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RESUMEN

Los frutos de la fresa y la uchuva son altamente susceptibles
al ataque de hongos fitopatdgenos debido a su rica
composicion nutricional y su elevada humedad relativa, que
favorece la proliferacién de estos microorganismos. Por esta
razén, estos cultivos demandan el uso de una gran cantidad
de plaguicidas que buscan reducir las afectaciones de estos
patégenos. Sin embargo, el uso de estos plaguicidas ha
generado graves afectaciones en la salud del ser humano y
cambios en la biodiversidad del ecosistema, por lo que se
hace necesario la bausqueda de compuestos naturales que

puedan combatir los hongos fitopatégenos sin causar dafios
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al entorno. El objetivo de este trabajo fue determinar la
concentracion minima inhibitoria de cinamaldehido sobre el
crecimiento de hongos filamentosos causantes de
enfermedades en fresa y uchuva tipo exportaciéon. Se aislaron
hongos filamentosos a partir de muestras de uchuva y fresa
con algun signo de infeccién. La concentracion minima
inhibitoria se determind a partir de ensayos con medio PDA
sélido y liquido, mezclado con diferentes concentraciones de
cinamaldehido. Se aislaron cuatro hongos filamentos tanto de
fresa como de uchuva con caracteristicas macroscoépicas
diferenciales. La concentracion minima inhibitoria para el
hongo HBc aislado de la uchuva fue de 90 ug/mL y 150 pg/mL
en medio liquido y solido respectivamente. La inhibicién en el
crecimiento del hongo HBL1 aislado de la fresa fue de 450
ug/mL en medio sélido y de 90 ug/mL en medio liquido. El uso
de aceites esenciales como el cinamaldehido es una
alternativa efectiva para reducir el uso de plaguicidas y el

impacto en la salud y del medio ambiente que estos generan.

Palabras clave: Hongos filamentosos, Fresa, Uchuva,

Cinamaldehido, Concentracion minima inhibitoria.
ABSTRACT

The fruits of strawberry and gooseberry are highly susceptible
to attack by phytopathogenic fungi due to their rich nutritional
composition and high relative humidity, which favors the
proliferation of these microorganisms. For this reason, these
crops require the use of a large number of pesticides to reduce
the impact of these pathogens. However, the use of these

pesticides has caused serious health issues in humans and
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changes in the biodiversity of the ecosystem, making it
necessary to seek natural compounds that can combat
phytopathogenic fungi without harming the environment. The
objective of this study was to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) of cinnamaldehyde on the growth of
filamentous fungi that cause diseases in export-quality
strawberries and gooseberries. Filamentous fungi were
isolated from gooseberry and strawberry samples showing
signs of infection. The minimum inhibitory concentration was
determined using solid and liquid PDA media mixed with
different concentrations of cinnamaldehyde. Four filamentous
fungi were isolated from both strawberry and gooseberry, each
with distinct macroscopic characteristics. The minimum
inhibitory concentration for the HBc fungus, isolated from
gooseberry, was 90 pg/mL in liquid medium and 150 pg/mL in
solid medium. Inhibition of the HB1 fungus, isolated from
strawberries, was 450 pug/mL in solid medium and 90 pg/mL in
liquid medium. The use of essential oils, such as
cinnamaldehyde, is an effective alternative to reduce pesticide
use and mitigate the impact on human health and the

environment.

Key Word: Filamentous fungi, Strawberry, Cape gooseberry,

Cinnamaldehyde, Minimum inhibitory concentration.

INTRODUCCION

La fresa y la uchuva son dos frutos que
representan gran importancia en el crecimiento
econdmico del pais, debido a sus propiedades

nutricionales y sabor son alimentos con alta

demanda alrededor del mundo. La uchuva
presenta gran cantidad de vitaminas A, B, C y
minerales como el calcio, hierro y fésforo

(Fischer, et al., 2014) y la fresa presenta alto
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contenido en vitamina C, taninos, flavonoides,

y minerales como potasio, fésforo, calcio, sodio
y hierro (Restrepo et al., 2009). Para el afio
2016, Colombia export6 alrededor de 89,55
toneladas de fresa a Panama generando una
ganancia de aproximadamente 286,24 millones
de ddlares en valor FOB (Vega. et al., 2017).
Este tipo de cultivos es susceptible a
enfermedades fitopatbgenas causadas por
hongos. La uchuva por su alto rango de
humedad relativa beneficia el crecimiento y
colonizacién de Cercospora sp., Phoma sp.,
Botrytis sp. La fresa es susceptible a
Rhizoctonia sp., Fusarium sp., Verticillium sp.,
0 Botrytis cinerea y Mycosphaerella fragariae
entre otros hongos reportados como causantes
de diferentes enfermedades (Cano, 2014,
Infante-Rincones et al., 2024). El gran reto para
los productores es el control y manejo de estas
enfermedades, para lograr una calidad de las
frutas tipo exportacién se emplea de manera
descontrolada productos como insecticidas,
fungicidas vy
Hernandez, 2018; Bermudez, 2019). Estos

plaguicidas han generado diversos problemas

plaguicidas (Pefialoza vy

de salud debido a los residuos que quedan en
los alimentos (Vallejo, 2021), entre los que se
encuentra la generacion de cancer, parkinson,
Hodgkin,

alteraciones endocrinas, efectos mutagénicos,

enfermedad de alzheimer,
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entre otros (Vallejo, 2021). Se ha reportado que
el continuo uso de estos productos causa
resistencia en los microorganismos, haciendo
que el uso de fungicidas sea mas frecuente y
en mayores concentraciones (Sanchez, 2019).
Para contrarrestar esta problemética se ha
venido estudiando y empleado compuestos
denominados aceites esenciales provenientes
de plantas. Dichos compuestos son de origen
natural, de bajo costo y con pocos efectos
adversos sobre la salud humana. Ademés,
presentan actividad plaguicida llegando a ser
potencialmente substitutos de los plaguicidas
de origen quimico. Especificamente, estos
compuestos llegan a ser una mejor alternativa
para inhibir especies fangicas en cultivos de
fresa y uchuva (Tan'cinova, et al., 2022;
GbOmez-Suarez et al., 2024). Algunos aceites
esenciales como cinamaldehido, carvacrol o
2021)

reportados como inhibidores de crecimiento de

timol  (Sempere-Ferre, han sido

hongos. Segun Sempere-Ferre las
concentraciones de cinamaldehido y carvacrol
que inhiben el crecimiento de hongos
patégenos en cultivos de fruta se encuentra
alrededor de 200 ug/mL hasta 300 ug/mL,
siendo la primera concentracién el valor minimo
reportado para la inhibicion total del hongo. El
timol presenta inhibicion a partir de una

concentracion de 150 ug/mL. El objetivo del
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estudio es

presente determinar  la

concentracion minima inhibitoria de

cinamaldehido para inhibir el crecimiento de
MATERIALES Y METODOS

de
patdégenos en fresay uchuva

Aislamiento hongos filamentosos

Los hongos fueron aislados a partir de
muestras de uchuvas y fresas recolectadas de
cultivos tipo exportacion, que presentaban
alguna manifestacion de sintomas de infeccion.
El aislamiento de los hongos presentes en los
dos frutos se realizé a partir de un fino corte de
tejido vegetal de aprox. 0,5 cm con pinzas y
escalpelo estériles. Las muestras de tejido
fueron sembradas en agar Sabouraud con
cloranfenicol y se incub6 a 28 °C durante 8
dias. Para la purificacion, los hongos crecidos
fueron sembrados por puncién nuevamente en
agar Sabouraud con cloranfenicol e incubados
a 28 °C durante 8 dias.

Extraccion de ADN de hongos filamentosos

aislados

Para la extraccion de ADN de los hongos
aislados,10 a 20 mg de la biomasa fungica fue
suspendida en buffer de extraccion (1M KCL,
100 mM Tris-HCL, 10mM EDTA). Las células

fungicas fueron lisadas mediante el uso de
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hongos causantes de enfermedades en fresa y

uchuva tipo exportacion

perlas de vidrio y agitacién por 5 segundos a
4000 rpm en el equipo FastPrep-24 (MP
Biomédicas). Los detritos celulares fueron
eliminados por centrifugacion (5,000 RPM por
10 minutos) y el sobrenadante mezclado por
inversiéon con 300 uL de 2-propanol. EI ADN fue
precipitado por centrifugacién (12,000 RPM por
10 minutos), descartando el sobrenadante y
lavando con 800 uL de etanol al 70%. Se retird
el alcohol mediante centrifugacion y se dej6
evaporar cualquier remanente de etanol
incubando a 37°C por 15 minutos (Vacufuge
System). EI ADN se

resuspendié con 50 uL de agua grado biologia

Plus Complete
molecular mantenido una noche a 4°C. (lvor et
al., 2004 and Chi M, 2009). La extraccién de
ADN se realizé por duplicado en hongos
seleccionados. La concentracion y calidad del

ADN se realizé6 mediante Qubit.

Ensayos de Inhibicion de crecimiento

fangico filamentoso

Cinamandehido se disolvi6 y homogenizo en
una solucién de tween 80 (0.1%) para preparar

concentraciones de 50 a 500 ug/mL. Las
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concentraciones fueron mezcladas con agar

PDA (estéril) mientras se encontraba en estado
liquido y posteriormente distribuidas en cajas
de Petri. Los hongos fueron sembrados por
puncién en cada uno de las concentraciones e
incubados a 28°C por 8 dias. Como control
positivo se realizd6 siembra en agar PDA sin
ningun tipo de compuesto activo y como control
negativo se empleé agar PDA mezclado con
nistatina a una concentracion de 1,000
unidades.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de hongos filamentosos en
muestras de Uchuvay Fresa
Al realizar la inspeccion visual del estado de los
frutos, se observaron manchas negras y

crecimiento micelial blanco en la Uchuva
(Figura 1). En la Fresa se observaron manchas
de color negro y marrén, ablandamiento del
fruto, polvillo blanco y crecimiento micelial café

(Figura 2).
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Una segunda metodologia fue realizada en los
ensayos de inhibicibn de crecimiento. Las
concentraciones utilizadas fueron las mismas
de los ensayos en sdlido y mezcladas en PDA
liguido previamente estéril. Los hongos fueron
inoculados en cada una de las concentraciones
e incubados a 28°C por 10 dias a 100 rpm. De
la misma manera, como control negativo se
PDA
concentracion 1,000 unidades y como control

utilizé liguido con nistatina en

positivo fue PDA liquido sin ningun tipo de

inhibidor.

Figura 1: Observacion del estado de
muestras de Uchuva

Figura 2: Observacion del estado de

muestras de Fresa

A partir de las muestras de Uchuva se lograron
aislar hongos con algunas caracteristicas
macroscopicas diferenciales, nombrados en

este proyecto como HBc, HBg, HBfy Hg (Figura
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3). En las muestras de fresa se aislaron cuatro
hongos nombrados como Hn, Hn2, HB1, HBn
(Figura 4).

de

Figura 3: Aislamiento
filamentosos de uchuva

hongos

Realizando una caracterizaciébn macroscopica
se observé que el hongo HBc presentd micelio
blanco con estructuras negras duras que
posiblemente pueden representar esclerocios.
El hongo HBg presentd micelio amarillo
blanquecino, aéreo y esponjoso. El hongo HBf
presentd micelio rosado anaranjado vegetativo,
pulverulento y el hongo Hg present6 micelio
gris aéreo abundante. Segun Heidi (2023), las
caracteristicas macroscopicas que presentan
los hongos HBc y el hongo Hg pueden
corresponder a Botrytis cinerea. Este hongo se
caracteriza por presentar un crecimiento de

colonias de color blanquecino-gris ademas de
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generar los caracteristicos esclerocios del

hongo.

de

Aislamiento
filamentosos de fresa

Figura 4. hongos

En la fresa el hongo Hn presentd micelio café
Hn2
presenté micelio abundante de blanco a café,

vegetativo con aspecto pulverulento,

en el hongo HB1 se observd micelio entre
blanco y amarillo, algodonoso de crecimiento
abundante, y finalmente HBn con micelio
vegetativo blanco anaranjado. De igual manera
gue en los hongos aislados de la uchuva, los
hongos nombrados como Hn2 y HB1 también
presentan caracteristicas propias de un hongo
Botrytis cinerea. Este tipo de hongo también
presenta un crecimiento de color blanco

algodonoso abundante (Heidi, 2023).

Extraccion de ADN de hongos aislados

La extraccion de ADN se realiz6 con el
proposito de identificar a nivel molecular los

hongos aislados, para ello es necesario extraer
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el ADN vy la posterior amplificacion de las

regiones ITs por la reaccion de cadena de la
Polimerasa (PCR).

macroscoépicas y su crecimiento abundante fue

Por sus caracteristicas

seleccionado uno hongo de cada fruta para la
identificacion molecular. Para la uchuva fue
seleccionado el hongo HBc y para la Fresa
HB1.

HBC(1) HBC(2) HB1(3) HB1{4)

Figura 5: Visualizacidon en gel de agarosa
0.8% del ADN extraido de hongos
filamentosos HBC y HB1. MP: 1 kb Promega.

Muestra  Concentracionng/ul  260/280  260/230
HBc(1) 43148 139 0,509
HBe(2) 637,51 126 0,616
HB1(3) 1384,64 1405 0885
HB1(4) 9983 1452 0767
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Tabla 1: Resultados de calidad de la
extraccion de ADN

A pesar de las concentraciones de ADN en los
dos hongos, se observo que el radio de 260/280
estd por debajo del rango Optimo de calidad
(1.8 - 2.0). EI mismo resultado se observé en el
radio 260/230, valores muy por debajo de 2.0,
lo que puede ser contaminacién por fenoles. Si
bien los resultados no son satisfactorios, se
conoce que la extraccion de ADN de hongos
filamentosos resulta ser compleja debido a la
composicion quimica de la pared celular, la cual
constituye de un 15 a un 30% de su peso seco
(Canul et al, 2019).

Concentracion minima inhibitoria de

cinamaldehido

Los ensayos de inhibicion se realizaron con los
hongos seleccionados para la extraccion de
ADN (HBc de uchuva y HB1l de fresa) en
concentraciones entre 50 y 500 pL de
cinamaldehido. La inhibicion del crecimiento
del HBc se
concentraciones de 150 a 180 pg/mL (figura 6).

hongo evidenci6  en
Al realizar el ensayo en medio liquido se
observd que la menor concentraciébn que
ejercié inhibicion de crecimiento fue de 90

ug/mL de cinamaldehido (Figura 7).
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Estos resultados pueden ser comparados con
los obtenidos por Sampere-Ferre (2021), quien
reporta que la actividad antifingica del
cinamaldehido se ejerce a partir de una
concentracion de 100 ug/mL, concentracion en
la cual el crecimiento micelial se comienza a
inexistente a una

reducir hasta volverse

concentracion de 300 pg/mL

Figura 6: Ensayo inhibicién de hongos HBc
filamentosos en medio sélido con

cinamaldehido.

El comportamiento del hongo HB1 en los

ensayos en séOlido con cinamaldehido
registraron inhibicion a una contraccién de 450
ug/mL, lo que sugiere que este hongo podria
exhibir una mayor resistencia a la actividad
antifngica del cinamaldehido. No obstante,
con los ensayos en liquido se observé la
inhibicion de crecimiento a 90 ug/mL (Figura 8).
Esta divergencia de resultados probablemente

se debe a dificultad que presenta el
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cinamaldehido para solubilizarse

completamente en medios de cultivo sélidos.

120 130 140

ug/mL 110
g/ e ug/mL ug/mL ug/mL

ug/mL ug/mL

Figura 7: Ensayo inhibicién del hongo HBc
filamentosos en medio liquido con
cinamaldehido.

%l

90 ug/mL 100 ug/mL 439

130

14
ug/mL ug/mL ug/mL 0

ug/mL

Figura 8: Ensayo inhibicién del hongo HB1
filamentosos en medio liquido con
cinamaldehido

Con los resultados obtenidos es posible sugerir
que la concentracion minima inhibitoria para el
hongo filamentoso de la uchuva (HBc) es de 90
ug/mL de cinamaldehido, mientras los
resultados con el hongo de la fresa (HB1)
varian de acuerdo a la metodologia utilizada,
siendo 90 ug/mL un importante resultado en

medio liquido.
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CONCLUSIONES

El cinamaldehido es un compuesto con un
destacado potencial de actividad organica,
capaz de desempefiar una funcion altamente
efectiva como agente antifungico en cultivos de
fresa y uchuva de tipo exportacion. Por

consiguiente, podria  representar  una
alternativa promisoria al empleo de plaguicidas

de origen quimico.
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