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RESUMEN

El conocimiento de productos exdticos comestibles, con principios medicinales, de origen
oriental, atin, se encuentran rezagados en la cultura oxidental. Es el caso de “Kombucha”,
conocido en Cajamarca, como “Té de hongo”, consumido por algunas familias en forma de
refresco. Esta bebida, segun el investigador Gunther W. Frank, tiene propiedades curativas,
principalmente, contra enfermedades del hombre de dificil curacién con medicamentos
convencionales. Teniendo este conocimiento, realizamos la presente investigacion;
sometiendo por cinco minutos el in6culo de fitopatégenos radiculares y foliares, al efecto
del concentrado y diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000. Determinando que el concentrado de
Kombucha, tiene comportamiento antagénico al indculo de Rhizoctonia solani, Verticillium
sp y Alternaria sp.; las diluciones 1/10, 1/100, son antagdnicas al indculo de Verticillium
sp., y Alternaria sp., debido a que en este liquido, se concentra metabolitos de los
microorganismos que conforman “Kombucha”, como el 4cido glucorénico, 4cido acético y
otros antagdnicos a estos microorganismos patégenos. En cambio el in6culo de Fusarium
sp., en el concentrado y las diluciones respectivas permitié la germinacion de esporas con la

consecuente formacion de micelio; con limitacion para el concentrado y la dilucién 1/10.



ABSTRACT

The knowledge of products exotic groceries, with medicinal principles, of oriental origin, still, they are
stragglers in the culture oxidental. It is the case of "Kombucha", well-known in Cajamarca, as mushroom"
"Tea, consumed by some families in soda form. This drink, according to investigating Gunther W. Frank, has
healing properties, mainly, against the man's of difficult cure illnesses with conventional medications. Taking
this knowledge, we undertook this research; by submitting for five minutes the inoculum of phytopathogenic
root and foliar, the effect of the concentrated and dilutions 1/10, 1/100 and 1/1000. Determining that the
concentrated Kombucha tea, is adversarial behavior to the inoculum of Rhizoctonia solani, Verticillium sp
and Alternaria sp.; the dilutions 1/10, 1/100, they are antagonistic to the inoculum of Verticillium sp., and
Alternaria sp., due to the fact that this liquid, concentrated metabolites of the microorganisms that make up
"Kombucha", as the glucoronico acid, acetic acid and other antagonistic to these pathogens. In contrast the
inoculum of Fusarium sp., in the concentrate and the dilutions respective allowed the germination of spores

with the consequent formation of mycelium; with the restriction to the concentrate and a dilution of 1/10.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

La kombucha, conocida en nuestro medio como agua de hongo es bebida de tradicion
milenaria en diferentes paises del oriente asidtico c¢omo bebida destaca por su
refrescante y agradable sabor en las primeras 72 horas de su preparacion debido al
proceso de fermentacion de la sacarosa. Los consumidores aducen que tiene
propiedades medicinales alivia malestares digestivos y otras dolencias producto de
desérdenes alimenticios, previene infecciones fingosas y bacterianas, estas evidencias
lo reportan los orientales debido a que su consumo alivia escoriaciones de la piel

inducida por hongos dermatdgenos.

El liquido refrescante se obtiene por fermentacion de la sacarosa por accion de
diferentes microorganismos que conforman el cuerpo fructifero conocido como
kombucha; de éstos destacan Saccharomyces -sp., Acetobacter xylinum, y otros hongos

que prosperan en el agua azucarada de té. (Thea arabica L.).

En la actualidad, las investigaciones relacionadas con el tratamientdo de
ftoenfermedades y plagas de los diferentes cultivos estan orientadas a la utilizacién
ordenada de practicas agronémicas ancestrales destacando entre estas el uso de la
materia organica como integrante principal del sustrato suelo seguido por aplicacion de
metabolitos antagbnicos de origen fingoso, bacteriano y vegetal con la finalidad de
consumir productos agricolas de calidad y sin riesgo de remanentes tdxicos. Teniendo
en cuerita todo 1 mentionado orgafizambs la presefite Tivestigacion con el proposito de
obtener un producto alternativo que limte la germinacion de indculo de cuatro

fitopatégenos comunes.



Objetivo

Determinar la dilucién antagbnica efectiva de Kombucha contra fitopatogenos fungosos

en condiciones “in vitro”.



CAPITULO T
REVISION DE LITERATURA
2.1. Generalidades de Kombucha

El nombre Kombucha deriva del vocablo japonés “konbu” que Sighifica “alga” y la
terminacién “cha” que se refiere a “t6” semdAnticamente corresponde alga de té. En
Japén, konbucha es el nombre de un plato tipico denominado *sopa de alga”
(Barbancik, 1954).

Las exploraciones cientificas de kombucha comenzaron en 10§ afios 1950. En el
Instinto Cientifico “Moscow Bacteriologica Institute”, como parte de un proyecto
nacional de investigacion sobre el cancer. Los investigadores descubrieron que la masa
blanquecina suave estd constituida por una simbiosis de microorganismos, que
prosperan en agua azucarada de t¢ formando un cuerpo fructifero de consistencia
gelatinosa de color blanco cremoso en la superficie y de color marr6n claro en el envés

(Barbancik, 1954).

Los microorganismos que integran kombucha tienen caracter industrial, destacan
levaduras de la clase Ascomycetes género de Sacharomyces y las bacterias de la clase
Schizomicetes -género -Acetobacter (Ginther, W. Frank. 1991).

2.2. Utilidad de kombucha

Opiniones que destacan las ventajas del t¢ Kombucha sobre todo en humanos, como
regulador del sistema digestivo, alivia dolencias a consecuencia de artritis mantiene
saludable a la piel. Kombucha por ser un Trmento tipo sidra €s bebida agradable que se
utiiza como bebida anti sed, su consumo tiene la ventaja porque se ingiere los
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microorganismos integrantes vivos tanto de hongos como bacterias a quienes los

cientificos atribuyen influencia positiva en el sistema digestivo (Barbancik, 1954).
2.3.'Géneros de levaduras presentes en Kombucha

2.3.1. Género Saccharomyces sp., son organismos unicelulares posee pared celular
definida, constituida por carbohidratos de cadena larga (Roncal, 2004), el principal
compuesto es la quitina. El nicleo visible pequefio rodeado de citoplasma con una gran
vacuola que ocupa la mayor parte de la célula, mitocondrias de 5 pm de largo por 1ym
de ancho son organulos filamentosos que se encuentran flotando en el citoplasma;
desplazandose de una parte a otra dentro la célula (Gunther, & Frank. 1991).

En el interior de estos orginulos se han localizado porciones que generan enzimas que
intervienen en el ciclo de Krebs, en las cadenas de transporte de electrones y la
fosforificacion oxidativa. Esto ha hecho que se compare a las mitocondrias como
calderas en las que los seres vivos queman (oxidan), diferentes componentes para
recuperar la energia que contienen y convertirla en ATP (4cido adenosiritrifosfotico) es
probable que la mayoria de las mitocondrias si no todas, se originen por fragmentacion
de ofras ya existentes, antes de la division celular. (Madigan, Martinko y Parker, 2006).

En el proceso, de muliplicacién de una célula de levadura lo primero que se distingue
es la blastoconidia en forma de brotes celulares, globoso, ligeramente alargada. En
medio de cultivo se presenta un filamento (Alexopoulus, 1966).

2.3.2. Zygosaccharomyces rouxii, son células elipsoidales la mayoria con més de 5 ym
de largo puede crecer sobre substratos azucarados, condicion que facilita su actividad,
se estima alededor de treinta especies que se¢ multiplican en un rango de 0,876% vy
0,912%, de concentracién de azicar (Brock, Smith, Madigan, 1987).

Taxonémicamente el género Saccharomyces por presentar quitina en la pared celular y
sus caracteristicas morfologicas se incluye en el reino Fungi filo Ascomycota clase
Hemiascomycetes orden Saccharoffiycetales familia Saccharomycetaceae (Brock,
Smith, Madigan, 1987). |



2.3.3. Bacteria Acetobacter xylinum, presenta flagelos periticos, encargada de flevar a
cabo la oxidacion incompleta de akoholes de cadena larga y de azicares, esto ocurre
porque cumplen con el ciclo del acido citrico hasta CO2 conduciendo a la acumulacion
de acidos organicos, como productos finales (Gerard, Tortora,A 1993).

2.4. Proceso de 1a fermentacion alcohélica

Es un proceso biolégico en plena ausencia de aire (oxigeno - O2), lamado también
proceso anaerdbico originado por la actividad de algunos microorganismos unicelulares
(levaduras), que procesan los hidratos de carbono (azicares), como puede ser glicosa,
fructosa, sacarosa y almidén para obtener como producto final alcohol en forma de
etanol, (cuya formula -quimica es: CH3=CH»>~OH) di6xido de carbono (CO2), en forma
de gas y unas moKculas de ATP que consumen los propios microorganismos, en su

metabolismo celular energético anaerébico (Brock, Smith, Madigan, 1987).

El etanol resultante se emplea en la elaboracién de algunas bebidas alcohodlicas, tales
como el vino, cerveza y sidra. La fermentacion acética corresponde a la fermentacion
del etanol, para convertirse-en acido acético, provocado por bacterias cominmente se

presenta en vinos cuando éste se agria (Garritzz Chamuzo, 1994).

2.4.1. Fermentacion de la glucosa, cuando la glicosa se degrada, por via de la
glucolisis en condiciones anaerdbicas no se produce una oxidacion o una reduccion total
del sustrato. Se afirma entonces que la reaccién de fermentacion estd “equilibrada”. La
energia libre requerida para la formacion de ATP se obtiene a partir de las reacciones de
trasferencia de electrones favorables, ocurriendo la degradacién pasando por tres

momentos:

a) Primero ocurre la reaccin de arreglo preparatorio de degradacion formando al

compuesto intermediario gliceraldehido-3-fosfato; sin oxido — reduccion.

b) Se produce 1a energia para los enlaces de fosfato en forma de ATP y la produccion
de piruvato.

c) El proceso de la reaccibn de éxido-reduccion manifestiandose la fermentacion con k
produccién de etanol y liberacion de CO:. La via bioquimica del piruvato se denomina
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glucolisis y algunas veces recibe el nombre de Embden Meyethof en honor a sus
descubridores (Gerard, Tortora, 1993).

Hay que recalcar que todavia no se han efectuado cambios redox, puesto que as tres
reacciones se realizan sin ninguna transferencia de electrones, aunque se han empleado
dos enlaces fosfato de altas energias provenientes del ATP. La primera reaccién de
oxidacién tiene lugar en la conversion del gliceraldehido-3-fosfato en acido 1,3-
difosfoglicerido. En esta reaccion la coemnzima NAD acepta dos electrones y se
‘convierte en NADH, mientras que el fosfato inorganico se convierte en forma organica
(quimicamente se dice que el fosfato ha sido esterificado) constituyendo de esta manera
base de la fosforilacion del sustrato y la formacién del ATP, como reaccién mas

importante en los organismos vivos (Voet, Voet, 2006).

En la fermentacion completa se emplea dos moléculas de ATP para fosforilarilaion del
azicar y se sintetiza cuatro molculas de ATP (dos por cada fragmentd de tres
‘carbonos), con que la ganancia neta es dos mokculas de ATP por mokculas de glicosa
fermentada. Puesto que el valor energético de un enlace de alta energia de ATP es de
cerca de 7.4 kcalmol y se libera 57 kcal de energia por molcula de ghicosa, durante la
fermentacién alcohélica; cerca del 26% de la energia liberada durante la oxidaci6n de
glucosa se mantiene en enlaces de alta energia de ATP (14.8keal en dos mol de ATP) y
el resto se pierde en forma de calor (Voet, Voet, 2006).

Las. reacciones que van de glcosa al piruvato que se acaban de describir se presentan
en gran variedad de microorganismos, pero el piruvato producido puede procesarse
todavia mas y de diferentes formas, muchas bacterias, asi como animales superiores,
efectian la reduccidon piruvato+ NAD—iécido lctico +NAD, sirviendo el piruvato como

,,,,,

del alcohol y CO; (Gerard, Tortora, 1993).
2;5. Obtencién de acido acético

Esta fermentacién comprende el proceso de obtencidn del etanol para convertirse en
4cido acético provocado por bacterias comiunmente se presenta en vinos, cuando éste se

agria. (Voet, Voet, 2006).



La ruta bfoiégica de producdién de Acido Acético estd en el orden def 10%, de 1a
produccién mundial, siendo las bacterias fermentativas las responsables del proceso de
obtencion de este vinagre de calidad para fa industria culinaria. El 75% del 4acido acético
procedente de la industria quimica se obtiene a través de la carbonilacion del metanol;
existiendo otros métodos alternativos de produccion de este producto (Brock, Smith,
Madigan 1987).

El 4cido acético en Ia Torima de vinagre, ha sido preparado por bacterias del género
Acetobacter. En presencia de suficiente oxigeno estas bacterias pueden producir vinagre
a partir de una amplia variedad de alimentos alcohdlicos. Algunos insumos comunes

son la sidra, el vino, cereal fermentado, malta, arroz y papa (Gerard, Tortora, 1993).

- Una solucién diluida de alcohol suministrada con indeulo viable de Acefobacter sp., y
mantenida en un lugar célido y aireado se hard vinagre. Este principio utiiza la
industria, para la preparacion de vinagre; probablemente fa primera produccién de
vinagre fue consecuencia de errores en la fermentacién, durante el proceso de
elaboracién de vino. Si el mosto se fermenta a temperatura demasiado alta Acerobacter
sp., dominard a la levadura (Saccharomyces sp.) presente naturalmente en las uvas
(Vitis vinifera) (Gerard, Tortora, 1993)

La mayor parte del vinagre hoy en dia es hecho en cultivo de tanque sumergido, descrito
por primera vez en 1949 por Otto Hromatka y Heinrich Ebner. En este método el
alcohol se fermenta a vinagr, en un tanque agitado continuamente se suministra oxigeno
burbyjeando aire a través de la solucion. Usando aplicaciones modernas de este método
se puede preparar vinagre de 15% é4cido acético en sOlo 24 horas en un proceso por
lotes, incluso de 20% en 60 horas (Gerard, Tortora, 1993).

2.5.1. Carbonilacién del metanol, en este proceso el metanol y el monéxido de
carbono(CO) reaccionan para producir 4cido acético, de acuerdo a la ecuacion quimica

siguiente.

CI011+ CO ----- CH;COOH

El primer proceso comercial de carbonilacién del metanol,usando catalizador de cobalto

se desarrolié por la compafiia quimica alemana BASF en 1963. Posteriormente en 1968,
7



el catalizador estuvo basado en rodio (Rh), mostrando eficiencia a menor temperatura y
con casi ningin subproducto. La primera planta en usar método fue construida por la
compafiia quimica norteamericana Monsanto en 1970; constituyéndose en el método
dominante de produccion de &cido acético. En las postrimerias de los afios 1990, las
compafifas quimicas de BP comercializaron el catalizador del proceso Cativa que es
promovido por el rutenio. Este proceso catalizado por iridio es mas verde y méas
eficiente y ha sustivido ampliamente al proceso Monsanto, frecuentemente en las
mismas plantas de produccion (Gerard, Tortora, 1993).

253, Accién del 4cido acético, en medicina al 1% es importante para vendajes
quirirgicos en concentraciones de  2-5%, se utiliza para aliviar otitis externas
provocados por Pseudonimas sp., y Aspergillus sp. En concentraciones de 5%, sirve
para desinfectar y cicatrizar quemaduras externas. Duchas vaginales al 0,25% y 1%
alivia infecciones por y Tricotomas sp., y al 0,25% se utiliza para irrigacion de la
vejiga (Gerard, Tortora, 1993).

Tiene propiedades de “desintoxicacién”, reduce ks propiedades toxicas de sustancias
mediante modificaciones quimicas inducidas en el organismo que generan un
compiiesto que es menos t6xico o que se elimina con mayor faciidad, ademés
“desinfecta”, debido a que elimina todo tipo de microorganismos patogenos, con
excepcion de esporas bacterianas que han expetimentado liofiizacién natural (Roncal,
2004). Se utiza como “desinfestante” eliminando microorganismos de material

quirtirgico y sustratos de diferente naturaleza (Roncal, 1993).

El etanol antes de convertirse en acido acético por fermentacién, sc utiliza como
- desinfectante elimina a microorganismos, siempre y cuando se encuentre diluido en
agua, para permitir el paso del producto activo dentro de la célula del microorganismo ¢
inducir la intoxicacion (Gerard. Tortora. 1993).Como desinfestante, se utiliza para el
mantenimiento  aséptico de material quiriirgico y equipos de uso médico como
estetoscopios, equipos para la asistencia respiratoria o 4areas de preparacion de
medicamentos en centros de saluid y laboratorios de drogueria; para evitar la corrosién
de superficies de tapones de goma y de frascos-ampolla que contengan medicamentos.
En laboratorios de biologia y especialmente de diagnosis microbioldgica y otros
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ambientes donde se realizan trabajos de investigacién que requieran de asepsia, se
utiliza alcohol etilico de 96 grados (Gerard, Tortora, 1993).

2.6. Sustancias bioquixhicas de kombucha, producto compuesto por levaduras y
bacterias que después del proceso de fermentacién y oxidacion, el hongo lieva a cabo
diferentes reacciones complicadas en la sedimentacion del 18, el hongo de ¥ se alimenta
de azicar a cambio produce otras sustancias valiosas que cambian dentro de la bebida:
vitaminas aminoacidos, sustancias antibidticas, 4cido glucurénico, acido acético y otros
no determinados por lo tanto el té¢ de hongo es una fabrica bioquimica real (Gunther, W.
Frank. 1991). v

2.6.1. El acido Glucurdénico, es altamente hidrosoluble conocido también como acido
del azficar que se encuentra en la orina, este 4cido retine toxinas, como las drogas y las
hormonas que se encuentran en el higado y ayuda a eliminarlas del cuerpo, el acido
glucurénico es sualmente tilizado como desintoxicante junta a las toxinas y las hace
mas hidrosolubles para que se eliminen mas ficilmente por la orina. También se une a
las hormonas vy las fibera en todo el cuerpo (Gunther, W. Frank. 1991).

2.6.2. Aminoécidos, Jos amino4cidos son compuestos orginicos Gué s¢ combinan para
formar proteinas. Los aminodcidos y las proteinas son los pilares fundamentales de la
vida, un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino (-NH2); y un grupo
carboxilo (-COOH) (Gunther, W. Frank. 1991).

2.7. Generalidades del té (Thea arabica 1.)

Su origen se remonta a la mitologia japonesa, acreditado por el Santo Budista Chino
Bodhidharma, meditando durante nueve afios frente a una pared. Tiempo que condujo
al Santo a quedar profindamente dormido luego de despertar se disgusté por haberse
quedado dormido este disgusto hizo que se corte sus parpados, para de esta manera
asegurarse, a no quedarse dormido nuevamente durante sus meditaciones. De sus
parpados caidos al suelo crecieron plantas cuyas hojas inmersas en agua caliente
prodiucen una bebida que combate ¢l suefio (Mufioz, F. 2002).



Bromatologicamente la composicién quimica general de los brotes de té varian segin
las condiciones agroclimaticas, fecha de cosecha practicas culturales y caracteristicas
genéticas de la planta cuya popularidad como bebida se atribuye a los polifenoles y
xantinas ambos grupos responsables del sabor unico, sumado a los numerosos

compuestos asociados a este aroma (Mufioz, F. 2002).

Tanto los brotes como hojas presentan complejos quimicos de enzimas, carbohidratos,
proteinas y lipidos. Los brotes se distinguen por su marcado contenido en polifenoles
(flavonoides, teaflavina, tearubigina) y xantinas (cafeina, teobromina y teofilina);
compuestos que integran entre 15 a 30% de la materia seca de los brotes, aunque estos
porcentajes pueden variar peor su contenido segin el material genético, ambiente,
practicas agronmicas, incidencia de plagas y enfermedades, ademas de practicas de
industrializacion, las hojas frescas de esta planta contiene entre un 75 a 78% de agua.
Hacen falta 4kg de hojas frescas para hacer lkg de té terminado. Los mayores
compuestos oxidables de las hojas son las catequinas sustancias pertenecientes al grupo
de los flavonoides; destacan elepigalato de catequina éstas se encuentran en las vacuolas
jugando un fol fundamental durante &l proceso dé la fermentacion (Mufioz F. 2002).

En la salud humana las catequinas, intervienen en la reduccién de Jos triglicéridos y
colesterol de la sangre previenen la arterioesclerosis refuerza las paredes de las venas
regula la presién sanguinea y previene las caries limitando el desarrollo de las bacterias
causantes de tal afeccion. Cominmente conocido como “Té negro” es considerado
como fuente ideal de los minerales calcio (Ca), fosforo (P), hierro (Fe), potasio (K),
sodio (Na) y las vitaminas A, Bl, B2, Niacina y C, contiene mas de 600 compuestos
que actian sobre el sabor, gusto y color son los siguientes:
Destacan las proteinas (20 a 30%), aminoacidos (1 a 5%), responsables del gustoy
sabor, alaloides (3 a 5%), fenoles (20 a 35%), ghicidos (20 a 25%), Acidos organicos
(3 a 5%), Lipidos (4 a 5%), Pigmentos (0,6 a 1%), Substancias aromaticas (0,005 a
0,03%), vitaminas (0,6 a 1%), saponatias (0,07 a 0,1%), esterokes (0,04 a 0,1%). Estas
son las substancias organicas (Mufioz, F.2002).
Como resultado de un analisis cientifico de la composicion quimica del té, se ha
determinado que contiene 27 elementos minerales, ademas del carbono (C), hidrogeno
H), oxigeno (02) y nitrbgeno (N); se encuentra fosforo (P), potasio (K), magnesio
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(Mg), manganeso (Mn),flior (FI), aluminio (Al), calkio (Ca), sodio (Na), azufte (S),
hierro (Fe), arsénico (Ar), cobre (Cu), niquel (Ni), silicio (Si), cinc (Zn), boro (Bo),
molibdeno (Mo), plomo (PI), cadmio (Ca), cobalto (Co), selenio (Se), bromo (Br), yodo
(@), cromo (Cr), titanio (Ti), cesio (Cs) y vanadio (Va). El contenido en fluor, potasio,
aluminio, yodo, selenio, niquel, arsénico y manganeso del té, es superior al nivel medio
de otras plantas. Los elementos minerales producen una accion reguladora sobre el
organismo. Como el &€ es rico en estos elementos, es suficiente con beber algunas tazas

por dia para responder a las necesidades del cuerpo humano (Mufioz, F.2002).

2.7.1. Procesamiento del Té comercial, el t¢ negro o comiin se prepara a partir de los
brotes secos del arbusto Thea arabica denominado botdn y de las dos primeras hojitas
del terminal. Las hojas se dejan marchitar luego pasan por la envoltura durante unas
horas; luego se calientan y se secan en este proceso las enzimas del parénquima foliar

verde catalizan la oxidacién de los constituyentes (Mufioz, F. 2002).

Este producto se oxida hasta en un 100%; las hojas cortadas se magullan para perturbar
las estructuras de las células aprovechando todos los jugos de la hoja (que contiene
flavonoides); y enzimas (como la polifenol oxidasa), se mezclan permitiendo una-
oxidacion compkta. El proceso de oxidacion dura tres horas bajo una alta humedad y
una temperatura Optima para la funcion de la enzima. Una vez que el proceso esta

completo, las hojas rotas se secan y se preparan para su empaque (Mufioz, F. 2002).

Las figuras siguientes son el ejemplo de oxidacién de las catequinas en theaflavinas y
thearubiginas por medio de la enzima polifenol oxidasa. Ahora si se puede observar
que las estructuras comienzan a cambiar mds. Thearubigina es la que da el color y

sabor caracteristico al té negro.
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2.7.2. Descripcion de algunas sustancia quimicas presentes en el té negro.

2.7.2.1. Teaflavinas (TF), son sustancias rojas o naranjas que contribuyen la intensidad,
el brillo y el color de la infusion de té. Las teaflavinas del t¢ negro comprenden varias
fracciones (Mufioz, F. 2002).

2.7.2.2. Tearubiginas (TR), son sustancias altamente polimerizadas: son los productos
de condensacion completa de catequinas oxidadas con TF. Juntos con otras sustancias
altamente polimerizadas, las TR contribuyen con el color, el sabor y el cuerpo de la
infusibn (Mufioz, F. 2002).

2.7.2.3. Cafeina, es- una molécula relativamente estable y es un estimulante directo del
sistema nervioso central. Junto con TF imparte fierza al licor o infusion de té. Los altos
niveles de cafeina indican un buen estandar de hoja. Los niveles de cafeina disminuyen
con la madurez de los brotes. Estos componentes bioquimicos dan el gusto tdnico y
aroma caracteristico al t€¢ negro. Los componentes de sabor volitiles incluyen
aminoacidos que se degradan para producir linalol, fenil acetaldehido, fenil etanol y
metil que contribuyen al aroma deseable del té (Mufioz, F. 2002).

2.8. Generalidades de los hongos fitopatégenos

El soma estd constituido por filamentos ramificados conformados por células de paredes
celulares que contienen quitina, celulosa y otras sustancias orgénicas complejas. Las
hifiss de Ik mayoria de Jos hongos se encuentran interrumpidas por tabiques
transversales porosos, denominados septos, son divisiones que permiten la
diferenciacion celular con mds de dos micleos, aploides o diploides segin la
circunstancia. Las especies menos evolucionadas sélo presentan septos en la parte
“terminal del talo, donde se forma el esporangio o estructura almacén de esporas y
zoosporas (Roncal, 2004).

El conjunto de hifas, esporangiéforos, conidi6foros, esporas y conidias respectivamente
conforman el micelio (Roncal, 2004).
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Son quimioheterdtrofos algunas especies viven sobre materia organica muerta, otros son
parasitos sin ocasionar dafio significativo al hospedero, de esta forma de vida se
orignan los hongos simbiontes o micorriticos y los que prosperan como patdgenos de

otros seres vivos (Roncal, 2004).

Se propagan a través de esporas, conidias los” mismos que se forman en esporangios y
conidiéforos simples y ramificados, algunos conidi6foros se forman  dentro de
estructuras especiales como ocurre también con las esporas de los hongos denominados
superiores, que se forman en células especiales denominadas basidias y ascas (Roncal,
2004).

2.9. Generalidades de los hongos fitopatogenos: cuyo inoculo se ha expuesto al

efecto antagénico de kombucha
2.9.1. Fusarium sp.

Este género fue descrito por primera vez por Martius en 1842 y patentado por Sacardo
en 1881. En su fase perfecta forma ascocarpo en peritecio que corresponde al género
Nectria, que sobre el sustrato natural forma peritecios globosos de color naranja palido
ocre y termina de color marrén claro. Las ascas son cilindricas con terminacion
coniforme de 60-80 x 8-12 um; contienen ocho ascosporas elipsoides a ovoides hialinas
o marron claro con un septo central de 11-18 x 4-7 pm. Tanto en su estado homotalico

como heterotalico presentan macroconidias delgadas y/o abultadas (Ames, 1974).

El micelio en medio de cultivo con agar, primero es de crecimiento lento posteriormente
se diferencia el micelio de colores distintos segin la especie unos son blanquecinos,
crema palido, rosado, rojo claro, ocasionalmente de color marrén claro. Generalmente el
desarrollo micelial responde a la iz formando diferentes formas de microconidias y

abundante formacion de macroconidias (Ames, 1974).

El conidi6foro, se forman en la parte lateral de la hifa somdtica algunos son pequefios

denominados microconidi6foros otros son relativamente grandes y corresponde a la
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nominacién macroconidioforos ambos terminan en ramificaciones en forma de botella -
denominados fialides, tamafios diferentes segiin la especie desde 2- 4 ym x 8 — 16 um
(Ames, 1974).

Los fidlides denominadas células conidiogénicas, debido a que en su interior los nucleos
se recubren de protoplasma protegidos por una membrana hasta la diferenciacion del
conidio el que emerge a través de la apertura apical. (Roncal, 1993), algunas
ramificaciones individuales de la hifa son fidlides conocido como monofidlide en cuya

parte apical se agrupan los conidios (Alexopoulos, 1996).

En el sustrato natural y a veces en medio de cultivo se forman esporodoquios, estructura
en forma de cojin, del cual emergen los conididforos pequefios y ramificados en fidlide
(Roncal, 1993).

El micelio en sus inicios origina la formacién de fidlides; y sobre este es facil distinguir
la proliferacion de microconidios fisiologia que ocurre mayormente entre dos y tres dias
de incubacion (Booth, 1971), son ovoides, alargados de tamafio que oscila entre 8-16 x
2-4,5 pym los monofidlides alargados y finas suelen medir de 40-80 x 2,5-3 pm
(Alexopoulus, 1996).

Los macroconidios en las diferentes especies se forman después de tres, cuatro, a siete
dias de incubacion, el tamafio varia de 4-5 pm x 28- 32 pm. Las diferentes especies
forman estructuras de resistencia nominados clamidosporas, se caracterizan por
presentar pared lisa o rugosa se forman en parejas o individuales. (Ames, 1974) éstas se
forman en células terminales intercalares o en forma lateral de la hifa soméatica como
también en las células centrales de la macroconidias (Roncal, 1993).

La estructura de la pared celular de las macroconidias de las diferentes especies de
Fusarium sp., se caracteriza por tener mayor concentracion de quitina sustancia
impermeable a soluciones dafiinas como los fingicidas. Este compuesto quimico es
sintetizado por la membrana citoplasmitica exterior en condiciones adversas.
(Alexopoulus, 1988); ocurrida la impermeabilidad de las paredes celulares de las
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macroconidios ésta se constituyen en conidios de conservacidon bajo estas condiciones
se limita al méximo la actividad fisioldgica de los diferentes organulos inmersos en el
citoplasma (Roncal, 2012).

Las diferentes especies del género Fusarium desde 1935 a la actualidad bhan tenido
controversias de clasificacion taxondmica es importante recalcar los trabajos de Wollen
weber (1934), Reinkin (1935) y otros quienes aportaron conocimientos basicos para
que Nelson, Tousson y Marasas (1983), establecieran la categoria taxondmica conocida
como “seccion”. Cada seccion repreéentada por una 0 mas especies y sus respectivas

formas especiales ala fecha se encuentra reportadas las secciones:

a) Martiellaventricosum, con la especie F. solani,
b) Elegans, F.oxysporun,

¢) Spicarioides, F. rigidiuscula = F. decemcellulare,
d) Liseola, F. moniliforme,

¢) Discolor, F. graminearum, F. culmorum,

f) seccidnLateritium, F. lateritium,

g) Sporotrichiella, F. tricinctum,

h) Roseum, F. roseum,

i) Eupionnotes, F. episphaeria,

j) Gibbosum, F. equiseti.

Todas las secciones se incluyen en la clase forma Deuteromycetes orden forma

Moniliales familia forma Tuberculariaceae (Roncal, 1993).

La mayoria de especies de Fusarium no tienen capacidad de penetrar directamente el
tejido de hospedero requieren de aperturas naturales o artificiales inducidas por insectos
y otros fitopatégenos (Hooker, 1980).

El inoculo infectivo en el sistema radicular son los conidios éstas bajo condiciones de
temperatura entre 22 - 28°C, del suelo y humedad relativa que supera la capacidad de
campo germinan un tubo de germinacidn, que por quimiotaxismo, se dirigen a las
heridas de los pelos radiculares, logrando establecerse en el xilema y floemas; en ambos
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de desarrollan en forma intra e intercelular, procurando toxinas que diluidos en la
solucidon suelo se desplazan al follaje ocasionando intoxicacion de las células del apice y
borde hasta inducirles la necrosis en forma de necrosis regresiva de color pajizo a

marrén oscuro (Roncal, 2004).

Las hifas al inicio de la infeccion desarrollan intercelularmente; penetran dentro de las
células cuando estdn en proceso de ntoxicacidon o muertas. En los tejidos necrosados los
filamentos desarrollan en forma lenta, mostrandose visibles en los espacios
intercelulares bajo estas condiciones no existe reaccion celular del hospedero al
desarrollo- y crecimiento del hongo. Las porciones del tubérculo afectado muestran
menor cantidad de almidén el micelio es abundante, puede estar confinado a los
espacios intercelulares en los cuales ademas se deposita suberina al igual que en las

paredes celulares de otros tejidos del hospedero (Hooker, 1980).

En tejidos susceptibles nb se realiza hidrélisis: de almidon ni acumulacion de suberina.
Las Jesiones pequefias cercanas a la infeccion estdn tapizadas de una capa continua de
células de meristemo de cicatrizacion con deposicion de suberina. En otro caso las hifas
matan las células y penetran dentro de dos células de apariencia normal. Los detalles de
la infeccion dependen de la virulencia del patégeno y de la resistencia de la lesion

examinada determinada por la variedad (Hooker, 1980).

Los Fusarium pueden vivir muchos afios en el suelo; pero el inoculo primario de
F. solani, siempre se encuentra en la superficie de los tubérculos a partir de los cuales
los propagulos contaminan los envases, los equipos usados para la recoleccion y
almacenamiento inoculando las heridas ocasionadas durante el transporte de la semilla,
especialmente cuando se trata semilla cortada, la misma que se pudre infectando el
suelo adherido a los tubérculos cosechados (Hooker, 1980).
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2.9.2. Rhizoctonia solani KXuhn.

Esta especie fue reportada por primera vez por Kuhn en Alemania en 1858 afectando
papa y en nuestra patria por Abboot en 1931, la mayoria de fitoenfermedades inducidas
por este patogeno en los diferentes cultivos son inducidos por R solani (Torres, H.
2002).

El género Rhizoctonia presenta diferentes especies, unas con micelio hialino y otras,
como Rh. solani de color marrén las células de los filamentos son alargadas, Ia septa de
la ramificacion se encuentra distante de la hifa principal; este modelo de ramificacion
tiene la forma de una “T”, figura facilmente distinguible bajo el microscopio (Roncal,
1993), formando auténticos angulos rectos la base de la ramificacion que forma la “T”;
presenta una constriccion esta peculiaridad corresponde a la fase imperfecta (FI)
(Torres, H. 2002).

En la fase perfecta estd representada por el Basidiomycetes Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk (Barron 1968) y por Corticium vagum Berk., Pellicularia filamentosa
Pat., Hipochnus solani Prill y Delacr de la clase Ascomycetes (Roncal, 2004).

En algunas especies los filamentos forman clamidosporas en cadena y otros una masa

fungal semejante a esporodoquio (Torres, H. 2002).

Los esclerocios en los inicios de su formacidon se muestran brillantemente coloreados,
cubiertos de una pared de color marrén a negro (Barnett & Hunter, 1999), las razas de
Rh. solani que tienden a producir esclerocios sobre los tubérculos no tienen la capacidad
de infectar tallos estolones v raices en cambio las razas que afectan tallos tienen menor
tendencia a producir esclerocios sobre los tubérculos estos ultimos afectan fuertemente

al algodonero y frijol no asi al tomate y maiz (Torres, H. 2002).

Taxonémicamente Rh. solani se ubica en la clase forma Deuteromycetes orden forma
Agonomycetales o Mycelia Sterilla, familia forma Agonomycetaceae (Alexopoulos &
Mims, 1979).
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El nombre de la fitoenfermedad provocada por Rhizoctonia solani en América del Sur
tiene distintas nominaciones en el Perd se conoce como ‘rizoctoniasis”, en Chile como

“costra” o “sarna negra (Torres, H. 2002).

El inoculo constituido por esclerocios y porciones vegetativas de los filamentos brotan
entre 1 a 22°C; y humedad relativa que supere el 65%, y cuando existe nubosidad
permanente (Roncal, 2004), causando ahogamiento en la mayoria de las plantas
afectando raices, tallos, tubérculos, cormos y otros 6rganos en brotes de tubérculos la
infeccion se aprecia como brotes muertos a medida que sigue la diferenciacion de los
tejidos a nivel de cuello de plantulas, plantones y planta franca las lesiones en el tejido
cortical se muestra de color de café antes de su muerte (Agrios, G. 1996).

Semillas en proceso de germinacion y en plantulas de diferentes especies, tanto en
campo definitivo como en invernadero ocasiona la ‘“chupadera fingosa”, pre y post
emergente (Roncal, 2004), estos sintomas se han reportado en chalarina (Casimiro
aedulis), (Chuquimango Alvarez, Delicia Dolores y M. Roncal, 2012) membrillero
(Cydonea oblonga) (Chuquimango Alvarez, Julia Teodelinda y M. Roncal, 2012)
frutales de Cajamarca.

En plantas j6venes y adultas, las infecciones mayormente se muestra a nivel de cuello,
destruyendo el tejido cortical bloqueando los haces conductores no permitiendo la  tras-
locacién de los fotosintatos a los tubérculos que son los organos de- reserva por el
contrario se acumulan en las yemas axilares formando los cominmente llamados
tubérculos aéreos pigmentados de verde y purpura violiceo. A medida que ocurre I
infeccion afecta al xilema la planta se marchita y muere (Roncal, 2004).
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2.9.3. Verticillium sp.

El género Verticillium corresponde a estados de Gliocladium roseum, Stilbum sp.,
Sepedonium sp., Mycogone sp., Stephanoma - sp., y de otros hongos mas que

morfolégicamente se parecen (Romero, 1988).

El nombre de la fitoenfermedad “verticiliosis” deriva del género del patogeno el
sintoma caracteristico corresponde a marchites generalizada de la planta. El Centro
Internacional de la Papa (CIP), reporta que Verticillium dahliae Kleb, es el causante de
esta enfermedad; aunque en el pasado se le atribuy6 a Verticillium albo atrum Reinke y
Berthold (Roncal, 2004).

En medio de cultivo PDA el hongo presenta micialmente hifas hialinas septadas y
ramificadas (Roncal, 1993), entre 24 y 48 horas es algodonoso de color blanco (Roncal,
2004). En campo es comin encontrarlo parasitando a otros hongos, los conidiéforos
individuales, se ramifican formando fidlides en verticllos a este tipo de ramificacion
también se lo conoce como esterigmas, estructura que termina en punta roma los
nicleos en su interior se cubren de protoplasma, membrana y pared celular; en estado
aun joven emerge acumulindose paulatinamente en una sustancia gelatinosa pegajosa
que vista al microscopio se aprecia un conglomerado de esporas unicelulares (Roncal,
1993).

Las esporas o conidios por la disposicion en el fialide se denominadas fialosporas son
unicelulares ovoides a elipsoides hialinas (Romero, 1988), en el conglomerado cumplen
su madurez fisiologica, soltdndose paulatinamente bajo la forma de indculo

potencialmente infectivo (Roncal, 2004).

En medio de cultivo sintético y natural forman estructuras de conservacidn nominadas
clafnidosporas que cuando se aglutinan forman microesclerocios de color negro la
temperatura favorable para formar esclerocios es de 10 a 20°C, (Roncal, 1993), en este
estado el patdgeno inverna en el suelo hasta por 50. afios. Estos microesclerocios como

in6eulo 'se diseminan a través del agua movimiento de suelo cuando éste tiene 100
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microesclerocios por gramo destacando que entre seis a S50 microesclerocios es

suficiente para producir infecciones de consideracion (Agrios, 1996).

Taxonémiicamente de Verticillium sp., integra la clase forma Deuteromicetes, orden

forma Moniliales y familia forma Moniliaceae (Roncal, 2004).

Como todas las especies del género Verticillium éstos son considerados como patdgeno
vascular induciendo marchites generalizada (Romero, 1988), ingresa al hospedero a
través de las heridas naturales y artificiales de las raices, proliferaindose en los vasos
lefiosos en forma ascendente (Roncal, 1993); tanto las infecciones de tallos, raices y
estolones; impiden el pasaje del agua y nutrientes asi como también de los fotosintatos a
los diferentes tejidos causando de esta manera la muerte de las células debido a la
produccion de toxinas. El marchitamiento foliar se inicia en las hojas inferiores y abarca
toda la planta. Algunas veces se presenta unilateralmente afectando solo a los foliolos
de uno de los lados de la hoja en tanto que los de otro sector se mantienen con
apariencia sana. En ocasiones este marchitamiento se presenta solo en un sector del

foliolo (Romero, 1988).

La velocidad de colonizacién depende de la susceptibiidad de la variedad estado
nutricional, temperatura ambiente entre 22 a 25°C, la mayor oportunidad de infeccion

ocurre a través de raices jovenes y heridas (Agrios, 1996).
2.9.4. Alternaria sp.

Las diferentes especies de alternaria, son fitopatégenos de hojas y frutos; destacan
Alternaria solani Sorauer-= Macrosporium solani Ellis and Martin, causa alternariosis o
tizon temprano en papa (Solanum tuberosum);, esta fitoenfermedad se desarrolla en
hojas seniles; de preferencia en cultivos de la sierra peruana. En las regiones costeras

los dafios no son de consideracién (Romero, 1988).

En hortalizas de acuerdo a la especie destacan A. brassicae en col (Brassica oleraceae),

A. dauci en zanahoria (Daucus carota), A. Tenuis, A. tenuisima (Romero, 1988)
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Morfolégicamente, Alternaria sp., en medio de cultivo PDA y medio natural presentan
micelio algodonoso color gris oscuro a negro. Las hifas vistas al microscopio son de
color marrén brillante. (Roncal 2012), otras se muestran con pigmentacion marrén claro
a oscuro, dependiendo de la especie (Agrios, 1996), los filamentos presentan células
mukinucleadas (Rotem, 1994).

Los condidforos tanto en medio natural como en PDA, se muestran como
ramificaciones de las hifas tienen distribucion individual o solitarios raras veces forman
grupos son erectos y flexuosos la pigmentacién que caracteriza a los Dematiaceos; en
esta estructura se concentra mas por eso se observa mas oscuros que la hifa somatica. El
didmetro de los conidibforos de las diferentes especies es variable, habiendo
determinado que en A. solani es de 6 a 10 ym de didmetro, y hasta 110 pm de largo
(Torres 2002), la temperatura dptima de produccion de conidibforos es de 5 a 35°C. La
glucosa en medio de cultivo favorece la proliferacion de conidioforos pero sin conidios
(Rotem, 1994).

Los conidios constituyé el indculo se forma en el 4pice del conidibforo primero se
observa como una estructura abultada incolora posteriormente aumenta de tamafio se
divide - en dos terminando mulkicelular, multiforme con septas longitudinales y
transversales; segin la especie (Roncal 2012).

Los conidios de 4. solani en la plenitud de su desarrollo alcanzan de 15a 19 ym x 150 a
300 pum con, 9 a 11 septas transversales esporadicamente encontramos con pocas septas
perpendiculares (Hooker, 1980), también se reporta que el espesor varia de 12 - 20 pm,
de 12 — 30 pm; por 67 — 178 y de 139 — 441 um de largo; cada célula es multinucleada.
La temperatura 6ptima de proliferacion de conidios es de 22,5°C; aunque estas se
forman desde 10 a 30°C (Rotem, 1994),

Los conidios siempre se presentan solitarios, raras veces catenuladas, derechas a
ligeramente curvadas con el cuerpo mias o menos elipsoide u oblongo que va
angostandose gradualmente en forma cénica para formar una especie de pico largo. Este
es flexuoso a veces ramificado mide entre 2,5.a 5 ym de didmetro (Hooker, 1980).
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Taxonémicamente se categoriza en, la clase forma Deuteromicetes orden forma

Moniliales familia forma Dematiaceae (Roncal, 1993).

La patogénesis inicia con la germinacién individual o generalizada de las células de los
conidios (Roncal, 2012), requieren de 4 a 28°C, hasta temperatura menor a los 40°C;
también se reporta que lo hacen desde -5°C a + de 35°C, siendo el rango 6ptimo es de 8
a 32°C (Rotem, 1994).

Alternaria sp., es un hongo extremadamente comiin en abonos, plantas (fresas,
crisantemos, tomates, zanahorias y esparragos), pulpa de madera y madera podrida pero
también se encuentra en alimentos y tejidos, asi como en diferentes tipos de suelo. En
los invernaderos con cultivos de crisantemos y tomates se aisla de las plantas enfermas
o muertas por su tendencia a habitar sustratos organicos en descomposicion. Produce

con frecuencia manchas negras en las hojas de las plantas (Agrios, 1996).

Las esporas expuestas a humedad de saturacion seguidos del rango Optimo de
temperatura germinan en dos horas el 100%. Los tubos de germinacién penetran en
forma directa 0 a través de estomas a la epidermis (Rotem, 1994); el micelio septado
dentro del meséfilo foliar invade células, produciendo toxinas que ocasionan la muerte
de estas a un en éreas kejanas del contacto con el hongo (Romero, 1988), debido a la
rapida movilizacién de la toxina de este patogeno (Roncal 2004), durante la patogénesis
limitan considerablemente la fotosintesis y la respiracion (Rotem, 1994).

Cuando la infecciones ocurren en las hojas los primeros sintomas aparecen como puntos
clor6ticos al aumentar de tamafio conducen a la necrosis de la parte central,
distinguiéndose de esta manera el drea honecrética (area muerta); de la plesionecrotica
(halo clordtico). El 4rea necrosada es de color marron oscuro a negro quedandose
adherida a la planta (Roncal, 2004). En la mayoria de especies el tejido muerto muestra
anillos concéntricos (Hooker, 1980).
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Durante la patogénesis, se nhibe la fotosintesis; la esporulacién se incrementa (Rotem,
1994). La infeccibn en tubérculos, frutos post cosecha ocurre a través de heridas,
cuando la temperatura oscila entre 12al16°C. (Torres, 2002; Hooker, 1980); es frecuente
la presencia de diferentes especies de Alternaria en frutos de tomate y rocoto; el micelio
prospera mayormente en la placenta; ocasionando necrosis deshidratada de color oscuro
(Roncal, 1995).

2.10. Generalidades de Manejo Integrado

En 1972, expertos de la FAO se ocuparon de los términos “Control Integrado”
definiéndolo como un sistema de manejo de plagas que en el contexto del ambiente y Ia
dinamica de poblaciones de las plagas se debe tener cuidado en utilizar técnicas diversas
de tal manera mantener estas poblaciones de plagas sin causar dafio econdmico (INIA -

FAO, 1979).

En la década de los afios 1980 los términos “Control Integrado” se cambi6 por “Manejo
Integrado™ palabras que universalmente mnvolucra no al exterminio de un insecto plaga

sino mas bien a la oportunidad de vida en convivencia (Roncal, 2000).

Control aplicado de la plaga que combina e integra medidas biologicas y quimicas en un
solo programa unificado de control de plagas. El control quimico se usa sélo donde y
cuando es necesario, y en la forma que sea menos destructora para los benéficos
factores reguladores del medio ambiente. Se puede hacer uso de los parasitos,
depredadores y patégenos de los insectos que se presentan en forma natural, asi como

de los agentes biologicos introducidos por medios artificiales (Zirena, 1977).

Utilizacién de todas las técnicas adecuadas para reducir y mantener la poblacion de las
plagas por debajo del nivel en que causan dafio de importancia econdmica a la
agricultura y a los bosques, o reuniendo dos o mas métodos de control en un sistema
adecuado para mantener las plagas a niveles por debajo de los que causan dafio, un
sistema que se debe basar en principios y métodos ecoldgicos firmes, el objetivo

principal del “Manejo Integrado” es mantener las condiciones favorables para el
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crecimiento y desarrollo del vegetal cultivado, siempre tomando en cuenta el ambiente,

los principios ecoldgicos y socio ecoldgicos (René, 1990).

Los técnicos del control biologico estan tratando con complejos problemas biologicos,
con las interacciones de poblaciones de uno o varios parasitos, y con cada uno, con
hiperparasitos, y todos con poblaciones de predadores, y ademds con los factores
climaticos y ambientales. Asi mismo los problemas de taxonomia en el control
bioldgico pueden ser complejos, involucrando la identificacidon y clasificacion de
especies de todas esas categorias. Todos en conjunto, los problemas poseen un reto al
taxénomo como al técnico en control bioldgico un reto que puede resolverse en forma

mas adecuada mediante el mayor. trabajo conjunto posible (Zirena, 1977).

Los microorganismos entomopatégenos de importancia universal corresponde a
Bacillus thuringiensis (Berliner), esta bacteria tiene la particularidad de producir toxinas
nominadas Delta endotoxina, Phospholipasa C y Beta exotoxina, los que actian contra
los insectos. Beauveria bassiana hongo entopatégeno de importancia para controlar
diferentes insectos de los cultivos. (Valenzuela, 1987), Agerita webberi, Cordyces sp,
de singular importancia para utiizarlo como controlador bioldgico. (Rene, 1990),
Paccylomyces lilacynus, hongo saprofito parasita larvas de insectos y nematodos
(Roncal, 1993), Trichoderma viride es antagénico contra diferentes fitopatogenos
fungosos de suelo incluiso contra los entomopatdgenos Beauveria bassiana (Bals)
Vuill, Metarhiziumani sopliae (Metsch) Sorok y Pochonia chlamydosporia (Goddard).
Pseudomonas sp., en condiciones in vitro muestra antagonismo contra Lasiodiplodia

theobromae, patégeno de mango (Manguifera indica), en Piura (Romero, 1993).

Plodia theobromae, hongo causante de la pudricion del pedinculo en mango, en
Chulucanas —~ Piura; tiene a la bacteria Pseudomonas ssp., como agente antagénico;
primero se experimenté bajo condiciones “in vitro”, obteniendo resultados satisfactorios

en campo (Gaston, A.1999).

Stemphylium vesicarium, agente causal de la mancha plrpura y tizon en esparrago, fue
tratado convenientemente con diferentes especies de bacterias obtenidos de la filosfera
de este hospedero; éstas bacterias fueron identificadas como Pseudomonas putida

Biotipo B (ENA-12) y Bacillus cereus GC sub grupo A (ENA 24). (Gastén, A.1999).
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En condiciones in vitro mediante el enfrentamiento dual de Trichoderma harzianum,
Trichoderma lignorum 'y Bacillus subtilis contra el patégeno de la wvid
Phaeoacremonium parasiticum se determindé que las cepas de hongos antagonicos
desarrollan sobre el micelio del hongo patégeno de igual manera ocurre con B. subtilis

(Romero, 1993).
2.11. Referencias de antagénicos
2.11.1. Microorganismos antagonicos a fitopatégenos

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

Reportes de antagonismos en condiciones “in vitro”, utilizando cepas de Pseudomonas
putida, y de Bacillus sp.; contra Colletotrichum gloesporioides Penz: Causante de
antracnosis en frutos post cosecha de mango (Manguifera indica); con resultados
satisfactorios que actualmente se requieren para fruta de exportacion con el membrete
de mango organico (Neira ef al. 2006).

Trichoderma sp., hongo de suelo de ficil crecimiento en medio de cultivo sintético
PDA, tiene comportamiento antagdnico contra monillaphothoraro reri, que induce la
moniliacis en cacao (Teobrabroma cacao); actualmente forma parte del programa de
manejo integrado del cultivo de cacao en la selva peruana (Soberani set al, 2009).
Microbacterium sp., es un mi~roorganismo con potencial biocontrolador contra la
pudricion negra del café, causada por Rosellina sp., que ataca a las raices y la base de
las plantas, induciendo sintomas de amarillamiento y defoliacion (XIX Congreso
Peruano de Fitopatologia. 2006).

2.12. Efecto antagénico de aceites y extractos vegetales a fitopatogenos

El aceite de la pipericea Piper aduncum (matico), en condiciones “in viro” a
concentraciones: 1, 2, 5 y 10 ug/ml, inhiben el crecimiento del micelio de Monillophora
raroreri en un 100%, los mismos resultados se encontré con Colletotrichum sp, a

concentraciones de 5 a 10 ulml inhibiendo el crecimiento de Marasmius perniciosus;
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mientras que con Lasiodiplodia sp, el efecto fue menor llegando a inhibir en un 12%
con la dosis alta (Arévalo et al., 2006).

En medios de cultivo elaborados a base de Brasica campestris (mostaza), Raphanus
raphanistrum (rdbano silvestre) y Brasica olerasea (brécoli), el crecimiento de
Sclerotim cepivorum no prospero, indicando que estas especies poseen sustancias

antagonicas al hongo (Neiser. E. H. Nimboma 2012).
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del experimento

El presente trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Fitopatologia, de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cajamarca, ubicada a 2 752 m de
altitud entre los parametros 78° 27° 33" y 78° 30" 50" de longitud oeste y desde los 07°
07" 09" hasta los 07° 10" 04" de longitud sur.

3.2. Materiales

3.2.1. Material experimental

100 g de té comercial

Hongo de té.

Indculo de Cepas de fitopatogenos comunes, Fusarium sp., Rhizoctonia solani,

Verticilium sp., Alternaria sp.
3.2.2. Material de vidrio

Laminas porta y cubre objetos, frasquitos de cristal, placa Petry, tubos de ensayo,
pipeta, probetas y vasos de diferente capacidad.

3.2.3. Equipo de esterilizacion y asepsia

Estufa, autoclave, camara de flujo laminar, incubadora.
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3.2.4. Equipo 6ptico
Microscopio compuesto, microscopio estereoscopio, camara fotografica digital.

3.2.5. Medio de cultivo

Papa, dextrosa, agar (PDA)

3.2.6. Desinfectantes

Alcohol de 96°, hipoclorito de sodio al 10%.
3.3. Otros materiales

Céamaras himedas (botellas de plstico), tijera podadora, navajas, agua destilada,
estiletes, algodon, papel higiénico, papel, arena, regla, plumén, agua destilada estéril.

3.4. Tratamientos

Tabla 1. Distribucién de tratamientos

Tratamientos | Diluciones de Kombucha Ré.peticibnes '
1 Concentrado 3 ‘
2 1/10 3
3 1/100 3
4 1/1000 3
5 Testigo 3

El comportamiento antagbnico de Kombucha, se comprobd, luego de exponer el indculo

(esporas), de cuatro hongos fitopatogenos comunes en diferentes diluciones del

fermento.

Proceso que consiste en exponer el in6culo de los fitopatdogenos en la dilucion

respectiva por cinco minutos a partir de este tiempo las esporas se siembran en medio de
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cultivo PDA, luego se somete a la cémara de incubacién entre 18 - 22°C; para ser
observados durante 96 horas anotando los resultados de germinacion de esporas y
ramificacion de los filamentos el mismo procedimiento se realizd tres veces para

realizar la comparacion mas exacta.
3.5. Diseiio Experimental

En el presente trabajo de investigacion se utilizd la Estadistica Descriptiva y Estadistica

experimental.

3.6. Metodologia

3.6.1. Obtencion de Kombucha

En 500cc de agua corriente se hierve 100 gr de té (Tea ardbica), por cinco minutos,
obteniendo el liquido de color marrébn amarillento como consecuencia del
desprendimiento de pigmentos y aceites esenciales de las hojas procesadas del té; este
substrato se deja enfriar al ambiente durante 60 minutos inmediatamente se agrega 300g
de ‘sacarosa (azicar comercial). La solucion de té azucarado se dispone en un depdsito
de cristal asépticamente tratado sobre él se coloca el cuerpo fructifero constituido por la

simbiosis de Saccharomyces sp., y la bacteria Acetobacter sp.
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Fig. 1. Frasco aséptico, mostrando el fermentando de agua de té y el cuerpo fructifero de Kombucha.

3.6.2. Preparacion de las diluciones de Kombucha
En un matraz de 250cc de capacidad se vierte el Kombucha.

Con una pipeta de 10cc de capacidad se extrac el Kombucha y se dispone en un el
primer tubo de ensayo, constituyendo el concentrado de kombucha. De este se extrae
Icc, y se dispone en el segundo tubo que contiene 9cc de agua destilada estéril se
homogeniza en agitador ekctrico obteniendo la dilucion 1/10; de esta dilucidn se extrae
lcc, para ser agregado al tercer tubo, conteniendo 9cc de agua destilada, se homogeniza
obteniendo la dilucion 1/100; al cuarto tubo que contiene 9cc de agua destilada se
realiza el mismo procedimiento obteniendo la dilucion 1/1000, el tubo testigo contiene
10cc de agua destilada estéril.
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3.6.3. Tratamiento del inéculo con las diluciones de Kombucha

De las placas Petri con medio de cultivo PDA, donde han prosperado las cepas fungosas
de los diferentes hongos en estudio se extrajeron porciones de micelio, se sometieron a
las diluciones de Kombucha.

Cada porcién de micelio de hongo, tuvo un 4drea de 1 cm?, fueron sometidas a las
diluciones de Kombucha (1/1, 1/10, 1/100, 1/1000 y testigo), luego se realiza la
agitacidon mecdnica por cinco minutos; con el propodsito de facilitar el desprendimiento

de esporas o conidios.

Ayudados con una pipeta se extrajo el sobrenadante que contiene el indculo, la
presencia de éste se verificé al microscopio, luego se procedid a realizar la siembra en
placas Petry con medio de cultivo PDA; dejando una gota de suspensién de esporas en
el centro de la placa posteriormente cuando el liquido desaparece en el medio se
procedid la identificacion anotando la dilucién y el indculo del hongo respectivo. Luego
se incubd entre 18 y 22°C, evaluandose el proceso de germmacién por un tiempo de 96
horas.
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Tabla 2. Tratamiento con las diluciones de Kombucha, con el inoculo de los fitopatégenos comunes
(Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Verticiliumsp., Alternariasp.).

Diluciones de Kombucha

Hongo . C 110 1100 1/1000  Agua
(pH3.33 | pH:401 | PH:6.68 | PH: 730 | PH:754

—

Fusarium sp.
Rhizoctonia solani
Verticillium sp.

Alternaria sp.

3.7. Evaluaciones

Luego de realizada la siembra del indculo tratado con las diluciones de Kombucha en

medio de cultivo PDA, se realizaron las siguientes evaluaciones.

= . Alteracion morfologica de la espora indculo de los fitopatogenos.

= . Germinacién de esporas a las de 96 horas de incubacion.

= . Formacion de hifas, conididforos y conidios a las 96 horas de incubacién.

s Crecimiento y desarrollo de micelio.

® Crecimiento y desarrollo de los patdgenos en los tratamientos (concentrado,
“1/10”, “1/100, “1/1000”, testigo), respectivamente, a las 96 horas de

incubacidn.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Efecto de Kombucha en el inéculo de cuatro especies de fitopatégenos
fungosos.

4.1.1. Efecto de las diluciones de Kombucha en el inéculo de Fusarium sp.

Tabla 3. Crecimiento y desarrollo de Fusarium sp., en las diluciones del Kombucha, a las 96 horas de

incubacién.
Tratamientos
Repeticiones (Diluciones de Kombucha)
C 1/10 1/100 1/1000 Testigo
R1 25cm| 5.6cm 5.8 cm 58¢cm | 5.9cm
R2 32cm | 5.8cm 59cm 59cm | 59cm
R3 26cm | 5.6cm 5.8cm 59cm | 59cm
Promedio 27cm | 5.7 cm 5.8 cm 5.9cm 59c¢cm

Fig. 3. Micelio de Fusarium sp., (Tratamiento testigo), en PDA alas 96 horas de incubacion
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4.1.1.2. Efecto del concentrado de Kombucha en el inéculo de Fusarium sp.

Micro y macro conidios de Fusarium sp., expuesto al concentrado de kombucha,
durante cinco minutos y sembrado en PDA, incubado entre 18 a 22°C de temperatura, y
observado después de 24 horas de incubacién mostro crecimiento inconspicuo de
micelio, este proceso se repite hasta las 96 horas de observacion; en este periodo de
tiempo el micelio se muestra en forma de copo algodonoso, alcanzando un didmetro
promedio de 2.7 cm. Comparado con el testigo, la proliferacion micelial es menos
denso, este resultado se asume, a que los procesos de intoxicacion en el indculo, por
parte de los microorganismos que contiene Kombucha, han tenido efecto sélo en
microconidios, en donde las paredes celulares aiin no muestran la concentracién ideal de

quitina; facilitando la permeabilidad, como lo reporta Agrios (1996).

El proceso de ingreso de los metabolitos de Kombucha, al interior de las células del
inéculo de Fusarium sp., es por el efecto de la desactivacion de las enzimas del
patégeno. Los microorganismos que integran Kombucha, metabolizan, sustancias
antibidticas, acido glucurénico, alcoholes, vitaminas, aminoacidos y otros ain no
determinados (Gunther, 1991). De estos los antbidticos, son los productos que han

ocasionado antagonismo selectivo.

El desarrollo limitado de los filamentos del hongo, en el medio cultivo, se debid a que
en el PDA, también se ha difundido los metabolitos de producto antagénico, en el
momento de la siembra; debido, a que en el haza de siembra, conduce alicuotas de
Kombucha.
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Fig. 4. Micelio de Fusarium sp., en PDA a las 96 horas de incubacién; producto del inéculo tratado con el
concentrado de Kombucha.

4.1.1.3 Efecto de la dilucién “1/10” de Kombucha en el inoculo de Fusarium sp.

El inbculo de Fusarium sp., tratado con la dilucion de Kombucha “1/10”; cultivados en
PDA, germinaron, crecieron y desarrollaron, akanzando un promedio de 5.7 cm de
didmetro, 2 mm menos que el testigo, ademés el micelio algodonoso fiie menos denso;
debido a que los microconidios mostraron permeabilidad a los metabolitos de los

microorganismos que componen Kombucha.

Los filamentos observados al microscopio muestran desarrollo de conidioforos y por

naturaleza formacion de fialides y conidios.

Fig. 5. Micelio de Fusarium sp.,en PDA a las 96 horas de incubacién; producto del inéculo tratado con la
dilucién 1/10 de Kombucha.
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4.1.1.4. Efecto de la dilucién de Kombucha “1/100” en el inéculo de Fusarium sp.

Conidios de Fusarium sp., expuestos en la dilucion de Kombucha “1/100”, desarrolla
filamentos profusamente ramificados, indicando que existe germinacion de macro y
micro conidios. A las 96 horas de incubacion el promedio del desarrollo micelial es de
5.8 cm, visto al microscopio se aprecia la formacion de conidiéforos, fidlides y conidios
abundantes la pigmentacion del micelio se muestra de color blanco oscuro debido a la

formaciéon y madurez de los conidios.

Fig. 6. Micelio de Fusarium sp., en PDA a las 96 horas de incubaci6n; producto del in6culo tratado con la
dilucién 1/100 de Kombucha.

4.1.1.5. Efecto de Kombucha “1/1000” en el inéculo de Fusarium sp.

El indculo de Fusarium sp., tratado con la dilucidén “1/1000” no tiene efecto antagbnico
principio que se comprueba con el crecimiento y desarrollo de micelio de la placa
testigo a las 96 horas de incubacion, el micelio tiene un promedio de 5.9 cm, visto al
microscopio muestra formacién de conidioforos, fidlides y conidios, éste se mostrd de

blanco oscuro por la maduracién de conidios.
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Fig.7. Micelio de Fusarium sp.,en PDA a las 96 horas de incubacién; producto del in6culo tratado con la
dilucién 1/1000 de Kombucha.

4.1.2. Efecto de las diluciones de Kombucha en el inéculo de Rhizoctonia solani.

Tabla 4. Crecimiento y desarrollo en centimetros de la Rhizoctonia solani en las diluciones de Kombucha

a las 96 horas.

Fig. 8. Micelio de Rizoctonia solani (Tratamiento testigo) en PDA a las 96 horas de incubacion.

Tratamientos
Repeticiones (Diluciones de Kombucha)
C 1/10 1/100 1/1000 Testigo
R1 Ocm 0.1cm 2.8cm 3.8cm 4.cm
R2 Ocm 0.2cm 2.5¢cm 3.5¢cm 4cm
R3 Ocm 0.1cm 2.6cm 3.9cm 4cm
Promedio Ocm 0.3cm 2.6cm 3.7cm 4cm
"7 l\' \\\\
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4.1.2.1. Efecto del concentrado de Kombucha en elinéculo de Rhizoctonia solani.

Los esclerocios de R solani expuestos en el concentrado de metabolitos de los
microorganismos que conforman Kombucha y sembrados en PDA, incubados entre 18°
- 22 °C, no desarrolla micelio, visto al microscopio observamos la ruptura de la pared y
desprendimiento de la membrana citoplasmatica de la hifa del hongo, ver (fig.10), esto
se debe a que las células del hongo sufren alteracién enzimética, por la intoxicacion del
Kombucha; indicando que la cubierta de melanina y quitina de las paredes celulares del
hongo, son permeables. Considerandolo como fingicida.

Fig. 9. Esclerocios de Rhizoctonia solani en PDA, no brotaron, a las 96 horas de incubacién; apréciese
dos halos alrededor del esclerocio, uno de color amarillo cremoso y el exterior blanco lechoso;
caracteristica de difusién de metabolitos de los microorganismos que conforman Kombucha.

Fig.10. Hifa de Rhizoctonia solani, mostrando desprendimiento de la membrana citoplasmética de
la pared celular, por efecto antagénico del concentrado de Kombucha.
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4.1.2.2. Efecto de la dilucion de Kombucha “1/10” en el inéculo de Rhizoctonia

solani

Los esclkrocios de R solani, expuestos en la dilucion “1/10” de Kombucha, a las 96
horas de incubacion se observa que existe brotamiento, formando micelio de
crecimiento irsuto, sOlo sobre el esclerocio; los fillamentos no desarrollan en la
superficie del PDA, debido a que se ha difindido Kombucha. Basados en este resultado
aseveramos que la dilucion tiene comportamiento antagbnico selectivo, ya que solo
algunas células del pseudo parénquima son afectadas y otras no.

Estos resultados, indican que esta dilucién, puede ser utilizada, como alternativa en la

disminucién de incidencia y severidad de Rhizoctoniasis en diferentes cultivos.

Fig.11. Micelio inconspicuo, de crecimiento irsuto en la superficie del esclerocio de
Rhizoctonia solani, a las 96 horas de incubacion (Tratamiento “1/10”) de Kombucha.

4.1.2.3. Efecto de la dilucion de Kombucha “1/100” en in6culo de

Rhizoctonia solani.

La dilucién de los metabolitos de Kombucha “1/100” sobre esclerocios de R solani,
sembrados en PDA, no ocasiond antagonismo, brotaron convenientemente, originando
micelio blanco algodonoso primero y marrén claro después; a las 96 horas de
incubacion el crecimiento micelial fuie de 2,6 cm de didmetro. Este resultado indica que
Kombucha en esta dilxcion no muestran antagonismo. Los filamentos observados al
microscopio, muestran las ramificaciones en angulo recto.
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Fig. 13. Micelio de Rhizoctonia solani en PDA alas 96 horas de incubaci6n, producto del esclerocio
tratado con la dilucién 1/100 de Kombucha.

4.1.2.4 FEfecto de la dilucion de Kombucha %1/1000” en el indculo de

Rhizoctonia solani.
La dilcién “1/1000” de Kombucha no afecta a las células del pseudo parénquima de los

esclerocios de R solani produciendo el brotamiento normal akanzando un promedio de

3.7cm de diametro.
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Fig.14. Micelio de Rhizoctonia solani en PDA, a las 96 horas de incubacion producto del esclerocio
tratado con la dilucién 1/1000 de Kombucha.

4.1.3 Efecto de las diluciones de Kombucha en el inéculo de Verticillium sp.

Tabla 5. Crecimiento y Desarrollo en del Verticilium sp., en las diluciones del Kombucha a las 96 horas

Tratamientos
Repeticiones (Dilucién de Kombucha)
R1 C 1/10 1/100 1/1000 Testigo
R2 0.0cm 0.0cm 0.0cm 4.6cm 5.6cm
R3 0.0cm 0.0cm 0.0cm 3.8cm 5.6cm
Promedio 0.0cm 0.0cm 0.0cm 3.4cm 5.6cm
0.0cm 0.0cm 0.0cm 3.9cm 5.6cm

Fig. 15. Micelio de Verticillium sp. , (Tratamiento testigo), a 96 horas de incubacién.
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4.1.3.1. Efecto del concentrado de Kombucha en el indeulo de Verticillium sp.

Conidios de Verticillium sp., tratados con el concentrado de Kombucha, cultivados en
PDA, incubados entre 18 a 22°C, no germinaron por tanto no hubo desarrollo de micelio
del hongo; debido que los metabolitos de los microorganismos que conforman
Kombucha desactivan las enzimas de las células del in6culo, visto al microscopio se
observa ruptura de pared, membrana y emanacion, desprendimiento de la membrana
citoplasmatica de la pared de los filamentos del hongo, (ver fig. 17), Kombucha
penetran ficilmente las paredes celulares de los conidios hasta inactivarlos
completamente.

Por las caracteristicas antes enunciadas; el concentrado de Kombucha se considera

como fungicida.

Fig. 16. PDA, libre de micelio de Verticillium sp., después de 96 horas de incubaci6n, de haber sembrado
esporas expuestos a Kombucha concentrado. Apreciar en cada caja Petry particulas del cuerpo fructifero
de kombucha.

42



- ;
.

—~
? AN

|
|
|
— R - . m—— i

Fig.17. Filamento de Verticillum sp., mostrando ruptura de pared, membrana y emanacién
Citoplasmética (a); desprendimiento de la membrana citoplasmética de la pared celular (b), por efecto
Antagénico del concentrado de Kombucha.

4.1.3.2. Efecto de la dilucion de Kombucha “1/10”, “1/100” en el inéculo de
Verticillium sp.

Los indcules de Verticillium sp., tratados con la diluciones de Kombucha “1/10” y
“1/100” y sembrados en medio PDA, no mostraron desarrollo de micelio; inhibié la
germinacién total de esporas, por efecto intoxicacién. Ambas diluciones tienen

comportamiento antagdénico para este patogeno, considerandolo fungicida.

et

Fig. 18. PDA, libre de micelio de Verticillium sp., después de 96 horas de incubacion, de haber sembrado
esporas expuestos en la dilucién 1/10 de Kombucha
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Fig. 19. PDA, libre de micelio de Verticillium sp., después de 96 horas de incubacion, de haber sembrado
esporas expuestos en la dilucion 1/100 de Kombucha.

4.1.3.5 Efecto de la dilucion de Kombucha “1/1000” en el in6culo de Verticilliumsp.

In6culo- de Verticillium sp., tratados en dilucion de Kombucha “1/1000” y sembrados en
medio de cultivo PDA, incubados entre 18 a 22 °C, no germinaron; indicando que a esta
concentracion los metabolitos de los componentes de Kombucha se encuentran
extremadamente diluidos, que por mds que hayan penetrado, no ejercen accion de

intoxicacion en las células de este patdgeno.
Las hifas, observadas al microscopio, muestran normal ramificacion, formacion de

conidi6foros, fidlides y conidios. El promedio del desarrollo del micelio fue de 3.9 cm

de diametro.

44



Fig. 20. Micelio de Verticilliumsp.,en PDA, a las 96 horas de incubacién, tratado con la dilucién 1/1000

de Kombucha se observa desarmrollo y crecimiento del fitopatégenos.
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Fig.21. Hifa, conidiéforo, ramificacién verticilada y conidios de Verticillium sp., producto de la
formacién de micelio, después que el in6culo se trat6 con la dilucién de Kombucha 1/1000.
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4.1.4. Efecto de las diluciones de Kombucha en el in6culo de Alternaria sp.

Tabla 6. Crecimiento y desarrollo de Alternaria sp., en las diluciones del Kombucha a las 96 horas.

Tratamientos
Repeticiones (Dilucién de Kombucha)
C 1/10 1/100 1/1000 Testigo
R1 0.0cm 0.0cm 0.0cm 1.5cm 2.3cm
R2 0.0cm | 0.0cm 0.0cm 1.8cm 2.3cm
R3 0.0cm 0.0cm 0.0cm 1.5cm 2.3cm
Promedio 0.0cm 0.0cm 0.0cm 1.6cm 2.3cm

4.1.4.1. Efecto del concentrado de Kombucha en el indculo de Alternaria sp.

Conidios muriformes de Alternaria sp., tratados con el concentrado de Kombucha y
sembrados en PDA, e incubados entre 18 — 22 °C, no germinaron; debido a que los
componentes de Kombucha desactivan las enzimas del patdgeno, resultado que nos
condujo a determinar que los metabolitos, de los diferentes microorganismos que
conforman Kombucha, atraviesan sin dificutad las paredes celulares del indculo de este
hongo, llegando a desactivar las enzimas del patdgeno, ocasionando deshidratacién y
lisis celular ocasionando la muerte. Por estas caracteristicas, Kombucha, tiene

caracteristicas de ser fungicida.
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Fig. 22. PDA, sembrados con esporas de Alternaria sp., tratados con Kombucha concentrado; después de
96 horas de incubacién, sin manifestar micelio del hongo.
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4.1.4.2. Efecto de la dilucion de Kombucha “1/10”, “1/100” en el inoculo de

Alternaria sp.

El indculo de Alternaria sp., tratadas con las diluciones de Kombucha “1/10” y “1/100”
y sembrados en medio PDA, después de 96 horas de incubacion entre 18 — 22° C, no
mostraron germinacion de esporas; caracteristica que se evidencia en las figuras 23 y

24. Ambas diluciones tienen comportamiento antagdnico; principio indicador para ser

utilizado como fungicida

Fig. 23.Indculo de Alternaria sp., después de 96 horas de incubacién, entre 18 — 22 °C, sin mostrar
formacién de micelio en PDA, debido a que la solucién 1/10 de Kombucha a intoxicado al inéculo del
patégeno.

Fig. 24. In6culo de Alternaria sp., después de 96 horas de incubaci6n, entre 18 — 22 °C, sin mostrar
formacién de micelio en PDA, debido a que la solucidén 1/100 de Kombucha a intoxicado al inéculo del
patégeno.
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4.1.4.3. Efecto de la dilucion de Kombucha “1/1000” en el inéculo de Alternaria sp.

Células de los conidios de Alternaria sp., expuestos a la dilucion “1/1000” de
Kombucha; sembrados en PDA, incubados entre 18 — 22 °C, germinan en forma
limitada, dando origen a la formacion de micelio, aunque de crecimiento y desarrollo
limitado en comparacién con el tratamiento testigo (T). Esta caracteristica indica que
tiene comportamiento antagénico parcial, debido que a partir de 48 horas de incubacion,
se manifiesta la formacién de micelio. El crecimiento y desarrollo de éste es limitado,
alcanzando 1.6 cm de didmetro en 96 horas y coloreado de marrén claro, a oscuro

debido a la concentracibn de melanina tanto en hifas como conidios.
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Fg. 25. In6culo de Alternaria sp., sembrado en PDA, después de estar cxpucsto a la dilucién 1/1000 de
Kombucha. Apreciar formacién de micelio marrén oscuro caracteristica inconfundible de este patégeno.

Fig. 26. Conidios de Alternaria sp., expuestos al efecto de la diluciéon 1/1000 de Kombucha, mostrando
tubos germinativos.
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4.2. Tabla resumen, e ilustracion del efecto de Kombucha, en el inéculo de cuatro
especies de fitopatégenos fungosos.

En la Tabla 5 se resume, el efecto antagbnico y no antagénico de los metabolitos
alcoholes, 4cido glucordnico, 4cido acético, vitaminas, aminoacidos y otros, que son
producidos por los microorganismos Saccharomyces sp., Acetobacter sp., y otros que

conforman Kombucha.

Tabla N° 7. Crecimtiento y desarrollo de los patégenos (Fusariumsp., Rhizoctonia solani,
Verticillumsp.), en las respectivas diluciones de Kombucha indicando los promedios.

Diluciones Inéculo de los fitopatégenos
de
Kombucha | rycorium | Rhizoctonia Verticillumsp. | Alternariasp.
sp. solani

Concentrado 2.4¢cm 0.0cm 0.0cm 0.0cm

1/10 5.7cm 0.3cm 0.0cm 0.0cm

1/100 5.8cm 2.6cm 0,0cm 0.0cm

1/1000 5.9¢cm 3.7cm 3.9cm 1.6cm

TESTIGO 5.9cm 4.0cm 5.6cm 2.3cm
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Fig. 27. Diagrama comparativo del desarrollo de los fitopatogenos, con las diluciones de Kombucha a
las 96 horas de incubaci6n.

4.3. Prueba de Duncan, efecto de Kombucha a inéculos de cuatro especies de

fitopatogenos fungosos.

Patdgenos Tratamientos Rendimiento
1 Fusarium sp. Concentrado 24
2 Rhizoctonia solani = Concentrado 0.0
3 Verticillum sp. Concentrado 0.0
4  Alternaria sp. Concentrado 0.0
S Fusarium sp. 1/10 5.7
6  Rhizoctonia solani 1/10 0.3
7  Verticillum sp. 1/10 0.0
8 Alternaria sp. 1/10 0.0
9  Fusarium sp. 1/100 5.8
10  Rhizoctonia solani 1/100 2.6
11 Verticillum sp. 1/100 0.0
12 Alternaria sp. 1/100 0.0
13 Fusarium sp. 1/1000 59
14  Rhizoctonia solani 1/1000 3.7
15 Verticillum sp. 1/1000 3.9
16  Alternaria sp. 1/1000 1.6
17 Fusarium sp. Testigo 59
18  Rhizoctonia solani  Testigo 4.0
19 Verticillum sp. Testigo 5.6
20  Alternaria sp. Testigo 23
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4.3.1. Prueba del rango miltiple de Duncan para rendimiento

Test del control del indice de error, comparaciones tipo 1

-Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 1.335

Nuamero de medias 2 3 4 5
Rango critico 1780 1.863 1914 1.947

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Agrupamiento Duncan Media N tratamientos

A 44500 4 t

A
B A 3.7750 4 1/1000
B
B C 2.1000 4 1/100

C

C 1.5000 4 1/10

C

C 0.6000 4 concentrado
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. El concentrado de Kombucha, tiene comportamiento antagbénico al indculo de

Rhizoctonia solani, Verticillium sp.,y Alternaria sp.

2. Las diluciones 1/10, 1/100, son antagbnicas al in6culo de Verticillium sp., y

Alternaria sp.

3. En inéculo de Fusarium sp., el concentrado y la dilucion 1/10 de Kombucha,
permiten observar la germinacion de esporas con la consecuente formacién de micelio

aunque de crecimiento y desarrollo limitado.

4. Recomendamos realizar investigaciones, de tratamiento de fitopatogenos fingosos en

campo
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GLOSARIO

Acérvalo: Estructura fungal sernejante a un platito, tapizado de pequefios conidiéforos y
sus respectivos conidios. Resalta a la vista como puntitos negros dentro de las lesiones

hundidas o antracnosis, localizados en los tallos, tallitos y frutos.

Antagonismo: Contrariedad rivalidad, oposicion sustancial o habitual, especialmente en

doctrinas y opiniones.
Antibidtico: Es una sustancia quimica producida por un ser vivo o derivado sintético,

que mata o impide el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles,

generalmente bacterias.

Artrospora: Espora producto de la fragmentacion de una hifa.
Basidio. Estructura en forma de mazo que contiene a las basiodiosporas.
Basiodiospora: Espora producida de manera sexual y localizada sobre un basidio.

Cepa: Progenie de un solo aislamiento en un cultivo puro aislado; grupo de aislados

similares una raza.

Cariogamia: Fusion de dos nicleos de diferente polaridad.

Catenulado: Distribucion de conidios, esporas o esporangios, formando cadenas.
Cenocitico: Hifa sin divisiones transversales.

Clamidosporas: Esporas de origen asexual, producidas por algunos hongos y provistas

de gruesas paredes celulares que le permiten resistir condiciones ambientales adversas.

Conidio: Estructura de reproduccion de origen sexual o asexual producida por los

hongos.
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Conidioforo: Hifa especializada sobre la cual se forman uno o mas conidios.

~ Cultivo Hidroponico: Consiste en disponer las plantas inoculadas protegidas con papel
filtro para proporcionar la humedad y facilitar la infeccion del patdgeno.

Espora: Célula asexual o sexual. Elemento reproductor del comportamiento semejante

al de una semilla, pero no posee embrion.

Fidlides: Estructura fingal pequefia en forma de botella, producto de la ramificacion de

algunos conididforos.

Fitoenfermedad: Cualquier mal fimcionamiento de las células que repercute en los

tejidos y 6rganos de una planta.

Fosforilacion oxidativa: es un proceso metabolico que utiliza energia liberada por la
oxidacién de nutrientes para producir adenosina trifosfato (ATP).

Gutacién: Exudacion de agua a lo largo del borde de las hojas.

Gliceraldehido: es una aldotriosa cuya formula es C3HsO3. Posee dos isomeros Opticos,

ya que tiene un carbono asimétrico.

Haustorios: Proyeccion de hifas de un hongo que actia como drgano de absorcion en las
células del hospedero.

Hifa: Unidad estructural del hongo.

Inoculacion: Mecanismo por el que se pone en contacto un patégeno con una planta

hospedante o con un 6rgano de ésta.

Kombucha: Conocida también como hongo manchuriano, hongo de t¢ u hongo chino)

es una bebida fermentada de ligero sabor acido.
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Micelio: Conjunto de hifas que constituyen el cuerpo o soma del hongo, a la vista

aparecen como masas algodonosas.

Patégeno: Ser vivo, que vive a expensas de otro ocasionando dafio.

Patogenecidad: Capacidad que tiene un patdgeno para producir enfermedad

Sésil: Estructura somdtica del hongo sin pedicelo.
Septo: Pared transversal de las hifas o esporas.

Signo: Presencia visible del patgeno en la planta afectada.

Sintoma: Manifestacion de la enfermedad, confrontindose expresiones visbles a los

sentidos.

Toxina: Compuesto que produce los microorganismos y que es toxico para las plantas y

animales,

Tubo germinativo: Crecimiento inicial del micelio debido a la germinacién de un

hongo.
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Procedimiento de la Prueba de Duncan en el efecto de Kombucha, al inéculo de

cuatro especies de fitopatégenos fungosos.

Sistema SAS 3

Patogenos Tratamientos Rendimiento

1 Fusarium sp concentrado 24
2 Rhizoctonia solani concentrado 0.0
3 Verticillum sp concentrado 0.0
4  Alternaria sp concentrado 0.0
5  Fusarium sp 1/10 5.7
6  Rhizoctonia solani 1/10 03
7 Verticillum sp 1/10 0.0
8 Alternaria sp 1/10 0.0
9  Fusarium sp 1/100 5.8
10  Rhizoctonia solani 1/100 2.6
11 Verticillum sp 1/100 0.0
12 Alternaria sp 1/100 0.0
13 Fusarium sp 1/1000 5.9
14 Rhizoctonia solani 1/1000 3.7
15 Verticillum sp 1/1000 3.9
16  Alternaria sp 1/1000 1.6
17 Fusarium sp Testigo 59
18  Rhizoctonia solani  Testigo 4.0
19 Verticillum sp Testigo 5.6
20  Alternaria sp Testigo 23
Sistema SAS 4

Procedimiento GLM
Informacion del nivel de clase
Clase Niveles Valores
Patdgenos 4 Fusarium sp, Rhizoctonia solani, Verticillum sp, Alternaria sp
Tratamientos 5 1/10, 1/100, 1/1000, concentrado, testigo

Numero de observaciones 20
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Sistema SAS 5
Procedimiento GLM
Variable dependiente: rendimiento

Suma de Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 7 929455000 13.2779286  9.95 0.0004
Error 12 16.0200000  1.3350000

Total correcto 19 108.9655000

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE rendimiento Media

0.852981  46.49586  1.155422 2.485000
Cuadrado de
Fuente DF  Tipo I SS la media F-Valor Pr>F
Patogenos 3 52.15750000 17.38583333  13.02 0.0004
Tratamientos 4 40.78800000 10.19700000 7.64 0.0027
Cuadrado de
Fuente DF  Tipo III SS la media F-Valor Pr>F
Patdgenos 3 52.15750000 17.38583333 13.02 0.0004
Tratamientos 4  40.78800000 10.19700000  7.64 0.0027

Sistema SAS 6

Procedimiento GLM
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Test del control del indice de error, comparaciones tipo 1

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 1.335
Numero de medias 2 3 4 5

Rango critico 1780 1.863 1914 1.947

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Agrupamiento Duncan Media N tratamientos
A 44500 4 t

A
A 37750 4 1/1000
C 2.1000 4 1/100
C ,

C 1.5000 4 1/10
C

C

0.6000 4 concentrado
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