ver curvas de crecimiento microbiano con crecimiento
exponencial hasta la octava hora de fermentacion, y a partir de las 12 horas mayor
muerte celular. Para la biomasa se obtuvo un incremento significativo entre la hora 2 y 8
con valores correspondientes a 2.73 y 6.17 g/L; donde este ultimo valor fue la maxima
produccion de biomasa. También se puede ver que después de 8 horas de fermentacion
la BAL G estabiliza la produccién de biomasa. Este comportamiento se correlaciona con
la concentracion de células vivas, donde se obtuvo el maximo crecimiento en la hora 8
con 7.75X10° cfu/mL. Ademés también se obtuvieron los parametros cinéticos de la BAL
G, como velocidad especifica de crecimiento u, % de consumo de sustrato, rendimiento
celular (Yys) y rendimiento en producto (Y,s) con valores correspondientes a 0,46 h™,
93,63 %, 0,045 gg* y 0,54 gg™, respectivamente. A pesar que la BAL G obtuvo mayor
porcentaje de consumo de sustrato, W. confusa presentd mayor selectividad por el &cido
lactico (ver rendimientos en productos), mientras que la BAL G podria tener mayor
selectividad por otros compuestos. Se debe resaltar que la rapida caida de acido acético
a partir de la hora 6 puede ser debido a que éste acido puede ser precursor para la

produccion de otros metabolitos, esto también puede estar ocurriendo con W. confusa.
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8.3.2 Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias
producidos por W. confusay la BAL G contra Fusarium 54y
17 en sustrato MRS y PDA

Figura 8-29: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( 8 S1: bacteria o

fermentado, S2: sobrenadante y S3: biomasa) de fermentacion de W. confusa

contra Fusarium 54 en sustrato MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Figura 8-30: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B S1: bacteria o
fermentado, F S2: sobrenadante y S3: biomasa) de fermentacion de W. confusa

contra Fusarium 17 en sustrato MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen

diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

En sustrato MRS, la actividad fungistatica de S1 y S3 contra F54 increment6 conforme
aumento la biomasa hasta obtener la maxima actividad fungistatica, lo cual ocurrié en la
8 hora de fermentacion, es decir, cuando la bacteria iniciaba su fase estacionaria de
crecimiento (ver Figura 8-29). Lo cual indica que la produccion de sustancias antifungales
no esta asociada al crecimiento de la bacteria. También se pudo evidenciar que no hubo
diferencias entre estas dos sustancias en el tiempo de mayor actividad fungistatica, lo
cual se pudo observar en otros tiempos de fermentacién; esto indica que el tiempo de
obtencién de las sustancias no afecto la actividad fungistatica del fermentado (S1) y la
biomasa (S3) para estos casos. La sustancia S2 tuvo un comportamiento oscilativo, sin
embargo entre el tiempo 8 y 24 se observo una tendencia a incrementar su actividad
fungistética, lo cual indica que el tiempo de obtencion afecto el poder fungistatico del
sobrenadante. Esta sustancia fue la que menos poder fungistatico ejercié sobre el
crecimiento del hongo.

En sustrato MRS, la actividad fungistatica de las sustancias S1 y S3 de W. confusa
contra Fusarium 17 en todos los tiempos de fermentacion fue menor a 60 %. En la Figura
8-30 se puede observar que la maxima actividad antifungal de la sustancia S1 fue en el
tiempo 8, tiempo en el cual la bacteria se encontraba en su fase estacionaria de
crecimiento. Por otro lado, la sustancia S3 tuvo su maxima actividad fungistatica en el
tiempo 12; es decir que dicha actividad tampoco se encuentra asociada al crecimiento
microbiano. Con la sustancia 2 se obtuvo porcentajes de reduccion menores al 40 %, en
donde su méxima actividad fungistética se dio en el tiempo 24. Es decir que la actividad
fungistatica de S1 y S3 contra F. 17 no se asocia al crecimiento de la bacteria, ademas
los metabolitos causantes de dicha inhibicién son producidos en la fase de estacionaria
de la bacteria, por ende son metabolitos secundarios. Ademas este metabolito también
tiene actividad fungistatica cuando se obtuvo en el tiempo 48 de fermentacion, lo cual

puede deberse a la produccion de compuesto antifiingicos.
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Figura 8-31: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B S1: bacteria o
fermentado, [ S2: sobrenadante y S3: biomasa) de fermentacion de W. confusa

contra Fusarium 54 en sustrato PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Figura 8-32: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B S1: bacteria o
fermentado, Fd S2: sobrenadante y S3: biomasa) de fermentacion de W. confusa

contra Fusarium 17 en sustrato PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Para las cinéticas de PDA, la actividad fungistatica contra F. 54 se observa en la jError!
No se encuentra el origen de la referencia.Figura 8-31, donde se evidencia tanto para
S1 y S3 que las primeras horas de fermentacion el poder fungistatico fue variable. Sin
embargo a partir del tiempo 8 y 12, respectivamente; se observaron las maximas
reducciones del crecimiento del hongo para cada una de las sustancias mencionadas,
ademas se pudo ver un comportamiento descendiente a partir de este momento. Con el
metabolito S2 se obtuvo la menor actividad fungistatica con respecto a S1 y S3, ademas
su comportamiento fue variable con respecto al tiempo; también se observa que su
maximo poder fungistatico se obtuvo en el tiempo 8 y 12, lo cual es acorde con los
resultados obtenidos con las otras sustancias. Se concluye que las sustancias S1, S2 y
S3 no se encuentran asociadas al crecimiento de la bacteria. Sin embargo el poder
inhibitorio de la sustancia S3 fue significativamente (p>0.05) mayor que el de S1 en el
tiempo 12 y 48. Este comportamiento resulta complejo de explicar, teniendo en cuenta
gue la bacteria (S1) y la biomasa (S3) son sustancias similares, la primera se encuentra
con el sobrenadante (S2) y la biomasa se encuentra libre de sobrenadante; sin embargo
esta biomasa en el tiempo puede seguir produciendo metabolitos. Por tanto se esperaria
comportamientos parecidos en todos los tiempos de fermentacion.

Los porcentajes de reduccion obtenidos con el hongo F. 17 en sustrato PDA fueron
menores a 60 %. En la Figura 8-32 se puede observar un comportamiento descendiente

desde el tiempo 1 hasta el 6, y lo mismo sucede entre el tiempo 8 y 48 para las
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sustancias S1 y S3. Se resalta que estas sustancias producen su maxima actividad
antifungal en el tiempo 8. Estos resultados indican que el metabolito responsable de la
mayor actividad fungistatica se produce durante la fase estacionaria de crecimiento
microbiano como en la mayoria de los casos. También se observa que los mayores
porcentajes de inhibicidén no tuvieron diferencias entre si para cada tiempo, lo cual indica
gue la sustancia S1 o S3 ejercera el mismo efecto frente al hongo F. 17. Por otro lado la
sustancia 2 tuvo mayor efecto antagonico en el tiempo 8 y 12, donde la bacteria se

encuentra en su fase estacionaria de crecimiento.

Los resultados obtenidos en todas las pruebas fungistaticas con las tres sustancias
pueden ser debido a que los metabolitos causantes del poder antifungal son bajo peso

molecular. Es necesario confirmar esta hipétesis con estudios futuros.

Figura 8-33: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B8 S1: bacteria o
fermentado, 5] S2: sobrenadante y [& S3: biomasa) de fermentacion de la BAL G contra
Fusarium 54 en sustrato MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

Figura 8-34: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B S1: bacteria o
fermentado, S2: sobrenadante y FS3: biomasa) de fermentacion de la BAL G contra

Fusarium 17 en sustrato MRS
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

En sustrato MRS, la mayor actividad fungistatica de la BAL G contra F. 54 se obtuvo con
las sustancias S1 y S3, donde no hubo diferencias significativas entre si para todos los
tiempos. En la Figura 8-33 se observa para S1 y S3 un comportamiento constante desde
el tiempo 1y 4, la actividad fungistatica disminuy6 a la 6 y 8 h; y se increment6 en la hora
12 hasta cumplir 48 h. La mejor actividad fungistatica se obtuvo en el tiempo 48 con
porcentajes de reduccién superiores al 70 % para S1 y S3. Con esta BAL se puede
observar que la sustancia S2 ejerci6 menor efecto inhibitorio en comparacion que las
otras sustancias; lo cual es acorde con lo obtenido con W. confusa, sin embargo con la
BAL G se observan porcentajes de reduccion superiores al 30 % para todos los tiempos.
Ademas el comportamiento de la sustancia S2 fue oscilativo, donde en el tiempo 48 se

obtuvo su maxima actividad.

Se concluy6 que utilizar la S1 y S3 de forma independiente como biocontrolador no
afecta los resultados de actividad fungistética. Estos resultados no se han reportado en
literatura cientifica, por lo cual no existe explicacion para este comportamiento. Sin
embargo se puede plantear la hipétesis que los metabolitos responsables de la actividad
fungistatica podrian producirse durante las primeras y ultimas horas de fermentacion,
indicando que la variable respuesta podria estar asociada a la producciéon de biomasa y
ademas también esta actividad puede ser debido a metabolitos secundarios producidos
en las Ultimas horas de fermentacién, que realzan el poder fungistética en el tiempo 48;

entonces podriamos estar hablando de un efecto sinérgico entre compuestos
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antifungales, tal como lo planteo Voulgari et al. (2010); Yang y Chang (2010). Por lo que
es complejo dilucidar el tipo de metabolito que pudo ocasionar la reduccién del
crecimiento del hongo. Segun estos resultados nosotros recomendamos estudios

especificos en cada una de las sustancias estudiadas.

El poder fungistético de las sustancia S3 contra F. 17 en sustrato MRS fue significativo
con respecto a S1 y S2 en algunos tiempos de fermentacion. Es decir que la actividad
fungistatica producida por S2 no tuvo diferencias significativas con respecto a la
sustancia S1 en algunos tiempos de fermentacion. En lajError! No se encuentra el
origen de la referencia.Figura 8-34 se observa que la maxima actividad fungistatica de
las tres sustancias se obtuvo en el tiempo 48, donde hubo diferencias significativas
(p>0.05) en la actividad fungistatica producida por S1 con respecto a la obtenida con S2
y S3. Estos resultados podrian correlacionarse con la produccion de acido lactico que es
alto en el tiempo 48 de fermentacién, o también puede atribuirse a otro tipo de

metabolitos.

Figura 8-35: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B S1: bacteria o
fermentado, [4S2: sobrenadante y i S3: biomasa) de fermentacion de la BAL G contra

Fusarium 54 en sustrato PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).
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Figura 8-36: Cinética de actividad fungistatica de tres sustancias ( B S1: bacteria o
fermentado, [H S2: sobrenadante y f= S3: biomasa) de fermentacion de la BAL G contra
Fusarium 17 en sustrato PDA
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Las barras de error representan las desviaciones estandar de los ensayos con tres repeticiones y una caja de
Petri como unidad experimental. Medias seguidas por la misma letra en las barras significa que no existen
diferencias significativas con la prueba Tukey (p<0.05).

En la Figura 8-35 se observa que los mejores resultados de porcentajes de reduccion se
obtuvieron en el tiempo 48 h, el cual fue el Gnico punto, donde no se presentaron
diferencias significativas entre las tres sustancias. También se puede ver que a través del
tiempo para cada sustancia se sigue un patrén constante en la variable respuesta,

excepto para el tiempo 48, en el cual se marca diferencia.

En la Figura 8-36 se puede resaltar, que los mejores resultados de actividad fungistatica
se obtuvieron en el tiempo 48, donde no se presentaron diferencias significativas entre
actividades fungistaticas de las tres sustancias. La actividad fungistética lograda para las
tres sustancias desde el tiempo 1 hasta 48 fue variable. Estos resultados obtenidos con
F. 17 pueden ser debido a la alta produccién de acido lactico o a un efecto sinérgico con

otro tipo de metabolito.

Los resultados obtenidos en todas las pruebas fungistaticas con las tres sustancias
pueden ser debido a que los metabolitos causantes del poder antifungal son de alto y

bajo peso molecular. Es necesario confirmar esta hipétesis con estudios futuros
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Para analizar la actividad antifungal de BAL contra 2 cepas de Fusarium (F. 54y F. 17),
se evalué la inhibicion del crecimiento de estos dos hongos patégenos con dos cepas
acido-lacticas, W. confusa y la BAL G, las cuales fueron previamente aisladas de liquido
ruminal bovino y cultivos de pitahaya amarilla afectados con podredumbre basal,
respectivamente. Se encontré6 que ambas cepas mostraron fuerte actividad antifungal
contra las cepas F. 54 y F. 17. La actividad antifungal del fermentado, el sobrenadante y
la biomasa de las BALs (S1, S2 y S3) contra Fusarium se muestra en las figuras
29jError! No se encuentra el origen de la referencia.-jError! No se encuentra el

origen de lareferencia..

Los resultados obtenidos con los metabolitos de W. confusa indican que las sustancias
S1y S3 ejercieron el mayor efecto antagénico contra los hongos en estudio cuando se
obtuvieron dichos productos de la 8 y 12 hora de fermentacion, tiempo en el cual la
bacteria se encuentra en su fase estacionaria de crecimiento, indicando que los

productos responsables de la actividad fungistatica podrian ser metabolitos secundarios.

La actividad fungistatica de S2 fue oscilatoria y menor en comparacién con S1y S3 en
todos los tiempos de obtencién los productos (S1, S2 y S3). Resultados similares se
obtuvieron con Ahmadova et al. (2013) donde se obtuvo actividad antifiingica de la cepa
Lb. curvatus A61, aislada de queso Azerbaijani contra Cladosporium y Fusarium ssp; sin
embargo esta misma actividad se redujo cuando se utilizé sobrenadantes del cultivo de la
BAL. Autores han demostrado que la actividad antifingica es debido a compuestos de
diferente naturaleza. Lavermicocca et al. (2000), Strdm et al. (2002), Zhang et al.
(2010a), Ryan et al. (2011) encontraron que el poder antifingico de bacterias es debido a
la produccién de acido fenillactico (PLA), 4-hidrofenillactico, ciclo (I-Phe—I-Pro), ciclo (I-
Phe—trans-4-OH-I-Pro), acido propionico, acido cumarico, acido fenilpropanico, acido 2-
methylcinnmic, acido salicilico y sodio decanoato. Otros autores reportan bacteriocinas y
compuestos de bajo peso molecular con actividad antifungal producida por Lb. pentosus
y Lb. coryniformis (Magnusson et al., 2003). Se ha reportado que estas sustancias de
forma independiente no causan efecto antagonico, ya que las cantidades producidas en
una fermentacion no llegan a las concentraciones minimas para inhibir un hongo
Vermeulen et al., 2006; Ryan et al., 2009). Ahmadova et al. (2013) reportaron que la baja
actividad antifingica del sobrenadante es debido a la baja concentracion de los

compuestos responsables de dicha actividad. Por lo cual la actividad fungistatica de la
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BAL podria ser debido a un efecto sinérgico entre los diferentes compuestos producidos
por la bacteria durante la fermentacion y la incubacion. Esta actividad fungistatica, segun
Corsetti et al. (1998), Schnurer y Magnusson (2005) se ve reforzada por los productos

finales de la fermentacion, como &cidos organicos.

Ademés estos resultados indican que cuando se obtiene el producto de fermentacion en
fase estacionaria la actividad fungistatica es maxima. Sin embargo se debe tener en
cuenta que estos ensayos se realizaron en cajas de Petri con medio solido (MRS y PDA),
los cuales se incubaron durante 7 dias; es decir que la bacteria presente en dichos
productos (S1 y S3) sigui6é su proceso de crecimiento durante estos dias de incubacion.
Por lo tanto la actividad fungistatica pudo variar durante el tiempo de incubacién. Esta
Gltima variable no fue objeto de estudio pero debe tenerse en cuenta en futuros estudios.

De todas formas, este estudio demuestra que las pruebas fungistaticas realizadas con
productos de fermentacion de una BAL como S1, S2 y S3 se afectd por el tiempo de
obtencion de cada una de ellas; es decir cuando el producto se obtuvo a partir de la BAL
en fase estacionaria se logré resultados de actividad fungistatica altos contra especies de

Fusarium como, F. 54y F. 17.

De otro lado, los resultados obtenidos con las sustancias S1 y S3 también pueden
explicarse por los mecanismos de comunicacion entre bacterias, denominado Qudérum
Sensing (QS). A este mecanismo se le atribuye la produccion de bacteriocinas de
bacterias Gram positivas, en donde la expresién de genes y la sintesis de proteinas
dependen de la concentracion celular (Kuipers et al., 1998). En algunos casos de
bacterias Gram positivas, dicho mecanismo se regula por un péptido inductor que pueden
ser BLIS (Bacteriocin-like inhibitor substances) o Dbacteriocinas sin actividad
antimicrobiana, encargadas de detectar la densidad celular a través de sefiales quimicas,
y un regulador de respuesta que sintetiza, transporta y regula la formaciéon de
bacteriocinas con actividad antimicrobiana (Kleerebezem, 2004). Es decir que el

incremento de la poblacién podria inducir la sintesis de bacteriocinas en S1y S3.

Las bacteriocinas se producen generalmente en la fase de crecimiento exponencial o en
la fase estacionaria temprana, la cual es inducida por situaciones de estrés y

competencia con otros microorganismos (Martinez et al.,, 2013), en nuestro caso
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Fusarium. El modo de accién de las bacteriocinas depende de factores como, cepa,
condiciones de crecimiento (pH, temperatura, nutrientes), competencia con otros
microorganismos, entre otros (Demain, 1998; Diep y et al., 2000; Maldonado 2004;
Barboza-Corona et al., 2007; Parada et al., 2007). Por lo que su actividad antago6nica
puede ser variable, inestable e inconsistente (Schillinger et al., 1996). Se ha reportado
que la bacteriocina actia formando poros a través del diferencial del potencial
citoplasmético (Ghrairi et al., 2012). En algunos casos tiene un efecto bacteriostético, en
otros casos bactericida, donde puede haber lisis celular o no (Cintas et al., 2001). La
ausencia u agotamiento de la bacteria podria limitar la produccion del péptido que induce
la produccion de la sustancia antimicrobiana; que indirectamente esta correlacionada con
el crecimiento celular. Esto en caso que la inhibicion se le atribuya a este mecanismo de
QS. Todo lo anterior, resulta en bajos porcentajes de reduccion del crecimiento del

hongo, variabilidad e inconsistencia de la misma variable.

La produccién de bacteriocinas se puede dar en fermentaciones in vitro en condiciones
Optimas de temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes, entre otras (Leroy y De Vuyst,
2005); es decir que cualquier variacion en éstas condiciones puede ser determinante en
la sintesis de estos compuestos y por ende en la produccion de biomasa (Verluyten et al.,
2004) ya que la produccién de bacteriocinas es dependiente del crecimiento celular de la

bacteria (Leroy y De Vuyst, 1999).

Este mecanismo de produccién de bacteriocinas también fue citado por Nes et al. (1996)
donde para la sintesis de Sakacina P de Lb. Sake necesitaron un péptido sin actividad
antibacteriana como factor inductor. Diep et al. (1996) también encontraron que la
presencia de moléculas peptidicas sin actividad fueron responsables de la sintesis de

bacteriocinas de Lb. plantarum.

Existen otros mecanismos que no requieren de una cepa sensible como péptido inductor,
es decir que la misma bacteriocina regula su propia sintesis, como por ejemplo, la nisina
(Guder et al., 2000; Maldonado et al., 2004). Zhang et al. (2012), demostraron que el
péptido (inductor) FII-22 obtenido del sobrenadante libre de células de Lb. pentosus
indujo la producciéon una bacteriocina, la cual fue afectada por la cantidad del péptido
inductor agregada al ensayo y el tiempo de incubacion en el cual se agreg6 al cultivo,

ellos obtuvieron la produccion de bacteriocina éptima cuando se agrego el péptido al
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cultivo 8 horas después de la incubacion. Otros han reportado que la produccion de la
bacteriocina PLNC8 producida por Lb. plantarum es estimulada ambientalmente por la
presencia de bacterias Gram positivas especificas (Maldonado et al., 2004).

Por otro lado, comparando la actividad fungistatica de la bacteria G y W. confusa se
puede afirmar que S1, S2 y S3 obtenidas de la fermentacién de la BAL G tuvieron mayor
actividad fungistéatica contra las especies de Fusarium

Con respecto a la BAL G, algunos resultados de actividad fungistética se asocian con la
fase exponencial de crecimiento de la bacteria, pero los mejores resultados fueron
logrados con las sustancias obtenidas en los ultimos tiempos de fermentacion; es decir
gue también existen metabolitos asociados a la fase estacionaria de crecimiento de la
bacteria. Estos resultados, también puede deberse a los mecanismos de quorum sensing
utilizados por las bacterias, el cual depende del nivel de estrés de ésta misma; que a su
vez es causado por factores como tipo hongo (F. 54 y F. 17), y medio (MRS y PDA).
Estos resultados generalmente se han atribuido al efecto de los acidos organicos,
principalmente acido lactico (Elsanhoty, 2008). Autores han planteado la hipétesis con
respecto al mecanismo de inhibicién de &cidos organicos, la cual consiste en el dafio que
ocasionan estos &cidos sobre la membrana plasmatica debido a la neutralizaciéon y
permeabilidad, que ocasiona la muerte de microorganismos patégenos (Batish et al.,
1997; Dalié et al., 2010).

Otros estudios plantean que la inhibicion de hongos podria ser debido a la produccién de
metabolitos dependientes de condiciones especificas de pH y temperatura (Elsanhoty,
2008). Baek et al. (2012) demostraron que el acido acético y lactico producido por
Leuconostoc citreum y W. confusa fueron potentes en la inhibicion de Clostridium sp.
YS1, Neurospora sp. YS3, y P. crustosum YS2, donde obtuvieron una produccion de
acido acético alta en comparacion con nuestros resultados con de 2.66 y 3.62 g/L para L.
citreum y W. confusa, respectivamente. Sin embargo otros estudios han reportado que el
poder fungistético de BAL es debido al efecto sinérgico entre otros compuestos (Hassan
y Bullerman 2008; Voulgari et al. 2010; Yang y Chang 2010). Otros autores reportan
actividad antifungal de Lb. plantarum, la cual fue maxima en la fase exponencial y se

mantuvo en la fase estacionaria de crecimiento; lo cual se puede comparar con nuestros
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resultado con la BAL G (Wang et al., 2011). Dallagno et al. (2011) encontraron que Lb.
Plantarum produce metabolitos al final de la fermentacién (72 horas), lo cual segun los

autores ha ayudado al conocimiento de metabolitos con poder antifungal.

Una gran cantidad de estudios sobre la actividad fungistatica de BAL han sido
reportados. Laitila et al. (2002) demostraron que BAL como Lb. plantarum poseen efecto
fungistatico contra cepas de Fusarium que causan problemas en cereales. Prema et al.
(2010) encontraron que cepas de Lb. plantarum tienen un amplio espectro contra hongos
en pruebas en platos de agar. Strom et al. (2002) aislaron un cepa de Lb. plantarum de
ensilaje de hierba, donde encontraron una fuerte actividad antifungal, y lo atribuyeron a
dipéptidos ciclicos como, ciclo(L-Phe-L-Pro), ciclo(L-Phe-trans-4-OH-LPro) y 3-&cido
fenillactico. Wang et al. (2011) encontraron que Lb. plantarum IMAU100 posee un alta
actividad antifungal contra Botrytis cinerea, Alternaria solani, Phytophthora drechsleri
Tucker, F. oxysporum y Glomerella cingulata. Tropcheva et al. (2014) demostraron la
capacidad antifungal de cepas acido lacticas KR3, KR51 y KR53, una de ella identificada
como Lb. brevis contra F. graminearum. Autores reportan la fuerte actividad inhibitoria de
Lb. reuteri R2 contra Trichophyton tonsurans (Guo et al., 2011). Otros resultados de
inhibicién, en este caso contra C. gloeosporioidesse lograron utilizando cultivos de BAL y
sus sobrenadantes, las cuales fueron aisladas de frutas y vegetales (ElI-Mabrok et al.,
2013). Delavenne et al. (2012) demostraron una fuerte actividad antifungal de Lb.
Harbinensis en yogurt contra todas la especies de hongos evaludas que incluyen
Debaryomyces hansenii, Kluveromyces lactis, K. marxianus, P. brevicompactum, R.
mucilaginosa y Yarrowia lipolytica. Janisiewicz et al. (2000) plantearon y demostraron que
el poder inhibitorio de BAL contra patégenos de plantas puede ser debido competencia

por nutrientes y espacio, considerado como un mecanismo de antagonismo.

A pesar que ya existe resultados de BAL con patégenos en plantas, no se encuentra
reportes de estudios con hongos especificos de cultivos de pitahaya amarilla. Para
nuestro conocimiento este es el primer estudio de BAL aisladas de cultivos de pitahaya
amarilla en el Valle del Cauca — Colombia. En nuestro trabajo se encontré una especie
de Lactobacillus (BAL G) y de W. confusa con alta actividad fungistatica contra especies
de Fusarium (F. 54 y F. 17); patogenos causantes de pudricibn basal en pitahaya

amarilla.
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8.3.3 Analisis de microscopia SEM

Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se observaron cambios morfoldgicos
de los hongos F. 54 y F. 17 por efecto de la exposicién por 7 dias a las sustancias S1,
S2, S3 producidas por W. confusa y por la BAL G. La observacién SEM muestra que la
morfologia normal de F. 54 y F. 17 son hifas con forma tubular con paredes celulares
suaves, septadas y conidios con depresion central o curvadas (ver Figura 8-37 a, c).
Después de los tratamientos los hongos presentaron morfologias con dafio en la pared
celular de las hifas y porosidades. Para W. confusa contra F.54 y F. 17 se observo que la
biomasa (S3) obtenida en el tiempo 8 de fermentacion afecto significativamente la
morfologia ambos hongo, principalmente se pueden ver porosidades en las paredes de
las hifas (ver Figura 8-37 b-d). Esto demuestra que la biomasa producida por W. confusa
no solo afectan el crecimiento de los hongos en cajas de Petri, sino que también induce
cambios en la las hifas y conidos del hongo.

En la Figura 8-38 a,b,c se muestra el efecto de las sustancias S1 y S3 de la BAL G
obtenidas en el tiempo 4 de fermentacién contra F. 54 con respecto al control. Para F. 17
se obtuvo que las tres sustancias obtenidas en el tiempo 4 de fermentacion afectaron
significativamente la forma de las hifas y conidios, observandose hifas con dafio en la
pared celular y multiples porosidades (ver Figura 8-39, a,b,c,d). Los resultados obtenidos
son acordes a lo reportado por Ghrairi et al. (2012), y Okereke y Montville (1992),
guienes reportan el mecanismo de accion de algunas bacteriocinas, principalmente
lantibioticos, los cuales inhiben los microorganismos patégenos formando poros en su
membrana celular, mediante la caida del potencial transmembranal y/o con el gradiente
de pH.

Esto tiene como resultado la interrupcion del transporte de aminoacidos y causa la

liberacién de material celular.
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Figura 8-37: Cambios Morfolégicos en Fusarium 54 y 17 durante las pruebas de

actividad fungistaticas con biomasa (S3) de W. confusa obtenida en el tiempo 8 de

fermentacion

b. Biomasa (S3) de W. confusa
obtenida en el tiempo 8 de
fermentacién vs. Fusarium F54

a. Control Fusarium F17

d. Biomasa (S3) de W. confusa
obtenida en el tiempo 8 de
fermentacion vs. Fusarium F17

c. Control Fusarium F54
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Figura 8-38: Cambios Morfol6gicos en Fusarium 54 durante las pruebas de actividad
fungistéaticas con fermentado (S1) y biomasa (S3) de la BAL G obtenidas en el tiempo 4

de fermentacion

a. Control Fusarium F54

b. Fermentado (S1) de la BAL G c. Biomasa (S3) de la BAL G obtenida
obtenida en el tiempo 4 de en el tiempo 4 de fermentacion vs.
fermentacion vs. Fusarium F54 Fusarium F54
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Figura 8-39: Cambios Morfol6gicos en Fusarium 17 durante las pruebas de actividad
fungistaticas con fermentado (S1), sobrenadante (S2) y biomasa (S3) de la BAL G

obtenidas en el tiempo 4 de fermentacion

b. Fermentado (S1) de la BAL G obtenida en el
tiempo 4 de fermentacion vs. Fusarium F17

c. Sobrenadante de la BAL G (S2) d. Biomasa (S3) de la BAL G obtenida
obtenida en el tiempo 4 de en el tiempo 4 de fermentacion vs.
fermentacion vs. Fusarium F17 Fusarium F17
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8.4 Caracterizacion molecular a W. confusa y a la
bacteria acido-lactica aislada de cultivos de pitahaya
amarilla

Se amplificé por PCR y se secuencié un fragmento de aproximadamente 700 bp del gen
ribosomal 16S para W. confusa y para la BAL G (Figura 8-40). Ambos fragmentos
incluyen las regiones variables V1 a la V4 del gen 16S rRNA. Para W. confusa se obtuvo
una secuencia de 664 nt que presento un porcentaje de identidad de 100 % con W.
Cibaria strain II-1-59 16S ribosomal RNA (NR_036924) y un 98.85 % con W. confusa
strain JCM 1093 16S ribosomal RNA (NR_113258) (ver Tabla 8-4).

Serna et al. (2010) reportan la identificacion bioquimica dela BAL utilizada en este
estudio como W. Confusa; sin embargo, la caracterizacion molecular realizada en este
estudio mostré un 100 % de identidad con la bacteria W. cibaria. Por lo anterior, en este
estudio se demuestra mediante caracterizacion molecular que la BAL aislada de liquido

ruminal es W. cibaria.

Varios estudios han reportado que especies relacionadas al género Weissella poseen
actividad antibacterial y fungistatica contra patégenos (Trias et al., 2008; Mauch et al.,
2010; Ndagano et al., 2011). Baek et al. (2012) reportaron que BAL como Leuconostoc
citreum y W. confusa poseen actividad inhibitoria contra Clostridium sp.YS1, Neurospora
sp. YS3, and Penicillium crustosum YS2., lo que fue atribuido a la produccién de &cido

acético y lactico de estas bacterias.

Para la BAL G que se aisl6 de cultivos de pitahaya amarilla, especificamente de la base
de fruta afectada con Fusarium, se obtuvo una secuencia de 631 nt, que mostré un
porcentaje de identidad de 100 % con Lb. plantarum WCFS1 strain WCFS1 16 S
ribosomal RNA (NR_075041), un 100 % Lb. pentosus 124-2 16S ribosomal RNA
(NR_029133) y un 99.85 % con Lb. plantarum strain NBRC 15891 16S ribosomal RNA
(NR_113338) (ver Tabla 8-5). Por lo anterior, se recomienda secuenciar un fragmento
mayor del gen ribosomal 16S para confirmar su identidad o secuenciar otros genes que

permitan distinguir entre Lb. plantarum y Lb. pentosus.
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En nuestro estudio se obtuvo altos porcentajes de reduccién del crecimiento de especies
de Fusarium en pruebas fungistatica con la BAL G (ver Tabla 8-2), la cual fue identificada
molecularmente como Lb. plantarum. Resultados similares reportan Arasu et al. (2014)
con especies de Latobacillus aislados de productos fermentados de Korea, donde la cepa
antagonista con mayor poder inhibitorio contra hongos fue Lb. plantarum. Esta BAL ha
sido reportada por diversos autores (Latila et al., 2002; Sjogren et al., 2003; Strém et al.,
2005; Wang et al,, 2011, Sangmanee et al., 2014) con potencial inhibitorio contra
microorganismos patégenos, como bacterias y hongos, lo cual se atribuye a los

metabolitos que ésta produce durante su crecimiento.

Figura 8-40: Amplificaciéon por PRC de un fragmento de 700pb del gen ribosomal 16S.
M, marcador de peso molecular 1Kb; 1 y 2, DNA gendémico de W. confusa; 3 y 4, DNA
gendmico de la BAL G
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Tabla 8-4: Andlisis blastn del gen ribosomal 16S de W. confusa realizado en el

programa CLC Main Workbench 7.0

Numero de Bacteria Valor Score %
accesion E identidad
NR_036924 | Weissella cibaria strain Il-1-59 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.390,00 100,00
NR_113258 | Weissella confusa strain JCM 1093 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.350,00 98,85
NR_040816 | Weissella confuse strain JCM 1093 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.330,00 98,83

NR_040813 | Weissella viridescens strain NRIC 1536 16S ribosomal RNA gene, partial sequence | 0,00 1.224,00 95,77

NR_075058 | Weissella koereensis KACC 15510 strain KACC 15510 16S ribosomal RNA gene, | 0,00 1.220,00 95,11

complete sequence

NR_029041 | Weissella koereensis strain S-5623 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.202,00 95,04
NR_113775 | Weissella hellenica strain NBRC 15553 16S ribosomal RNA gene, partial sequence | 0,00 1.192,00 94,53
NR_117039 | Weissellaa ceti strain 1119-1A-09 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.188,00 95,65
NR_025642 | Weissella soli strain Mi268 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.186,00 94,24

NR_112087 | Weissella kandleri strain NRIC 1628 16S ribosomal RNA gene, complete sequence | 0,00 1.184,00 94,62

NR_040809 | Weissella minor strain NRIC 1625 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 0,00 1.184,00 94,60

NR_044759 | Weissell paramensenteroides 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.182,00 94,39
sequence>gi| 64531904 |
ref|NR_118771.1| Weissella hellenica strain NCFB 2973 16S ribosomal RNA gene,

partial squence

NR_044659 | Weissella kandleri strain L250 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 0,00 1.174,00 93,56

NR_040822 | Weissella thailandensis strain FS61-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.170,00 94,06

NR_118386 | Weissella diestrammenae strain ORY33 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.158,00 95,17
sequence

NR_040815 | Weissell paramensenteroides strain NRIC 1542 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.154,00 93,86
sequence>gi| 558508644 |ref| NR_104568.1| Weissella paramensenteroides

strain NRIC 1542 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

NR_118876 | Weissella viridescens strain NCDO 1655 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.126,00 91,51
sequence

NR_114312 | Weissella oryzae strain SG25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.120,00 92,37

NR_040812 | Weissella halotolerans strain NRIC 1627 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.112,00 92,87
sequence

NR_119224 | Weissella hellenica strain NCFB 2973 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.066,00 96,10

NR_116326 | Weissella beninensis strain 2L24P13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.048,00 90,70

NR_108858 | Weissella fabalis strain M75 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.038,00 90,22
NR_042663 | Weissella ghanensis strain 215 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.038,00 90,22
NR_116897 | Weissella fabaria strain 257 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.018,00 89,64
NR_036788 | Lactobacillus pontis strain LTH 2587 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 892,00 86,02

sequence
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NR_043148 | Lactobacillus oligofermentaans strain AMKR 18 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 872,00 85,80
sequence

NR_041830 | Leuconostoc fallax strain DSM 20189 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 872,00 86,30

NR_119069 | Lactobacillus reuteri strain DSM 20016 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 872,00 85,53
sequence

Tabla 8-5: Andlisis blastn del gen ribosomal 16S de la BAL G realizado en el

programa CLC Main Workbench 7.0

Numero de Bacteria Valor Score %
accesion E identidad

NR_075041 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 16 S ribosomal RNA, complete | 0,00 1.384,00 100,00
sequence

NR_029133 Lactobacillus pentosus 124-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.368,00 100,00

NR_113338 | Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.364,00 99,85
sequence

NR_115605 Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.360,00 99,71
sequence

NR_025447 Lactobacillus paraplantarum strain DSM 10667 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.356,00 99,56
sequence

NR_104573 | Lactobacillus plantarum strain CIP 10315116S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.354,00 100,00
sequence

NR_042394 | Lactobacillus plantarum strain NRRL B-14768 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.354,00 100,00
sequence

NR_117813 Lactobacillus  plantarum strain JCM 1149 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.338,00 99,85
sequence

NR_042676 Lactobacillus fabifermentansstrain LMG 2428416S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.336,00 98,70
sequence

NR_042254 Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis strain DKO 22 16S ribosomal | 0,00 1.334,00 98,83
RNA gene, partial sequence

NR_113339 Lactobacillus fabfermentansstrain DSM 2111516S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.322,00 98,68
sequence

NR_112690 Lactobacillus plantarum strain NBRC 1589116S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.288,00 99,85
sequence

NR_109000 | Lactobacillus  xiangfangensisstrain 3.1.116S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.264,00 99,22
sequence

NR_125561 Lactobacillus mudanjiangensisstrain 11050 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.170,00 96,32
sequence

NR_114388 | Lactobacillus silageistrain IWT 12616S ribosomal RNA gene, partial sequence 0,00 1.144,00 93,60

NR_112645 Lactobacillus similisstrain JCM 2765 16S ribosomal RNA gene, partial sequence | 0,00 1.142,00 93,38

NR_116854 Lactobacillus koreensisstrain DCY 50 16S ribosomal RNA gene, partial sequence | 0,00 1.138,00 93,33
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NR_042243 Lactobacillus  hammesii strain TMW 1.1236 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.114,00 92,39
sequence

NR_042194 Lactobacillus tucceti strain CECT 5920 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.110,00 92,00
sequence

NR_116411 Lactobacillus  kimchicus strain DCY51 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.102,00 92,21
sequence

NR_075024 Lactobacillus  brevis ATCC 367 strain ATCC 367 16S ribosomal RNA gene, | 0,00 1.100,00 91,95

complete sequence

NR_114251 Lactobacillus senmaizukei strain NBRC 103853 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.100,00 92,30

sequence

NR_041659 Lactobacillus  rapi strain YIT 11204 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.100,00 91,87

sequence

NR_113290 Lactobacillus  senioris strain YIT 12364 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.096,00 91,87

sequence

NR_044704 | Lactobacillus brevis strain ATCC 14869 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.096,00 91,81

sequence

NR_042456 | Lactobacillus parabrevis strain LMG 11984 16S ribosomal RNA gene, complete | 0,00 1.088,00 92,01

sequence

NR_042438 | Lactobacillus graminis strain G90 (1) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence | 0,00 1.088,00 91,55

NR_113289 Lactobacillus  saniviri strain YIT 12363 16S ribosomal RNA gene, partial | 0,00 1.086,00 91,70

sequence




9.Conclusiones y perspectivas

9.1 Conclusiones

Se confirm6 que bacterias acido lacticas aisladas de cultivos de pitahaya amarilla tiene
actividad fungistéatica contra hongos productores de enfermedades en dicho cultivo, como

es el caso de pudricién basal de pitahaya amarilla.

BAL aisladas de un nicho vegetal (cultivos de pitahaya amarilla) presentaron mayor
actividad fungistatica que una BAL aislada de nicho animal (liquido ruminal bovino), esto
confirma que BAL aisladas del mismo nicho dénde se produce una enfermedad, pueden

estar tratando de cumplir un efecto antagonico contra los patégenos.

Se demostrd que la bacteria acido lactica aislada de liquido ruminal bovino, identificada
bioquimicamente como W. confusa y reportada en previos estudios con potencial en
patégenos causantes de mastitis bovino, también posee espectro de actividad
fungistatica contra especies de Fusarium causantes de pudriciébn basal en pitahaya
amarilla. Para nuestro conocimiento, esta investigacion es la primera que reporta estos

resultados.

Podemos afirmar que las sustancias de fermentacién de W. confusa, fermentado y
biomasa respectivamente, poseen actividad antagOnica contra especies de Fusarium
causantes de pudricion basal; notablemente mas altas que el sobrenadante, lo que indica
que el compuesto antagonico causante de la actividad fungistatica podrian ser
metabolitos de alto peso molecular que se encuentran asociadas a la fase estacionaria

de crecimiento de la bacteria.

Demostramos que las sustancias de la BAL G, fermentado, sobrenadante y biomasa

poseen actividad fungistética contra los hongos en estudio; lo que indica que el
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compuesto antagonico causante de la actividad fungistatica podrian ser metabolitos de
alto y bajo peso molecular, los cuales podrian encontrarse asociados a la fase
estacionaria de crecimiento de la bacteria. Sin embargo dado a los resultados obtenidos
en la hora 4 de fermentacion podria también tratarse de otros metabolitos que estarian
asociados a la fase exponencial.

Las cinéticas de biomasa, consumo de sustrato, &cido lactico, &cido acético, y
concentracion celular ayudan a correlacionar algunos comportamientos presentados en
la cinética de actividad fungistatica, sin embargo no explican completamente dicha
variable, debido a que esta relacionada con diversos factores (pH, temperatura, tiempo
de incubacion, nutrientes, etc) que son complejos de explicar. Por lo que es necesario
realizar otras investigaciones sobre la naturaleza de los compuestos antifiingicos
producidos durante la fermentacion, mecanismo de accion y sinergismo entre ellos; los

cuales podrian proporcionar mas informacién detallada.

Los analisis de microscopia SEM corroboran los resultados obtenidos en cajas de Petri
de las BALs W. confusa y G contra Fusarium 54 y 17, demostrando que tanto los
metabolitos como la biomasa de las bacterias &cido lacticas inducen a la formacion de
porosidades en las hifas de Fusarium F54 y F17, lo cual ocasiona la interrupcion del
transporte de aminoacidos y causa la liberacion del material celular, lo cual se ve

reflejado en el porcentaje de reduccién del crecimiento de ambos hongos.

Se demostré que la BAL identificada bioquimicamente como W. confusa, en andlisis
moleculares se identific6 como W. cibaria; y la BAL G mostré un porcentaje de identidad
de 100 % con Lb. plantarum y 100 % Lb. pentosus. Por ello, se debe secuenciar un
fragmento mayor del gen ribosomal 16S para confirmar su identidad o secuenciar otros

genes que permitan distinguir entre Lb. plantarum y Lb. pentosus.

9.2 Perspectivas

Secuenciar otros genes que permitan distinguir entre Lb. plantarum y Lb. pentosus y W.

confusa y W. cibaria.
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Es recomendable realizar otros estudios con las BAL E (la Unica BAL aislada de fruta
sana de planta afectada) y F, para conocer su potencial de control fungistatico de las

sustancias de fermentacion.

Se recomienda realizar un estudio a profundidad del efecto del acido lactico y acético a
diferentes concentraciones sobre la actividad antifungal de la BAL para conocer con
certeza el efecto inhibitorio de estos metabolitos. Otras investigaciones son necesarias
para determinar la existencia del mecanismo Quérum Sensing en W. confusa y la BAL G.

Es necesario realizar otras investigaciones sobre la naturaleza de otros compuestos
fungistéaticos producidos durante la fermentaciéon de W. confusa y G, que proporcionen
informacion detallada que explique la actividad fungistéatica de estas bacterias
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