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Resumen

Los granos de cereales se contaminan con hongos micotoxigénicos cuando su manejo es
inadecuado, disminuyendo la calidad de los granos y afectando la salud de los animales
que los consumen. Aunado a esto, el uso excesivo de antimicrobianos para el control de
fitopatégenos y enfermedades infecciosas en los sistemas de produccién de caprinos es
una preocupacion por los residuos presentes en los productos y en el ambiente. Como
alternativa a estas problematicas se encuentra el control bioldgico y los probiéticos e
inmunoestimulantes. Estudios previos demuestran que la levadura marina Debaryomyces
hansenii es un microorganismo antagonista de hongos fitopatdgenos y un probidtico para
especies acuicolas. Sin embargo, su actividad antagdnica no se ha evaluado contra hongos
fitopatégenos en granos de maiz (Zea mays L.) y tampoco su potencial probistico e
inmunoestimulante en caprinos. Por ello, el objetivo general del presente proyecto fue
evaluar el efecto de D. hansenii como agente bioprotector contra hongos fitopatégenos
en grano de maiz y determinar su potencial probidtico e inmunoestimulante en caprinos.
In vitro se determino la capacidad antagonica y los mecanismos de accién de siete cepas
de D. hansenii contra cuatro cepas de hongos aislados de grano de maiz mediante ensayos
de inhibicién radial, compuestos difusibles en agar, compuestos volatiles y metaboalitos
secretorios. El potencial probidtico de D. hansenii se determind mediante ensayos in vitro
de tolerancia a pH acido, tolerancia a sales biliares, y capacidad de adhesién al intestino
de cabra. El potencial inmunoestimulante se determiné en leucocitos de sangre periférica
de caprino utilizando lisados celulares y B-glucanos obtenidos de las siete cepas de D.
hansenii. Para ello se determiné la viabilidad celular, actividad fagocitica, explosién
respiratoria, produccion de oxido nitrico y la actividad de enzimas antioxidantes. D.
hansenii (DhhBCS003) exhibié una actividad inhibitoria de los hongos fitopatégenos de
hasta un 98.3%, 55.6%, 54.4% y 39% en los diferentes bioensayos empleados. Asi mismo,
el contenido de fumonisinas se redujo significativamente (59.8%). Por otra parte, todas las
cepas de D. hansenii mostraron tasas de supervivencia elevadas (>90%) en presencia de
bilis de caprino asi como en ambientes acidos. Ademas, todas las cepas se adhirieron al
intestino de caprinos. Finalmente, los lisados y B-glucanos de las cepas DhhBCS001,
DhhBCS003, DhhBCS004 y DhhBCS005 estimularon los diferentes parametros
inmunolégicos evaluados sin afectar la viabilidad de los leucocitos de sangre periférica de
caprinos. Con base en los resultados obtenidos, la cepa DhhBCS003 es un agente
bioprotector potencial contra hongos fitopatégenos en grano de maiz y una levadura
candidata por su potencial probidtico y propiedades inmunoestimulantes para su
evaluacion in vivo en caprinos.

Palabras Clave: Maiz, Debaryomyces hansenii, hongos fitopatégenos, probicticos,

inmunoestimulantes, caprinos.
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Summary

Cereal grains are contaminated with mycotoxigenic fungi when their handling is
inadequate, decreasing the quality of grains and affecting animal health that consumes
them. Besides, the excessive use of antimicrobials for the control of phytopathogens and
infectious diseases in caprine production systems is a concern due residues in animal
products and in the environment. The biological control and probiotics and
immunostimulants are an alternative to these problems. Previous studies showed that the
marine yeast Debaryomyces hansenii is an antagonistic microorganism of phytopathogenic
fungi and a probiotic for aquaculture species. However, its antagonistic activity has not
been evaluated against phytopathogenic fungi in maize grain (Zea mays L.) and neither its
probiotic as well as its immunostimulant potential in goats. Thus, the general objective of
this project was to evaluate the effect of D. hansenii as a bioprotective agent against
phytopathogenic fungi in maize grain and determine its probiotic and immunostimulant
potential in goats. The antagonistic capacity and mechanisms of action of seven strains of
D. hansenii against four strains of fungi isolated from maize grain were determined in vitro
by radial inhibition, diffusible compounds in agar, volatile compounds and secretory
metabolites assays. The probiotic potential of D. hansenii was determined by in in vitro
assays of tolerance to acid pH, tolerance to bile salts, and adhesion capacity to goat
intestine. The immunostimulant potential was determined in peripheral blood leukocytes
from goats using cell lysates and B-glucans obtained from seven strains of D. hansenii. For
this, cell viability, phagocytic activity, respiratory burst, nitric oxide production and activity
of antioxidant enzymes were determined. D. hansenii (DhhBCS003) exhibited an inhibitory
activity of phytopathogenic fungi of up to 98.3%, 55.6%, 54.4% and 39% in the different
preformed bioassays. Likewise, the content of fumonisins was significantly reduced
(59.8%). Moreover, all D. hansenii strains showed high survival rates (> 90%) in acidic
environments as well as in the presence of goat bile. In addition, all strains were adhered
to goat’s intestine. Finally, lysates and B-glucans of the strains DhhBCS001, DhhBCS003,
DhhBCS004 and DhhBCSO0Q5 stimulated the different immunological parameters evaluated
without affecting the viability of caprine peripheral blood leukocytes. Based on all results,
the strain DhhBCS003 is a potential bioprotective agent against phytopathogenic fungi in
maize grain and candidate yeast for its probiotic potential and immunostimulant
properties for in vivo evaluation in goats.

Vo. Bo. Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez Vo. Bo. Dr. David Raul Lopez Aguilar
Co-Director de tesis Co-Director de tesis
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1. INTRODUCCION

Por mucho tiempo, los caprinos le han proveido al hombre de sus productos, que le han
permitido a éste mejorar su bienestar y economia. La relevancia productiva y social de esta
especie en el mundo, principalmente contribuye a las clases sociales del entorno rural
(Cepeda, 2008), aunque también existen sistemas de produccion caprina con tecnologia
moderna. De acuerdo al nimero de cabezas que reportd la FAO para el 2016, la poblacién
mundial de caprinos oscild alrededor de 1’005,603,003 cabezas, con una produccién de
5,300,336 toneladas de carne y 17,846,118 millones de toneladas de leche (FAO, 2014).
Europa, a pesar de no tener una alta poblacion caprina, esta en los primeros lugares de
produccién de leche debido a la tecnificacidon de sus explotaciones y las razas utilizadas.

En México, la mayor parte de estos sistemas de produccién se ubican en zonas de poca
importancia agricola. De esta manera, la alimentacidon de los animales se basa en el
pastoreo y ramoneo en el agostadero durante la mayor parte del afio, por lo tanto, la
alimentacion se convierte en la principal limitante ya que depende de las lluvias y puede ser
critica en los meses mas secos (febrero a agosto dependiendo de la region). Una sequia
critica causa la muerte de muchos animales por inanicion o por enfermedad
infecciosa/parasitaria ya que su sistema inmune se encuentra débil por falta de nutrientes.
Aunado a las pérdidas econdmicas de la poblacion caprina, se suma el hecho de que los
animales que sobreviven pueden no reproducirse ese afio por su condicién fisica y por lo
tanto no hay produccién de leche y cabrito para el siguiente ano (Cepeda, 2008).

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos agricolas mas importantes como parte
fundamental en la dieta de humanos, asi como componente basico para la elaboracion de
alimentos balanceados en los sistemas de produccién animal en muchas regiones de Asia,
Africa y América (Thompson et al., 2013). Sin embargo, este se expone a contaminacién con
una amplia variedad de fitopatégenos tanto en su proceso productivo como durante su
almacenamiento, sobre todo cuando el manejo del grano es inadecuado lo que favorece las
condiciones para su desarrollo, tal es el caso de los hongos fitopatogenos (Magan y Aldred,

2007; Mylona et al., 2014; Nicolaisen et al., 2008). Recientemente, ha cobrado importancia



el biocontrol de hongos toxigénicos en productos alimenticios mediante el uso de levaduras
antagonicas con la finalidad de reemplazar o reducir el uso de fungicidas sintéticos
(Bautista-Rosales et al., 2013; Liu et al., 2013ab; Nally et al., 2013; Spadaro et al., 2013).
Debaryomyces hansenii ha sido reportada como una levadura antagodnica eficiente contra
hongos patdgenos en distintos productos alimenticios, incluidos productos lacteos (Liu y
Tsao, 2009), productos carnicos curados (Andrade et al., 2014; Simoncini et al., 2014), y
embutidos fermentados (Nufiez et al., 2015). Sin embargo, el potencial de D. hansenii como
levadura antagonica contra hongos fitopatdégenos en grano de maiz no ha sido explorado.
En la ultima década el uso de probidticos en nutricion animal ha llamado la atencién de la
comunidad cientifica como una alternativa viable para optimizar la composicion de las
dietas, reducir el uso de antibidticos y optimizar los costos de produccién (Fajardo et al.,
2012; Lee et al., 2012; Tellez et al., 2012; Yu et al., 2008). Los mecanismos de accion
descritos a través de los cuales los probiodticos ejercen sus efectos son principalmente a
través de la competencia por receptores que permiten la adhesién y colonizacion del
intestino, competencia por ciertos nutrientes, produccién de compuestos antimicrobianos,
inactivaciéon de toxinas y metabolitos producidos por patégenos, y la estimulacion del
sistema inmune del huésped, considerado este Ultimo como el mas importante (Fajardo et
al., 2012; Lee et al., 2012; Tellez et al., 2012).

Se han realizado trabajos con cepas de levaduras de los géneros Saccharomyces,
Debaryomyces, Torulaspora, Kluyveromyces, Pichia, y Candida, que han demostrado poseer
potencial probidtico e inmunoestimulante debido a su habilidad para sobrevivir a las
condiciones del tracto gastrointestinal y adherirse a diferentes células epiteliales
intestinales de mamiferos, ademads, éstas presentan propiedades inmunoestimulantes
gracias a que poseen componentes como B-glucano, manoproteinas, quitina y acidos
nucleicos. Por lo anterior, en el presente trabajo se evalué a la levadura marina D. hansenii
como potencial agente bioprotector contra hongos fitopatdgenos en grano de maiz (Zea
mays L.), se determinaron sus mecanismos de accion y su efecto sobre la produccién de

micotoxinas, ademas, se comprobd sus potenciales propiedades probidticas, asi como la



capacidad inmunoestimulante de sus componentes estructurales en leucocitos de sangre

periférica de caprinos.

2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo de maiz (Zea mays L.)

Por su alto valor nutricional, el maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos agricolas mas
importantes como parte fundamental en la dieta de humanos, asi como para la produccién
de energia, y como componente basico para la elaboracién de alimentos balanceados en
sistemas de producciéon animal en muchas regiones alrededor del mundo, siendo este
ultimo su principal destino (Fig. 1) (Thompson et al., 2013). En 2016 la FAO reportd una
produccién mundial de maiz de 1'016,736,092 toneladas, en ese mismo ano en México se

reportd una produccion de 23,273,257 toneladas.
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Figura 1. Usos de la produccién de maiz por sector en E.U.A. (millones de bushels) (USDA,
ERS Feed Outlook, enero de 2017).

Independientemente de su uso, gran parte del maiz producido se almacena con el fin de
abastecer su demanda alo largo del afio, esto expone al producto a una pérdida de atributos

tales como las propiedades nutricionales, viabilidad de las semillas, la calidad sanitaria del



grano y su valor comercial, ademas, debido a que es un producto rico en almiddn, el maiz
es uno de los cereales mas susceptibles al desarrollo de hongos toxigénicos tanto en campo
como durante su almacenamiento (Di Domenico et al., 2015). Se conocen muchos factores
ecoldgicos que pueden afectar a la seguridad de almacenamiento del grano de maiz, entre
ellos, el contenido de humedad juega el papel principal, actualmente se sugiere que la
cosecha del grano después de la madurez fisiolégica sea con una humedad de alrededor del
24% para limitar la contaminacién por micotoxinas, y un contenido de humedad por debajo
del 14% se considera obligatorio para un almacenamiento seguro (Giorni et al., 2015).

Sin embargo, el grano de maiz esta expuesto a contaminacion con una amplia variedad de
fitopatégenos y su manejo inadecuado favorece las condiciones para su crecimiento, tal es
el caso de los hongos micotoxigénicos (Battilani et al., 2008; Magan y Aldred, 2007; Mylona
et al., 2014; Nicolaisen et al., 2008). Los hongos patdgenos asociados con el maiz,
principalmente cepas toxigénicas de Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Battilani et al.,
2008; Giorni et al., 2015), pueden desarrollarse y producir micotoxinas, tales como
aflatoxinas, deoxinivalenol y fumonisinas bajo condiciones propicias poscosecha, lo que
representa un riesgo de salud importante para humanos y animales domésticos. Por
ejemplo, en Estado Unidos, el costo econdmico debido a estas tres micotoxinas (aflatoxinas,
fumonisinas y deoxinivalenol) se estima en USD 900 millones por ano. Los efectos en
animales después de la ingestion de estos compuestos fungicos varian, presentandose
enfermedad aguda, que se manifiesta con alta morbilidad y muerte a crénica, disminucién
de la resistencia a patdgenos y por lo tanto una reduccién considerable en la productividad
animal. Sin embargo, el mayor problema asociado con el consumo de micotoxinas no son
los episodios de enfermedad aguda, sino mas bien, el bajo nivel de micotoxinas ingeridas
gue pueden causar una serie de trastornos metabdlicos, fisiolégicos e inmunoldgicos
(Grenier y Applegate, 2013). Esto ha generado la necesidad de la busqueda de métodos de
control de hongos micotoxigénicos en este cereal utilizando métodos fisicos, quimicos y

bioldgicos o combinaciones de estos (Mylona et al., 2014).



2.2 Uso de levaduras en el control de hongos patégenos

Las pérdidas poscosecha, tanto en frutos como granos y semillas, pueden ser bastante
significativas si la manipulacién, procesamiento y las condiciones de almacenamiento no
son las optimas. Estas pueden llegar a representar hasta un 25% del total de la produccién
en paises industrializados, y mas del 50% en paises en desarrollo (Liu et al., 2013).

Las especies fungicas son responsables de la mayoria de las mas importantes enfermedades
pre y poscosecha (Hernandez-Montiel et al., 2010). Muchas especies de Penicillium y
Aspergillus son potencialmente peligrosas para los consumidores, debido a que tienen la
capacidad de producir micotoxinas tales como ocratoxinas, patulina, aflatoxinas o acido
ciclopiazonico, estos metabolitos fungicos han demostrado poseer efectos nefrotéxicos,
hepatotdxicos, inmunosupresores, mutagénicos y carcinogénicos (Andrade et al., 2014;
Fiori et al., 2014; Nufiez et al., 2015; Simoncini et al., 2014; Zhu et al., 2015).

La aplicacion de tratamientos quimicos es el principal medio de control para estas
enfermedades (Lu et al., 2014; Zhou et al., 2014a). Sin embargo el aumento de la
preocupacion publica por los efectos negativos a la salud y contaminacion ambiental
asociada a los pesticidas usados en la agricultura, ademas del desarrollo de resistencia a los
fungicidas por parte de los patégenos, ha incrementado la buisqueda de estrategias de
control alternativas (Bautista-Rosales et al., 2014; Lahlali et al., 2014; Oro et al., 2014; Zhou
et al., 2014b). Esto ha motivado a la investigacidon enfocada al desarrollo de métodos de
control que demuestren ser eficaces y econdmicamente factibles (Spadaro et al., 2013).

El auge de la biotecnologia en los ultimos afos, ha hecho que el control biolégico sea una
de las alternativas mas estudiadas para el control de enfermedades en plantas, al utilizar
microorganismos antagonistas a patégenos, siendo considerada una alternativa viable al
uso de productos quimicos (Hernandez-Montiel et al., 2011).

Son muchos los agentes de control biolégico que han sido investigados y aplicados
ampliamente contra diferentes hongos patdgenos, destacando por su capacidad antagonica
bacterias y levaduras. Sin embargo, el uso de levaduras parece ir en aumento debido a que

presentan ventajas respecto a los demads antagonistas, como son su rapida colonizacion y



supervivencia por periodos prolongados en las superficies vegetales. Entre las especies
estudiadas mas destacadas se encuentran Rhodotorula glutinis, Candida oleophila, C. sake,
Kloeckera apiculata, Debaryomyces hansenii, Pichia membranifaciens, P. anomala, P.
guillermondii, Cryptococcus albidus, entre otras (Bautista-Rosales et al., 2013; Liu et al.,
2013; Nally et al., 2013).

Las levaduras por definicion son hongos unicelulares, usualmente de forma ovalada, con
estados vegetativos que se reproducen predominantemente por gemacion o fision, dando
por resultado un crecimiento unicelular (Rosa y Peter, 2006). Son microorganismos
eucariotas ampliamente distribuidos en los entornos naturales, incluyendo la flora
microbiana normal de los humanos, en plantas, en particulas suspendidas en el aire, y en
muchos otros nichos ecolégicos. Las levaduras son importantes en muchos ecosistemas
complejos, y frecuentemente son las primeras colonizadoras en sustratos ricos en
nutrientes (Hatoum et al., 2012).

Muchas especies de levadura poseen requerimientos nutricionales muy simples, son
capaces de colonizar superficies secas durante largos periodos de tiempo y pueden crecer
rapidamente en sustratos de bajo costo en biorreactores, caracteristicas que son relevantes
en la seleccién de agentes para el control biolégico (Nally et al., 2012). Ademas, son el
mayor componente de la comunidad microbiana epifita en las superficies vegetales y estan
muy bien adaptados fenotipicamente a este nicho. Por lo tanto, tienen la capacidad de
colonizar efectivamente estas superficies y competir por nutrientes y espacio (Guo et al.,
2014).

Son varios los mecanismos de accidon que estan involucrados en el proceso de control
bioldgico, aunque el papel funcional de la mayoria de ellos aun no ha sido completamente
explorado (Armando et al., 2013). Estos mecanismos generalmente se basan en la habilidad
del agente biocontrol para adherirse a sitios especificos y establecerse ya sea en el huésped
o en células patdgenas y competir por espacio y nutrientes, su habilidad para secretar
sustancias especificas antimicrobianas, o su habilidad para inducir resistencia (Lu et al.,

2013; Lutz et al., 2013).



Calvo-Garrido et al. (2014) evaluaron la eficacia de Candida sake CPA-1 (5x107 células/mL)
aplicada junto con un aditivo, contra Botrytis cinérea en uvas. Los resultados mostraron una
reduccion significativa en la severidad de la enfermedad de hasta un 75% a 82% comparada
con el control. Los resultados confirman la eficacia de la levadura Candida sake para el
control de Botrytis cinérea en uvas.

En otro trabajo se evalud la eficacia de tres levaduras antagodnicas, M. pulcherrima cepa
MACH1, M. pulcherrima cepa GS9 y Metschnikowia fructicola cepa AL27, contra Penicillium
expansum y la acumulacion de patulina en cuatro variedades de manzana. La cepa AL27 fue
mas efectiva que MACH1 y GS9 en el control de la podredumbre azul y en la reduccion de
la acumulacién de patulina. El efecto de la cepa AL27 fue similar al de los fungicidas
guimicos normalmente utilizado para estos patégenos. Por otra parte, estudios in vitro
demostraron que AL27 reduce la germinacion de conidios y la longitud del tubo germinativo
de P. expansum mas que las otras cepas (Spadaro et al., 2013).

Oro et al. (2014) evaluaron la efectividad como control biolégico de Metschnikowia
pulcherrima Disva 267, Wickerhamomyces anomalus Disva 2 y Saccharomyces cerevisiae
Disva 599, contra Monilinia laxa, el hongo causante de la “podredumbre morena” en
cerezas, usando tres concentraciones distintas (1x10°, 1x107 y 1x10® células/mL). M.
pulcherrima redujo significativamente la incidencia y la severidad de la enfermedad en las
tres concentraciones, W. anomalus fue efectiva a la concentracion de 1x107 células/mL, y
S. cerevisiae redujo la incidencia de la enfermedad a la concentracién de 1x102 células/mL.
M. pulcherrima y W. anomalus sobrevivieron y colonizaron durante dos semanas las
superficies de las cerezas almacenadas en frio, mientras que S. cerevisiae no sobrevivid.
Estos resultados demuestran que M. pulcherrima Disva 267 y W. anomalus Disva 2 poseen

potencial para su uso como control biolégico.

2.3 Generalidades de la cabra doméstica
Entre otras caracteristicas de la especie, las cabras tienen un marcado cardcter lechero, son

animales muy selectivos en su alimentacion prefiriendo las especies vegetales arbustivas,



ademas poseen una gran capacidad de aprovechamiento del agua. Los caprinos han
contribuido con su carne y leche como fuente de alimentacién, y su piel y pelo como
vestimenta al desarrollo del ser humano (Cepeda, 2008).

Hoy en dia es innegable la relevancia productiva y social de la caprinocultura a nivel
mundial, ya que de ella se obtienen productos de alto valor comercial. Los caprinos se crian
bajo un amplio rango de condiciones climaticas, sin embargo, la mayor parte de su
poblacidn (88%) se localiza en Asia y Africa, principalmente en zonas dridas y semidridas. En
el Norte de México, Noreste de Brasil, las zonas aridas de la India, se presenta una situaciéon
similar, lo que ha sugerido que los caprinos son una especie muy adaptada a estos
ambientes (Alexandre y Mandonnet, 2005). La cabra criolla tiene un excelente desempefio
comparada con otros rumiantes debido a su tamafio reducido, alta eficiencia digestiva,
requerimientos metabdlicos bajos, capacidad para reducir su metabolismo, eficiencia en la
utilizacion y reciclaje de nitrégeno; también, posee una eficiencia alta de aprovechamiento
del agua; y finalmente, su alta capacidad de adaptacidn a una gran variedad de climas ha
permitido su amplia distribucién, especialmente en lugares donde no es posible el
desarrollo de otras especies de ganado (Silanikove, 2000).

La mayor proporcion de los caprinos se crian bajo sistemas de produccidn extensivos (90-
95%), estos sistemas se caracterizan por el uso de razas criollas, instalaciones rusticas,
limitado manejo sanitario, limitado manejo reproductivo, y su alimentacion se basa en el
pastoreo en agostadero (Shinde et al., 2000). Sin embargo, algunos paises de la Unién
Europea como Francia, Espafia y Grecia, a pesar de no presentar una elevada poblacién de
caprinos se ubican en los primeros lugares de produccién de leche, debido principalmente
al uso de razas especializadas, un alto grado de tecnificacion en sus explotaciones, y a los
avances tecnologicos que han mostrado en el campo de la nutricién y alimentacién animal
(FAO, 2014; Cepeda-Palacios, 2008).

Por otra parte, en nutricion animal generalmente se utilizan aditivos con 3 fines
fundamentales: a) mejorar el sabor, consistencia u otras caracteristicas fisicas de la dieta,

b) la prevencion de ciertas enfermedades, y c) aumentar la eficiencia productiva de los



animales, para lo cual se emplean un amplio rango de aditivos distintos, en esta ultima
categoria se incluyen los agentes promotores del crecimiento, donde los aditivos
antibioticos han sido los mas utilizados, y aunque el uso de antibidéticos como promotores
del crecimiento ha contribuido en gran medida a mejorar los rendimientos productivos asi
como al control de enfermedades en animales de granja, su uso excesivo ha sido un factor
importante en el desarrollo de resistencia a los antibidticos y la persistencia de residuos de
antibioticos en productos de origen animal. Esto ha conducido a algunos paises miembros
de la Unidon Econdmica Europea y paises asiaticos como Corea del Sur a prohibir el uso de
antibidticos como aditivos en las dietas de especies de granja (Fajardo et al., 2012; Lee et
al., 2012; Tellez et al.,, 2012; Yu et al., 2008). Esto ha generado un area activa de
investigacion para el desarrollo de nuevas tecnologias con efectos similares a los
antibioticos pero sin el riesgo que estos representan. En la ultima década el uso de
probidticos e inmunoestimulantes como aditivos en las dietas de animales de granja ha
empezado a llamar la atencidn de la comunidad cientifica como una alternativa viable para
optimizar su composicion, reducir el uso de antibidticos, y con ello optimizar también los

costos de produccién.

2.4 Sistema inmune de caprinos

Es un sistema biolégico complejo que se encuentra distribuido por todos los 6rganos y
fluidos vasculares e intersticiales, excepto el cerebro, se concentra en drganos
especializados como la médula dsea, el bazo, el timo, los nddulos linfaticos, entre otros. El
sistema inmune es el responsable de conferir inmunidad al actuar de forma coordinada
todos sus componentes, por lo tanto, es esencial para la vida, estd presente en
invertebrados y alcanza su maxima complejidad en los primates y seres humanos (Tizard,
2009). Las células y moléculas que lo componen llegan a la mayor parte de los tejidos por el
torrente sanguineo que pueden abandonar a través de las paredes de los capilares y al que
pueden regresar por el sistema linfatico. Debido a que la resistencia eficaz a las infecciones

es critica, el organismo no puede depender de un solo mecanismo de defensa, sino que
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deben estar disponibles distintos mecanismos para que esta sea efectiva y segura. Algunos
actdan a nivel de superficie corporal para rechazar a los invasores, y otros actian en el
interior del organismo para destruir los microorganismos que han superado la defensa
exterior (Tizard, 2009). El sistema inmune es capaz de detectar a los agentes infecciosos a
través de una familia de proteinas conocidas como receptores similares a Toll o TLR (toll-
like receptors) los cuales funcionan como patrones de reconocimiento capaces de unirse a
modelos moleculares estructurales especificos presentes en microorganismos bacterianos
principalmente, mas no en células de vertebrados (Aderem y Ulevitch, 2000; Check, 2004;
Medzhitov, 2001). La respuesta inmune se puede dar a través de dos vias, mecanismos
innatos que proporcionan una proteccidn inicial rdpida y mecanismos adquiridos o
adaptativos que proporcionan una inmunidad eficaz prolongada, debido a que poseen la
capacidad de recordar la exposicion previa a invasores externos y montar una respuesta
mas rapida y eficaz durante la exposicion posterior al invasor, lo que asegura la

supervivencia de un animal frente a un desafio microbiano continuo (Fig. 2) (Tizard, 2009).

Mecanismos de
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Barreras fisicas Celulares: Células fagociticas (macrofagos
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Figura 2. Mecanismos de defensa del organismo frente a la infeccion.

2.4.1 Anatomiay funcion del sistema inmune

El sistema inmune en pequefios rumiantes estd integrado por diferentes érganos linfoides,
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que se dividen en primarios y secundarios (Seva et al., 1999). En la mayoria de los mamiferos
los drganos linfoides primarios son el timo y la médula dsea, sin embargo, en pequenos
rumiantes algunos autores incluyen como drgano linfoide primario a las placas de Peyer
ileales por su importante papel en el desarrollo de células B (Landsverk et al., 1991). Los
organos linfoides primarios son de origen ecto-endodérmico y constituyen el lugar mas
importante de la linfopoyesis. El érgano linfoide primario para linfocitos T en todas las
especies es el timo, mientras que para linfocitos B es la médula ésea, la bolsa de Fabricio en

aves, y las placas de Peyer ileales en rumiantes (Fig. 3).

Organos linfoides

Primarios Secundarios
Origen, desarrollo y _En ellos las células
maduracién de las células inmunes maduras son
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Adenoides ar
. . : Placas de Peyer , ! Ganglios linfaticos
Meédula ésea Timo : amigdalas y placas
ileales y bazo
Origen de las celulas del Maduracion de los i de PEYEF i 5 7
sistera inmune linfocitos T. Maduracién de los Activacién de los linfocitos
’ : linfocitos B. Activacién de linfocitos TyB.

por los antigenos.

Figura 3. Funcidn de los érganos linfoides en caprinos.

Los linfocitos B y T migran y colonizan con posterioridad los 6rganos linfoides secundarios
(Abernethy y Hay, 1992; Landsverk et al., 1991; Van Ewijk, 1991). Los dérganos linfoides
secundarios se originan mas tarde que los primarios a partir del mesodermo, persisten
durante toda la vida del animal e incluyen nédulos linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado
a las mucosas. En los drganos secundarios los linfocitos interaccionan entre si y con los

antigenos (Ag), extendiendo la respuesta inmunitaria (Tizard, 2009).

2.4.2 Inmunidad innata

El mundo estd lleno de una diversa gama de microorganismos que incluyen bacterias, virus,
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hongos, protozoos y helmintos (gusanos). Muchos de estos microorganismos ven el cuerpo
animal como una rica fuente de nutrientes y un lugar para refugiarse, por lo tanto, trataran
de invadir los tejidos animales, esto es normalmente prevenido, o por lo menos controlado,
por sus mecanismos de defensa. Sin embargo, algunos microorganismos han evolucionado
para invadir y proliferar con éxito el cuerpo animal evadiendo su sistema inmune, si estos
con capaces de producir enfermedad (virulencia), son llamados patdgenos (Tizard, 2009).
Las defensas inespecificas 0 mecanismos innatos estan presentes en el organismo de forma
natural y son de dos tipos: unos impiden la entrada del agente invasor (mecanismos innatos
externos) y otros lo combaten una vez que ha penetrado (mecanismos innatos internos).
Los primeros incluyen a las barreras fisicas, como la piel, que gracias a la capa de queratina
qgue sufre continuas descamaciones, evita que penetren o proliferen colonias de
microorganismos. Asi, sélo los espirilos con su efecto de barrena pueden atravesar las
mucosas (Tizard, 2009).

Las barreras quimicas, incluye a los orificios naturales tapizados por mucosas que segregan
mucus con la finalidad de englobar particulas extrafias para su expulsién. El moco posee
ademas sustancias que engafan a ciertos virus, haciéndoles creer que ya han penetrado
dentro de la célula, el virus suelta su acido nucleico que se pierde en el exterior. Ademas,
estos fluidos contienen sustancias antimicrobianas; por ejemplo la saliva contiene lisozima,
el semen espermina, entre otros. Las secreciones de sustancias que modifican el pH
dificultan la supervivencia de los gérmenes. Un ejemplo es el HCl del estdmago que no tiene
una funcidn digestiva sino antimicrobiana (Tizard, 2009). Por ultimo las barreras bioldgicas,
gue incluye a los microorganismos presentes de manera natural en ciertas partes del
organismo animal, por ejemplo, las bacterias que conforman la flora intestinal que impiden
gue otros microorganismos se instalen, segregando sustancias o estableciendo
competencia por los nutrientes disponibles (Tizard, 2009). En caso de que el agente extrafio
logre evadir los obstaculos anteriores, intervienen los mecanismos innatos internos
(celulares y humorales). La inmunidad innata interna se basa en el hecho de que los

microorganismos invasores difieren quimicamente de los componentes normales del
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cuerpo. Los animales poseen células que pueden reconocer las moléculas comunmente
asociadas con microorganismos invasores y matarlos (Tizard, 2009).

El cuerpo animal puede enfocar sus mecanismos innatos de defensa en sitios de invasién
microbiana en un complejo conjunto de reacciones llamadas inflamacién. La respuesta
inflamatoria es parte de lainmunidad innata y se presenta cuando los tejidos son lesionados
por bacterias, traumas, toxinas, calor o cualquier otra causa. En el proceso se libera
histamina, bradiquinina, serotonina por el tejido dafado promoviendo la secrecién de
liqguido en los tejidos y la acumulaciéon de células fagociticas (neutréfilos y macréfagos) con
la capacidad de destruir a la mayoria de organismos invasores (Fig. 4), lo que deriva en una
inflamacidn localizada. Esto ayuda a delimitar y aislar la sustancia extrafia del contacto con
otros tejidos corporales (Tizard, 2009). Las células asesinas naturales (Natural Killer - NK)
son células linfoides que provocan la muerte de microorganismos, células infectadas,
células tumorales o células ajenas, uniéndose a ellas y secretando perforina, una proteina
gue como su nombre lo indica, crea agujeros en la membrana de las células atacadas

ocasionandoles la muerte, son células citoliticas (Fig. 4) (Tizard, 2009).

CELULAS RESPONSABLES DE LA
INMUNIDAD INNATA

Células asesinas
Macrofagos naturales (Natural Neutrofilo
Killer - NK)

Fagocitosis y
Citotdéxicas eliminacién de
microorganismos

® -S-

Figura 4. Células responsables de la inmunidad innata.

Fagocitosis y activacién
de los linfocitos T
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El interferdn esta compuesto por moléculas de naturaleza proteica secretadas por células
infectadas por virus, que al ser captadas por las células adyacentes, las estimulan a sintetizar
enzimas antivirales evitando la proliferacion del virus a través de la inhibicién de la
replicacion del genoma virico, inhibiendo la sintesis de proteinas o activando a las células
NK para destruir a las células infectadas. EI Complemento esta formado por complejos
macromoleculares de proteinas que se sintetizan en el higado y que circulan por la sangre
donde constituyen un 15% de la fraccion de inmunoglobulina del suero. Consta de un
conjunto de moléculas plasmaticas, cuya funcién es potenciar la respuesta inflamatoria,
facilitar la fagocitosis y dirigir la lisis de células, incluyendo la apoptosis. El complemento es
uno de los componentes fundamentales de la respuesta inmunitaria en la defensa ante un

agente invasor (Tizard, 2009).

2.4.3 Inmunidad adquirida o adaptativa

Los linfocitos (y otros leucocitos) expresan gran niumero de moléculas diferentes sobre su
superficie, que son denominadas marcadores o antigenos (Ag) de diferenciacidon, necesarias
en el reconocimiento de las distintas poblaciones celulares. El sistema de nomenclatura
para denominar a estas moléculas es el de Ag CD (cluster of diferentiation). La aplicacion de
técnicas con utilizaciéon de anticuerpos monoclonales (AcMo) produjo un répido progreso
en la definicidn y caracterizacion de los Ag de diferenciacidn leucocitarios en numerosas
especies. En los ultimos afios se ha producido un gran nimero de AcMo especificos frente
a Ag de diferenciacion bovinos y ovinos, algunos de los cuales han sido probados,
reaccionando frente a linfocitos de sangre periférica y de secciones de érganos linfoides en
congelacion en cabra (Navarro et al., 1996; Seva et al., 1998; Pallarés et al., 1999). Estos
estudios han permitido reconocer las diferentes poblaciones linfocitarias del sistema
linfoide caprino, compuesto por linfocitos By T.

Los linfocitos B son los responsables de la respuesta inmune humoral, origen de las células
plasmaticas que son capaces de producir Ac dirigidos frente a Ag especificos, aunque frente

a determinados Ag las células B necesitan la ayuda de células T para que se produzca una
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respuesta frente a ellos (Szakal et al., 1989). Los linfocitos B maduros expresan Ig en su
superficie, aunque son mayoritariamente IgM* e IgD* pueden aparecer en menores
proporciones células IgG* e IgE* (Venkitaraman et al., 1991), observandose ademadas en
mucosas y placas de Peyer una proporcién elevada de células IgA* (Brandtzaeg y Korsrud,
1984; HogenEsch y Felsburg, 1992). Los linfocitos T son los responsables de la respuesta
inmune celular, reaccionan especificamente contra virus y desempefian un papel auxiliar
fundamental en la respuesta frente a infecciones bacterianas (Marrack y Kapler, 1986). Se
clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a las cadenas heterodimeras presentes en su
receptor de células T (TCR) localizado en la superficie de membrana, a/b (TCR-2) o g/d (TCR-
1) (Hein y Mackay, 1991; Mackay et al., 1987). Los linfocitos T a/b presentan en su superficie
el receptor CD2, molécula que ha sido identificada mediante AcMo en rumiantes (Baldwin
et al., 1988; Mackay et al., 1987). Los linfocitos T a/b pueden ser de diferente clase, de
acuerdo al marcador de superficie que expresen, CD4 o CDS8. El porcentaje de células
mononucleares de sangre periférica que expresan el receptor CD4 es el 15-35 % en bovino
(Emeryetal., 1988) y el 25-40 % en ovino (Seva et al., 1999). Se han descrito dos poblaciones
distintas de células T CD4 o cooperadoras (T helper), Thly Th2 (Mosmann et al., 1986). Las
primeras producen IL-2 e IFN-y, que activan las funciones efectoras citotdxicas de las células
Ty multiplican la capacidad fagocitica de los macrofagos respectivamente. Son capaces de
responder de manera éptima al Ag presentado por macrofagos y desarrollan un importante
papel en la vigilancia inmunoldgica frente a patogenos intracelulares (Mosmann y Coffman,
1989).

La subpoblacion Th2 produce IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que estan implicadas en la
activacion de las células B y por lo tanto en la inmunidad humoral (Mosmann et al., 1986).
El receptor de superficie CD8 se presenta en las células mononucleares de sangre periférica
en menor proporciéon que el receptor CD4 (Emery et al., 1988). Los linfocitos CD8*
constituyen en bovinos el 14-19 % y en ovinos el 17% de las células mononucleares de
sangre (MacHugh y Sopp, 1991). El marcador de superficie CD8 lo presentan las células T

que tienen funciones citotdxicas y supresoras (Bierer et al., 1989). El receptor de las células
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T g/d (TCR-1) en rumiantes constituye una gran subpoblacidon dentro de las células T,
circulan continuamente entre la sangre, tejidos linfoides, epitelio y linfa. El sistema linfoide
de ovejas, terneros y cerdos presenta gran numero de células T g/d en contraste con el
sistema linfoide humano y de ratdn. Su funcidn parece estar relacionada con la protecciéon
de superficies epiteliales, presentando un importante papel en la regulacién del sistema

inmune (Hein y Mackay, 1991; Seva et al., 1999).

2.5 Los probidticos en la nutricion animal

En la dltima década el uso de probidticos en la alimentacion animal empezé a llamar la
atencion de la comunidad cientifica, como una alternativa viable como aditivo en las dietas
animales para optimizar su composicion, minimizar el uso de antibidticos, y disminuir costos
de produccién (Tabla I). De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los
probidticos son microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades
adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo hospedero (FAO/WHO, 2006).
Los microorganismos probidticos ejercen un efecto benéfico en el rendimiento productivo
del hospedero a través de la modificacidon de la microflora intestinal (Fajardo et al., 2012;
Lee et al., 2012; Tellez et al., 2012; Yu et al., 2008). Los mecanismos de accién descritos a
través de los cuales los probidticos ejercen su efecto son principalmente por medio de la
competencia por los receptores que permiten la adhesién y colonizacidon de la mucosa
intestinal, competencia por determinados nutrientes, produccién de sustancias
antimicrobianas, estimulacién de la inmunidad de la mucosa y sistémica del huésped (Caja
et al., 2003). En la actualidad, el disefio de alimentos probidticos se ha enfocado en su
mayoria al empleo de especies de Lactobacillus y Bifidobacterium (Bouchard et al., 2013;
O’Hara et al., 2006; Patel et al., 2016; Toki et al., 2009), mientras que el uso de levaduras

como microorganismos probidticos ha sido mas limitado (Gil-Rodriguez et al., 2015).



Tabla I. Microorganismos mas utilizados como probidticos en los animales y el hombre.
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Microorganismos Género

Especies

Lactobacilos
(Lactobacillus)

Bacterias lacticas no
esporuladas
(Gram+)

Bifidobacterias
(Bifidobacterium)

Estreptococos
(Streptococcus)

Enterococos
(Enterococcus)

Lactococos (Lactococcus)

Pediococos (Pediococcus)

Leuconostoc
(Leuconostoc)

Bacterias lacticas
esporuladas
(Gram+)

Sporolactobacilos
(Sporolactobacillus)

Bacterias no lacticas Bacilos (Bacillus)

esporuladas

Bacterias propidnicas
(Propionibacterium)

Sacaromicetos
(Saccharomyces)

Levaduras

. acidophilus, L. plantarum,

. casei, L. rhamnosum, L. GG,

. delbrueckii bulgaricus,

. reuteri, L. fermentum, L. brevis,
. lactis, L. cellobiosus

~r~r~r~r~

o8]

. bifidum, B. longum,
. thermophilus, B. infantis,
B. adolescents, B. animalis

o8]

S. thermophilus, S. lactis,
S. cremoris, S. salivarius,
S. intermedlius, S. leuconostoc

E. faecali,
E. faecium

L. lactis
P. acidilactici

L. mesenteroides

S. inulinus

B. subtilis, B. coagulans,
B. clausii, B. cereus (var. toyoi),
B. licheniformis,

P. freudenreichii

S. cerevisiae®, S. Boulardii®

Notas: R Especial interés en rumiantes (adaptado de Caja et al., 2003)
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Sin embargo, mas recientemente algunas cepas de levaduras del género Saccharomyces,
Debaryomyces, Torulaspora, Kluyveromyces, Pichia, y Candida han demostrado poseer
potencial probidtico debido a su capacidad para sobrevivir al transito gastrointestinal, y
para adherirse a diferentes células del epitelio intestinal de mamiferos (Generoso et al.,
2010; Tiago et al., 2009; Zivkovi¢ et al., 2015). Estas también han expuesto potencial
inmunoestimulante debido a que poseen componentes estructurales como B-glucanos
(Wilson et al., 2015), manoproteinas (Pietrella et al., 2001), quitina (Brodaczewska et al.,
2015), nucledtidos (Waititu et al., 2017) y poliaminas (Reyes-Becerril et al., 2011a) capaces
de estimular el sistema inmune mediante la induccidn de la activacién o incrementando la
actividad de cualquiera de sus componentes.

Sotillo-Mesanza et al. (2009) afiadieron en la dieta de un rebafio caprino un aditivo con la
levadura Saccharomyces cerevisiae, con el objetivo de valorar su efecto, concluyendo que
el probidtico provocd un aumento del 7% en la produccién de leche y un incremento en el
porcentaje de grasa de la misma, a su vez aumento el nivel de urea en leche y mejord la
condicion corporal, también se observo un descenso en los valores del recuento de células
somaticas, indicativo de un mejor estado sanitario de los animales.

Macedo-Barragan et al. (2009) evaluaron el efecto de la adicion de un cultivo de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae) y del tipo de racion sobre el comportamiento productivo y la
degradabilidad in vitro de corderos en engorda intensiva, observando un incremento en la
ganancia diaria de peso, consumo de materia seca y degradacién de proteina cruda de los
corderos. El desarrollo de trabajos de evaluacion del potencial probiodtico de levaduras en
rumiantes es limitado, sin embargo, se ha demostrado el efecto positivo en el equilibrio de
la microbiota ruminal, sobre la homeostasis intestinal, la mejora en la digestion de forraje

y la estabilizacion del pH del rumen (Chaucheyras-Durand et al., 2012).

2.6 Uso de inmunoestimulantes
A finales de la década del 80 comenzaron a emplearse intencionalmente los

inmunoestimulantes, sustancias que potencian el sistema inmunitario y que aumentan la
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resistencia frente a enfermedades infecciosas (Ronddn-Barragdn, 2004). Los
inmunoestimulantes son agentes profilacticos primarios los cuales pueden ser utilizados
con el fin de incrementar la capacidad defensiva general del organismo y no como medicina
curativa. Usados en un estado avanzado de la enfermedad pueden ser reconocidos por el
organismo como una infeccidn aparente y agravar los sintomas de la enfermedad existente,
por lo menos por un corto periodo de tiempo (Rondén-Barragan, 2004). La inmunoterapia
comprende los métodos que utilizan principios inmunoldégicos para prevenir la enfermedad
(Ronddn-Barragan, 2004). En humanos y medicina veterinaria, ha sido utilizada con el fin de
estimular el crecimiento mas no con el propdsito de estimular los mecanismos de defensa.
Muchos inmunoestimulantes son nutrientes habituales de la dieta como polisacéridos,
lipidos o proteinas que han de ser suministrados en concentraciones superiores para
producir efecto estimulante. Mientras, las vitaminas y minerales pertenecen al grupo de
inmunomoduladores (Ronddn-Barragan, 2004). Las limitaciones en la aplicacién de la
inmunoestimulacién dependen del estado de desarrollo del sistema inmune, organismo
blanco, tipo de inmunoestimulante usado y los procedimientos de administracidon
(inyeccidén intraperitoneal, oral, por inmersién etc.) (Ronddén-Barragan, 2004). Es
importante considerar la especificidad de los inmunoestimulantes por 2 razones (Rondon-
Barragan, 2004), en primer lugar porque una estimulacion del sistema inmune puede ser
tan intensa, que puede lesionar o dado el caso destruir al hospedero. Esto es bien conocido
en humanos, donde la activacion causada por el lipopolisacarido bacteriano (LPS) en
conjunto con una infeccion puede causar shock séptico y muerte. En segundo lugar, el
conocimiento de las funciones de diferentes inmunoestimulantes puede ser usado para
estimular partes del sistema inmune que sean indicadas en determinadas situaciones
(especificidad). Entre los tipos de aditivos suministrados en dietas para animales con
propiedades inmunoestimulantes se pueden mencionar los siguientes (Newman, 1999;
Ronddn-Barragan, 2004):
a) Generadores de inmunidad pasiva (inmunoglobulinas [lg], proteinas plasmaticas).

b) Inmunoestimulantes a partir de elementos estructurales (LPS, lipopéptidos,



c)

d)

f)

g)

h)

j)

k)

20

glicoproteinas capsulares, peptidoglucanos y muramilpéptidos) de la pared celular
de bacterias, hongos, levaduras y sintéticos.

B-1,3-glucanos de bacterias (Curdlan) y hongos micelares (Krestin, Lentinan,
Schizophyllan, Scleoglucan, SSG, Vitastim).

B-1,3/1,6-glucanos de la pared celular de levadura (Macrogard, Betafectina).
Estimuladores de la respuesta inmunitaria (acidos grasos, vitaminas, carotenoides,
fracciones de proteina lactea y algunos microelementos).

Estimuladores del crecimiento de la microflora intestinal benéfica (prebiodticos u
oligosacaridos).

Bloqueadores de la adhesién de bacterias patdgenas a la pared intestinal (derivados
de manosa y algunos silicatos).

Probidticos (seccidn anterior).

Reguladores metabdlicos (proteina antisecretora).

Péptidos presentes en extractos de ciertos animales o fabricados por hidrdlisis
enzimatica de proteinas de peces.

Nucledtidos (de ADN bacteriano-CpG).

Favorecedores de un ambiente intestinal adecuado (acidificantes, extractos de

algunas plantas, antioxidantes, fungistaticos, enzimas y algunas arcillas).

m) Algunos productos sintéticos (Bestatin, muramilpéptidos, FK-156, FK-565,

Levamisol).

El efecto protector de estos compuestos depende de la enfermedad o patdégenos contra los
cuales se quiere prevenir y controlar. Asi, por ejemplo, el caso de glucano inyectable ha
mostrado mayor efectividad para la prevencion de infecciones por la bacteria Aeromona sp
que por Yersinia sp. (Robertsen, 1999). Una de las caracteristicas descritas para la mayoria
de los inmunoestimulantes es que su efecto es de corta duracidn y solo se prolonga por
algunas semanas, por lo cual se requiere de una aplicacién en forma repetida (Rondon-

Barragan, 2004).
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Los glucanos son polisacaridos estructurales de la pared de levaduras y hongos asi como de
algunos cereales, que poseen una potente funcidon inmunoestimulante y consisten en
mondmeros de glucosa unidos entre si mediante enlaces glucosidicos B-1,3 y B-1,6 (Fig. 5)
(Estrada et al., 1999; Rondodn-Barragan, 2004). Ademas, funcionan como adyuvantes e
inmunoestimulantes incrementando las actividades de macrdéfagos, células T, B y NK
(asesinas naturales) (Estrada et al., 1999). Se han probado diferentes preparaciones de
glucanos: los a-glucanos y distintos componentes obtenidas a partir de Saccharomyces
cerevisiage entre las que destacan el zymosan, el péptido glucano B-1,3 y el VST (Ronddn-
Barragan, 2004).

Lee et al. (2002) evaluaron la respuesta in vitro e in vivo de los fagocitos (explosién
respiratoria) en juveniles de pez lenguado (Paralichtys olivaceus) sometidos a una dieta
suplementada con hongo Paelomyces japonica, mezclado con almiddn. Ellos demostraron
gue este suplemento incrementd la magnitud de la explosidn respiratoria. Sin embargo,
concentraciones altas y bajas del hongo no tuvieron efectos significativos sobre los

fagocitos. Los efectos se debieron a la presencia de polimeros, B (1,3)-D-glucanos.

Membrana plasmatica

GPI-Proteina

Quitina —/'

(2%) /'

B (1,3) glucano (50%)

Figura 5. Principales componentes de la pared celular de levaduras y hongos (modificado
de Selitrennikoff CP, AEM 2001).
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Jorgensen y Robertsen (1995), reportaron que el pre-tratamiento de macréfagos de salmdn
(Salmo salar) con glucanos de levadura puede preparar las células para incrementar la
liberacién de Oy (anidn superodxido). Los B-1,3/1,6-glucanos se unen especificamente a una
molécula receptor (Dectina-1) sobre la superficie de los fagocitos (Engstand et al., 1992). El
receptor para los B-1,3/1,6-glucanos ha sido conservado durante la evolucién y es
encontrado en todos los grupos animales desde los invertebrados, tales como el camarédn,
hasta el hombre (Ronddn-Barragan, 2004). Cuando el receptor es acoplado por el B-1,3/1,6-
glucano, las células se vuelven mas activas en fagocitar, destruir y digerir bacterias y al
mismo tiempo secretan citocinas, las cuales estimulan la formacidon de nuevos leucocitos
(Rondén-Barragan, 2004). Los B-glucanos de levadura son conocidos como
inmunoestimulantes con una alta capacidad para estimular la oxidasa de la explosién
respiratoria de fagocitos de rodaballo (Castro et al., 2004). Ademas, los B-1,3/1,6-glucanos
incrementan la eficacia de las vacunas (Ronddn-Barragan, 2004).

Estrada et al. (1999) demostrd que al utilizar B-glucanos de avena en novillos de carne se
incrementaron algunos parametros inmunes como la proliferacion de linfocitos (frente a
antigenos especificos, tales como ovoalbumina), y también que estos modulan las
concentraciones de inmunoglobulina G y respuestas especificas relacionadas con esta,
posterior a un tratamiento inmunosupresivo con dexametasona (0.1 mg/Kg). Ademas,
demostré los efectos ambiguos in vitro en linfocitos bovinos aislados de sangre periférica,
reflejados como una estimulacion a bajas concentraciones y una respuesta supresiva a
concentraciones elevadas. A diferencia del LPS y peptidoglucanos bacterianos, los B-
1,3/1,6-glucanos no inducen produccién de anticuerpos contra ellos mismos. Esto es una
ventaja significativa debido a que el sistema inmune no gastaria energia en producir
anticuerpos sobre un inmunoestimulante (Rondén-Barragan, 2004).

Al parecer, cuando son administrados oralmente, los B-1,3 glucanos estimulan receptores
de células M dentro de las placas de Peyer en la mucosa intestinal, lo que provee una sefial
sistémica mediada por citocinas que es desencadenada por el sistema linfatico asociado al

intestino (GALT) o a mucosas (MALT), que estimula los componentes del sistema inmune
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(Ronddn-Barragan, 2004). Acevedo et al., (2001), demostraron que la administracion oral
de B-1-3 glucano particulado en pollos jovenes estimuld la respuesta inespecifica de células
T, mediada por el receptor CD4 en la cual se evidencia una secrecion de citocinas con
actividad quimiotactica para células fagociticas. Los macrofagos peritoneales de ratones
alimentados con B-1,3 glucanos doblaron su capacidad fagocitica (Rondén-Barragan, 2004).
Por otra parte, la actividad de la lisozima se incrementd por administracidn intraperitoneal

de glucano de levadura (Engstad et al., 1992).

2.7 Debaryomyces hansenii

El género Debaryomyces de la familia Saccharomycetaceae fue aislada en un inicio de
ambientes marinos, sin embargo, se ha encontrado en muchos otros habitas con ambientes
muy distintos (queso, carne, vino, cerveza, frutas, suelos, productos con alto contenido de
azucar, etc.). Son haploides, se reproducen vegetativamente por gemacion multilateral,
débil o nula capacidad de fermentacidon. Osmotolerante, halotolerante, xerotolerante,
posee la capacidad de producir toxinas killer, asimila melobiosa, rafinosa, almidén e inositol
(Breuer y Harms, 2006).

Debaryomyces hansenii puede considerarse cosmopolita, presenta una alta halotolerancia
permitiéndole sobrevivir y reproducirse en ambientes de salinidad extrema (25% de NaCl).
Es una levadura que pertenece a los ascomicetos, presenta un estado asexual o imperfecto,
sus usos y aplicaciones incluyen la preparacion de emulsiones alimenticias, el
procesamiento y transformacién de compuestos orgdnicos aromatizantes, y de productos
de interés farmacéutico como el xilitol. Varios autores mencionan su actividad antagonica
sobre organismos como Mucor circinelloides o Mucor plumberus, Eurotium echinulatum, E.
herbaborium, E. amstelodami, o E. chevalieri, asi como contra Aspergillus niger,
Chladosporium herbarum, Fusarium, Culmorum, Glicocladium roseum, Penicillium
brevicompactum, P. corylophilum, P. cyclopium, P. decumbens, P. digitatum, P. expansum,
P. glabrum, P. griseofulvum, P. janthinellum, Phoma glomerata, Scopulariopsis brevicaulis,

Trichoderma koningii, Trichotecium roseum y Wallemia sebi. A pesar de que esta levadura
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no produce antibiéticos, es capaz de inhibir el crecimiento de los patégenos a través de la
competencia por nutrientes, produccion de enzimas y produccién de toxinas killer
(Hernandez-Montiel et al., 2010).

Hernandez-Montiel et al. (2011) evaluaron el potencial antagdnico de cuatro cepas de D.
hansenii, contra Geotrichum citri-aurantii en el fruto del limén mexicano, donde los
resultados mostraron que las levaduras fueron eficientes para el control del patégeno en
los frutos del limon. En otro trabajo se evalud la actividad antifungica de 280 aislados de D.
hansenii obtenidos de carnes curadas, asi como el modo de accion de los aislados mas
activos contra Penicillium. Un 13.9% de los aislados mostro actividad inhibitoria en los
ensayos de inhibicidn radial. También se evaluaron los efectos en el crecimiento de
Penicillium de los cultivos filtrados libres de células, asi como de los compuestos volatiles
de los aislados mas activos. Los resultados mostraron que la inhibicidn en el crecimiento del
patégeno probablemente sea debido al efecto sinérgico de varios factores, tales como la
competencia por espacio y nutrientes y la produccién de compuestos solubles o volatiles.
Al final, cuatro de los aislados fueron probados en embutidos, dos de los cuales mostraron
una reduccién significativa en el crecimiento de Penicillium verrucosum (hongo
ocratoxigénico), por lo tanto el uso de estos dos aislados de D. hansenii durante el proceso
productivo de estos embutidos pudieran ser una posible herramienta para controlar el
crecimiento de estos hongos toxigénicos en la industria de la carne (Nufez et al., 2015).
Bedolla-Torres (2009) evaluaron la accidn inhibitoria de cepas de Debaryomyces hansenii,
Yarrowia lipolytica y Candida pseudointermedia, sobre el crecimiento de hongos patégenos
en forraje verde hidropdénico (FVH), donde observaron que las levaduras inhiben el
crecimiento del hongo hasta en un 80%, recomendandolas como una alternativa para
contrarrestar este problema en la produccion de FVH. Martinez-Camacho (2016), evalué el
potencial antagdénico de D. hansenii (DhhBCS003) contra Aspergillus flavus, Salmonella
typhimurium y Escherichia coli en cinco especies de microgreens: Ocimum basilicum,
Amaranthus cruentus, Eruca sativa, Brassica oleracea var. gemmifera y Anethum

graveolens. La aplicacion de D. hansenii inhibié en un 80% (P < 0.05) el crecimiento
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bacteriano e inhibié un 70% en la germinacién de esporas, exhibiendo a la levadura como
un agente de biocontrol de amplio espectro. Por otra parte, también evalud su
funcionalidad como inmunoestimulante en Gallus gallus domesticus. Los estudios
histomorfoldgicos arrojaron que la administraciéon de D. hansenii no afecté de manera
negativa la morfologia gastrointestinal del organismo modelo. Para evaluar el papel en los
sistemas digestivo e inmune se seleccionaron los genes AMY2A e IL8, respectivamente, y se
observé una mayor expresién relativa significativa (P < 0.05) de estos genes en tejido de
duodeno. Lo anterior sugiere que el suministro de D. hansenii presentd un efecto
inmunoestimulante en G. gallus domesticus.

Reyes-Becerril (2008) evalud el efecto de la inclusién de la levadura marina D. hansenii en
la dieta sobre la respuesta inmune de la Cabrilla sardinera y la Dorada, donde los resultados
indicaron que la levadura mostro afinidad por el tracto gastrointestinal del pez, estimulo in
vitro la respuesta inmune innata celular y humoral, y la actividad del sistema antioxidante
in vivo. Treinta Sparus aurata fueron alimentadas con dietas suplementadas con 1.1% de D.
hansenii cepa L2 (1x106 CFU/g) aislada de citricos, los ensayos inmunoldgicos revelaron que
esta cepa incremento el contenido de peroxidasa, actividad fagocitica, intermediarios
reactivos de oxigeno y genes relacionados con la respuesta inmune (Reyes-Becerril et al.,,
2011b). Angulo et al. (2017) evaluaron el potencial de la respuesta inmune antioxidante de
D. hansenii cepa CBS004 en leucocitos de rifidn cefdlico y bazo de Lutjanus peru retados con
Vibrio parahaemolyticus, los resultados indicaron que la levadura fue capaz de inhibir la
apoptosis causada por V. parahaemolyticus, mejord la capacidad fagocitica de los
leucocitos, incremento la actividad de SOD y peroxidasa, asi como la produccién de ON y
ROS.

D. hansenii es una levadura aislada de ambientes marinos con propiedades favorables para
su produccién masiva, como el requerir bajas concentraciones de fuentes de carbono para
su crecimiento y desarrollo. Por otro lado, es posible considerar el aprovechamiento de las
levaduras marinas en la produccidn de proteina unicelular para la formulacién de dietas e

incluso complementos alimenticios para animales de granja y humanos, ademas ha sido
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evaluada por su habilidad para producir poliaminas, adherirse y crecer en el mucus
intestinal de peces (Reyes-Becerril, 2008). Por otra parte, D. hansenii ha sido incluida en la
lista de “Presuncién Calificada de Seguridad” (QPS) por la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria (ESFA), lo que respalda su uso con fines industriales y comerciales.

3. JUSTIFICACION

La mayor parte del maiz que se cultiva en el mundo se destina a la elaboracién de alimentos
balanceados para la produccion animal, sin embargo, durante su almacenamiento el grano
de maiz es susceptible al desarrollo de hongos toxigénicos que afectan su calidad, ademas
de representar un riesgo de salud en los animales que lo consumen. Por otra parte, el uso
excesivo de antibidticos como aditivos para mejorar los rendimientos productivos y el
control de enfermedades en animales de granja, ha contribuido al desarrollo de patégenos
resistentes asi como la persistencia de residuos de antibioticos en los productos de origen
animal. Por ello se vuelve necesaria la busqueda de alternativas de control de patégenos
gue ademas de ser efectivas, econdmicas y de facil manejo, presenten caracteristicas
adicionales como propiedades inmunoestimulantes y probidticas que beneficien a las
especies que lo consumen, siendo D. hansenii por sus antecedentes una buena alternativa

para tal fin.

4. HIPOTESIS

Si D. hansenii es un microorganismo antagdnico eficiente contra hongos fitopatdgenos en
una gran variedad de nichos distintos, ademas de ser un probidtico con actividad
inmunoestimulante en diversas especies, entonces, D. hansenii actuard como agente de
control bioldégico contra la incidencia de hongos fitopatdégenos y el contenido de
micotoxinas en el grano de maiz, asi como un probidtico e inmunoestimulante para su uso

en sistemas de produccion caprina.
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5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de D. hansenii como agente bioprotector contra hongos fitopatdgenos en

grano de maiz y determinar su potencial probidtico e inmunoestimulante en caprinos.

5.1 Objetivos particulares
e Evaluar la capacidad antagonica de D. hansenii contra hongos fitopatégenos, sus
mecanismos de accidn y su efecto sobre la produccion de micotoxinas en grano de maiz

(Zea mays L.).

e Determinar las potenciales propiedades probidticas e inmunoestimulantes de D.

hansenii en leucocitos de sangre periférica de caprino.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Evaluacion del efecto antagonico de la levadura marina D. hansenii contra hongos
patdégenos, mecanismos de accion, calidad nutricional y produccidon de micotoxinas

en grano de maiz (Zea mays L.).

6.1.1 Origen de la levadura

La levadura D. hansenii var. hansenii (DhhBCS003) utilizada en los bioensayos fue aislada en
un inicio de ambientes marinos, y pertenece a la coleccion de levaduras del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) (Hernandez-Saavedra, 1990). Esta se
reactivé inoculando 100 pL del cultivo inicial en 24 mL de medio de cultivo liquido YPD
(extracto de levadura 10 g/L, dextrosa 20g/L, peptona 20 g/L) suplementado con antibiético

(cloranfenicol 1 uL/mL) y se incubd a 28° C por 24h a 150 rpm (Hernandez-Montiel, 2009).

6.1.2 Hongos patdgenos

Los hongos fueron tomados directamente de germinados de maiz en su etapa inicial,
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producidos en el campo agricola del CIBNOR, La Paz, B.C.S., de donde se aislaron en cajas
de Petri con medio de cultivo Agar Papa-Dextrosa (39g/L, PDA, Difco®) y antibidtico
(cloranfenicol 1 uL/mL) para microcultivo, posteriormente las cajas se incubaron a 28° C por
7 dias para permitir su crecimiento. Después se tomaron porciones de micelio de los
microcultivos para colocarlos en portaobjetos e identificarlos al microscopio, para ello se
tomaron en cuenta criterios morfoldgicos como color y diametro de hifas; presencia o
ausencia de septos en las hifas; presencia de conidiéforos libres o agrupados en cuerpos
fructiferos (acervulos, esporodoquios, picnidios); tipo y forma de conidiéforos; color, forma
y tamano de las esporas. Una vez identificados, se cultivaron en cajas de Petri con medio
PDA, para ser mantenidos a 4 °C para su utilizacidn en los bioensayos. Para la identificacion
molecular se tomaron 50 - 100 mg (3 - 4 asadas) de micelio y el DNA se obtuvo usando el

método de Raeder y Broda (1985).

6.1.3 Identificacion molecular

Se obtuvieron las regiones ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA mediante los iniciadores ITS1 (5'
TCCGTAGGTGAACCCTGCGG 3') e ITS4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'), de Sigma-Genosys
(EUA). Para llevar a cabo las amplificaciones por PCR se utilizé un termociclador (Thermal
Cycler 170-9701 Bio-Rad®), iniciando con un primer periodo de desnaturalizacion de 2 min
a 95 °C, después 30 ciclos (desnaturalizacién de 1 min a 95 °C, alineamiento a 50 °C por 30
s y una elongacion de 2 min a 72 °C), con una elongacion final de 10 min a 72 °C.
Posteriormente los productos obtenidos de la amplificacién fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (SIGMA®), se tifieron con SYBR® Safe-DNA Gel Stain,
se visualizaron en un fotodocumentador (ChemiDoc MP Bio-Rad®) y fueron secuenciados
por la compafila GENEWIZ, Inc. La identificacion molecular se realizé comparando la
secuencia obtenida contra todas las secuencias nucleotidicas de hongos reportadas en la
base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Hernandez-Montiel, 2009).
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6.1.4 Semilla de maiz
Para evaluar el efecto antagdnico de D. hansenii contra hongos patdgenos en grano de maiz,
se emplearon semillas sanas de maiz criollo, con un tamafo y forma estandar, sin dafios por

insectos o manchas producidas por hongos.

6.1.5 Postulados de Koch

Con la finalidad de corroborar que los hongos aislados fueron realmente patégenos en
semillas de maiz, se realizaron los postulados de Koch, los cuales indican que para
demostrar que un determinado organismo causa una enfermedad especifica, es esencial
que después de su aislamiento en cultivo puro, se re-inocule al mismo hospedero y sea
capaz de iniciar la misma enfermedad por la que fue aislado, finalmente se tendra que

recuperar integro del hospedero enfermo.

6.1.6 Prueba de patogenicidad

Un lote de semillas de maiz criollo seleccionadas por uniformidad en tamafio y forma, asi
como por ausencia de defectos, se desinfectd con cal (2 g/L) durante 24 h, posteriormente
el exceso de cal se elimind enjuagando con agua destilada, después las semillas se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos en agitacion constante,
posteriormente se elimind el exceso de hipoclorito de sodio enjuagando con agua destilada
estéril. Las semillas higienizadas fueron inmersas durante 30 minutos en la suspensién de
esporas (1x10* esporas /mL) de los cuatro aislados, usando agua destilada estéril como
control. Las semillas se colocaron al azar en cajas de Petri (20 semillas/caja), las cuales
fueron incubadas a 25 + 1 °C durante siete dias y una humedad relativa de 65%-70%. Al final
se observo la incidencia de la enfermedad causada por los hongos (Hernandez-Montiel,

2009).

6.1.7 Ensayo de inhibicién radial de hongos patdgenos de maiz en medio sélido

El potencial antagdnico de D. hansenii para inhibir el crecimiento fungico de cuatro cepas
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de hongos patdgenos de maiz se determind por un ensayo de inhibicién radial en medio
solido de acuerdo a la metodologia descrita por Nufiez et al. (2015) usando medio PDA (39
g/L, Difco®). Cien microlitros de una suspension de D hansenii ajustada a una concentracién
de 1x10% células/mL fueron inoculados en las placas con PDA, después de secarse, se
inocularon 10 pL de las suspensiones de cada hongo en el centro de cada placa ajustadas a
una concentracion de 1x10° esporas/mL. Posteriormente se incubaron por siete dias a 28°
C, el crecimiento fungico fue calculado midiendo el diametro de cada colonia. La inhibicién

radial fue calculada utilizando la siguiente formula:
RI (%) = “— x 100 (1)
Donde C (control) fue el didmetro promedio de las colonias fungicas en ausencia de D.

hansenii, y T (tratamiento) fue el didametro promedio de las colonias fungicas en las placas

co-cultivadas. El experimento se realizé por triplicado.

6.1.8 Efecto de compuestos difusibles en agar de D. hansenii sobre el crecimiento de
hongos patdgenos en medio sdlido
Se prepararon cajas de Petri conteniendo medio PDA (39 g/L) adicionado con 1 pL/mL
cloranfenicol (50 mg/mL de alcohol al 70%). Después la levadura previamente reactivada
(100 pL en 24 mL de medio liquido YPD a 28 °C durante 24 h a 150 rpm) se ajustd a una
concentracién de 1x10% células/mL utilizando una cdmara de Neubauer (40x). Un disco
micelial de 5 mm de cada aislado con 5 dias de crecimiento a 28 °C en PDA, fue colocado a
2.5 cm del borde de las placas, y al lado opuesto a tres centimetros se inocularon 10 plL de
la suspension con levadura. Las placas fueron selladas con parafilm e incubadas a 28 °C
durante 7 dias. Se midio el diametro de los hongos el dia 7. Cajas de Petri inoculadas solo
con los hongos (sin levadura) fueron usadas como control. La actividad inhibitoria (Al) se
expresd como el porcentaje del diametro promedio de los hongos co-cultivados con D.

hansenii comparado con los controles sin levadura, de la siguiente manera:
C-T

Donde C se refiere al diametro promedio de las colonias incubadas como tratamiento
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control sin levadura, y T (tratamiento) se refiere al didmetro promedio de las colonias co-
cultivadas con la levadura. El ensayo se realizé por triplicado (Huang et al., 2012; Lutz et al.,

2013; Matic et al., 2014; Nunez et al., 2015).

6.1.9 Efecto antifiingico de compuestos volatiles producidos por D. hansenii

Se determino el efecto antagdnico de compuestos volatiles generados por D. hansenii, de
acuerdo al método de cultivo “boca a boca” utilizando placas con medio PDA y unidas con
parafilm (Lilloro, 2005). La placa superior fue inoculada colocando en el centro un disco
micelial de 5 mm de diametro de cada hongo aislado (con cinco dias de crecimiento a 28
°C). En la placa inferior se sembraron por dispersién 100 uL de la suspension celular de D.
hansenii a una concentracion de 1x10% células/mL. Posteriormente las placas se colocaron
boca a boca y fueron selladas con parafilm, para después incubarlas a 28 °C durante 7 dias,
el experimento se realizé por triplicado. Placas inoculadas con los aislados fungicos sin
levadura fueron utilizadas como control. La actividad inhibitoria se determiné midiendo el
diametro de las colonias el dia 7 y aplicando la férmula descrita en la seccién anterior (Lutz

etal., 2013; Nufiez et al., 2015).

6.1.10 Efecto del sobrenadante libre de células de D. hansenii sobre el crecimiento de
hongos patdgenos de maiz
D. hansenii fue incubada en medio liquido YPD por 72 h a 28 °C, después el cultivo fue
centrifugado a 3,000 xg durante 10 minutos, el sobrenadante fue después esterilizado por
filtracion (filtros de 0.22 pum). Después 50 pL del sobrenadante libre de células fueron
cargados en tres sitios alrededor de un disco micelial de 5 mm de didmetro de cada aislado,
previamente inoculados en el centro de cajas de Petri con medio PDA, por triplicado. Las
placas fueron incubadas a 28 °C durante siete dias. El crecimiento micelial de midié el dia 7.
Se aplico la férmula descrita con anterioridad para determinar la actividad inhibitoria

(Andrade et al., 2014).
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6.1.11 Efecto antagonico de D. hansenii contra hongos patégenos en grano de maiz

Con lafinalidad de evaluar el efecto antagdnico de la levadura Debaryomyces hansenii sobre
cuatro hongos patdégenos aislados de germinados de maiz, un lote de semillas de maiz
criollo seleccionadas por uniformidad en tamafio y forma, asi como por ausencia de
defectos, fue desinfectado con hidréxido de calcio (2 g/L) durante 24 h, posteriormente el
exceso de hidroxido de calcio se elimind enjuagando con agua corriente, después las
semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos en agitacion
constante, posteriormente se elimind el exceso de hipoclorito de sodio enjuagando con
agua destilada estéril. Las semillas estériles fueron inmersas durante 30 minutos en una
suspension de levadura previamente reactivada en medio liquido YPD (extracto de levadura
10g, dextrosa 20g, peptona 20g) ajustada a una concentracion de 1x10% células/mL.
Después las semillas se dejaron secar por 10 minutos antes de sumergirlas durante 30
minutos en una suspensidn de esporas ajustadas a 1x10° esporas/mL, usando como control
NaCl al 0.9%. Posterior a la inoculacion, las semillas se colocaron al azar en cajas de Petri
(20 semillas/caja), las cuales fueron incubadas a 25 + 1 °C en ausencia de luz durante siete
dias y una humedad relativa de 65-70%, utilizando dos tratamientos, el primero con
aplicacién diaria de la suspensidn con levaduras, y el segundo con aplicacion intercalada. Se
evalud diariamente el nimero de granos afectados, asi como el crecimiento micelial y la
incidencia de la enfermedad. Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento.
Finalizado el ensayo se tomaron micrografias mediante microscopia electrénica de la
superficie de los granos de maiz para corroborar el establecimiento de la levadura (Fiori et

al., 2014).

6.1.12 Efecto de D. hansenii sobre la produccion de fumonisinas en grano de maiz

Una vez finalizado los ensayos de antagonismo en el grano de maiz, se determiné el
contenido de fumonisinas por LC-MS/MS similar a como lo describié Mylona et al. (2014),
utilizando AcN:H20:Acido acético (79:20:1) como solvente de extraccidn. Se afiadié un

gramo de cada tratamiento a tubos Falcon conteniendo 4 mL del solvente de extraccion, y
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se incubaron durante 24 h en un agitador (150 rpm) a 25 °C en condiciones de obscuridad.
Los extractos fueron filtrados utilizando filtros (Minisart, Sartorius) de 0.22 um en tubos
nuevos. Finalmente las muestras fueron analizadas por Cromatografia Liquida -

Espectrometria de Masas (LC — MS/MS).

6.2 Determinacion de las potenciales propiedades probidticas e inmunoestimulantes de
D. hansenii en leucocitos de sangre periférica de caprino.

Convencionalmente se utilizan un conjunto de criterios para seleccionar potenciales

microorganismos probidticos. Los cuales incluyen una serie de pruebas de tolerancia a

condiciones gastrointestinales, como la acidez y sales biliares, asi como su capacidad de

adherirse a la mucosa intestinal y de ese modo colonizar el intestino, estos criterios han

sido considerados como requisitos previos (Trotta et al., 2012).

6.2.1 Origen de las levaduras
Las cepas de Debaryomyces hansenii que fueron evaluadas en este trabajo provinieron de
la coleccidn de levaduras aisladas de ambientes marinos (Tabla Il) pertenecientes al Centro

de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) (Hernandez-Saavedra, 1990).

Tabla Il. Coleccion de levaduras aisladas del Golfo de California pertenecientes al Centro
de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR).

Estacion de Profundidad

Levadura Clave Origen
muestreo de colecta
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS001 Marino 125.4 Om
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS002 Marino 125.4 100 m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS003 Marino 125.4 100 m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS004 Marino 130.3 Om
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS005 Marino 138.5 Om
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS006 Marino 127.5 50 m

Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS007 Marino 135.3 50 m
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6.2.2 Tamizaje in vitro de las levaduras seleccionadas como candidatas para su uso como
probidticos

Las levaduras seleccionadas fueron caracterizadas por su tolerancia a pH acido y sales

biliares, y adhesién al tracto gastrointestinal. Todas las suspensiones de levadura

empleadas como indculos fueron preparadas a partir de cultivos reactivados en caldo YPD

a 28 °Cdurante 24 h y 150 rpm.

6.2.2.1 Tolerancia a pH acido

Se evalud la capacidad de las levaduras para sobrevivir en condiciones acidas. Se
resuspendieron 100 pL de cada suspension de levadura (1x108 células/mL) en 4 mL de caldo
YPD ajustado a un pH de 2.0, 2.5, 3.0 y 6.5 usando HCl 2M. Las suspensiones fueron
incubadas a 28 °C y 150 rpm. Después de 24 h se afadieron 200 pL de cada cultivo a una
placa de 96 pozos, y se midid la absorbancia en un lector de microplaca a 540 nm (Garcia-
Hernandez et al., 2012). El test se realizd por triplicado y el indice de crecimiento (%) se

calculé empleando la siguiente férmula:

AbsTrat
AbsCont

IC (%) = x 100 (3)
6.2.2.2 Tolerancia a sales biliares

Las suspensiones se ajustaron a una concentracién de 1x108 células/mL en PBS. Estas fueron
diluidas en forma seriada e inoculadas en placas con YPD agar conteniendo 0%, 0.3%, 0.6%
y 0.9% (w/v) de sales biliares. La supervivencia (S) se determiné por conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC) para cada tratamiento después de 24 h de incubacion a 28 °C
(Garcia-Hernandez et al., 2012). El ensayo se realizo por triplicado y la supervivencia (%) se

calculé aplicando la siguiente formula:

ufc/mLTrat
ufc/mLCont

S (%) = x 100 (4)
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6.2.2.3 Ensayo de adhesidn al tracto gastrointestinal

Las levaduras se prepararon en PBS (10 mL) y fueron ajustadas a una concentracion de 1x108
células/mL, posteriormente se marcaron con 2 mg de DTAF [5-(4, 6-diclorotriazinil)
aminofluoresceina], y fueron incubadas a 28 °C durante 2h. Segmentos de intestino de
caprino fueron colocadas en buffer fosfato, después se afadieron las levaduras marcadas,
y se incubaron a 28 °C/60min, después se lavaron con PBS para retirar las levaduras que no
se adhirieron, y la adhesidn de la levadura a los epitelios fue verificada por microscopia de

fluorescencia con el software Image Pro Plus v. 4.5.0.19 (Reyes-Becerril, 2008).

6.2.3 Ensayos inmunoldgicos

6.2.3.1 Preparacion de lisados celulares

Las levaduras se reactivaron inoculando 1-3 asadas de los cultivos iniciales en 24 mL de
medio de cultivo liquido YPD (extracto de levadura 10 g/L, dextrosa 20g/L, peptona 20 g/L)
suplementado con antibidtico (cloranfenicol 0.05%) y se incubaron a 28 °C por 48 hy a 150
rom (Hernandez-Montiel, 2009). A continuacion las suspensiones de las levaduras se
ajustaron a una concentracion de 1x10® células/mL para posteriormente someterlas a
sonicacion (3 minutos a 90% de amplitud x 2). Después estas fueron centrifugadas a 800 x
g por 20 min a 4 °C, y los sobrenadantes fueron tomados como lisados celulares para los

bioensayos (Liu et al., 2016).

6.2.3.2 Extraccion de B-glucanos

Se obtuvo biomasa de levadura inoculando 100 pL de los cultivos reactivados en 2000 mL
de medio de cultivo liquido YPD suplementado con antibiético (cloranfenicol 1 uL/mL)y se
incubaron a 28 °C por 48-72 h y 150 rpm. Posteriormente los cultivos fueron centrifugados
a 4,950 x g por 15 min a 4 °C para cosechar la biomasa. Los glucanos fueron extraidos de la
biomasa seca (liofilizada por 24 a 48 h) de las levaduras siguiendo la metodologia de

Williams et al. (1991) con ligeras modificaciones. 2 g de biomasa seca de levadura
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suspendidos en 40 mL de 3% NaOH fueron mantenidos a 100 °C durante 3 h y
posteriormente a temperatura ambiente durante la noche. La suspension fue centrifugada
a 12,700 x g durante 15 min para colectar el residuo insoluble, este se resuspendié en 3%
NaOH vy se repitid el procedimiento (2x). El residuo se resuspendié en 40 mL de 0.5 N de
acido acético, se calentd a 75 °C durante 6 h y fue separado por centrifugacidn. Después la
fraccidn insoluble se resuspendio en etanol, se llevd a ebullicion y fue centrifugada a 12,700
X g para colectar el residuo, este paso se repitio tres veces. Después el residuo se lavd a
fondo con agua destilada, fue liofilizado por 48 h y el producto final (B-glucanos) fue usado

para los ensayos (Wilson et al., 2015).

6.2.3.3 Caracterizacion estructural de B-glucanos

Los datos fueron tomados en un espectrometro Bruker Avance 600 Mhz usando una
criosonda 1H/13C715N operando a 345 K (72 °C). Fueron disueltos 10-25 mg de cada B-
glucano en 1 ml de DMSO-ds a 80 °C. Se afiadieron algunas gotas de acido trifluoroacético
(99.8% deuterado, Cambridge Isotope Laboratories) a la solucidén para desplazar el agua y
las resonancias de protones hidroxilo campo abajo. Los cambios quimicos en NMR fueron
referenciados para la resonancia de protones multiplex DMSO-ds residual a 2.50 ppm. La
coleccidn espectral de NMR y los parametros de procesamiento fueron los siguientes: 25
ppm de ancho espectral centrado en 5.0 ppm, 32,768 puntos de datos, 15 s de retraso de
relajacion, 32 escaneos, y 0.2 Hz de apodizacién exponencial. La espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (NMR) fue utilizada como una técnica de diagndstico rapida

y confiable para identificar los polisacaridos de interés (Wilson et al., 2015).

6.2.3.4 Aislamiento de leucocitos de sangre periférica de caprino

Para los ensayos de inmunoestimulacidon in vitro se obtuvieron muestras de sangre
periférica de caprino en tubos BD Vacutainer® con heparina sddica para separar leucocitos
bajo condiciones estériles. La sangre fue diluida con PBS (1:1 v/v), se afiadid esta mezcla (2

mL) a tubos tipo Falcon de 15 mL conteniendo 1 mL de Histopaque®-1077 (Sigma; St. Louis,
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MO), este fue centrifugado a 450 x g durante 20 min a 10 °C. Posteriormente los leucocitos
se recuperaron con una pipeta Pasteur y se colocaron en otro tubo Falcon para ser lavados
con 2 mL de PBS, después fueron centrifugados a 450 x g durante 20 min a 10 °C, se decanté
el sobrenadante, y para los bioensayos se ajusto la suspension celular a una concentraciéon
aproximada de 1x108 células/mL en RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino, antes
de cada ensayo se determiné su viabilidad por exclusién con azul de tripano empleando el

Automated Cell Counter - TC20 (Reyes-Becerril et al., 2016).

6.2.3.5 Estimulacion de leucocitos

Un mililitro de leucocitos de sangre periférica de caprino fue colocado en pocillos de placas
de microtitulacién de 24 pocillos de fondo plano (Nunc) conteniendo 1x10° células/ml en
cada pocillo. Se emplearon dos tratamientos, en el primero los leucocitos fueron
estimulados con 125 plL de B-glucanos (200 pug/mL), y en el segundo tratamiento fueron
estimulados con 125 L de los lisados celulares de cada levadura, se incubaron durante 24
h a37 °Cy 5% de CO;. Los tratamientos control consistieron en leucocitos incubados en el
medio de cultivo mds 125 uL de PBS como control negativo, y 125 pL de zymosan A de
Saccharomyces cerevisiae (SIGMA, Z4250, 200 pg/mL) como control positivo (Angulo et al.,

2017; Reyes-Becerril et al., 2017; Sonck et al., 2010).

6.2.3.6 Ensayo de viabilidad celular de leucocitos

Se empled el ensayo de reduccidn de resazurina para determinar el efecto de los
tratamientos sobre la viabilidad de los leucocitos de sangre periférica de caprino de acuerdo
a Riss et al. (2016) con ligeras modificaciones. Se afiadieron 100 pL/pozo de leucocitos
(1x10° células/mL) inmunoestimulados con B-glucanos y lisados de levadura (una hora a 37
°Cy 5% de CO;) a placas de 96 pozos con 20 uL de resazurina y fueron incubados
nuevamente durante 24 h a 37 °C. Se verifico la fluorescencia en un lector de microplacas
multimodo Varioskan™ LUX a 560 nm. Leucocitos de sangre periférica sin B-glucanos o

lisados de levadura y leucocitos de sangre periférica incubados con DMSO fueron usados
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como controles de viabilidad negativo y positivo, respectivamente. El ensayo se realizé por

triplicado y la viabilidad (%) se calculé usando la siguiente féormula:

Viabilidad (%) = - === x 100 (5)
6.2.3.7 Evaluacion de la actividad fagocitica de leucocitos de caprino
La fagocitosis de S. cerevisiae (cepa S288C) por los leucocitos de sangre periférica de caprino
tratados con los lisados celulares y los glucanos de los aislados seleccionados se evalud por
citometria de flujo (Rodriguez et al., 2003). Para marcar las células de levadura liofilizada
muertas por calor se afiadieron 5 pg/mL de isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma) y
fueron incubadas en un agitador (IUL, 40 ciclos/min) a 22 °C en obscuridad durante 15
minutos. Después las células de levadura se lavaron con PBS y se ajustaron a una
concentracién de 5x107 células/mL en medio RPMI. Después de la estimulacién, los
leucocitos fueron lavados y se anadieron 60 uL de la levadura marcada, se mezcld, se
centrifugé (400 x g, 5 min, 37 °C), se resuspendieron en medio RPMI y se incubaron a 22 °C
durante 30 min. Al final del tiempo de incubacidn, las muestras se colocaron en hielo y se
afiadieron 400 pL de PBS frio para detener la fagocitosis. La fluorescencia de las levaduras
no fagocitadas fue inactivada mediante la adicion de 40 pL de azul de tripano a 4 °C (0.4 %
PBS). Muestras de referencia de S. cerevisiae marcadas con FITC o leucocitos fueron
incluidos en cada ensayo de fagocitosis. Todas las muestras se analizaron en un citémetro
de flujo. La capacidad fagocitica se definid como la intensidad media de fluorescencia

(Angulo et al., 2017). El ensayo se realizo por triplicado.

6.2.4 Actividades enzimaticas antioxidantes y respuestas al estrés oxidativo y

nitrosativo

6.2.4.1 Explosidn respiratoria de leucocitos de sangre periférica de caprino
La generacién de especies reactivas de oxigeno en los leucocitos estimulados con PB-

glucanos y los lisados de las levaduras se determiné empleando el ensayo de reduccidn de
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nitroblue tetrazolium (NBT) de acuerdo a Kemenade et al. (1994). Se tomaron 100 pL de
cada tratamiento por triplicado y se colocaron en tubos de 1.5 mL. Las muestras fueron
centrifugadas a 1000 x g durante un minuto a temperatura ambiente, se descarto el
sobrenadante, posteriormente se resuspendid en una solucion de NBT (1 mg/mL) y se
incubaron en oscuridad durante dos horas a temperatura ambiente. Después se eliminé la
solucion NBT centrifugando las muestras y decantando, se afiadieron 100 uL de metanol al
70% y se incubaron durante 10 minutos. Se elimind el alcohol por centrifugacion y se
afladieron 120 pL de hidréxido de potasio 2M y 140 puL de DMSO. Se tomaron 200 plL vy se
colocaron en las placas de 96 pozos para leer la densidad optica en el espectrofotometro

de microplacas a 655 nm (Patel et al., 2016).

6.2.4.2 Ensayo de produccion de 6xido nitrico (ON) de leucocitos de caprino

La produccion de éxido nitrico (ON) en leucocitos inmunoestimulados se determind de
acuerdo a Neumann et al. (1995). Una vez transcurrido el periodo de incubacién (24 h) se
determind el contenido de nitritos en todos los cultivos celulares tratados con B-glucanos y
los lisados de las levaduras y se tomdé como una medida de la produccién de ON, debido a
gue ésta es una molécula muy inestable y se degrada a nitrito y nitrato. Se afiadieron 100
puL de cada tratamiento por triplicado a una placa de 96 pozos, se adicionaron 100 pL de
reactivo de Griess (sulfanilamida al 1% / 0,1% naftalendiamina / 2,5% H3PO4) fueron
incubados durante 15 min en total oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se
leyé la densidad optica a 490 nm usando un espectrofotdmetro de microplacas. Con la
ayuda de una curva de calibracidn de nitritos se convirtio la absorbancia a concentracion de
nitritos. La concentracion de nitritos en cada tratamiento fue representado como

micromoles (Angulo et al., 2017; Chang et al., 2015; Patel et al., 2016).

6.2.4.3 Superodxido dismutasa y catalasa en leucocitos de caprino
La actividad de SOD en los leucocitos estimulados con B-glucanos y los lisados de las

levaduras se determind por el porcentaje de velocidad de inhibiciéon de la reaccion de la
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enzima con WST-1 (water soluble tetrazolium dye) sustrato y xantina oxidasa usando un kit
de ensayo SOD (Sigma, 19160) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Cada ensayo
de punto final fue monitoreado a 450 nm, que es la longitud de onda de absorbancia para
el producto tenido de la reaccion WST-1 con superoxido. Las lecturas fueron tomadas
después de 20 minutos de tiempo de reaccidon a 37 °C, en el espectrofotémetro de
microplacas a 450 nm. El porcentaje de inhibicion se normalizé en mg de proteina y se
presentd como unidades de actividad SOD (Reyes-Becerril et al., 2016; Angulo et al., 2017).
La actividad catalasa (CAT) se determind mediante el método de Clairbone (1985),
siguiendo la disminucién de la absorbancia de H,0; a 655 nm. Una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad de enzima requerida para degradar 1 mmol de H,0;

en un minuto y es expresada como U/mg de proteina (Cardenas-Reyna et al., 2016).

6.2.4.4 Actividad de mieloperoxidasa (MPO) en leucocitos de caprino

Se midié la actividad de mieloperoxidasa total (MPO) en los leucocitos de sangre periférica
caprina tratados con B-glucanos y los lisados de las levaduras de acuerdo a Quade y Roth
(1997) con ligeras modificaciones. Se colocaron 20 pL de cada tratamiento por triplicado a
una placa de 96 pozos vy se afiadieron 100 pL de la soluciéon de trabajo con TMB (40 mL H,0
destilada, 10 pL de perdxido de hidrogeno al 30%, 1 pastilla de TMB). La solucién TMB es
sustrato de MPO y fue preparada el mismo dia. La reaccidn colorimétrica fue detenida
después de dos minutos afiadiendo 50 plL de acido sulfurico 2M vy se leyd la densidad 6ptica
en espectrofotdmetro de microplacas a 450 nm (Reyes-Becerril et al., 2016; Angulo et al.,

2017).

6.3 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos de los experimentos se llevaron a cabo usando el paquete
estadistico SigmaPlot (Versién 12.0). Los datos fueron analizados mediante analisis de
varianza de una via. La comparacion de medias se realizd con la prueba de Tukey. Una P <

0.05 fue tomada como significancia estadistica.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion del efecto antagonico de la levadura marina D. hansenii contra hongos
patdégenos, mecanismos de accidn, calidad nutricional y produccion de micotoxinas

en grano de maiz (Zea mays L.).

7.1.1 Prueba de patogenicidad de los aislados en semillas de maiz
Todos los aislados infectaron el 100% de los granos de maiz incubadas a 25 + 1 °C durante
siete dias y una humedad relativa de 65-70%, nuevamente estos fueron re-aislados in vitro

(Fig. 6), los cuales presentaron las mismas caracteristicas morfoldgicas y de microscopia,

confirmando los postulados de Koch.
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Figura 6. Prueba de patogenicidad en granos de maiz inoculados con los cuatro aislados de
germinados de maiz. (a) Mucor circinelloides, (b) Aspergillus sp, (c) Fusarium proliferatum,
(d) Fusarium subglutinans.

7.1.2 Identificacion de los hongos aislados de maiz

Los productos obtenidos por PCR fueron provenientes del ADN ribosomal (region ITS1-5.8s-
ITS2) de los cuatro aislados (Fig. 7). Después de los analisis comparativos de las secuencias
obtenidas con la base de datos del banco gendmico del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information-NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de los Estados Unidos Americanos, permitio la identificacion
de las especies Mucor circinelloides (aislado 1, con un tamafio de 580 pb), Fusarium
proliferatum (aislado 3, con un tamano de 512 pb) y Fusarium subglutinans (aislado 4, con

un tamafio de 500 pb), al presentar una similitud del 99% en los 3 aislados con otras
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secuencias ya reportadas dentro de la base de datos del NCBI.
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Figura 7. Productos de PCR de la regién ITS1-5.8s-ITS2 del ADN ribosomal de los cuatro
aislados. (A1-1) Mucor circinelloides, (A2-1) Aspergillus sp., (A3-1) Fusarium proliferatum y
(A4-1) Fusarium subglutinans.

7.1.3 Ensayo de inhibicidn radial de hongos patégenos de maiz en medio sélido

Los resultados en el ensayo de inhibicion radial contra cuatro cepas de hongos patdgenos

del grano de maiz revelaron que D. hansenii redujo casi por completo el crecimiento micelial

(97.2-98.3%) de las cuatro cepas evaluadas comparadas con el tratamiento control (Fig. 8).
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Figura 8. Inhibicidn radial de D. hansenii contra hongos patdgenos de maiz en medio sdlido.
Los datos fueron tomados después de siete dias de incubacion a 28 °C. Cada barra
representa el promedio * DE de tres réplicas. Valores promedio significativamente
diferentes del control (sin tratamiento; barras grises) de acuerdo a la prueba t-Student (P <
0.05) son indicados por un asterisco.

7.1.4 Efecto de compuestos difusibles en agar de D. hansenii sobre el crecimiento de
hongos patdgenos en medio sélido
Los resultados obtenidos en el ensayo de cocultivo en medio sdlido para determinar la
actividad antagdnica de D. hansenii contra cuatro cepas de hongos patégenos del grano de
maiz se muestran en la figura 9. El hongo mas sensible a la presencia de los compuestos
difusibles de la levadura fue Aspergillus sp., quien mostro una inhibicidn del crecimiento del
56.3%. Ademas, D. hansenii inhibid significativamente el crecimiento de F. proliferatum vy F.
subglutinans en un 38.9y 25.9%, respectivamente, comparado con los tratamientos control
(p £0.05). Por otra parte, M. circinelloides no se vio afectado por los compuestos difusibles

de D. hansenii.
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Figura 9. Efecto de compuestos difusibles en agar de D. hansenii sobre el crecimiento de M.
circinelloides, Aspergillus sp., F. proliferatum y F. subglutinans. (A) actividad antagonica de
D. hansenii contra cuatro cepas de hongos patégenos de maiz en medio PDA. (B) expresado
a través del didmetro de la colonia. Los datos fueron tomados después de siete dias de
incubacién a 28 °C. Cada barra representa el promedio + DE de tres réplicas. Los valores
promedio significativamente diferentes del control (sin tratamiento; barras grises) de
acuerdo a la prueba t-Student (P < 0.05) son indicados por un asterisco.

7.1.5 Efecto antiflingico de compuestos volatiles producidos por D. hansenii

El crecimiento de los aislados fungicos F. proliferatum y F. subglutinans fue inhibido por los
compuestos volatiles de D. hansenii en un 54.2 y 43.5%, respectivamente, comparado con
los tratamientos control (p < 0.05) (Fig. 10). En contraste, tanto M. circinelloides como

Aspergillus sp. no fueron afectados por los compuestos volatiles de la levadura.
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Figura 10. Efecto antagdnico de compuestos volatiles producidos por D. hansenii. (A)
actividad antagonica de D. hansenii por el método “boca a boca” contra M. circinelloides,
Aspergillus sp., F. proliferatum y F. subglutinans. (B) expresado a través del diametro del
crecimiento micelial. Los datos fueron tomados después de siete dias de incubacion a 28 °C.
Cada barra representa el promedio + DE de tres réplicas. Los valores promedio
significativamente diferentes del control (sin tratamiento; barras grises) de acuerdo a la
prueba t-Student (P < 0.05) son indicados con un asterisco.

7.1.6 Efecto del sobrenadante libre de células de D. hansenii sobre el crecimiento de
hongos patdgenos de maiz

El efecto del sobrenadante libre de células de D. hansenii sobre el crecimiento de hongos

patdgenos de maiz se muestra en la figura 11. Estos resultados indican un efecto antagoénico

significativo (p < 0.05) solo para F. proliferatum después de 7 dias de incubacidn, los cuales

alcanzaron hasta un 31% de inhibicion comparado con el control.
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Figura 11. Efecto antagonico del sobrenadante libre de células de D. hansenii contra M.
circinelloides, Aspergillus sp., F. proliferatum y F. subglutinans. (A) actividad antagdnica del
sobrenadante libre de células de D. hansenii en PDA después de siete dias de incubacién a
28 °C. (B) los datos estan expresados basado en el didmetro micelial. Cada barra representa
el promedio + DE de tres réplicas. Los valores promedio significativamente diferentes del
control (sin tratamiento; barras grises) de acuerdo a la prueba t-Student (P < 0.05) son
indicados por un asterisco.

7.1.7 Efecto antagdnico de D. hansenii contra hongos patégenos en grano de maiz

Las cuatro cepas de hongos aislados tuvieron la capacidad de infectar a los granos de maiz,
lo cual confirma su patogenicidad. M. circinelloides mostro un rdpido crecimiento y la mayor
afectacion de los granos al tercer dia pos-inoculaciéon. En contraste, Aspergillus sp, F.
proliferatum y F. subglutinans presentaron una tasa de crecimiento menor sobre los granos

de maiz, la mayor incidencia de la enfermedad se alcanzé el dia 6 pos-inoculacién (Tabla Ill).
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En general, cuando D. hansenii estuvo presente la presencia de micelio se retrasé por 24 h
comparado con los tratamientos control (Tabla IV). No se observaron diferencias
significativas entre la aplicacién de la levadura cada 24 h 0 48 h en ninguno de los aislados
(p>0.05, datos no mostrados). Basado en el crecimiento micelial, la actividad inhibitoria de
D. hansenii sobre el crecimiento de los hongos aislados se determind después de 7 dias de
incubacién. El mayor efecto antagénico de D. hansenii se observd en Aspergillus sp., F.
proliferatum y F. subglutinans. El establecimiento de D. hansenii y los hongos patdgenos
sobre la superficie de los granos de maiz se confirmé por Microscopia Electrdonica de Barrido

(Fig. 12).

Tabla lll. Actividad antagdnica de D. hansenii contra M. circinelloides, Aspergillus sp., F.
proliferatum y F. subglutinans en grano de maiz (Zea mays L.). Los resultados estan
expresados como incidencia de la enfermedad (%), después de siete dias de incubacion a
25 °C.

Incidencia de la enfermedad (%)

Tratamiento Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7
Control sin tratamiento 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

D. hansenii 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

M. circinelloides 4.8 93.3 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Aspergillus sp 0.0 0.0 13.1 615 91.6 100.0 100.0
F. proliferatum 0.0 0.0 448 86.6 100.0 100.0 100.0
F. subglutinans 0.0 0.0 37.8 63.0 949 100.0 100.0
M. circinelloides+Dhh? 0.0 89.9 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
M. circinelloides+Dhh® 0.0 91.6 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Aspergillus sp+Dhh? 0.0 0.0 10.4 311 79.9 98.3 100.0
Aspergillus sp+Dhh® 0.0 0.0 17.1 50.0 93.3 983 100.0
F. proliferatum+Dhh? 0.0 0.0 7.9 46.6 98.3 100.0 100.0
F. proliferatum+Dhh® 0.0 0.0 9.1 49,5 100.0 100.0 100.0
F. subglutinans+Dhh? 0.0 0.0 0.0 184 649 949 98.3
F. subglutinans+Dhh® 0.0 0.0 2.3 184 76.6 100.0 100.0

Notas: 2 Tratamiento con levadura cada 24 h; ® Tratamiento con levadura cada 48 h.
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Tabla IV. Actividad antagdnica de D. hansenii en grano de maiz (Zea mays L.). Los resultados
estan expresados como crecimiento micelial, después de siete dias de incubacion a 25 °C.

Crecimiento micelial

Tratamiento Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7
Control sin tratamiento - - - - - - -
D. hansenii - - - - - - -
M. circinelloides + ++ ++ e et +++ ++++
Aspergillus sp - - + + ++ +H+ 4
F. proliferatum - - + ++ +++ +H++
F. subglutinans - - + ++ +H+ +++ 4
M. circinelloides+Dhh? - + + ++ ++ ++ +++
M. circinelloides+Dhh® - + + ++ ++ ++ 4+
Aspergillus sp+Dhh? - - - + + ++ ++
Aspergillus sp+Dhh® - - + + + ++ ++
F. proliferatum+Dhh? - - - + + ++ F++
F. proliferatum+Dhh® - - + + + ++ 4
F. subglutinans+Dhh? - - - + + + ++
F. subglutinans+Dhh® - - + + + + ++

Notas: 2 Tratamiento de aplicacién de D. hansenii (1x108 células / mL) cada 24 h; ® Cada 48 h. Aislados con crecimiento:
nulo (=), muy poco (+), poco (++), moderado (+++), alto (++++) y muy alto (+++++).



49

ErENCE WDI4 imm 15 0FF

Figura 12. Micrografias de formacion de biofilm (FBF) por D. hansenii, y de la interaccion
entre hongos y levadura en grano de maiz. Inoculada cada 24 h y cada 48 h por pipeteo
directo sobre la superficie de los granos después de siete dias de incubacion a 25 °C. 750x
de magnificacién (b), 800x de magnificacion (d).

7.1.8 Efecto de D. hansenii sobre la produccion de fumonisinas en grano de maiz

El efecto de D. hansenii sobre la produccidn de fumonisinas en los granos de maiz se
muestra en la figura 13. F. subglutinans produjo mas fumonisinas (476.0 + 73.3 mg/kg) que
F. proliferatum (122.7 * 32.5 mg/kg). La aplicacion de D. hansenii redujo la produccién de

fumonisinas de F. subglutinans en 59.8% después de 7 dias de co-incubacion comparado
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con los tratamientos control. Por el contrario, la produccién de fumonisinas de F.

proliferatum no fue afectada por la presencia de D. hansenii.
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Figura 13. Produccion de fumonisinas de F. proliferatum y F. subglutinans en grano de maiz
(Zea mays L.). Los granos fueron co-inoculados con la levadura D. hansenii (1x108
células/mL) y con los aislados fungicos (1x10° esporas/mL), e incubados durante siete dias
a25°C.

7.2 Determinacidn de las potenciales propiedades probiéticas e inmunoestimulantes de

D. hansenii en leucocitos de sangre periférica de caprino.

7.2.1 Tolerancia a pH acido y sales biliares

Todas las levaduras fueron capaces de resistir las condiciones de estrés a las que fueron
expuestas, mostrando indices de crecimiento favorables bajo condiciones de pH acidos y un
elevado porcentaje de supervivencia ante altas concentraciones de sales biliares (Tabla V),
los parametros empleados para determinar las cepas mas relevantes fueron los siguientes:
IC < 25% inhibicion total, 25% < IC < 75% inhibicidn parcial, IC > 75% crecimiento similar al

control (Perricone et al., 2014).
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Tabla V. indice de crecimiento y porcentaje de supervivencia de cepas de D. hansenii bajo
condiciones de estrés (pH acido y presencia de sales biliares).

indice de crecimiento? (%)

Supervivencia? (%)

Levadura pH 2.0 pH 2.5 pH 3.0 Bilis0.3% Bilis0.6 % Bilis 0.9 %
DhhBCS001 77.945.83bc  77.74#1.4b¢ 82.242.7° 99.2+2.4 98.91+1.3 99.4+9.5
DhhBCS002 70.6%6.5°¢ 84.9+4.52> 85.4+3.43b  98.1+2.3 99.242.7 99.818.8
DhhBCS003 85.6+0.6% 90.5+5.1* 97.4+5.1®  99.4+0.6 99.146.8 99.247.2
DhhBCS004 83.9+5.82 85.6+4.0®%* 90.1+3.62® 99.0+0.5 98.7+2.0 99.2+7.3
DhhBCS005 78.6+2.8%°¢ 84.9+5.12b 8794592t  99.5+0.9 99.2+1.4 99.216.9
DhhBCS006 73.9+5.4%°¢ 76.8+2.7°¢ 88.1+4.126  98.446.3 99.3+8.4 99.3+8.5
DhhBCS007 79.3+0.823b¢ 83.,74#3.72 89.2+6.22b6  97.9+2.7 99.616.6 99.51+7.1

Notas: ! El crecimiento de las levaduras después de 24 h de incubacion a 28 °C en caldo YPD ajustado a distintos valores
de pH (2.0, 2.5 y 3.0) es expresado como indice de crecimiento (%), el cual se determiné tomando como referencia los
tratamientos control (pH de 6.5); 2 La supervivencia de las levaduras después de 24 h de incubacién a 28 °C en YPD agar
conteniendo distintas proporciones de sales biliares (0.3%, 0.6% y 0.9%) es expresado en porcentaje, tomando como
referencia los tratamientos control (sin sales biliares).

7.2.2 Ensayo de adhesion intestinal

Las cepas de D. hansenii (DhhBCS001, DhhBCS002, DhhBCS003, DhhBCS004, DhhBCS005,
DhhBCS006 y DhhBCS007) marcadas con DTAF mostraron afinidad al epitelio intestinal de
caprino, como se observa en las imagenes (en azul) por microscopia de fluorescencia a 40x

(Fig. 14).

Figura 14. Capacidad de adhesion a epitelio intestinal de cabra de D. hansenii marcadas con
DTAF verificado por microscopia de fluorescencia (aumento 40x). (a) DhhBCS001, (b)
DhhBCS002, (c) DhhBCS003, (d) DhhBCS004, (e) DhhBCS005, (f) DhhBCS006, (g) DhhBCS007,
(h) control sin levadura marcada.
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7.2.3 Ensayos inmunoldgicos

7.2.3.1 Espectros de NMR y rendimientos de B-glucanos de distintas cepas de D. hansenii
Las cantidades totales de B-glucanos extraidos de las cepas marinas de D. hansenii oscilaron
de 6.6 a 11%, con un minimo para la cepa DhhBCS007, y un maximo para la cepa
DhhBCS005. Los espectros de NMR de la region de carbohidratos de los glucanos
particulados insolubles en agua de las siete cepas marinas de D. hansenii se muestran en la
figura 15. El objetivo de este ensayo no fue evaluar a profundidad la estructura de los

polisacaridos investigados con NMR.
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Figura 15. Espectros de NMR de la regidén de carbohidratos de los glucanos particulados
insolubles en agua en un solvente mixto (DMSO-d6) a 80 °C de siete cepas marinas de D.
hansenii, (a) DhhBCS001, (b) DhhBCS002, (c) DhhBCS003, (d) DhhBCS004, (e) DhhBCS005,
(f) DhhBCS006, (g) DhhBCS007.

7.2.3.2 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de los leucocitos de sangre periférica caprina estimulados con B-glucanos y
lisados de D. hansenii se determind por el ensayo de reduccién de resazurina (Fig. 16)

después de 24 h de incubacion. No se observaron cambios significativos en la viabilidad de

los leucocitos comparados con los tratamientos control (sin B-glucanos o lisados). Por otra
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parte, los resultados obtenidos en el control positivo (DMSO) mostraron una reduccién

significativa (P < 0.05) en la viabilidad (29.9 %).
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Figura 16. Efecto de B-glucanos y lisados de cepas de D. hansenii sobre la viabilidad (%) de
leucocitos de sangre periférica caprina determinada por ensayo de reduccién de resazurina.
Los resultados estdn expresados como viabilidad celular (%) (Media + DE). Todos los
tratamientos se realizaron por triplicado. Los asteriscos denotan diferencia estadistica
significativa con respecto al control (p < 0.05).

7.2.3.3 Actividad fagocitica

Los leucocitos de sangre periférica caprina estimulados con B-glucanos de DhhBCS001,
DhhBCS002, DhhBCS003 y DhhBCS006, asi como con lisado de la levadura marina
DhhBCS001 significativamente incrementaron la capacidad fagocitica (el nimero relativo

de levaduras ingeridas por célula) comparado con el grupo control (leucocitos no

estimulados), similar al tratamiento con zymosan (Fig. 17).
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Figura 17. Capacidad fagocitica de leucocitos de sangre periférica caprina
inmunoestimulados con B-glucanos y lisados de cepas de D. hansenii después de 24 h de
incubacién a 37 °Cy 5 % de CO,. Los datos se presentan como el promedio + DE de tres
réplicas, de acuerdo al andlisis de varianza (P < 0.05). Valores promedio significativamente
diferentes del control (PBS) son denotados con un asterisco.

7.2.4 Actividades enzimaticas antioxidantes y respuestas al estrés oxidativo y

nitrosativo

7.2.4.1 Explosion respiratoria

Como se observa en la figura 18, en el ensayo de explosidn respiratoria los B-glucanos de
las cepas DhhBCS001, DhhBCS003, DhhBCS005, DhhBCS006 y DhhBCS007, asi como los
lisados de DhhBCS001, DhhBCS002, DhhBCS003, DhhBCS004 y DhhBCS005 incrementaron
(P £0.05) la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los leucocitos después

de 24 h de incubacién a 37 °Cy 5 % de CO, comparado con el tratamiento control (PBS).
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Figura 18. Generacion de especies reactivas de oxigeno en leucocitos estimulados con B-
glucanos y lisados de cepas de D. hansenii. Los datos estan expresados como OD a 655 nm.
Cada barra representa el promedio + DE de tres réplicas después de 24 h de incubacion a
37 °Cy 5 % de CO;. Los valores promedio significativamente diferentes del control (PBS) de
acuerdo al analisis de varianza (P < 0.05) son indicados por un asterisco.

7.2.4.2 Produccion de éxido nitrico (ON)

La produccion de 6xido nitrico se incremento (P < 0.05) en los grupos celulares tratados con
la cepa DhhBCS007 de ambientes marinos, tanto en el tratamiento con lisado como con B-
glucanos. En menor grado, también se estimularon los tratamientos con lisado de la cepa
DhhBCS001, asi como los tratamientos con B-glucanos de DhhBCS004 y DhhBCS005 después
de 24 h de incubacién a 37 °Cy 5 % de CO, comparado con el tratamiento control (PBS) (Fig.

19).
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Figura 19. Produccion de oxido nitrico (ON) por leucocitos estimulados con B-glucanos y
lisados celulares de cepas de D. hansenii. Los datos estan expresados como concentracion
de nitritos en pM. Cada barra representa el promedio + DE de tres réplicas después de 24 h
de incubacién a 37 °Cy 5 % de CO;. Los valores promedio significativamente diferentes del
control (PBS) de acuerdo al analisis de varianza (P < 0.05) son indicados por un asterisco.
7.2.4.3 Superodxido dismutasa y catalasa

Se observd un incremento de la actividad de SOD (P < 0.05) en los leucocitos estimulados
por las cepas DhhBCS005, DhhBCS004, DhhBCS003 y DhhBCS002 en ambos tratamientos
(B-glucanos y lisados), asi como también en los grupos tratados con B-glucanos de la
levadura marina DhhBCS006 comparados con los tratamientos control (PBS) (Fig. 20). El
incremento significativo (P < 0.05) de la actividad catalasa se presentd en los grupos

estimulados con las cepas DhhBCS001, DhhBCS002, DhhBCS003 y DhhBCS004 en ambos

tratamientos (B-glucanos y lisados), el lisado de DhhBCS001 fue el tratamiento con mejor
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efecto estimulante en este ensayo (Fig. 21). La actividad catalasa en los leucocitos tratados
con B-glucanos de DhhBCS006 y DhhBCS007, asi como el lisado de DhhBCS005 también

presentaron un incremento significativo (P < 0.05) comparado con el tratamiento control

(PBS).
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Figura 20. Actividad de superdxido dismutasa en leucocitos estimulados con B-glucanos y
lisados de cepas de D. hansenii. Los datos estan expresados como porcentaje de inhibicidn.
Cada barra representa el promedio + DE de tres réplicas después de 24 h de incubacion a
37 °Cy 5 % de CO;. Los valores promedio significativamente diferentes del control (PBS) de
acuerdo al andlisis de varianza (P < 0.05) son indicados por un asterisco.
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Tratamientos (24 h)

Figura 21. Actividad catalasa en leucocitos estimulados con B-glucanos y lisados de cepas
de D. hansenii. Los datos estan expresados como nmol/min/ml. Cada barra representa el
promedio * DE de tres réplicas después de 24 h de incubacién a 37 °Cy 5 % de CO;. Los
valores promedio significativamente diferentes del control (PBS) de acuerdo al analisis de
varianza (P £ 0.05) son indicados por un asterisco.

7.2.4.4 Mieloperoxidasa (MPO)
La actividad de mieloperoxidasa fue incrementada (P < 0.05) en los leucocitos de sangre
periférica de cabra estimulados con el lisado obtenido de la levadura marina DhhBCS002 y

los B-glucanos de DhhBCS001, comparados con el tratamiento control (PBS) (Fig. 22).
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Figura 22. Actividad de mieloperoxidasa (MPO) en leucocitos estimulados con B-glucanos y
lisados celulares de cepas de D. hansenii. Los datos estan expresados como U/mL. Cada
barra representa el promedio + DE de tres réplicas después de 24 h de incubacion a 37 °Cy
5 % de CO,. Los valores promedio significativamente diferentes de los controles (PBS;
zymosan) de acuerdo al analisis de varianza (P < 0.05) son indicados por un asterisco.

8. DISCUSION

Segun nuestro conocimiento, este es el primer reporte sobre el uso de levaduras marinas
como agente de control biolégico contra hongos patdgenos en grano de maiz. D. hansenii
fue elegida para determinar su actividad antifungica contra fitopatégenos del grano de maiz
debido a su probada habilidad antagdnica contra hongos en frutas, productos lacteos y
productos carnicos madurados (Andrade et al., 2014; Liu y Tsao, 2009; Nufiez et al., 2015).
Ademas, de acuerdo a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) D. hansenii

esta reportada como segura para su uso en la industria alimentaria (BIOHAZ, 2012). La cepa
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de D. hansenii (DhhBCS003) evaluada en el ensayo de inhibicion radial redujo
significativamente el crecimiento de los hongos objetivo: M. circinelloides (98.3%),
Aspergillus sp. (98.1%), F. proliferatum (97.7%) y F. subglutinans (97.2%). Nuestros
resultados coinciden con las tasas de inhibicion (cercanas al 100%) reportadas por otros
autores en ensayos in vitro donde utilizaron levaduras antagdénicas (Cyberlindnera jadinii,
Candida friedrichii, Candida intermedia, Lachancea thermotolerans, Candida zemplinina,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveriy Metschnikowia aff. fructicola) como agentes de
control para Aspergillus carbonarius y Aspergillus ochraceus en uvas y jugo de uva (Fiori et
al., 2014; Zhu et al., 2015). De la misma manera, aislados de D. hansenii redujeron el
crecimiento fungico (>60%) de hongos toxigénicos de embutidos fermentados en un ensayo
de cocultivo en medio solido (Nufiez et al., 2015). Nuestros resultados en conjunto con los
obtenidos por otros autores, sugieren que los mecanismos involucrados en el biocontrol de
hongos fitopatdgenos por D. hansenii son su elevada tasa de crecimiento, que le permite
competir por espacio y nutrientes.

En este estudio, la produccion de metabolitos secundarios producidos por un aislado de D.
hansenii con propiedades antifingicas queddé demostrado mediante los ensayos de
compuestos difusibles y sobrenadante libre de células. En el ensayo de compuestos
difusibles, D. hansenii indujo una reduccion en el crecimiento de hasta un 55.6% de tres de
las cuatro cepas fungicas evaluadas, siendo Aspergillus sp. la mas sensible. Por el contrario,
en el ensayo de sobrenadante libre de células se observd una inhibicidn significativa (p <
0.05) del crecimiento de F. proliferatum (31.56%), mientras que M. circinelloides,
Aspergillus sp. y F. subglutinans no fueron afectados por la presencia del sobrenadante. En
este sentido, nuestros resultados sugieren la sintesis y secrecién de sustancias supresoras
al medio en presencia de estas especies fungicas. De forma similar, Andrade et al. (2014)
observaron que los sobrenadantes libres de células de cepas de D. hansenii inhibieron el
crecimiento micelial de mohos ocratoxigénicos (Penicillium nordicum DMRICC 9035 y P.
nordicum CBS 323.92), indicando que esta levadura tiene la capacidad de secretar

compuestos inhibidores contra esos hongos patégenos. Por otra parte, estudios previos
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indicaron una inhibicién del crecimiento micelial por compuestos bioactivos antifingicos de
distintas cepas de levaduras tales como B-1,3 glucanasa, quitinasa y laminarinasa (Banani
et al., 2015; Lima et al., 2013; Mehlomakulu et al., 2014, Platania et al., 2012; Ting y Chai,
2015; Wang et al., 2012). Cabe destacar que existen reportes de algunas cepas de D.
hansenii con actividad killer y que secretan enzimas hidroliticas como mecanismos
antagonicos contra cepas fungicas sensibles en aceitunas y uvas (Hernandez et al., 2008;
Nally et al., 2015). Estos efectos antifungicos por actividad killer y enzimatica ya han sido
reportados en otras especies de levaduras tales como Zygosaccharomyces bailii, Candida
guilliermondii, Pichia anomala, Pichia membranifaciens y Saccharomyces cerevisiae (Coelho
et al., 2009; Fialho et al., 2010; Herndndez et al., 2008; Izgu et al., 2011; Marquina et al.,
2001; Masoud et al., 2005; Weiler y Schmitt, 2003). En este estudio, los compuestos
volatiles producidos por D. hansenii inhibieron el crecimiento micelial de F. proliferatum y
F. subglutinans (Fig. 3). Se sabe que la produccion de compuestos volatiles es un importante
mecanismo de antagonismo en las levaduras, su absorcidn a través de la membrana celular
de los hongos incrementa su permeabilidad y difusion de iones esenciales y metabolitos,
con la consecuente pérdida de la homeostasis (Ando et al., 2012; Di Francesco et al., 2015;
Ingram y Buttke, 1984; Simoncini et al., 2015). De hecho, la produccion de compuestos
volatiles antifungicos de levaduras tales como Cyberlindnera jadinii, Candida friedrichii, C.
intermedia, Lachancea thermotolerans, Cryptococcus albidus, Cochliobolus victoriae, y
Sporidiobolus pararoseus fue efectiva suprimiendo la germinacion de conidios y el
crecimiento micelial de distintas especies fungicas aisladas de diferentes productos
alimenticios (Fiori et al., 2014; Huang et al., 2012; Lutz et al., 2013). Cabe destacar que 21
de 280 aislados de D. hansenii mostraron habilidad para reducir el crecimiento fungico (10—
80%) de Penicillium verrucosum mediante la produccion de compuestos volatiles
antifungicos (Nufiez et al., 2015). De 51 compuestos volatiles evaluados, solo tres (2-
methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol y 2-methyl-1-butanol) fueron producidos por todos
los aislados evaluados de D. hansenii en presencia de P. verrucosum (Nuiez et al., 2015).

En el grano de maiz, el mayor efecto antagdnico de la levadura se observo contra Aspergillus
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sp. y F. subglutinans, siendo M. circinelloides y F. proliferatum los menos afectados. D.
hansenii ha demostrado una elevada eficiencia contra distintos hongos patdgenos en
diversos habitats. Andrade et al. (2014) demostré la habilidad de D. hansenii para prevenir
tanto el crecimiento de Penicillium nordicum como la acumulaciéon de ocratoxina A en
productos carnicos curados. De la misma manera, en algunos frutos como uvas D. hansenii
ha mostrado una actividad antifungica favorable contra hongos fitopatégenos (A. caelatus,
A. carbonarius, A. terreus, A. versicolor, F. oxysporum, P. commune, Rhizopus stolonifer y
Ulocladium sp.) aislados de uvas dafiadas con pudricion acida, (Nally et al., 2013).

Ademas, D. hansenii fue capaz de reducir la incidencia del moho azul post cosecha (P.
italicum Wehmer) por encima del 80% en limén mexicano después de dos semanas de
almacenamiento (Hernandez-Montiel et al., 2010). D. hansenii también ha sido descrita
como un agente biocontrol contra Aspergillus sp., Byssochlamys fulva, B. nivea,
Cladosporium sp., Eurotium chevalieri, P. candidum y P. roqueforti en yogurt natural y
quesos bajo condiciones no refrigeradas (Liu y Tsao, 2009). El género Fusarium incluye una
amplia variedad de especies de importancia ya que son patdgenas en plantas, muchas de
estas especies son capaces de producir micotoxinas implicadas en distintas enfermedades
en animales de granja y humanos (Thompson et al., 2013).

Se ha evaluado la produccion de fumonisinas en F. proliferatum, F. verticillioides, F.
subglutinans, F. anthophilum, F. globosum, F. nygamai, F. napiforme, F. oxysporum y F.
polyphialidicum, siendo F. proliferatum la especie que presentd el maximo nivel de
fumonisinas reportado (Rheeder et al., 2002; Yazar y Omurtag, 2008). En nuestro estudio,
la concentracion de fumonisinas en el maiz inoculado con esporas de F. subglutinans y
células de D. hansenii se redujo; mientras que la concentracién de fumonisinas en el maiz
inoculado con esporas de F. proliferatum y células de D. hansenii no fue afectado. En un
trabajo similar, Pizzolitto et al. (2012) evaluaron la habilidad de S. cerevisiae para remover
fumonisinas B1 (FB1) de medio liquido por absorcidn fisica (fisioabsorcion) hacia la pared
celular de la levadura, siendo factores determinantes tanto la concentracién de la toxina

como del microorganismo. En otro estudio, Gil-Serna et al. (2011) observaron una reduccién
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de ocratoxina A producida por A. westerdijkiae en presencia de D. hansenii, ellos
demostraron que estan involucrados dos importantes mecanismos (1) la inhibicién de la
biosintesis de ocratoxinas a nivel transcripcional y (2) la adsorcién de ocratoxinas por la
pared celular de las levaduras. Los autores encontraron que el nivel de reduccion de
ocratoxina A fue dependiente de la cepa de A. westerdijkiae evaluada. A pesar de que esos
mecanismos no se evaluaron en nuestro trabajo, es razonable plantear la hipotesis de que
D. hansenii pudiera emplear un mecanismo similar en la reduccion de la produccion de
fumonisinas por F. subglutinans. Se desconocen las razones de la falta de inhibicion de la
produccion de fumonisinas de F. proliferatum por D. hansenii. El presente estudio sugiere
que las especies fungicas o las cepas y/o un cierto nivel de produccion de fumonisinas
pudieran ser factores determinantes en la activacion de los mecanismos empleados para la
reduccion de fumonisinas. Sin embargo, esta hipdtesis requiere ser estudiada mas a fondo.
La evaluacidon del potencial probidtico de levaduras o cualquier otro microorganismo,
incluye ensayos de tolerancia a condiciones acidas y a la presencia de sales biliares, con la
finalidad de simular las condiciones que se presentan in vivo y son consideradas un
prerrequisito necesario para ejercer sus efectos benéficos dentro del hospedero (Van der
Aa Kihle et al.,, 2005). Todas las cepas de levadura evaluadas en nuestro trabajo
sobrevivieron (cercano al 100%) a la presencia de sales biliares (0.3%, 0.6% vy 0.9%), y fueron
capaces de crecer (> 75%) bajo condiciones de pH acido (2.0, 2.5y 3.0), lo que demostré su
elevada resistencia a estas condiciones que se presentan normalmente a lo largo del tracto
gastrointestinal. Nuestros resultados coinciden con las tasas de supervivencia superiores al
98% en condiciones de pH acido y presencia de sales biliares reportadas por Garcia-
Hernandez et al. (2012) usando cepas de levaduras aisladas de heces de pollos de engorda.
Resultados similares fueron obtenidos con levaduras (C. krusei, K. marxianus, C. tropicalis,
C. rugosa, C. fabianii, C. norvegensis y Trichosporon asahii) asiladas de Fura (alimento hecho
a base de cereal fermentado del oeste de Africa), que fueron capaces de sobrevivir e incluso
crecer bajo condiciones simuladas de transito a través del tracto gastrointestinal (Pedersen

et al.,, 2012). Las levaduras poseen una marcada capacidad de adherirse a superficies
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abidticas, células y tejidos, caracteristica de importancia en la medicina y la industria. La
capacidad de adhesién es proporcionada por una clase especial de proteinas de pared
celular, llamadas adhesinas (Verstrepen y Klis, 2006). En este estudio, se demostrd la
capacidad de adhesion a mucosa intestinal de cabra de D. hansenii, mediante el marcado
de las cepas con DTAF en el ensayo de adhesidn intestinal, todas las cepas marcadas
mostraron afinidad por el mucus intestinal.

D. hansenii tiene la habilidad de sobrevivir a condiciones gastrointestinales de peces in vitro
y la capacidad de adherirse con una alta afinidad a su mucosa intestinal (Tovar et al., 2002;
Reyes-Becerril et al., 2008). Interesantemente, estudios previos han demostrado que
algunas especies de levaduras, tales como S. cerevisiae, presentan la habilidad de adherirse
y sobrevivir dentro del tracto gastrointestinal para ejercer su efecto probidtico en rumiantes
(Magalh3es et al., 2008; Lesmeister et al., 2004; Pinloche et al., 2013; Uyeno et al., 2015).
Este fendmeno fue observado también por Reyes-Becerril (2008) cuando D. hansenii CBS
8339 marcada con DTAF mostré afinidad por el mucus intestinal de especies de peces
marinos (Mycteroperca rosacea y Sparus aurata). Asimismo, se ha demostrado que la
capacidad de las levaduras para adherirse al mucus intestinal del hospedero es un
prerrequisito basico para su colonizacién (Perricone et al., 2014).

Por otra parte, los B-glucanos son el mayor componente estructural de la pared celular de
las levaduras, asi mismo, son moléculas inmunoestimulantes, antimicrobianas, antivirales y
antitumorales para muchas especies de animales (Kogan, 2000; Ma et al., 2015). En este
trabajo se obtuvo el contenido de B-glucanos de la biomasa liofilizada de cada una de las
cepas de levadura empleadas, con la finalidad de determinar su actividad
inmunoestimulante en leucocitos de sangre periférica de cabra mediante ensayos
inmunolégicos in vitro. En primer lugar, se determind el rendimiento y se confirmo la
presencia de B-glucanos en los extractos de levaduras. Nuestros resultados indicaron que
el rendimiento de glucanos fue mas alto en la cepa DhhBCS005 (11%), y el rendimiento mas
bajo se presentd e la cepan DhhBCS007 (6.6%). Del mismo modo, Sukumaran et al. (2010)

encontraron que dos cepas marinas de D. hansenii tenian el mayor contenido de glucano



66

en torno al 12% de la biomasa total de levadura seca en comparacién con otras especies de
levadura. Sorprendentemente, Wilson et al. (2015) reportaron un rendimiento maximo de
glucano de 20 y 27.5% para D. nepalensis y D. fabryi, respectivamente. Estas diferencias
estan asociadas al aislado de levadura en si, ya que usamos el mismo método para la
extraccidon de glucano. Curiosamente, en este estudio, la presencia de B-glucanos en el
producto final del proceso de extraccién se confirmé por espectroscopia de NMR. De
acuerdo a varios reportes (Kardono et al., 2013; Mursito et al., 2010; Tada et al., 2007), la
expansion de las regiones espectrales alrededor de 3.2 a 4.6 ppm muestran los multiples
puntos de inflexion en las resonancias para el protén anomérico que demuestran la
presencia de B-D-glucanos. Ademas, los glucanos inmunoestimuladores deben tener la
propiedad de promover respuestas inmunes sin causar citotoxicidad en las células huésped
(Moreno-Mendieta et al., 2017). Aqui, ninguno de los glucanos extraidos tuvo efectos
citotoxicos en los leucocitos de sangre periférica de cabra bajo las concentraciones
probadas durante el ensayo de viabilidad celular, por lo tanto se pueden considerar seguros
para las cabras. Ademas, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha
considerado que los glucanos de levadura son seguros como nuevo ingrediente alimentario
para animales y humanos (EFSA, 2011).

Con el fin de conocer las propiedades inmunoestimulantes de los B-glucanos de D. hansenii,
evaluamos las diversas actividades inmunoldgicas relacionadas en los leucocitos de cabra.
La fagocitosis se inicia cuando el glucano es reconocido por el receptor dectin-1 en los
fagocitos lo que desencadena la actividad antimicrobiana (Goodridge et al., 2011). La
actividad fagocitica implica la liberacion de radicales libres toxicos y enzimas para degradar
a los microorganismos invasores, lo que puede mejorarse en los macréfagos de rumiantes
estimulados con glucanos de levadura (Buddle et al.,, 1988). Por lo tanto, una
inmunoestimulacién segura conlleva a leucocitos "entrenados" capaces de responder mds
rapido y de manera mas eficiente contra los patdgenos (Bekkering et al., 2016). Nuestros
resultados mostraron que la actividad fagocitica fue mayor en los leucocitos estimulados

con las cepas DhhBCS001, DhhBCS002, DhhBCS003 y DhhBCS006 comparada con los
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leucocitos no estimulados (tratamientos control). En rumiantes, la administracién de S.
cerevisiae o glucano de levadura aumentd el nUmero de bacterias fagocitadas y muertas
por los leucocitos (Hipikova et al., 1993; Magalhdes et al., 2008). Se han obtenido resultados
similares en neutrofilos porcinos y macréfagos estimulados con glucanos in vitro (Baert et
al., 2015). Asi mismo, se demostré que D. hansenii es capaz de incrementar la actividad
fagocitica en leucocitos aislados de rindn cefalico y bazo de pargo rojo del Pacifico,
probablemente debido a la presencia de compuestos estructurales y secretorios
inmunomoduladores que la levadura posee (Angulo et al., 2017). En general, estos
resultados también se han relacionado con la capacidad de los glucanos para promover la
actividad de la quimiotaxis de los leucocitos en células estimuladas (Cheng et al., 2004; Sato
et al.,, 2006). El 6xido nitrico (ON) es un pequeio radical libre con multiples funciones
fisioldgicas y patofisioldgicas, posee una amplia distribucion de sintesis y diversos
mecanismos de accion.

Por otra parte, durante la fagocitosis, se activa la sintesis de éxido nitrico (ON) a partir de L-
arginina a través de la ON sintasa (ONS). El ON es un pequeno radical libre que regula
multiples funciones fisioldgicas y contribuye a matar células virales infectadas, células
tumorales y patégenos, siendo esencial en la inflamacion y la inmunidad (MacMicking et
al., 1997; Xu et al., 2012). En este estudio, los B-glucanos de tres cepas de D. hansenii
(DhhBCS004, DhhBCS005 y DhhBCS007) indujeron la producciéon de ON. También se
observé una respuesta similar usando zymosan, un B-glucano obtenido de S. cerevisiae, en
macréfagos derivados de monocitos bovinos (Jungi et al., 1999). Curiosamente, la
produccion de ON inducida por la administracion de B-glucano de levadura se ha asociado
a la eficacia de los tratamientos inmuno-compatibles contra infecciones en lechones
(Chethan et al., 2017). Ademas de la biosintesis de ON, el estallido respiratorio es un
mecanismo posterior a la fagocitosis; y se asocia con un aumento en la liberacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por las células fagociticas mediante la activacién de la
NADPH oxidasa (Griendling y FitzGerald, 2003). Curiosamente, los cofactores ONS y NADPH

también pueden inducir la generacién de radicales superdxido de aniones no especificos a
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través de la modulacion bioldgica de ON (Xu et al., 2000). Nuestros resultados mostraron
gue los leucocitos estimulados con B-glucano de DhhBCS003, DhhBCS005 y DhhBCS006
indujeron la mayor produccién de ROS en comparacion con el tratamiento control (PBS,
células no estimuladas). De manera similar a nuestros resultados, Sonck et al. (2010)
informaron que los B-glucanos de las levaduras también potenciaron la produccion de ROS
en leucocitos de sangre periférica porcina, probablemente a través de mecanismos
mediados por los receptores dectina-1vy el receptor 3 del complemento (Baert et al., 2015).
En comparacion, varios trabajos han destacado la actividad inmunoestimulante de los
glucanos de levadura promoviendo la produccién de ROS en leucocitos de peces (Jgrgensen
y Robertsen, 1995; Kudrenko et al., 2009). Aun cuando las ROS son metabolitos reducidos
de oxigeno para matar patégenos, a niveles elevados pueden provocar la citotoxicidad de
las células del huésped (Mufioz-Atienza et al., 2015). Por lo tanto, multiples vias de
sefnalizacion intracelular que controlan el estrés oxidativo pueden activarse para mantener
la homeostasis celular, como las enzimas antioxidantes que juegan un papel importante en
el equilibrio de la concentracion de ROS (Case, 2017; Mahaseth y Kuzminov, 2017). En este
sentido, SOD convierte el O;- en H20,, que luego se convierte en agua y oxigeno por la CAT.
En el caso de MPO, el H,0; y el acido clorhidrico son sustratos que generan acido
hipocloroso, un compuesto altamente téxico contra patégenos invasores. Curiosamente,
en este estudio, las actividades de SOD y CAT fueron significativamente aumentadas en los
leucocitos de sangre periférica de cabra estimulados con B-glucanos de D. hansenii en
comparacion con el grupo de control. Este efecto puede asociarse con el mecanismo
antioxidante enzimatico que mejora el equilibrio redox. Por el contrario, la mieloperoxidasa
solo fue promovida por el lisado de la cepa DhhBCS002, asi como los B-glucanos de
DhhBCS001. En ratones y peces, la administracion dietaria de glucanos de levadura conduce
a una mejora significativa de las actividades de SOD, CAT y/o peroxidasa (Lei et al., 2015;
Guzman-Villanueva et al., 2014; Yuan et al., 2009). Ademas, de forma similar a nuestros
resultados, glucanos derivados de hongos marinos, D. hansenii y zymozan promovieron las

actividades de SOD, CAT y mieloperoxidasa en leucocitos de peces estimulados (Angulo et
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al., 2017; Cardenas-Reyna et al., 2017). En general, el equilibrio redox se mantiene
mediante la prevencidn, la intercepcion y la reparacion bajo mecanismos reguladores (Sies
et al., 2017) que podrian ser modulados por B-glucanos para dirigir la respuesta al estrés

oxidativo sin comprometer la viabilidad celular.

9. CONCLUSIONES

La levadura marina D. hansenii BCS0003 inhibe el crecimiento micelial de hongos patdgenos
de maiz. La eficiencia de esta levadura para inhibir el crecimiento de los hongos patégenos
se debid a los efectos sinérgicos de los mecanismos de competencia por nutrientes y
espacio principalmente, y en menor grado por la produccién de metabolitos extracelulares
y compuestos volatiles. La cepa D. hansenii BCSO003 puede ser considerada como potencial
agente bioprotector contra hongos toxigénicos en grano de maiz ya que nuestros resultados
revelaron que reduce el contenido de fumonisinas en cocultivo con F. subglutinans
comparado con los tratamientos control. El presente estudio es el primer reporte sobre las
propiedades probidticas y la actividad inmunomoduladora de los B-glucanos derivados de
D. hansenii en leucocitos de sangre periférica de cabra. Los resultados indicaron que todas
las cepas de levadura evaluados en este trabajo mostraron potenciales propiedades
probidticas, al presentar elevadas tasas de supervivencia e indices de crecimiento similares
a los tratamientos control cuando fueron incubadas en condiciones equivalentes al tracto
gastrointestinal de cabra, ademas de tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal
de caprino. Asimismo, los lisados y B-glucanos de las cepas DhhBCS001, DhhBCS003,
DhhBCS004 y DhhBCS005 estimularon los diferentes parametros inmunolégicos evaluados
sin afectar la viabilidad de los leucocitos de sangre periférica de caprinos. Con base en los
resultados obtenidos, la cepa DhhBCS003 es un agente bioprotector potencial contra
hongos fitopatégenos en grano de maiz y una levadura candidata por su potencial

probidtico y propiedades inmunoestimulantes para su evaluacién in vivo en caprinos.
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