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Resumen

En este trabajo se caracterizaron extractos metandlicos y acuosos de hojas de Fragaria ananassa Duch. de los genotipos
“Camarosa”, “Camino Real”, “Merced”, “Benicia” y “San Andreas” (este ultimo de dos procedencias: Tafi del Valle,
Tucuman, y Patagonia), en base al contenido de compuestos fendlicos totales y a la capacidad para inhibir el crecimiento
de bacterias y hongos fitopatdgenos. No se observaron diferencias significativas en el contenido de fendlicos a excepcion
del extracto metanolico (EM) del genotipo “Merced” que presentd el mayor valor y los extractos acuosos (EA) de los
genotipos “San Andreas” de Tafi del Valle y “Camarosa”, que fueron los de menor contenido. Las bacterias mostraron
mayor sensibilidad que los hongos a los EM, mientras que en el caso de los EA ambos tipos de microorganismos
mostraron una sensibilidad similar. No se observd una relacion directa entre el contenido de compuestos fendlicos totales
y la actividad antimicrobiana. Aunque algunos genotipos de frutilla mostraron actividad antimicrobiana especifica, en
general todos los genotipos evaluados presentaron un comportamiento similar. Se destacan los extractos acuosos para el
desarrollo de un bioinsumo de bajo costo de produccion, aprovechando los residuos de cosecha del cultivo de frutilla.

Palabras claves: Bioinsumos; Fragaria ananassa; Antimicrobianos naturales.

Abstract

In this work, methanolic and aqueous extracts from leaves of five genotypes of Fragaria ananassa Duch. were
characterized based on their total phenolic compounds content and the ability to inhibit the growth of bacterial and
fungal phytopathogens. Genotypes studied were: “Camarosa”, “Camino Real”, “Merced”, “Benicia” and “San Andreas”
(this last one from two origins: Tafi del Valle, Tucuman and Patagonia). No significant differences were observed in the
phenolic content except for the methanolic extract (ME) of the “Merced” genotype that presented the highest value and the
aqueous extracts (AE) of the “San Andreas” genotypes from Tafi del Valle and “Camarosa”, which exhibited the lowest
value. Bacteria showed greater sensitivity than fungi to ME, whereas in the case of AE both types of microorganisms
showed a similar sensitivity. No direct correlation was observed between the content of total phenolic compounds and
the antimicrobial activity. Although some strawberry genotypes showed specific antimicrobial activity, in general all
evaluated genotypes showed a similar behavior and would be equally valid for the development of bioproducts. The
aqueous extracts stand out for the development of bioproducts of low production cost, taking advantage of the crop
residues of the strawberry crop.

Keywords: Bioproducts; Fragaria ananassa; Natural antimicrobials.

Los bioinsumos (biofertilizantes, bioestimula-
dores, bioplaguicidas, etc.) se han convertido en
componentes vitales de los sistemas sustentables
(Yakhin et al., 2017), ya que constituyen una al-
ternativa econdémica y ecolégicamente aceptable
para reducir los efectos negativos de los agroqui-
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micos de sintesis, sin perjudicar la calidad de la
produccion agricola. En general, un bioinsumo se
formula a partir de componentes biologicos, com-
puestos o extractos vegetales o de microorganis-
mos, o microorganismos vivos. El uso de microor-
ganismos o de extractos vegetales para el manejo
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de plagas y enfermedades agricolas, es una prac-
tica muy antigua que quedo relegada a la agricul-
tura familiar como consecuencia del surgimiento
de los agroquimicos sintéticos con la Revolucion
Verde a partir de la década del 40 (Vara-Sanchez
y Cuéllar-Padilla, 2013). Sin embargo, en los ul-
timos 30 afios, volvid a valorizarse y actualmente
muchas empresas multinacionales de agroquimi-
cos de sintesis han incorporado a los bioinsumos
dentro de su cartera de productos (Duke, 2018).

A partir de hojas de las variedades “Chandler”
y “Camarosa” de frutilla (Fragaria ananassa
Duch.) se purificaron y caracterizaron compues-
tos bioactivos pertenecientes al grupo de los ta-
ninos hidrolizables (Filippone et al., 1999; 2001;
Mamani et al., 2012). La aplicacion externa tanto
de estos compuestos puros como de los extractos
que los contienen, disminuyeron la incidencia de
enfermedades en diferentes especies vegetales ta-
les como la planta modelo Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh y en cultivos como F. ananassa, Citrus
limon (L.) Burm. y Glycine max (L.) Merr. (datos
no publicados), por lo que serian potencialmen-
te utiles para ser utilizados en la formulacion de
bioinsumos.

La tendencia actual indica que la utilizacion de
este tipo de productos ira en crecimiento en la
agricultura contemporanea y futura, por lo que la
caracterizacion y desarrollo de bioinsumos se ha
convertido practicamente en una necesidad para el
sector. En este marco, considerando los resultados
previos del grupo y con el objetivo de desarrollar
un bioinsumo, se optimizaron protocolos de ob-
tencion de extractos de frutilla factibles de ser im-
plementados en una produccion a mayor escala.
Para la obtencion de los extractos se aprovechan
las hojas de las plantas al final del ciclo producti-
vo del cultivo, lo cual no afectaria la produccion
de fruta. Considerando que la fuente potencial del
material vegetal para la elaboracion de un bioinsu-
mo seria la produccion local de Tucuman, el obje-
tivo de este trabajo fue evaluar la actividad biolo-
gica de los extractos de las variedades de frutilla
mas utilizadas en la provincia.

Se utilizaron cinco genotipos de F. ananassa: la
variedad temprana “San Andreas”, de dos proce-
dencias distintas: Patagonia (SAP) y Tafi del Valle
(SAT); las variedades intermedias “Benicia” (BE)
y “Camarosa” (CA); y las variedades tardias “Ca-
mino Real” (CR) y “Merced” (ME). El material
vegetal se cosecho al final del ciclo del cultivo, de
una finca ubicada en la localidad de Lules, provin-

cia de Tucuman, Argentina (S 26° 55° 39.72” O
65° 20’ 19.28”), el cual se secd a 50 °C con aire
continuo hasta peso constante. Para preparar los
extractos, tanto metanolicos (EM) como acuosos
(EA), se mezclaron 10 g de hojas secas molidas
con 100 ml de metanol 80 % (v/v), o con 100 ml
de agua destilada acidificada a pH 3,5-4 con el
agregado de jugo de limon al 5 % (v/v), respec-
tivamente. En ambos casos se macerd durante 24
horas a temperatura ambiente y agitacion. El ho-
mogenato alcoholico se filtrd y se concentrd en un
evaporador rotatorio al vacio a 50 °C, y el acuoso
se filtr6 en embudo Biichner y se concentrd en lio-
filizador a -20 °C, hasta una concentracion final de
5 g de peso fresco de hojas por ml (g PF/ml) en
ambos casos.

Considerando que los compuestos bioactivos
previamente identificados pertenecen al grupo de
los compuestos fendlicos, los extractos fueron ca-
racterizados de acuerdo con el contenido de com-
puestos fenolicos totales y a la capacidad para in-
hibir el crecimiento in vitro de fitopatégenos.

Para determinar la cantidad de compuestos feno-
licos se utilizé el método de Folin-Ciocalteu con
las modificaciones segiin Seong Soo et al. (2010).
El contenido total de compuestos fendlicos se cal-
cul6 usando una curva de calibracion establecida
con una solucion estandar de acido galico y se ex-
pres6 como miligramos de equivalentes de acido
galico por gramo de tejido fresco (mg GAE/g PF).

Se realiz6 un experimento factorial 2 x 6 com-
pletamente aleatorizado con dos repeticiones. Para
el analisis estadistico se utiliz6 analisis de varian-
za y prueba de Tukey de comparacion de medias.
Se evalud el efecto principal del extracto (acuoso
o metanolico) y del genotipo, y la interaccion en-
tre ellos. El nivel de significacion fue 0,05.

La interaccion entre extracto y genotipo no
fue significativa (F = 0,68, g.l. = 5,12, p-valor =
0,6465), pero hubo diferencias significativas en el
contenido de compuestos fenolicos entre los ex-
tractos (F = 19,27, g.l. = 1,12, p-valor = 0,0009)
y entre genotipos (F = 3,41, g.1. = 5,12, p-valor =
0,0378). Estos resultados muestran que es mayor
el efecto del extracto que el del genotipo.

En la Figura 1 se observa que, en general, el pro-
medio del contenido de fenolicos totales de los EA
(20,12 + 3,67 mg GAE/g PF) fue menor que el de
los EM (27,58 + 6,13 mg GAE/g PF). La interac-
cion no significativa indica que EM produjo valo-
res mas altos independientemente de la variedad.
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Figura 1. Contenido medio de compuestos fenolicos totales
(mg GAE/g PF) de los extractos metandlicos (EM) y acuo-
sos (EA) obtenidos a partir de hojas de los diferentes culti-
vares de Fragaria ananassa Duch.: “Camarosa” (CA), “Ca-
mino Real” (CR), “Merced” (ME), “Benicia” (BE) y “San
Andreas” de Patagonia (SAP) y de Tafi del Valle (SAT). Las
barras de error corresponden a los errores estandar.

La actividad antimicrobiana fue evaluada medi-
ante la inhibicion del crecimiento in vitro de Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus cepa C5
(Cm), bacteria Gram positiva y agente causal de la
podredumbre anular de la papa, y de Xanthomon-
as citri subsp. citri (Xcc), bacteria Gram negativa
y agente causal de la cancrosis de los citricos, y
de los hongos Penicillium digitatum, causante de
la podredumbre verde de los citricos, y Coryne-
spora cassiicola, agente responsable de la mancha
anillada de la soja. Las bacterias se cultivaron en
medio Luria Bertani (LB) para C. michiganensis,
y Cadmus para Xcc, a 28 °C durante 24 horas. Los
hongos (Penicillium digitatum (Pd) y Corynespo-
ra cassiicola (Cc) se cultivaron 8 dias en medio
agar—papa-dextrosa (APD) a 25 °C y luz conti-
nua. Las esporas se colectaron de la superficie del
micelio y se cuantificaron en cimara de Neubauer.

Para la determinacion de la Concentracion Efec-
tiva 50 (CE50), concentracion requerida para in-
hibir el 50 % del crecimiento microbiano, se re-
alizaron curvas dosis-respuestas en medio liquido
segun se describe en Neubig et al. (2003) realizan-
do diluciones seriadas al medio desde 200 mg PF/
ml hasta 0,005 mg PF/ml. Como control negativo
de inhibicion se us6 agua. Como control positivo
se uso estreptomicina 0,5 mg/ml para las bacterias
y el fungicida Imazalil a 200 ppm para los hon-
gos. Cada valor de CE50 corresponde al promedio
de tres réplicas experimentales. El analisis de la
varianza se realizd en forma separada para cada
patogeno y para cada extracto (acuoso o metanoli-
co). Las medias se compararon con la prueba de
Tukey (o = 0,05).

En la Figura 2 se muestran los valores de CES0
para cada extracto, en donde se observa que en
general las bacterias mostraron una sensibilidad

similar a ambos tipos de extractos (EA y EM),
mientras que los hongos mostraron mayor sensi-
bilidad a los EA. Los valores promedios de CES0
de los EA oscilaron entre 0,46-6,3 mg PF/ml y
entre 1,6-11,8 mg PF/ml para bacterias y hongos,
respectivamente; mientras que en los EM el rango
fue 0,81-5,71 mg PF/ml para bacterias y de 10,2-
31,4 mg PF/ml para los hongos. También se ob-
servo un comportamiento diferencial entre las dos
bacterias evaluadas. Xcc (Gram negativa), mostro
mayor sensibilidad general a los EA mientras que
Cm (Gram positiva), fue mas sensible a los EM
de todos los genotipos de frutilla evaluados. Los
extractos que presentaron la mayor actividad para
ambas bacterias fueron el EA “Camarosa” (0,46 y
0,99 mg PF/ml para Xcc y Cm, respectivamente)
y el EM de “Merced” (0,81 y 1,11 mg PF/ml para
Xcc'y Cm, respectivamente).

En el caso de los hongos, los valores promedios
de las CES0 del EA de las variedades “Merced”,
“Benicia” y “Camino Real” fueron muy similares
para los dos hongos evaluados (valores compren-
didos entre 7,45 y 4,03 mg PF/ml). Los EAs de
las variedades “Camarosa” y las dos accesiones de
“San Andreas” exhibieron mayor actividad para P
digitatum (2,52; 1,80 y 1,57 mg PF/ml respectiva-
mente) mostrando un valor promedio de la CES0
de hasta un orden de magnitud inferior que para C.
cassiicola (11,76; 8,06 y 7,01 mg PF/ml respecti-
vamente). A diferencia de lo observado en bacte-
rias, en el caso de los hongos no se puede definir
un Unico extracto que presente la mayor actividad
contra ambos hongos.

No se observo una asociacion directa entre la
actividad antimicrobiana de los extractos y el
contenido de compuestos fendlicos. Por ejemplo,
el EM de “Merced” que presentd el mayor con-
tenido de compuestos fenodlicos totales, fue el
de mayor actividad antimicrobiana solo para las
bacterias, pero no para los hongos evaluados. De
igual manera, el menor contenido de compuestos
fenodlicos se observo en el EA de “Camarosa”. Sin
embargo, resulté uno de los de mayor actividad
inhibitoria del crecimiento de los fitopatdgenos
evaluados. En base a esto se podria inferir que la
actividad antimicrobiana de los extractos estaria
mas asociada a la naturaleza quimica que a la con-
centracion de los compuestos fenolicos presentes
en los extractos.

De acuerdo con la actividad antimicrobiana se
desprende que todos los genotipos de frutilla eval-
uados serian igualmente apropiados para el desar-
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de los extractos de diferentes genotipos de Fragaria ananassa contra las bacterias Cla-
vibacter michiganensis (Cm) y Xanthomonas citri (Xcc) y los hongos Penicillium digitatum (Pd) y Corynespora cassiicola
(Cc) expresadas como Concentracion Efectiva 50 % (CE50) en mg de peso fresco de hoja por ml de extracto (mg PF/ml). EA:
extracto acuoso. EM: extracto metanolico. Cultivares: “Merced” (ME), ”Benicia” (BE), ”Camino Real” (CR), ”San Andreas”
Patagonia (SAP), ’San Andreas™ Tafi del Valle (SAT) y "Camarosa”’(CAM). Diferentes letras indican diferencias significativas
entre las variedades seglin la prueba de Tukey (p < 0,05). El analisis de la varianza se realiz6 en forma separada para cada
patdgeno y para cada extracto. Las barras de error corresponden a los errores estandar.

rollo de un bioinsumo, ya que mostraron activi-
dades similares. Ademas, se pudieron identificar
algunos extractos que mostraron una destacada ac-
tividad antimicrobiana contra un patdégeno en par-
ticular, por lo que podrian utilizarse para el disefio
de bioinsumos especificos.

La actividad antimicrobiana de los extractos
muestra el potencial de estos para ser utilizados en
el manejo fitosanitario de cultivos agricolas en un
esquema de produccion orgénica y de bajo impac-
to ambiental. Los resultados obtenidos permiten
concluir que cualquiera de los genotipos de frutil-
la evaluados resultaria valido para el desarrollo de
un bioinsumo.

La posibilidad de utilizar los residuos de cose-
cha otorgaria un valor agregado al cultivo de la
frutilla (Roveretti et al., 2013), lo que sumado a la
actividad antimicrobiana in vitro que presentaron
los extractos obtenidos con agua (EA), permitiria
la obtencion de un bioinsumo de bajo costo e ino-
cuo para la salud humana y el medio ambiente.

El hecho de que las diferentes variedades de fru-
tilla evaluadas presentaron caracteristicas bioac-
tivas muy similares, hace que el material vegetal
para la elaboracion de un potencial bioinsumo no
esté restringido a un genotipo de frutilla especifi-
co. Esto es muy importante ya que particularmente
en este cultivo existe una constante generacion de
nuevos genotipos, lo que resulta que una variedad
en uso comercial sea rapidamente reemplazada
por nuevas variedades (Krischbaum et al., 2017).
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