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RESUMEN: EI objetivo del presente trabajo fue caracterizar fisicogquimica y microbiolégicamente el biopreparado “Supermagro” (SM),
elaborado por productores/as agroecoldgicos/as, y estudiar el efecto de su aplicacién precosecha en frutilla (Fragaria x ananassa
Duch.). Como resultados mas relevantes, distintas muestras de SM presentaron en promedio un pH de 5,0, concentraciones de
macronutrientes de 0,7; 0,26; 2,67; 2,64; 0,46y 0,21 g L para N, P, K, Ca, Mg y S, respectivamente, y 0,71 g L™ para Na, asi como
presencia de micronutrientes. El recuento total de bacterias heterotrofas fue de 4,5 x 10* UFC mL?, observandose 50 tipos de colonias
diferentes. Ensayos in vitro evidenciaron la capacidad de este biopreparado para inhibir el crecimiento de fitopatégenos de relevancia
en frutilla como Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer. Respecto al efecto de su aplicacion a campo, no se observaron diferencias
significativas en el pH, contenido de antocianinas y compuestos fendlicos entre frutos tratados y controles. Notablemente, se evidencio
una menor hidratacion in vitro de las paredes celulares y un crecimiento in vitro significativamente menor de patdgenos flngicos en
paredes celulares aisladas de frutos tratados respecto a los controles, sugiriendo una mayor integridad de esta estructura, cuyo

metabolismo es el principal determinante de la firmeza.

PALABRAS CLAVE: biopreparados, agroecologia, Fragaria x ananassa.

ITS PRE-HARVEST APPLICATION ON STRAWBERRY QUALITY PARAMETERS

ABSTRACT: The objective of this work was to characterize physicochemical and microbiologically the bio-input prepared by
agroecological producers “Supermagro” (SM) and to study the effect of its pre-harvest application on strawberry (Fragaria x ananassa
Duch.). As more relevant results, different SM samples presented an average pH of 5.0, macronutrients concentration of 0.7; 0.26; 2.67;
2.64; 0.46 and 0.21 g L* for N, P, K, Ca, Mg and S, respectively, and 0.71 g L™ for Na, and presence of micronutrients. The total count
of heterotrophic bacteria was 4.5 x 10* CFU mL™, with 50 different types of colonies observed. In vitro tests showed the ability of SM to
inhibit the growth of phytopathogens of relevance in strawberries, such as Botrytis cinerea and Rhizopus stolonifer. Regarding the effect
of field application of SM, no significant differences were observed in the pH, content of anthocyanins, and phenolic compounds
between treated fruits and controls. Notably, there is evidence of lower in vitro hydration of cell walls and significantly lower in vitro

growth of fungal pathogens in cell walls isolated from treated fruits compared to controls, suggesting greater integrity of this structure,

PHYSICOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE SUPERMAGRO BIOPREPARATION. EFFECTS OF

whose metabolism is the main determinant of firmness.

KEYWORDS: bio-inputs, agroecology, Fragaria x ananassa.

INTRODUCCION

Como parte de una transicion hacia modelos de produccién agroecolégica
que sean social, cultural y ecolégicamente mas justos los y las
productores/as han comenzado a producir sus propios biopreparados. El
Supermagro (SM) es un biofertilizante liquido, obtenido mediante
fermentacion anaerébica, que se compone de estiércol fresco de vaca,
melaza, suero de leche o leche, cenizas y agua natural [1]. Este
biopreparado se incorpora, junto a otros bioinsumos como el Purin de

Ortiga y los llamados Microorganismos Eficientes Nativos, en la

Recibido: 17/11/2023; Aceptado: 4/12/2023

transicién agroecolégica de los sistemas convencionales, reemplazando
gradualmente a los agroquimicos como una etapa necesaria para el
cambio hacia la sustentabilidad [2]. La creciente demanda de los
mercados por obtener alimentos mas saludables, asi como el costo de los
insumos de sintesis quimica, estimula a productores y productoras
agroecolégicos/as a la utilizacién de biopreparados en sus cultivos,
obteniendo buenos rendimientos y rentabilidad sin contaminar el medio

ambiente y reduciendo los costos de produccién. La utilizacién de los
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biopreparados permite abordar dos problemas importantes de la
produccién organica: las deficiencias de micronutrientes en suelos
desgastados y el ataque de plagas y enfermedades de los cultivos. El SM
como abono liquido, es rico en micronutrientes y alimenta a la planta de
forma organica con los elementos necesarios para su crecimiento
vigoroso permitiendo a la misma ser menos atacada por plagas y
enfermedades [1]. Ademads, este bioinsumo también previene
enfermedades en las plantas, por la gran cantidad de microorganismos
antagonistas que contiene, lo que provoca muchas veces una competencia
eficiente con los patdégenos [3]. Por lo tanto, podria actuar como agente
biocontrolador, incrementando el desarrollo de microorganismos
beneficiosos en el entorno de la planta y reduciendo el crecimiento de
agentes patdgenos asi como el desarrollo de enfermedades. Asimismo, los
biopreparados se desempefian como bioestimulantes o bioinductores de
la defensa vegetal [4], por lo tanto su utilizacién mejora las caracteristicas
quimicas, fisicas y biolégicas del suelo, favoreciendo la nutricién de las
plantas permitiendo obtener alimentos de mayor calidad y mas
saludables. Es de destacar que dentro de los/as productores/as
agroecolégicos/as ha surgido el interés en la compresion de la naturaleza
fisicoquimica y microbioldgica de estos bioinsumos y las bases
bioquimicas que expliquen su accién como promotores del crecimiento
vegetal y controladores de enfermedades. Asi, el objetivo del presente
trabajo fue caracterizar el biopreparado SM y estudiar el efecto de su

aplicacion precosecha en frutos de interés comercial como frutilla.

METODOLOGIA

La elaboracién del biopreparado SM, como el ensayo de su aplicacién
precosecha en cultivos de frutilla se llevé a cabo en la localidad de Bavio,
partido de Magdalena (Buenos Aires). El SM se elabor6é a partir un
proceso de fermentacién anaerébica, incorporando melaza (8 kg),
levadura (200 g), estiércol de vaca (50 kg), suero de leche (80 L), ceniza
(4 kg) y agua, durante 2 meses en un bidén de plastico de 200 L de
capacidad. Se tomdé 1 L del biopreparado para la caracterizacion
fisicoquimica por métodos directos donde se determiné pH,
conductividad eléctrica, macro y micronutrientes. También se realizé un
andlisis microbiolégico de bacterias heterétrofas por recuento en placa,
donde 50 mL de SM se agitaron por 20 min, luego se realizaron diluciones
seriadas a partir de 1 mL de las muestras con 9 mL de MgCl, 10 mM a pH
7,0. Se sembraron 100 pL de cada dilucién en placas de Petri con medio
Luria-Bertani (LB) agarizado por duplicado y se cuantific6 el nimero de
colonias luego de 48 h a 28 °C expresadas como UFC mL-. Por otro lado,
se evalud la capacidad de diferentes dosis de SM de inhibir in vitro el
crecimiento micelial de los hongos fitopatégenos Botrytis cinerea (cepa
B05.10) y Rhizopus stolonifer (cepa IFCC 365/00, Colecciéon INTECH),
ambos causantes de grandes pérdidas econémicas durante la postcosecha
de frutilla. Dosis de 1, 2 y 5% de SM se mezclaron con medio APG por el
método de vertido en placas de Petri [5]. Una vez solidificado, se inocul6
en el centro de la placa con un disco de 5 mm? de cada hongo
fitopatégeno, previamente crecidos en APG a 25 °C. Como control se
utilizaron placas con medio APG solo con los hongos. A las 48 y 72 h se
midi6 el aérea de crecimiento del micelio de R. stolonifer y B. cinerea,
respectivamente con el programa ImageJ (versiéon 1.51, NIH, USA) y se
calculd el porcentaje de inhibicién con respecto al control segin la
férmula: % de inhibicién = ((R - r)/R*100), siendo R el aérea micelial del

hongo control, y r el aérea micelial del hongo tratado con SM [6]. Cada
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tratamiento y control para cada uno de los hongos se realiz6 por
triplicado.

Con respecto al ensayo de aplicacién de SM precosecha en cultivos de
frutilla, se realiz6 en 4 surcos de 60 m cada uno con plantas de frutilla (cv.
San Andreas). La mitad de cada uno de los surcos se trat6 semanalmente
durante 4 meses con SM (10% v/v) y la otra mitad de cada surco se
utiliz6 como control. Luego de 15 dias desde la ultima aplicacién, se
cosecharon 30 frutos en estadio de madurez comercial (80 a 90% de
coloracién superficial roja) de cada surco y condicién (tratado y control),
se llevaron al laboratorio, se cuartearon, congelaron en Ny ¥y
almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién.

Para cada uno de los ensayos descriptos a continuacién se tomaron 20 g
de frutos (de cada surco y condicién) y se pulverizaron con pilén y
mortero en presencia de Nzq. El polvo resultante se guardé a -20 °C en
tubos Falcon de 15 mL estériles hasta su uso. pH: en tubos Falcon de 50
mL se pesaron 1,5 g de tejido pulverizado de frutos tratados y controles,
se les agreg6 15 mL de agua destilada y se agité mediante vortex. El pH de
las muestras se registrd utilizando un pH-metro previamente calibrado
(OAKTON pH-700). Antocianinas: se tomaron 0,15 g de frutos
pulverizados y se agregaron 1,5 mL de metanol conteniendo 1% v/v de
HCI. Se incub6 a 0 °C por 10 min agitando con vortex periddicamente y
luego se centrifugé a 3000 x g a 4 °C durante 15 min. Se realizé una
dilucién 1/4 del sobrenadante y se midié Absorbancia a 515 nm. La
cantidad de antocianinas se expresé como pmoles de pelargonidina-3-
glucédsido por kilogramo de fruto, usando un €motar = 3,6 x 10 ¢ mol L-* m?
[7]. Compuestos fendlicos: se tomaron 0,25 g de frutos pulverizados y se
resuspendieron en 1,5 mL de etanol absoluto anhidro y la mezcla se
centrifugé a 9000 x g durante 10 min a 4 °C. Se realiz6 una dilucién 1/2
del sobrenadante y a 100 pL del extracto se le adicionaron 1,11 mL de
agua destilada y 150 pL de reactivo Folin-Ciocalteu 1 N. Después de 3 min
a 25 °C, se adiciond 1,5 mL de solucién 2% p/v de Na;COsz en NaOH 0,1 N,
y la mezcla de reaccién se incubé durante 1 h a temperatura ambiente
(TA). Posteriormente, se midié la absorbancia a 760 nm. Se construyd
una curva de calibracién utilizando cantidades variables de 4cido gélico
como estandar, y los resultados se expresaron como g de acido galico por
kg de fruto fresco.

Obtencién de paredes celulares de frutilla: los polisacaridos totales de
pared celular se obtuvieron como residuos insolubles en alcohol (RIAs)
de acuerdo con d’Amour y col. [8], con algunas modificaciones.
Aproximadamente 5 g de pulverizado de frutos de cada condicién se
mezclaron con 4 volimenes de etanol absoluto y la mezcla se hirvié con
reflujo durante 30 min. El homogenato se filtré y el residuo sélido se lavo
tres veces con 5 mL de etanol absoluto. Posteriormente, el residuo se secé
durante 14 h a 37 °C y se registr6 el peso. Hidratacion in vitro de RIAs: en
tubos para microcentrifuga se pesaron exactamente 10 mg de RIAs de
frutos controles y tratados, y se les agregaron 2 mL de agua bidestilada
estéril manteniéndose en agitacion durante 24 h a 22 °C. Posteriormente,
los tubos se ubicaron verticalmente en una gradilla y los RIA hidratados
se dejaron decantar a TA en posicion vertical durante 2 h. A continuacién,
se realiz6 una evaluacion visual de las alturas relativas de los RIA
hidratados.

Crecimiento in vitro de Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer: los
fitopatégenos fueron rutinariamente mantenidos en medio Agar Papa
Glucosado (APG) a 4 °C. Antes de la inoculacién, el micelio cada uno de

ellos fue crecido en medio APG a 24 °C. Diferentes placas de Petri
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conteniendo 0,8% p/v de agar y 0,20 mg mL-! de paredes celulares (RIAs)
de frutilla obtenidas de frutos tratados y control, fueron inoculadas con
un disco de aproximadamente 4 mm? de micelio fresco y se llevaron a
camara de cultivo de plantas a 22 °C. A diferentes tiempos 24, 48 y 72 h
para B. cinerea 'y 24 y 48 h para R. stolonifer se marcaron las areas de
crecimiento del micelio en las cajas, luego se escanearon y se midieron
con el programa Image/. En todos los casos se utilizaron 4 réplicas

bioldgicas y de cada una de ellas 5 réplicas técnicas.

Analisis estadistico: los resultados se graficaron utilizando programa
Graph-PadPrism version 8 (GraPhPad, San Diego, CA, USA), y
dependiendo del ensayo realizado, los datos se analizaron mediante
ANOVA y Tukey como post test (para andlisis fisicoquimico, recuento de
bacterias e inhibicién in vitro de fitopatégenos), Sidak para crecimiento
de B. cinerea y R. stolonifer cuando se usé como unica fuente de
nutrientes RIAs de frutos tratados y controles, y t-test para para

parametros de calidad con un nivel de significancia p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fisicoquimico y microbiolégico del biopreparado SM

El andlisis fisicoquimico del SM mostré un pH &4cido de 5,00 y una
conductividad eléctrica de 14,00 dS m'!, ademas de la presencia tanto de

macro como micronutrientes, detallados en la Tabla 1.

Tabla 1: Concentracién de macro y micronutrientes del SM.

Macronutrientes (g L1) Micronutrientes (mg L-1)

Nitrégeno 0,7 Boro 0,29
Fésforo 0,26 Hierro

2,77

Potasio 2,67 Manganeso 0,61

Calcio 2,64 Cobre 0,03

Magnesio 0,46 Zinc 2,6
Azufre 0,21 Sodio

710

A partir del andlisis microbiolégico del SM, se observ6 un recuento total
de bacterias heterétrofas de 4,5 x 104 UFC mL-L, observindose ademas 50
tipos de colonias diferentes.

Se destaca que tanto el andlisis fisicoquimico como el recuento de
bacterias se realizé6 en otros dos SM elaborados por productores de
establecimientos agroecoldgicos de Ayacucho (Provincia de Buenos
Aires) y de Reconquista (Provincia de Santa Fe), obteniéndose resultados

similares para ambos ensayos (datos no mostrados).

Capacidad del SM para inhibir el crecimiento in vitro de
fitopatégenos

Con respecto a la capacidad antagonista del biopreparado SM sobre B.
cinerea y R. stolonifer se observo que todas las dosis evaluadas 1, 2 y 5%

presentaban un alto porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de

ISSN 2314-3991

ambos hongos fitopatdgenos, el cual se daba ademas con una correlacién

dosis - respuesta (Figura 1).

Control

8 100 _

@

60 ¢
=
c 40
20
1% 2% 5% 1% 2% 5%
SM sM

Figura 1 - Porcentaje de inhibicion micelial de B. cinerea 72 hpi (A) y R. stolonifer 48
hpi (B) con diferentes dosis de Supermagro (SM) 1, 2 y 5%. Letras distintas indican
diferencias significativas segin ANOVA, Tukey (p < 0,05).

Los anlisis fisicoquimicos realizados en el SM demuestran que posee una
gran variedad de nutrientes, constituida por macronutrientes primarios,
secundarios y micronutrientes que son esenciales para el equilibrio en la
nutricién de la planta. Es necesario considerar que los requerimientos
nutricionales de los cultivos, especialmente de N, P y K, son generalmente
elevados. El SM aporta basicamente elementos menores, necesarios para
el fortalecimiento y nutricién equilibrada de las plantas, utilizdndose
como biofertilizantes para suplir las deficiencias de dichos elementos [9,
10].

Con respecto a las condiciones de pH del biopreparado, se observd un
valor acido, probablemente debido a la actividad microbiana durante la
fermentacién anaerébica de componentes como la leche. El grupo de
microorganismos que participan en el proceso de la fermentacién
produce durante la misma 4cido lactico, el cual reduce el pH y puede

inhibir microorganismos indeseables o patogénicos [11].

Efecto de la aplicacion a campo del biopreparado SM en atributos de
calidad e integridad de la pared celular de frutos de frutilla

Los acidos organicos determinan el pH de los frutos carnosos
contribuyendo a la estabilidad del color de los mismos, y al igual que los
azucares, son componentes importantes del sabor [12, 13]. Asimismo, el
color y la estabilidad de las antocianinas, compuestos hidrosolubles de
localizacién vacuolar, son influenciados por el pH, su estructura quimica,
la temperatura y la luz [14]. El contenido de este grupo de pigmentos es
particularmente elevado, y le confiere su color rojo caracteristico a las
frutillas maduras [14]. Debido a que un alto contenido de antocianinas se
vincula con una mayor capacidad antioxidante de los frutos, es un
parametro de calidad cuya medida resulta relevante [15]. Es de interés,
ademas, la cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales, dada sus
caracteristicas como antioxidantes y la asociacién entre su consumo y la
prevencion de diversas enfermedades [16, 17].

En el presente trabajo, la aplicacién a campo del biopreparado SM no
produjo cambios significativos en el pH (Figura 2.A.) ni en el contenido de
antocianinas (Figura 2.B.) en frutos cosechados en estadio de madurez
comercial respecto a los frutos control. Respecto al contenido de
compuestos fendlicos, si bien se observé un valor promedio ligeramente
mayor en frutos tratados comparados con los controles, estas diferencias

no fueron significativas (Figura 2.C.).
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Figura 2 - pH (A), contenido de antocianinas (B) y compuestos fenélicos (C) en
frutillas cosechadas en estadio 80-90% rojo. C: control y SM: frutos de plantas
tratadas a campo con Supermagro. Los resultados fueron analizados mediante t-test
ap<0,05.

La pared celular vegetal primaria es una estructura que otorga forma y
soporte a las células, constituye una barrera contra el ataque de
patdgenos, y cumple otras funciones como facilitar que se desarrolle una
alta presién de turgencia, participar en la adhesién célula-célula, en
procesos de sefializacién celular, crecimiento y diferenciacioén, y es capaz
ademas de responder a estimulos bidticos y abiéticos [18, 19, 20, 21].
Durante la maduracién pre y postcosecha de los frutos carnosos se
produce una disminucién de la firmeza, la cual estd principalmente
asociada al metabolismo de la pared celular y lamina media [22]. En el
presente trabajo, la aplicacién del SM no provoc6 cambios en el contenido
de pared celular total respecto a los frutos control (Figura 3.A.). Sin
embargo, es de destacar que se evidencié una hidratacién in vitro
significativamente menor de las paredes aisladas de los frutos tratados
con SM en comparacién con los controles (Figura 3.B.). En este sentido,
una mayor hidratacién in vitro de las paredes celulares de diversas
especies de frutos carnosos, entre los que se encuentra la frutilla, se ha
asociado con una mayor solubilizacién de pectinas, asi como con la
hidrdlisis de cadenas laterales y la pérdida de la red celulosa-
hemicelulosa [23, 24, 25, 26, 27]. Los resultados obtenidos sugieren que
los frutos tratados con SM sufririan los procesos antes mencionados de

una manera menos pronunciada que los frutos controles.
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Figura 3 - Contenido de pared celular medido como Residuos Insolubles en Alcohol
(RIAs) de frutos de frutilla 80-90%R tratados con Supermagro (SM) y control (C)
(A). Hidratacidn in vitro de los RIAs asilados de frutos de frutilla 80-90%R tratados
con Supermagro (SM) y control (C) (B). Los resultados fueron analizados mediante
t-test, asteriscos indican diferencias significativas entre frutos SMy C (*: p < 0,05).

Respecto a los ensayos de crecimiento in vitro de Botrytis cinerea y
Rhizopus stolonifer cuando se les suministraron RIAs de frutos tratados
con SM y controles como unica fuente de nutrientes, el crecimiento
micelial de los dos fitopatégenos fue significativamente menor a las 24 y
48 h con respecto al control (Figura 4). Vinculado con estos resultados,
un menor desarrollo de patégenos flingicos cuando se le suministran
RIAs de frutos o plantas en distintas condiciones como tnica fuente de
nutrientes, se asocié con una menor accesibilidad de las enzimas fungicas
a los polimeros que constituyen la pared. Esto se evidenci6 en plantas de
Arabidopsis thaliana inoculadas con una bacteria promotora del
crecimiento [28], asi como en frutos de frutilla sometidos a diversos
tratamientos postcosecha fisicos y quimicos [27, 29, 30].

De esta manera, si bien se requiere profundizar en los aspectos
bioquimicos y moleculares subyacentes al efecto del biopreparado SM en

el metabolismo de la pared celular primaria y en la posible activacién de

respuestas de defensa de frutilla, los resultados obtenidos sugieren que la
aplicacién periddica de SM da lugar a frutillas con una pared celular mas

integra que los frutos control.
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Figura 4 - Crecimiento de Botrytis cinerea (A) y Rhizopus stolonifer (B) en placas
conteniendo agar 0,8% p/v homogeneizado con 0,2 mg mL-! de RIAs de frutos
tratados con Supermagro (SM) y controles (C) como tnica fuente de nutrientes. Los
resultados se analizaron mediante One-way ANOVA y Sidak como post-test.
Asteriscos indican diferencias significativas entre frutos SMy C (*: p < 0,05; ** p <
0,01).
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