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PROLOGO

El estudio de las ciencias biologicas es tan amplio que abarca diferentes
disciplinas, entre ellas la medicina, la inmunologia, la microbiologia y hasta el medio
ambiente. La investigacion en las ciencias biolodgicas aporta las bases cientificas para
el mejoramiento de las diferentes disciplinas. En la actualidad hay un gran interés
sobre nuevas investigaciones en ciencias biologicas que ayudan a contestar
diferentes inquietudes ocurridas en la vida cotidiana. En este libro constituido por 12
capitulos se enfoca en dos disciplinas de las ciencias bioldgicas, la disciplina médica
y la disciplina inmunomicrobiologia.

La disciplina médica esta estructurada sobre aspectos comunes acontecidos en
el area de la salud, como es el caso de las practicas y experiencias de los enfermeros,
investigacion soportada con relevancia estadistica sobre el impacto y los factores que
influyen sobre los enfermeros al aplicar sus practicas de salud hacia a los pacientes y
a su vida personal. Estos trabajos son importantes porque demuestran que el bienestar
del enfermo contribuye al mejoramiento del paciente y del entorno ambiental. Por otro
lado, capitulos que abordan sobre el tépico neuromuscular estan incluidos en esta area
de salud. Esta investigacion neuromuscular se inserta desde estudios sobre la relacion y
las necesidades de la familia con un miembro con enfermedad patoldgica neuromuscular,
hasta investigacion relacionada con aspectos de la asociacion del tono muscular con la
vista o la relacién con el tipo de ejercicio o rutina ejercida por un individuo. Por ultimo, en
esta area de salud se adiciona un capitulo sobre COVID-19, un estudio interesante que
establece el comportamientoy la experiencia de la poblacion brasilefia sobre la enfermedad
del COVID-19, el estudio muestra como las diferentes poblaciones etarias presentaron su
sentir de miedo de contraer COVID-19 en los diferentes periodos de la pandemia.

Ellibrotiene unaseccionde ciencias bioldgicas enladisciplinainmunomicrobiologia.
En esta parte es mas diversa que incluye un capitulo que se enfoca sobre la utilizacion
de la inmunologia sobre el tratamiento del cancer, la utilizacion de diferentes anticuerpos
monoclonales dirigidos para reducir o inhibir el desarrollo del cancer. Tres capitulos
hablan sobre bacterias, uno de ellos sobre el efecto de la biopelicula de Staphylococcus
epidermidis para evadir la respuesta inmune del neutroéfilo, otro sobre la fermentacion de
Bacillus subtilis ANTO1 sobre la actividad antifungica y por ultimo, la produccion de acidos
organicos de origen fungico para la aplicacion en la lixiviacion de metales.

El libro esta dirigido a la comunidad médica y cientifica que aporta informacion
relevante en el area de ciencias bioldgica; el lector puede tener una vision general de la
investigacion de esta area bioldgica y comprender la complejidad y diversidad de topicos
relacionados con esta area.

Dr. Juan Carlos Cancino Diaz
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RESUMEN: EI objetivo del trabajo fue
determinar el efecto de la fermentacion en la
actividad antifungica del extracto acuoso de
clavo (Syzygium aromaticum). Como organismo
fermentador fue empleado Bacillus subtilis
ANT 01y como organismo blanco Rhizopus sp
aislado de la podredumbre post-cosecha de la
corona de frutos de banano. Los tratamientos
de fermentacion del extracto acuoso de clavo
fueron realizados con el disefio factorial
fraccionado Plackett-Burman de siete factores
a dos niveles: aireacion, pH, glucosa, nitrato
de amonio, luz, filtrado antes de fermentar y
temperatura. La actividad antifungica (diametro
de crecimiento efectivo) fue determinada
creciendo Rhizopus sp. en ADP adicionado con
el fermento libre de células de los diferentes
tratamientos a0, 2,4, 6 y 8 dias de fermentacion.
La dinamica antifungica de las fermentaciones
mostro tres patrones. Los tratamientos 2y 3 (T2
y T3) disminuyeron la actividad antifingica; T1,
T5, T6 y T8 iniciaron disminuyendo la actividad
antifungica y posteriormente se incremento; T4
y T7 aumentaron la actividad antifungica. El T4
redujo en 100% el desarrollo de Rhizopus sp.
PALABRAS CLAVE: Banano. Post-cosecha.
Inhibicion. Fitopatdgenos.
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EFFECT OF FERMENTATION WITH Bacillus subtilis ANTO1 ON THE ANTIFUNGAL
ACTIVITY OF THE AQUEOUS EXTRACT OF CLOVE (Syzygium aromaticum)

ABSTRACT: The objective of the work was to determine the effect of fermentation on
the antifungal activity of the aqueous extract of clove (Syzygium aromaticum). Bacillus
subtilis ANT O1 was used as the fermenting organism and Rhizopus sp isolated from the
post-harvest rot of the crown of banana fruits as the target organism. The fermentation
treatments of the aqueous extract of clove were carried out with the Plackett-Burman
fractional factorial design of seven factors at two levels: aeration, pH, glucose, ammonium
nitrate, light, filtering before fermentation and temperature. The antifungal activity
(effective growth diameter) was determined by growing Rhizopus sp. in ADP added with
the cell-free ferment of the different treatments at 0, 2, 4, 6 and 8 days of fermentation.
The antifungal dynamics of the fermentations showed three patterns. Treatments 2 and
3 (T2 and T3) decreased antifungal activity; T1, T5, T6 and T8 started by decreasing
the antifungal activity and later it increased; T4 and T7 increased antifungal activity. T4
reduced the development of Rhizopus sp. by 100%.

KEY WORDS: Banana. Postharvest. Inhibition. Phytopathogen.

1 INTRODUCCION

Se estima que las pérdidas, infringidas por hongos fitopatdgenos, en pre y pos
cosecha de frutos, son mayores al 25% en paises desarrollados y superiores al 50%
en paises en desarrollo (Juarez-Becerra et al., 2010). En el banano, el cuarto cultivo
mas importante en el mundo y el fruto tropical mas consumido (Manzo-Sanchez et al.,
2014), la pudricidén de la corona del fruto produce pérdidas mayores al 30% (Aguilar
et al., 2013; Salazar et al 2012; Lopez et al, 2006), asociada a hongos como: Fusarium
spp.; Acremonium spp.; Colletotrichum musae y Curvularia sp. (Lépez et al., 2006). Por lo
anterior, sobre la corona de los frutos recién cortados se aplican fungicidas quimicos, con
los consecuentes efectos negativos en el ambiente y la salud humana.

Una alternativa al uso de fungicidas quimicos, son los extractos vegetales
fermentados, los cuales han mostrado efectividad en el control de hongos como
Colletotrichum musae y Botrytis cinérea (Lopez et al., 2006). La preparacion de los
extractos contempla, entre otras cosas, la auto-fermentacion, asumiendo que dicho
proceso potencializa su poder antibiético. Sin embargo, diversos son los vacios de
conocimiento respecto al papel de la microbiota, el tiempo, la temperatura y el pH, para
potencializar el poder antibidtico de los extractos vegetales. Asi mismo, escaso es el
trabajo referente al empleo de extractos vegetales en el control de los hongos productores
de la pudricion de la corona de los bananos.

Los extractos acuosos de diversas plantas han tenido éxito en la inhibicion
de diferentes hongos fitopatdogenos, sin embargo, las condiciones de extraccién o

fermentacion son variables. En este sentido, el extracto acuoso de hojas secas de Lippia
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alba, macerada por 2 h a 28 °C, redujo 15% el crecimiento del micelio de Colletotricum
musae (Lopez et al., 2006). El extracto de Agave scabra, Salm Dyck, obtenido, macerando
hojas frescas en agua y dejando reposar por 7 d a 6 °C, redujo hasta 28% el crecimiento
del micelio de Aspergillus niger, Botrytis cinérea, Mucor sp., Fusarium sp. y Penicillium sp.
(Gonzalez-Alvarez etal., 2015). Los extractos de Baccharis latifolia, Solanum dolichosepalum
y Baccharis trinervis, obtenidos macerando hojas secas en agua y calentando a 40 °C por
30 min disminuyeron 47% el crecimiento del micelio de Trichophyton rubrum y Candida
albicans (Marin et al., 2006). Los extractos acuosos de hojas secas de Swinglea glutinosa,
Salvia officinalis y Azadirachta indica, reposados 3 d, a 32 °C, disminuyeron hasta 16%
la infeccion por Sigatoka Negra (Marin et al., 2008). En este marco de trabajo, nuestro
equipo de investigacion ha mostrado que el extracto alcoholico de clavo inhibe a M.
fijiensis (Adriano-Anaya et al., 2018).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo, fue determinar el efecto de las
condiciones de fermentacion con Bacillus subtilis ANT 01 en la actividad anti-fungica de
extractos acuosos de Syzygium aromaticum contra Rhizopus sp aislado de la podredumbre

de la corona de frutos de banano en post-cosecha.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MATERIAL BIOLOGICO

Como planta con capacidad antifungica se utilizé clavo. Como microorganismo
productor del antifungico fue utilizada la cepa Bacillus subtilis ANTO1. Como
microorganismo de prueba se empled la cepa Rhizopus sp aislado de la corona del fruto
de banano.

2.2 REACTIVACION Y CRECIMIENTO DE CEPAS

B. subtilis ANTO1y Rhizopus sp fueron reactivadas a 32 °C durante 24 h en medio
agar-dextrosa-papa (ADP). Para el cultivo en medio liquido, una colonia de B. subtilis
ANTO1 fue colocada en un matraz Erlenmeyer de 100 ml que contenia 50 ml de medio
dextrosa-papa (DP) y se incubd por 12 h a 32 °C con 180 rpm de agitacion. Para multiplicar
la cepa de Rhizopus sp, el micelio fue transferido a una caja de Petri con medio ADP a pH
6.5y se incubd por 24 h a 32 °C.

2.3 DISENO DE TRATAMIENTOS

Para determinar el efecto de la fermentacion con B. subtilis ANTO1 en la actividad

antifungica del clavo, fue establecido un disefo factorial fraccionado tipo Plackett Burman
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de siete factores a dos niveles (Cuadro 1). Los factores analizados fueron: aireacion, pH,

glucosa, nitrato de amonio, luz, filtrado antes de fermentar y temperatura.

Cuadro 1. Disefio de tratamientos empleados en la fermentacion de clavo.

Trata Glucosa (NH,)NO, pH Aireacion Temperatura FAF Luz

(+25-0gl") (+3-0gl") (+8-5) (+=si;-=no) (+37-30°C)  (+si-no)  (+si-no)

1 + - + - + - +
2 - - - + + + +
3 + + - - + + -
4 + - + + - + -
5 + + - + - - +
6 - + + + + - -
7 - + + - - + +

8 - _ R - - - -

Trata = tratamiento; +FAF = filtrado previo a la fermentacion a través de papel filtro Whatman 40; + aireacion =
agitacion a 180 rpm, -aireacion = sin agitacion; +luz = ciclo dia-noche, -luz = protegido de la luz.

2.4 EXTRACTO ACUOSO DE CLAVO

El extracto acuoso de clavo fue preparado utilizando 125 g I' del aromatico,
previamente molido y tamizado a particulas de 01 mm. Esta preparacion fue empleada

como base en la elaboracion de los tratamientos a fermentar.

2.5 FERMENTACION

Noventa mililitros de cada tratamiento fueron inoculados con 10 ml de un cultivo de
12 h de B. subtilis ANTO1 (10° células ml”) y fermentadas bajo las condiciones establecida

en el diseno de tratamientos. Todas las fermentaciones fueron realizadas por triplicado.

2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

La actividad antifungica, producida por cada tratamiento fue determinada
mediante la inhibicion del desarrollo de Rhizopus sp. Para ello cada dos dias, incluyendo
el dia cero, 20 ml de cada tratamiento; fueron centrifugados (10,000 rpm) por 10 min y el
sobrenadante fue filtrado (membranas con poro de 0.22 um). Quince mililitros del filtrado
fueron mezclados con 45 mL del medio ADP esterilizado, vaciando 20 mL por placa de
Petri (tres placas) y se dejo gelificar. Un disco (5 mm de diametro) de micelio de Rhizopus
sp fue colocado en el centro de la placa de Petri y después de 24 h de crecimiento, el
diametro de la colonia (DC) fue determinado con un calibrador digital (Mitutoyo, Digimatic,
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resolucién 0.01 mm). Como control (C) se utilizo el crecimiento del hongo en medio ADP.
Como control positivo (BP) se utilizo el crecimiento del hongo en medio ADP adicionado
con el extracto acuoso de S. aromaticum. El diametro efectivo (DE) de crecimiento de la

colonia del fitopatdgeno, después de 24 h de crecimiento, fue calculado como:
DE (mm) = DC,,-DC,

donde: DC,, = didmetro de la colonia (mm) después de 24 h de crecimiento y DC, =

diametro de la colonia (mm) a las O h de crecimiento = 5 mm.

2.7 ANALISIS DE DATOS

Los datos de lavariable dependiente (capacidad inhibitoria del extracto fermentado)
para el dia 8 fueron analizados mediante el procedimiento del algoritmo de Plackett-
Burman, Con ello se determinoé el efecto de cada variable. Para el calculo del valor minimo
significativo del factor se tomd en consideracion la desviacion estandar de los datos
promedios del dia 8 multiplicado por el valor 1.8946, del Cuadro de t-students, obtenido a

nivel de significancia de 0.05 y siete grados de libertad (nUmero de tratamientos -1).

3 RESULTADOS

La Figura 1 muestra la dinamica de los valores del DE de la colonia de Rhizopus sp
crecido en medio de cultivo adicionado con los fermentos de los diversos tratamientos
establecidos en este trabajo. De forma general se observo que la adicion del extracto
de S. aromaticum al medio de cultivo (Tratamiento blanco positivo) redujo en 28% el
crecimiento de la colonia de Rhizopus sp en el medio sin el extracto (Tratamiento control).
De igual forma la adicion del indculo de B. subtilis ANTO1 al extracto de S. aromaticum
mejord su capacidad antifungica ya que el diametro de la colonia del hongo se redujo en
promedio 75% respecto al medio sin la mezcla de los tratamientos (Tratamiento control)
y 65% respecto al blanco positivo.

Respecto a la capacidad antifungica del extracto de S. aromaticum fermentado
a diferentes tiempos y bajo las condiciones establecidas en el disefio de tratamientos,
fue observado que para los Tratamientos 2 y 3 (Figura 1A) dicha capacidad antifungica
disminuyd conforme transcurrio el tiempo de fermentacion, es decir, en el Tratamiento
2 paso de -65% al dia O a cero en el dia 8 y en el Tratamiento 3 paso de -65% a -19% en
el dia 8.

En los Tratamientos 1, 5, 6 y 8 (Figura 1B) la capacidad antifungica del extracto

fermentado mostré una primera etapa de disminucion de dicha capacidad y posteriormente
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un incremento en esa propiedad. Para los Tratamientos 5, 6 y 8 la etapa de disminucién
durd 2 d y en el Tratamiento 1 dicha etapa durd 4 d. Ocho dias después de iniciado el
proceso de fermentacion los extractos de los Tratamientos 1, 5, 6 y 8 redujeron el diametro
de la colonia en 87%, 95% 89% y 81% respectivamente. Por su parte en el Tratamiento
7 (Figura 1C) los primeros 6 d de fermentacion mejoraron la capacidad antifungica del
extracto, llegando a reducir el diametro de la colonia en 97% aunque, al pasar del dia 6
al dia 8 de fermentacion dicha capacidad disminuyd a 70%. Por ultimo, el desarrollo de la
colonia de Rhizopus sp fue 100% inhibido, desde el dia 4 hasta el dia 8 de fermentacion,
por los extractos fermentados del Tratamiento 4 (Figura 1C).

Figura 1. Diametro efectivo /DE) de la colonia de Rhizopus sp después de 24 h de crecimiento en medio ADP
adicionado con los extractos fermentados de los diversos tratamientos (T) estudiados A) T2y 3;B) T1,5,6y 8;
C) T 4y 7. Las condiciones de fermentacion estan especificadas en el Cuadro 1. BP = Colonia de Rhizopus sp en

medio de cultivo ADP; C = Colonia de Rhizopus sp en medio de cultivo ADP adicionado con el extracto acuoso de
S. aromaticum.
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Siguiendo el procedimiento del disefo experimental realizado se encontré la
ecuacion que describe el comportamiento de la capacidad para inhibir el desarrollo de
Rhizopus sp observada en los extractos con 8 d de fermentacion. La ecuacion codificada
tuvo la forma:

Inhibicion (%) = 67.625 + 6.725 A + 0.625 B + 18.875 C + 3.375 D -18.875 E - 28.375
F-4625G

donde las literales representan, respectivamente, cada una de las variables estudiadas;
A = glucosa. B =Amonio, C= pH, D = agitacion, E = temperatura, F = filtracion, G = luz. La
aplicacion de la ecuacion previa predijo, con exactitud, para cada tratamiento, el nivel de
inhibicion del crecimiento del hongo (Figura 2). Asi mismo, el valor minimo significativo
del factor arrojo el valor de 18.76. Con lo anterior los factores de mayor importancia en
la produccion de capacidad inhibitoria de las mezclas fueron: el pH, la temperatura y el
filtrado por lo que, interpretando el signo, la mejor capacidad inhibitoria fue realizada a pH
alcalino, sin filtracidon y a menor temperatura.

Después de 6 d de la aplicacion del fermentado de clavo del Tratamiento 4 en
los bananos, la proporcion de frutos con sintomas visibles de infeccion por hongos en la
corona (3.0+1.5%) fue similar a lo observado en frutos con el tratamiento convencional
(p>0.05) y ambos diferentes (p<0.05) a los frutos sin tratamiento (100%).

Figura 2. Correlacion entre la inhibicion real y la inhibicion calculada. Esta ultima resultante de la aplicacion de la
ecuacion derivada del algoritmo de Placket-Burman.
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4 DISCUSION

La actividad antifungica del extracto acuosos de clavo (Figura 1) fue similar a lo

reportado, para la misma planta, por Caceres et al. (2014) y se encuentra dentro del rango
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reportado por Vargas et al. (2014) para Acalypha gaumeri (inhibicién del crecimiento,
IC=75%) y Bonellia flammea (IC= 63%) contra Alternaria chrysanthemi; Moo-Koh, et al.
(2014) para Bonellia flammea (intervalo de IC de 20 a 100%) contra Curvularia verruculosa,
C. lunata, Exserohilum rostratum, Corynespora cassiicola, Bipolaris setariae y Lasiodiplodia
parva; Gonzalez-Alvarez et al., 2015) para Agave scabra (intervalo de IC de 8.33 a 23.33%)
para el control de Aspergillus niger, Botrytis cenerea, Mucor sp, Fusarium sp 'y Penicillum
sp; Bernal et al. (2016) para Spathodea campanulata Beauv (0.74 a 3.18 veces menos
que el control quimico) en el control de Uromyces phaseoli (Pers) Wint. var. typica Arth,
y De la Cruz-Ricardez et al. (2016) para Luppinis montanus (IC=98%) en el control de
Monilophthota roreri. En todos los casos la actividad fue fungistatica.

La mejora en la capacidad antifungica del extracto acuoso de clavo con la
adicion del fermentado de B. subtilis ANTO1 /Figura 1) puede tener dos implicaciones:
a) el fermentado de B. subtilis ANTO1 contiene moléculas antifungicas y b) no hay
antagonismo entre la actividad antifungica del extracto de clavo y la actividad antifungica
del fermentado de B. subtilis ANTO1. Desde la perspectiva del primer punto la capacidad
antifungica de B. subtilis ANTO1 se encuentra dentro del rango reportado para diferentes
cepas del mismo género. En este sentido, Khan et al. (2018), Do et al. (2017), Zhang et
al. (2017), Mardanova et al. (2017), Ruiz-Sanchez et al. (2016), Tan et al. (2013) y Tejera
et al (2012) reportaron, respectivamente, que las cepas de Bacillus 30VD-1; XL62; Z-14;
GM2 y GM5; CBCC2, CBMT2, CBMN22, CBRF24, CBCK36, CBCK47 y CBMT51; B25
y sp inhibieron, en el rango de 23.5% a 99% el desarrollo de Fusarium oxysporum f. sp.
Conglutinans, F. oxysporum f. sp. matthioli y F. solani; Fusarium oxysporum y Rhizoctonia
solani; Gaeumannomyces graminis var. Tritici; Fusarium avenaceum, F. oxysporum,
F. redolens, F. solani, Fusarium sp., Alternaria tenuissima, A. alternata TP 712, A. solani
12RKL15, Doratomyces sp. 14raKKLD y Colletotrichum coccodes 14raKK6; Alternaria
alternata, Helminthosporium rostratum y Curvularia lunata; Fusarium oxysporum f.sp.
cubense, Corynespora cassiicola, Alternaria solani, Botrytis cinerea y Colletotrichum
gloeosporioides; Pyricularia grisea y Curvularia sp. Por su parte el aumento de actividad
antifingica en la mezcla extracto de planta- fermentado de B. subtilis ANTO1 (Figura 1)
fue mejor que lo reportado por Hernandez-Castillo et al., (2008) quienes, en pruebas
de campo, empleando mezcla de extracto de Larrea tridentada y las cepas de Bacillus
sp, no encontraron diferencia en la severidad (S) de la enfermedad (S = 1.9) respecto a
la aplicacion de forma individual (S= 1.9). En general la actividad antifungica de Bacillus
puede estar asociada a la produccion de lipopeptidos (surfactinas, iturina y fengycinas)
y enzimas hidroliticas de la pared del hongo (Sanchez, 2016).
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La contrastante dinamica de actividad antifungica (Figura 1) derivada de la
fermentacion del extracto acuoso de clavo, en los distintos tratamientos establecidos
(Cuadro 1), puede estar asociada a distintas facetas de la actividad metabdlica del
microorganismo empleado. En este sentido Jiménez-Delgadillo et al. (2018), Monteiro
et al. (2016) y Kumar et al. (2009) mostraron que la temperatura, el pH inicial y la
composicion del medio de cultivo influyeron en la produccién de metabolitos antifungicos
en Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus Y-Vl y B. subtillis MTTC-8114,
respectivamente. Dependiendo del tipo de antifungico su produccion fue funcién del pH
(acido, neutro o basico), temperatura (25 °C, 30 °C o 37 °C) y componente del medio de
cultivo (concentracion de glucosa y de fuente de nitrogeno).

La observada disminucion de la capacidad antifungica en los tratamientos 2 y 3
(Figura 1 A), en la etapa inicial de los tratamientos 1, 5, 6 y 8 (Figura 1B), y en la etapa final
del tratamiento 7 (Figura 1C) pudiera ser resultado de la biotransformacion bacteriana de
los flavonoides, taninos, saponinas, antraquinonas y triterpenos componentes bioactivos
del clavo (Fateh et al., 2017; Seethapathy et al., 2016).

Por otra parte el aumento en la actividad antifungica observada en el tratamiento
4y en los primeros 6 dias de fermentacion del tratamiento 7 (Figura 1 C) y en la etapa final
de los tratamientos 1, 5, 6 y 8 (Figura 1B) pudiera ser resultado de la biotransformacion, a
moléculas bioactivas, de algunos componentes del clavo presentes en la materia suspendida
(tratamientos 4 y 7 y sin filtracion inicial) como fue sugerido por Bianchini et al. (2015) o por
la sintesis de novo de moléculas bioactivas derivadas del metabolismo bacteriano.

En conclusion, el fermentado con B. subtilis ANTO1 del extracto acuoso de clavo

adicionado con glucosa a pH.

inicial

de 8.0, con agitacion, a temperatura de 30 °C, sin retirar
los solidos suspendidos y en obscuridad, puede ser desarrollado como un método

poscosecha para el control de la infeccion fungica de la corona de los bananos.
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