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Resumen

Se evaluo el efecto de control de Debaryomyces hanseni sobre Colletofrichum
gloeosponoides a fraves de los mecanismos antagonicos de competencia por
carbohidratos, produccion de enzimas hidroliticas, produccion de compuestos
organicos volatiles, adhesion al patogeno, formacion de biopeliculas vy
concentracion del antagonista. Ademas, se analizo el efecto de confrol sobre C.
gloeosponoides al inocular al antagonista en frutos de papaya var. Maradol en
diferentes tiempos, y se realizé un ensayo bajo condiciones de comercializacion
local. Los resultados muestran gque la concentracion de 10°% celml' de
antagonista maximiza el efecto de los mecanismos antagdnicos confra C.
gloeosponoides. Con esta concenfracion se observa que la levadura es capaz de
producir biopeliculas sobre las heridas de frutos de papaya, evitando al 100% la
infeccion de C. gloeosporioides. El ensayo de tiempos de inoculacidn del
antagonista indico que la levadura es capaz de controlar al fitopatdgeno al 100%,
antes y después de su establecimiento en el fruto de papaya. Bajo condiciones de
comercializacion local la levadura tiene un efecto de proteccion contra hongos en
el 50% de los frutos, mientras que el fungicida comercial solo presenta un 30%.
Ademas, la aplicacion de levadura no tiene efecto en el desarrollo del color de los
frutos. La levadura D). hanseni presenta todos los mecanismos antagdnicos
ensayados; sin embargo, la proteccion de los frutos de papaya contra la
antracnosis esta relacionada directamente con la competencia por espacio y
carbohidratos, asi como con la formacion de biopeliculas.

PALABRAS CLAVE: Collefotrichum gloeosporioides, Debaryomyces hansenii,
Mecanismos antagonicos, Biopeliculas.

—
DrfgLuus"Guﬂlermo Hernandez Montrel
4 Director de Tesis



Summary

The control effect of Debaryomyces hansenii on Colletolrichum gloeosporioides
was evaluated through the antagonistic mechanisms of carbohydrate competition,
production of hydrolytic enzymes, production of volatile organic compounds,
adhesion on phytopathogen, biofilm formation and antagenist concentration. In
addition, the control effect on C. gloeospornioides was tested when inoculating the
antagonist on Maradol papaya fruits at different times, and an assay was
performed under local marketing conditions. The results show that the antagonist
concentration at 108 celmlL’ maximizes the effect of antagonistic mechanisms
against C. gloeosponoides. With that concentration, it is observed that the yeast is
capable of producing biofilms on the wounds of papaya fruits, avoiding the infection
of C. gloeosponioides at 100%. The test of inoculation times of the antagonist
indicated that the yeast can control the phytopathogen at 100%, before and after
its establishment in the papaya fruits. Under local commercialization conditions
yeast has a protective effect against fungi in 50% of the fruits, while the
commercial fungicide only presents 30%. In addition, the application of yeast has
no effect on the development of fruit color. The yeast D. hansenii presents all the
antagonistic mechanisms tested; however, the protection of papaya fruits against
anthracnose is directly related to competition for space and carbohydrates, as well
as the formation of biofilms.

KEY WORDS: Colletotnchum gloeosporioides, Debaryomyces hansemi, Antagonic
mechanisms, Biofilms.

Dré;Luus“Guﬂiermo Hernandez Montlel
Director de Tesis
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1. INTRODUCCION

El uso de microorganismos como agentes de control biolégico (ACB) de hongos
fitopatdgenos, es una alternativa al uso de fungicidas quimicos, la cual se ha
estudiado por mas de 30 afos. Esta herramienta biotecnologica se emplea
principalmente para el control poscosecha de hongos fitopatégenos en diferentes
agro-productos de importancia alimentaria y comercial. Las levaduras son el grupo
mas estudiado como ACB debido a que presentan ventajas en comparacion con
las bacterias y los hongos filamentosos, ademas tienen requerimientos
nutricionales simples, colonizan con facilidad las superficies de diversos agro-
productos y pueden crecer en fermentadores con sustratos baratos
(Chanchaichaovivat et al., 2007). El éxito de control de hongos fitopatogenos por
levaduras en poscosecha, ha permitido desarrollar productos comerciales como
Nexy® (Candida olephila), Yield plus® (Cryptococcus albidus) o Shemer®
(Metschnikowia fruticola); sin embargo, algunos productos a base de estos
microorganismos se han retirado del mercado por tener eficiencia variable/pobre,
lo cual tiene relacion con la capacidad de adaptacion de una levadura a un
ambiente especfifico, y con los mecanismos antagdénicos que ejerce sobre el
microorganismo blanco (Sharma et al.,, 2009). Lo deseable es que un ACB
presente diferentes mecanismos antagonicos contra uno o varios hongos

fitopatdgenos.

La levadura Debaryomyces hansenii es un microorganismo osmo-, halo- y
xerotolerante lo cual, junto con otras caracteristicas, le permite crecer y sobrevivir
en condiciones adversas. Ademas, se considera un microorganismo benéfico y
con potencial para aplicaciones biotecnoldgicas como la obtencién de metabolitos
de interés, aplicacion en la industria de proceso de alimentos, farmacéutica y
como ACB (Breuer y Harms, 2006). El efecto de control de hongos fitopatégenos

por D. hansenii sobre los agro-productos en los que se ha estudiado, se atribuye



principalmente a la competencia por espacio y nutrimentos (Hernandez-Montiel et
al., 2010b).

El género Colletotrichum se considera el octavo grupo mas importante de hongos
fitopatdgenos en el mundo (Dean et al.,, 2012). La enfermedad de antracnosis
afecta a frutos tropicales como aguacate, platano, mango y papaya; es causada
por especies del hongo Colletotrichum. Los frutos de papaya var. Maradol son
altamente apreciados por su valor nutricional y tienen una demanda creciente en
el mercado internacional, siendo México el principal exportador. Los frutos de
papaya son altamente perecederos y susceptibles a enfermedades poscosecha
como la antracnosis, esta enfermedad es de gran importancia econémica debido a
que puede causar pérdidas de cosecha que varian de 1 a 93% (Valenzuela et al.,
2015). Los productores de papaya aplican casi exclusivamente fungicidas como
benomil o tiabendazol durante el empaque de los frutos para el control de ésta
enfermedad, debido a que otros métodos de control presentan menor eficiencia o
resultan costosos; sin embargo, el uso de fungicidas ha generado efectos
negativos en la salud humana y el ambiente, y ha propiciado el desarrollo de
biotipos de patdégenos que presentan resistencia a los fungicidas aplicados en
poscosecha, teniendo como consecuencia el retiro de algunos fungicidas del
mercado (Bautista-Rosales et al., 2013). Esto ha desembocado en la tendencia
global de reducir el uso de fungicidas, motivando la busqueda de enfoques

alternativos como el control biolégico con microorganismos.

Existen varios reportes del uso de levaduras como ACB de especies de
Colletotrichum en diferentes hospederos (Rosa et al., 2010), y la literatura
cientifica reporta cerca de diez diferentes mecanismos antagonicos que pueden
presentar las levaduras contra un hongo fitopatégeno, siendo atribuido su efecto
de control poscosecha, principalmente por la competencia por espacio y
nutrimentos (Lutz et al., 2013). En estudios previos se determin6 que la levadura
D. hansenii (cepa ECP4) puede emplearse como ACB de Colletotrichum

gloeosporioides sobre frutos de papaya var. Maradol en poscosecha, siendo poco



esclarecidos sus mecanismos antagonicos. Por lo tanto, este trabajé se centré en
investigar los mecanismos antagonicos de D. hansenni hacia C. gloeosporioides,
in vitro e in vivo, como parte de su caracterizacién, buscando ademas tener
interaccion con productores de papaya Maradol en el Estado de Veracruz para

generar un trabajo integral y con valor social.



2. ANTECEDENTES

2.1. Los fungicidas quimicos y su relacion con la agricultura

Los fungicidas sintéticos son productos quimicos empleados en la agricultura para
el control de hongos fitopatdgenos que causan afecciones a los cultivos y sus
derivados. El mecanismo de accion de cada fungicida es diferente, pueden inhibir
la respiracion celular al unirse al sitio submicron del complejo Il de la cadena
respiratoria o inhibir el transporte de electrones mitocondrial, asi como inhibir la
division celular, la sintesis de la pared celular, la formacion de microtubulos o la
biosintesis de ergosterol, los cuales son parte esencial de su estructura (Bi y Ma,
2016; Fairchild et al., 2013; Holmstrom-Ruddick y Mortenseen, 1995).

Los frutos y vegetales son altamente perecederos, por lo que presentan pérdidas
considerables por infeccion de fitopatogenos (Luo et al., 2013). Las pérdidas
poscosecha son consideradas econdmicamente mas importantes debido a que
incluyen los costos de cultivo, transporte, almacenamiento y comercializacion
(Lima et al., 2013). La baja eficiencia de otros métodos de control es el factor
principal que influye en la decisién que los agricultores apliquen exclusivamente
fungicidas quimicos durante el empaque de productos poscosecha. En México, en
los ultimos 10 afios la demanda de fungicidas y bactericidas incrementd un 528%,
aumentando 437% lo aplicable en tierra arable y cultivos permanentes, mientras
que los apoyos de crédito para el sector agropecuario incrementaron un 268 %
(FAOSTAT, 2015), lo cual se traduce en mayor inversién para el control de

enfermedades de los agro-productos y mayor carga de residuos al ambiente.

El uso indiscriminado de fungicidas quimicos ha generado efectos negativos a la
salud humana, animal y al ambiente, cambiando las propiedades fisicoquimicas
del suelo y alterando la composicion de las comunidades microbianas en las que
se incluyen poblaciones benéficas (You et al., 2016). Por otra parte, los fungicidas

quimicos que se han utilizado en las ultimas décadas han perdido su efectividad



como es el caso de Carbendazim contra Fusarium spp. en China (Wang et al.,
2008), y debido a la presion selectiva que ejercen propician el desarrollo de
biotipos de los patégenos, resistentes a estos productos, principalmente a través
de mutaciones en las moléculas blanco de estos compuestos (Kano et al., 2016;
Lopez-Reyes et al., 2010; Panebianco et al., 2015; Yu et al., 2011).

El empleo constante de fungicidas quimicos ha ocasionado su prohibicidén que en
la mayoria de los paises desarrollados (Bautista-Rosales et al., 2013). Este
panorama Yy la demanda publica de agro-productos con menos residuos quimicos
genero la tendencia global del estudio de métodos alternativos al uso de estos
productos como los desinfectantes con baja residualidad, métodos fisicos o control
biolégico (Eshel et al., 2009; Lutz et al., 2012; Tripathi y Dubey, 2004; Zhang et al.,
2007).

2.2. El control biolégico y sus agentes microbianos

En fitopatologia y poscosecha de agro-productos, el control biolégico hace
referencia al uso de microorganismos antagonistas con la capacidad de inhibir el
crecimiento o dispersion de una enfermedad causada por un fitopatdgeno, para un
hospedero especifico sin afectar a éste. Estos antagonistas se denominan agentes
de control biolégico (ACB) y se consideran una alternativa al uso de agroquimicos

sobre los agro-productos (Chanchaichaovivat etal., 2007; Droby et al., 2009).

En los ultimos 30 afos, los investigadores se han dedicado al estudio de
microorganismos como ACB, principalmente contra fitopatdgenos que causan
afecciones poscosecha debido a la importancia comercial de los agro-productos y
por ser parte de la dieta de las poblaciones. Los microorganismos antagonistas
estudiados en control bioldgico incluyen bacterias, mohos y levaduras, y cada uno
de estos se caracteriza por ciertos mecanismos antagonicos por los cuales ejercen
su efecto de control sobre las enfermedades fungicas (Chanchaichaovivat et al.,
2008a; Droby et al., 2011; Teixido et al., 2011).



La mayor parte de los ACB estudiados se han aislado de la superficie de frutos y
plantas, asi como del suelo, los cuales son denominados “antagonistas naturales”
al aplicarse sobre el mismo huésped del que proceden, mientras que los que no
tienen la misma procedencia son denominados “antagonistas introducidos
artificialmente” (Kalia y Parshad, 2015; Wilson y Wisniewski, 1989). La fuente de
procedencia de estos ACB “introducidos” puede ser incluso de ambientes en
condiciones extremas como salinas, suelo del antartico, hielo subglacial y agua de
mar (Butinar et al., 2005; Gunde-Cimerman et al., 2003; Lutz et al., 2012; Vero et
al., 2013; Wang et al., 2008). Sin embargo, algunos autores reportan que el uso de
ACB “naturales” tienen mayor potencial ya que son un componente importante de
la comunidad microbiana epffita y presentan una ventaja al estar fenotipicamente
adaptados a estos nichos (Parafati et al., 2015). La prueba del alcance de los ACB
en poscosecha se ejemplifica con productos comerciales como Aspire, elaborado
con la levadura Candida oleophila |-182 (Ecogen, Inc., Estados Unidos de
América), BioSave 110, elaborado con la bacteria Pseudomonas syringae
(EcoScience Corporation, Estados Unidos de América) y Contans WG, elaborado
con el moho Coniothyrium minitans (Prohyta Biologischer, Alemania). Estos
productos cuentan con un registro oficial de las autoridades de salud y
ambientales para su aplicacion en agro-productos poscosecha, ademas, se han
desarrollado mas productos comerciales a base de levaduras que de otros
microorganismos considerados como ACB (Chanchaichaovivat et al., 2008b;
Ippolito y Nigro, 2000; Sharma et al., 2009).

2.3. ¢ Porque seleccionar levaduras como ACB?

En la literatura cientifica, las levaduras son los microorganismos mas estudiados
(en diversidad de especies) como agentes de control biolégico. Esto se debe a
que presentan ventajas con respecto a otros antagonistas como el hecho de no
producir esporas alérgenas o micotoxinas como muchos hongos filamentosos v,

en general, no producen metabolitos secundarios (antibiéticos) como algunas



bacterias antagonistas, los cuales podrian tener un impacto toxicolégico negativo
en la salud humana y/o animal o dar mayor resistencia a los fitopatogenos (Nunes,
2012; Qing y Shiping, 2000; Wilson et al., 1993; Wisniewski y Wilson, 1992).

Dentro de las caracteristicas relevantes que presentan estos microorganismos se
encuentra su capacidad de colonizar y sobrevivir en la carposfera durante
periodos largos de tiempo, crecen rapidamente, son poco sensibles e incluso
algunos de ellos son compatibles con los fungicidas quimicos empleados en
poscosecha (Chanchaichaovivat et al., 2007). Diversas levaduras empleadas
como ACB forman parte natural en el proceso de alimentos por lo que son
reconocidos generalmente como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) por la
FDA (Wang et al.,, 2010), ademas contienen cantidades altas de vitaminas,

minerales y aminoacidos esenciales (Spadaro et al., 2002).

Las levaduras son tolerantes a condiciones adversas como cambios de
temperatura, desecacion y cambios de humedad relativa, niveles bajos de
oxigeno, fluctuaciones de pH, déficit de nutrientes disponibles o radiacién UV
(Breuer y Harms, 2006). Estas condiciones se presentan en el ambiente, asi como
en algunos procesos desarrollados para el control de enfermedades en productos
poscosecha. Otras cualidades es su adaptacion a los microambientes de las frutas
con alta concentracién de azicares, alta presion osmaética y pH bajo (Spadaro y
Droby, 2016). Estos microorganismos presentan ventajas industriales debido a
que tienen una velocidad de crecimiento alto con requerimientos nutricionales
simples, lo cual permite cultivarlas en sustratos baratos en fermentadores y

producirlos en grandes cantidades (Nantawanit et al., 2010; Sundh y Melin, 2011).

Algunos autores han descrito una serie de caracteristicas que son deseables en
los ACB (Tabla I) y las levaduras cumplen en gran medida con las mismas, lo cual

incrementa su valor como herramienta biotecnolégica para poscosecha de frutas.



Tabla I. Caracteristicas ideales de un antagonista poscosecha para desarrollo

comercial. (Adaptado y modificado de Wilson y Wisniewski, 1989 vy Liu et al.,
2013).

-Genéticamente estable.

-Efectivo a baja concentracion.

-Sin requerimiento de nutrientes exigente.

-Habilidad de sobrevivir a condiciones ambientales adversas (incluyendo
baja/alta temperatura, estrés oxidativo y almacenamiento con atmosferas
controladas).

-Habilidad de adherirse y colonizar a la superficie de los huéspedes.

-Presentar mas de un mecanismo antagonico hacia elllos patégenos que se
desean controlar.

-Eficaz contra una amplia gama de patdgenos de diferentes agro-productos.
-Produccién en un medio de crecimiento de bajo costo.

-Que se prepare en una formulacion que se pueda almacenar y dispensar
eficazmente.

-Resistente a quimicos empleados en poscosecha, amigable con el medio
ambiente y no patogénica a los productos huésped.

-No producir metabolitos que son perjudiciales a la salud humana.

-Incapaz de crecer a 37°C y no estar asociado con infecciones en humanos.

2.4. Mecanismos antagonicos de levaduras

El sistema de control biolégico poscosecha engloba una compleja interaccién
entre patdgeno-huesped-antagonista, lo cual constituye un reto en el
entendimiento de las vias por las cuales los ACB protegen a los agro-productos.
La informacion de los mecanismos antagonicos de las levaduras que se han
estudiado aun es incompleta (Spadaro et al., 2002) y entender el modo de accién

de los antagonistas es de suma importancia, porque permite el desarrollo de



procedimientos efectivos para su aplicacién e identifica rasgos de su actividad que
pueden mejorarse, proporcionan informacion que justifica su seleccion vy
finalmente, esto contribuye en la aprobacién oficial para aplicarse en productos
alimenticios (Castoria et al., 2001; Rivera Avalos et al., 2012; Sharma et al., 2009).
Las investigaciones muestran que los efectos positivos de esta tecnologia
cambian segun la especie de levadura que se emplea, lo cual se relaciona con los

mecanismos antagonicos que presentan.

Dentro de los estudios de control biolégico poscosecha se han descrito
antagonistas que deben su actividad de bio-control principalmente a la
competencia por espacio y nutrimentos, exudacion de enzimas especificas,
parasitismo, la adhesion al patégeno y secrecion de substancias antimicrobianas
(solubles en agua o volatiles) (Nantawanit et al., 2010; Wilson y Wisniewski, 1989).
Adicionalmente, se considera que la formacion de biopeliculas, produccién de
especies reactivas de oxigeno, induccion de resistencia en el tejido del huésped,
producciéon de sideréforos y produccion de toxinas killer, participan en la supresion
de la actividad de los fitopatdgenos; sin embargo, se considera que la
competencia por espacio y nutrimientos es el principal mecanismo contra los

fitopatégenos en poscosecha (Janisiewicz y Korsten, 2002; Lutz et al., 2013).

Los ACB pueden presentar mas de un mecanismo antagonico, lo cual es deseable
e ideal. Los productos Aspire, Shemer y Yield plus basan su efecto de control
principalmente en la competencia por espacio y nutrimentos, produccion de (-1-3
glucanasa y quitinasa. Sin embargo, a pesar de presentar mas de un mecanismo
antagonico algunos productos se han retirado del mercado por presentar
resultados inconsistentes, como es el caso de Avogreen y Aspire
(Chanchaichaovivat et al., 2008b; ElI Ghaouth et al., 2004; Spadaro y Gullino,
2004).

Los ACB presentan varios mecanismos antagdnicos por lo que es necesario
caracterizarlos para aumentar la eficiencia de estos microorganismos en el control

biolégico de enfermedades en las plantas.
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2.4.1. Competencia por nutrientes y espacio

El principal mecanismo antagonico de levaduras como ACB es la competencia por
fuentes de carbono y espacio, los cuales, pueden ser limitados segun la densidad
celular a la que se aplique el microorganismo. Existe una eficiencia alta en el
control biolégico de fitopatégenos cuando se aplican concentraciones altas de
levadura; sin embargo, en algunos casos su efecto antagonico no supera al
obtenido con los fungicidas quimicos (Cao et al., 2011; Hernandez-Montiel et al.,
2010).

La competencia es un mecanismo intrinseco de las levaduras y de los
microorganismos, los cuales aprovechan los sustratos disponibles de carbono y
nitrdgeno para sobrevivir. Al estar en presencia con otro microorganismo como un
fitopatdbgeno, sobre la herida de un agro-producto, ambos hacen uso de sus
capacidades metabolicas para obtener una cantidad de nutrientes mayor, al existir
diferencia en las velocidades metabdlicas solo el microorganismo mejor adaptado
prevalece, por lo que la compatibilidad de la levadura con el sustrato es crucial en
la expresién de este mecanismo. Sin embargo, este mecanismo solo priva la
obtencion de nutrimentos de los fitopatégenos, pero no lo elimina. En la
competencia por espacio las levaduras tienen ventaja por su rapido crecimiento y
por la produccion de polisacaridos extracelulares, forman encapsulamientos que
promueven su adhesidon a la superficie de los agro-productos formando
biopeliculas que cubren por completo el area de la lesion (Droby et al., 2009;

Janisiewicz y Korsten, 2002; Zhang et al., 2010).

2.4.2. Produccion de sideréforos

Es un mecanismo activado por el agotamiento del ion hierro, las levaduras
expresan dos sistemas genéticos diferentes para la captacion de este elemento, el
sistema reductivo y el no-reductivo. Las sales férricas y los quelatos férricos son

substratos para el sistema reductivo mientras que el no reductivo reconoce
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exclusivamente sideréforos de hierro quelado. El hierro es un elemento esencial
para el crecimiento de los hongos y su patogénesis, este elemento esta presente
como cofactor de hemo-proteinas como catalasa y citocromos y se requiereo para
la actividad de diversas enzimas involucradas en un amplio rango de procesos
celulares, como la proteccion contra especies reactivas de oxigeno (EROs),
aunado a esto la adaptacion a la hipoxia y la homeostasis de hierro estan
involucrados en la regulacion de genes responsables de la virulencia de los
hongos. En el control bioldgico, la levadura aprovecha la lesién del agro-producto,
el cual es un microambiente con poco oxigeno y hierro, y mediante la produccion
de sideroforos compite por el hierro e interfiere con la germinacién de las esporas
del patégeno, su crecimiento y su virulencia. En estas condiciones, los hongos
tienen una actividad baja de catalasa y una proteccion menor contra dafios por
EROs (Philpott y Protchenko, 2008; Saravanakumar et al., 2008; Talibi et al.,
2014).

2.4.3. Formacion de biopelicula y quorum sensing

La adhesiéon de las células de levadura, se produce regularmente por la proteina
adhesiva glucofosfatidil inositol que esta anclada a la pared celular al igual que las
lectinas. La expresion de esta habilidad por parte de las levaduras antagonistas,
permite su adhesion a la superficie del micelio y conidios de los patégenos sobre
los agro-productos, de esta forma al interactuar con el patégeno, reduce la
superficie de absorcion de nutrientes de éste, retrasando o limitando su desarrollo.
Los efectos de este mecanismo aumentan cuando dan paso a la formacion de una
biopelicula. La biopelicula esta conformada por agrupaciones multicelulares de
levadura, la cual se produce por alteraciones de expresion génica como respuesta
de una condicidon de estrés. En la biopelicula, la microcolonia se encuentra dentro
de una matriz hidratada de proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos, producidos
por éstos. La formacion de esta estructura es mediada por “quorum sensing” con

reguladores como tirosol, farnesol y alcohol fenetlico que coordinan Ila
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conmutacién fenotipica de levadura-unicelular a hifa. Las familias de genes de
adhesion HWP1 y ALS, participan en el reconocimiento celular del huésped, la
adhesion, invasion y formacion de biopeliculas. Las levaduras tienen diferentes
familias adhesivas dependiendo de la especie, como resultado de adaptacion a un
nicho ecoldgico. En el control biolégico poscosecha, la formacién de la biopelicula,
por levaduras antagonistas, actia como una barrera mecanica que se interpone
entre la superficie de la herida del agro-producto y el patégeno. Sin embargo, poco
se sabe del papel de las biopeliculas de levaduras antagonicas en el control
bioldgico de enfermedades poscosecha y los mecanismos involucrados en su
formacion (Chi et al., 2015; Gori et al., 2011; Kalia y Parshad, 2015; Lutz et al.,
2013).

2.4.4. Produccion de compuestos antimicrobianos difusibles y volatiles

Las levaduras pueden producir compuestos antifungicos como toxinas Killer,
antibioticos y compuestos organicos volatiles. Algunas levaduras con fenotipo
killer, exudan proteinas téxicas (killer) al medio extracelular, las cuales son letales
para las células microbianas sensibles pertenecientes a la misma especie u otra
diferente. Los productores de estas toxinas son capaces de eliminarse entre ellos,
pero son inmunes a toxinas killer de su propia clase. Dentro de las toxinas Kkiller
estudiadas estan K1, K2 y K28. La mayoria de las toxinas killer son estables y
activas en rangos de pH 3 a 5.5, condicién presente en heridas o lesiones de
frutos, ademas estas toxinas son vulnerables a proteasas y labiles al calor, por lo
cual este mecanismo puede ser ineficaz en poscosecha. EI mecanismo de accién
de estas toxinas es diverso; K1 por ejemplo, muestra ser una toxina relacionada
con la formacion de poros en membranas, incrementando su permeabilidad y

produciendo la pérdida de contenido intracelular (Marquina et al., 2002).

La produccion de antibidticos por levaduras, como farnesol pueden inhibir in vitro a

diferentes bacterias y hongos, ademas, este metabolito se encuentra en
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numerosos aceites esenciales de plantas. Otra sustancia antifungica volatil, es el
2-feniletanol que ha demostrado tener actividad inhibitoria contra hongos
fitopatdgenos de citricos. La expresion de este mecanismo sobre los productos
alimenticios, genera la preocupacion del desarrollo de patdogenos de humanos
resistentes a estos compuestos y el desarrollo de fitopatégenos resistentes, por lo
que se debe tener cuidado con el uso de ACB que presenten este mecanismo

sobre los agro-productos (Jamalizadeh et al., 2011).

Los hongos filamentosos son capaces de producir compuestos organicos volatiles
(COV) antifungicos y las levaduras no son la excepcién. Algunos de estos COV
son, 2-fenetil alcohol, etanol o acetato de etilo. Algunos de los COV producidos
son resultado del proceso de fermentacidon alcohdlica de las levaduras, los cuales
presentan actividad antimicrobiana contra patégenos de frutos en poscosecha. La
problematica principal de este mecanismo, es la evaluacion del impacto real en el
control bioldgico, pues no se puede establecer un punto de comparacion de los
resultados in vitro e in vivo. La concentraciéon de COVs necesario para el control
de fitopatdogenos y su difusion, son algunas limitaciones que presenta este
mecanismo, ademas, algunos COV producidos por hongos presentan un riesgo
carcinogénico. La produccion de COVs es una alternativa potencial de control
biolégico debido a que no requiere contacto fisico con los agro-productos; sin
embargo, la seguridad de su uso debe ser evaluado (Liu et al., 2014; Spadaro y
Guillino, 2004).

2.4.5. Liberacion de hidrolasas

En el control biolégico poscosecha, el parasitismo tiene lugar cuando la levadura
se alimenta del hongo fitopatdégeno, produciendo lisis parcial o total de sus
estructuras y propagulos. Las paredes celulares de los hongos estan compuestas
principalmente por quitina (20%), B-glucano (50-60%) y proteinas (20-30%). La

quitina es un homopolimero lineal e insoluble, formado por subunidades de N-
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acetil glucosamina unidas por enlaces p-1,4, y actia como el soporte medular de

la pared celular. El glucano es un polisacarido que se encuentra unido por enlaces
B-glucosidicos. El B-1,3-glucano se considera el principal constituyente estructural
al cual estan unidos covalentemente otros componentes de la pared celular,
proporcionandole fuerza e integridad mecanica. La mayoria de las proteinas de la
pared celular son glicoproteinas con diversas modificaciones, con oligosacaridos.
Las proteinas de la pared celular juegan un papel importante en el mantenimiento
de la forma celular, la sintesis y la remodelacion de componentes de la pared
celular, la absorcion de moléculas y la protecciéon de la célula contra moléculas
externas. Las levaduras antagonicas rompen la pared celular de los hongos
mediante la participacion de diferentes enzimas, que actuan sobre los tres
componentes principales mencionados. Las endo y exo-quitinasas hidrolizan la
quitina, rompiendo los enlaces B-1,4 que unen las subunidades de N-acetil
glucosamina, en sitios al azar a lo largo de la cadena polimérica y por los
extremos, respectivamente, lo cual permite la obtencion de una fuente de carbono
y nitrdgeno para la levadura. Las endo y exo-glucanasas hidrolizan el glucano, en
sitios al azar a lo largo de la cadena del polisacarido y por el extremo no reducido,
respectivamente, produciendo oligosacaridos de menor tamafo y glucosa, la cual
es aprovechada como fuente de carbono por la levadura. Las proteasas se
clasifican en serin proteinasas, cistein proteinasa, aspartico proteinasa y
metaloproteinasas de acuerdo a su sitio catalitico y condicién de accion. A traves
de la degradacion de las proteinas de membrana del hongo, las levaduras pueden
suministrarse de una fuente de aminoacido, nitrégeno, asi como de cofactores
(Magallon-Andalon et al., 2012; Sharma et al., 2009).

2.4.6. Induccion de resistencia

Durante el control bioldégico poscosecha las levaduras interactian con la
carposfera del huésped, en particular con la zona de la lesion. En el estudio de

estas interacciones, los antagonistas muestran mayor eficiencia de control sobre
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los hongos cuando se aplican antes de la inoculacion del patégeno, esto dio lugar
a la hipotesis de que las células de levadura pueden inducir procesos de
resistencia en el tejido de frutos a través de inductores que son secretados por
éstas o por componentes de su pared celular, tal como sucede en plantas. En los
estudios de interaccion planta-microrganismo, se tiene un amplio conocimiento del
proceso de sefalizacidn que da lugar a las respuestas bioquimicas y moleculares
de defensa, sin embargo, se desconoce esta relacion entre los productos

poscosecha y los agentes de control biolégico (Liu et al., 2013).

La induccion de respuestas de defensa por levaduras, se demuestra con los
procesos que tienen lugar en frutos poscosecha, seguidas de la aplicacion de
levaduras antagonistas. Dentro de estos procesos se describe la produccion de
diferentes enzimas y metabolitos, reportdndose i) proteinas ligadas a la
patogenicidad que incluye glucanasas y quitinasas, peroxidasas, superdxido
dismutasa, catalasa (que protegen el tejido contra dafo oxidativo), inhibidores de
proteinas o proteinas trasportadoras de lipidos; ii) compuestos con actividad
antimicrobiana como fitoalexinas; y iii) papilas formadas por calosa y lignina,
depositadas en la pared celular asegurando su fortalecimiento. Otros patrones
clave que desencadenan inmunidad son, iv) la produccién de EROs con una
funcion de senalizacion y efecto antimicrobiano directo, o v) el cierre de estomas.
En plantas, la respuesta inmune es mediada y dependiente de fitohormonas, como
el acido salicilico, acido jasmonico, etileno y acido abscisico, asi como su
interaccion, permitiendo la activacion de respuestas inmunes contra organismos
especificos (Liu etal., 2013; Lu et al., 2013b; Luo et al., 2013).

Aunque la induccién de resistencia en el tejido del huésped, por el tratamiento con
antagonistas se correlaciona, no se ha establecido evidencia directa de la
capacidad de las sustancias inducidas para inhibir la infeccion por patdgenos
poscosecha (Spadaro y Droby, 2016).



16

2.4.7. El papel del estrés oxidativo y la mitigacion del dafo oxidativo

La produccion de EROs en plantas, son la respuesta inicial contra
microorganismos patdégenos y no patdégenos. En el caso de interacciones
parasitarias no compatibles se produce inicialmente un aumento moderado de
EROs, que precede a un estallido oxidativo mas fuerte, mientras que en una
interaccion compatible no se produce este segundo incremento de radicales
reactivos en el tejido del huésped. El estrés oxidativo tiene efectos adversos si no
es regulado por una respuesta antioxidante, ocasionando dafos como
degradacién de ADN, alteraciones en la capa lipidica de la membrana celular,
inactivacion de receptores de membrana y afecciones a proteinas, incrementando

su susceptibilidad a protedlisis e inhibiendo su actividad (Barna et al., 2012).

La produccién de EROs por levaduras antagénicas es un mecanismo descubierto
recientemente y se comprueba por la acumulacién de EROs en el tejido de frutos
poco tiempo después de la aplicacion de las células de levadura. Ademas, se ha
demostrado que algunas levaduras tienen la capacidad de tolerar, producir y
acumular H202 intracelular. El incremento de EROs en el sitio de la lesidén de
frutos, conduce a la activacion de mecanismos de defensa del huésped, lo cual se
estudia genéticamente por la induccién de la expresion de genes que codifican a
quitinasa, fenilalanina amonio liasa, chalcona sintasa entre otros, asi como la
regulacion a la baja de genes de peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa, lo
gue se relaciona con los niveles altos de perdxido de hidrégeno, anidn superoxido
y radical hidroxilo en el tejido tratado con levaduras (Castoria et al., 2003;
Macarisin et al., 2010; Teixid6 et al., 2011).

La regulacion negativa y positiva de genes de defensa, en conjunto con la
capacidad de algunas levaduras de producir EROs, sugiere que la levadura
contribuye en los niveles de EROS en el tejido del huésped, los cuales tienen un
efecto directo o indirecto sobre el control de hongos que afectan los productos

poscosecha (Spadaro y Droby, 2016).
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2.5. Levadura D. hansenii

D. hansenii es una levadura no patégena, la cual estd presente en frutos y
participa en los procesos de elaboracién de alimentos como quesos, embutidos
secos fermentados, vino y cerveza, donde su actividad proteolitica y lipolitica
contribuye a la maduracién de los alimentos y desarrollo del aroma por la
producciéon de compuestos aromaticos como aldehidos, cetonas, alcoholes,
ésteres y compuestos de azufre. Tiene aplicaciones que incluyen la preparacion
de emulsiones alimenticias, produce péptidos antihipertensivos derivados de
caseina y xilitol, el cual se usa en la industria alimentaria por su efecto
edulcorante, propiedades anti caries y su tolerancia por los diabéticos. Por estas
razones se reconoce COmoO un organismo con usos benéficos y sus metabolitos
seconsideran GRAS (Bourdichon et al., 2012; Cano-Garcia et al., 2014; Garcia-
Tejedor et al., 2015).

Esta levadura pertenece a los ascomicetos, es cosmopolita, osmo-, halo- y
xerotolerante. Es capaz de crecer en concentraciones de cloruro de sodio hasta
20.5 M. Sus rangos de temperatura de crecimiento van de 4 a 35°C con éptimo de
20-25°C, y es capaz de crecer en un rango de pH de 3 a 10 y en ambientes con
actividad acuosa hasta de 0.99; ademas es capaz de asimilar diferentes fuentes
de carbono (Breuer y Harms, 2006; Papagora et al., 2013; Prista et al., 2005)

La aplicacion de D. hansenii como ACB en poscosecha se ha demostrado en
citricos contra Penicillium digitatum, P. italicum y Geotrichum candidum, en
durazno contra Rhizopus stolonifer, en manzana contra P. expansum, en uva
contra moho gris y en tomate contra Rhizopus spp., moho gris y Alternaria spp.
(Sharma et al.,, 2009). Los mecanismos antagénicos reportados para este
microorganismo incluyen la competencia por espacio y nutrientes, produccion de
enzimas hidroliticas, toxinas killer e induccién de resistencia por fitoalexinas
(Banjara, 2014; Hernandez-Montiel et al., 2010; Strano et al., 2003). Una
caracteristica importante para su aplicacion como ACB es su tolerancia y

compatibilidad con biocidas como el diéxido de cloro, penconaol, benomil y
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cicloheximida, los cuales son aplicados en productos poscosecha para el control

de fitopatégenos (Breuer y Harms, 2006).

2.6. El hongo C. gloeosporioides

El género Colletotrichum se considera como el octavo grupo mas importante de
hongos patdgenos de plantas en el mundo (Dean et al., 2012). C. gloeosporioides
es uno de los agentes fitopatdgenos mas comunes en frutos poscosecha y se
distribuye ampliamente. Este hongo es el agente causal de la enfermedad
denominada antracnosis, la cual afecta a frutos tropicales de importancia
econdémica como aguacate, platano, mango y papaya (Admasu et al., 2014;
Bautista-Bafnos, 2014; Coates et al., 1993; Torres-Calzada et al., 2013).

Estudios histologicos de la patogénesis de Colletotrichum en aguacate y naranja
revelaron que existen dos patrones de infeccidon del hongo. El primero consiste en
el desarrollo del tubo germinativo del conidio, el cual penetra de manera directa la
epidermis del hospedero; el segundo, presente con mayor frecuencia, se basa en
el desarrollo del tubo germinativo del conidio, el cual subsecuentemente genera un
apresorio con el que penetra por accion mecanica y la enzima cutinasa, y después
desarrolla una punta infectiva que penetra la pared periclinal de las células
epidérmicas (Binyamini y Schiffmann-Nadel, 1972; Carrillo et al., 2002; O'Connell
et al., 2012). Para el desarrollo del apresorio se requiere de vias de sefalizacion
cAMP y MAPK, las cuales se producen al entrar en contacto el conidio con la
cuticula del huésped, activando el gen CAP20 que estad involucrado en la
formacion del apresorio. La hifa penetrante del apresorio se desarrolla dentro de la
cuticula y en las capas superiores de células epidérmicas en los frutos verdes, sin
inducir reacciones visibles en el huésped, lo cual se debe a que en esta fase el
hongo expresa el gen CgDN3, que es indispensable para evadir el reconocimiento
por parte del huésped, suprimiendo su respuesta de hipersensibilidad (Eloy et al.,
2015; Podila et al., 1993; Rodriguez-Lopez et al., 2009; Stephenson et al., 2000).
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En condiciones de madurez fisiologica de los frutos, el apresorio permite que el
hongo permanezca adherido a la superficie de huésped, en estado latente y sin
causar afecciones, hasta presentarse las condiciones adecuadas para la infeccion.
Por tal razén, este patdogeno es hemibiotréfico (biotrofico y necrotréfico) (Eckert y
Ogawa, 1985; Rodriguez-Lépez et al., 2013).

El cambio de estado biotréfico al necrotréfico de infeccidn, ocurre durante la
maduracion del fruto, las sefiales para la liberacion del estado de latencia incluyen
la aparicion de sustratos desmontados de las paredes celulares, incremento de
etileno, disminucion de la cantidad de compuestos antifungicos preformados en el
fruto, como derivados de lipidos, polifenoles vy fitoalexinas y la disminucion de la
respuesta de defensa inducible del huésped. Al activarse el estado necrotrofico, el
hongo produce poligalacturonasas y pectato liasas, que degradan la pared celular
del hospedero y dan lugar a la enfermedad de antracnosis (Alkan et al., 2015;
Siddiquiy Ali, 2014).

2.7. Papaya (Carica papaya L.) var. Maradol y antracnosis

La papaya es un fruto tropical y subtropical que pertenece a la familia de las
Caricaceas y se ha convertido en una fruta importante a nivel internacional, como
producto fresco y procesado, por su valor nutricional y terapéutico (Ong et al.,
2013, 2014). La produccién de papaya en el mundo y los valores de importacion,
han aumentado continuamente en los ultimos afos, llegando a 11.8 millones de
toneladas con un valor de 243 millones de dolares, respectivamente (Udomkum et
al., 2015). La produccién de papaya en México es una actividad que genera altas
divisas por su constante demanda del mercado internacional. Los cinco principales
productores a nivel mundial de este fruto son India, Brasil, Indonesia, Nigeria y
México. Este ultimo, ocupa el primer lugar en exportaciéon siendo su principal
comprador Estados Unidos de América, el cual importa 103,926.00 ton con valor
aproximado de 45 millones de dolares (FAOSTAT, 2015). En La Republica
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Mexicana, se producen las variedades Amarilla, Criolla, Hawaiana, Maradol y
Roja. La papaya var. Maradol es la mas cultivada a nivel nacional, con una
produccion promedio anual de 611,653.84 ton (SIAP, 2015). En México, de 2007 a
2013 la produccion de papaya disminuyd un 16.8% (FAOSTAT, 2015) vy,
considerando el aumento del consumo de fungicidas en el pais, se infiere que se
requiere de una mayor inversiéon para la produccion de éste y otros agro-

productos, lo cual puede afectar las ganancias econdmicas del agricultor.

El fruto de papaya es climatérico y susceptible a pérdidas poscosecha a lo largo
de toda la cadena de valor, lo cual se debe a su deterioro rapido, enfermedades
parasitarias, trastornos fisioldgicos, dafios mecanicos y fruta sobremadura. Esto se
traduce en un tiempo corto de conservacion del producto fresco por lo cual
requiere un manejo cuidadoso (Paull et al., 1997; Udomkum et al., 2015). El
principal factor que afecta la calidad poscosecha de los frutos de papaya es la
aparicion de enfermedades por hongos patégenos, como Phoma caricae-papayae,
Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata, Lasiodiplodia theobromae, Fusarium spp.
La principal enfermedad que afecta éstos frutos es la antracnosis, causada por el
‘complejo de especies” C. gloeosporioides. Esta enfermedad causa pérdidas en
las cosechas que varian de 1 a 93%, por lo cual su control es muy importante para
evitar pérdidas econdmicas (Spadaro y Gullino, 2004; Valenzuela et al., 2015; Vij y
Prashar, 2015).

En general, C. gloeosporioides inicia la infeccion tan pronto empieza la floracion
en campo y permanece latente hasta que las condiciones ambientales poscosecha
favorezcan la colonizacion del tejido del fruto de papaya. En los primeros sintomas
de antracnosis, usualmente aparecen areas obscuras, pequefias y redondas en
las porciones maduras de los frutos. Conforme avanza la maduracion, éstas
manchas se agrandan rapidamente formando lesiones circulares ligeramente
hundidas que alcanzan un tamafio mayor de 2 pulgadas de diametro, los
margenes de la herida toman un color obscuro en tanto la porcién central de la

lesion se torna color café o negro. En la etapa mas avanzada de la enfermedad se
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producen signos del hongo como la aparicion de masas de esporas de color
naranja en la porcion central de la lesion, dispuestas frecuentemente en forma de
anillos concéntricos. Ademas de producir lesion en la superficie, el hongo también
avanza al interior del fruto, produciendo pudricion que afecta los tejidos del fruto,

volviéndolos blandos y obscuros (Carrillo et al., 2002; Ong y Ali, 2015)

El control de la antracnosis se realiza casi exclusivamente por el uso de fungicidas
como benomil y tiabendazol, por la inmersion de frutos en estas soluciones,
durante el proceso de empaque. Sin embargo, se reportan estrategias alternativas
al uso de fungicidas, como el control fisico por radiacion gamma y ultravioleta, el
uso de recubrimientos comestibles a base de quitosano, el uso de aceites
esenciales solos o en combinacion con compuestos no toxicos, como goma
arabiga y el control biologico (Lima et al., 2013; Valenzuela et al., 2015). Algunos
ejemplos de levaduras empleadas como ACB contra especies de Colletotrichum
son, Torulaspora globosa contra C. sublineolum en sorgo (Sorghum bicolor L.)
(Rosa et al., 2010), Pichia guilliermondii contra C. capsici en chile (Capsicum
annuum L. var. acuminatum Fingerh) (Nantawanit et al., 2010), Candida
membranifaciens contra C. gloeosporioides en mango (Mangifera indica L.)
(Kefialew y Ayalew, 2008) y Cryptococcus magnus contra C. gloeosporioides en

papaya (Carica papaya L.) (de Capdeville et al., 2007).
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3. JUSTIFICACION

El peligro que representa el empleo de fungicidas sobre agro-productos para la
salud humana, el ambiente y el desarrollo de fitopatdgenos resistentes, hace
necesario implementar alternativas como el control biolégico, con el cual se
pueden reducir estos riesgos, asi como las pérdidas poscosecha de cultivos de
importancia econdomica y reducir los costos de manejo de estos al eliminar el
empleo de fungicidas quimicos. La levadura D. hansenii ha mostrado controlar la
enfermedad de la antracnosis en frutos de papaya var. Maradol; sin embargo, no
se conocen sus mecanismos antagonicos, lo cual es necesario investigar como
parte de su caracterizacion, asi como los factores que pueden influir en su
eficiencia como ACB. Al obtenerse estos conocimientos se pueden desarrollar
estrategias para incrementar la eficiencia de este microorganismo y desarrollar un
producto comercial con el cual se beneficie el sector poscosecha, la salud humana

y el ambiente.

4. HIPOTESIS

Si D. hansenii presenta los mecanismos antagénicos de competencia por
carbohidratos, produccién de enzimas hidroliticas, producciéon de compuestos
organicos \volatiles, adhesion al patégeno, formacion de biopeliculas, vy
concentraciéon y tiempo de inoculacion, entonces por medio de estos podria inhibir
in vitro y ofrecer una proteccion poscosecha de frutos de papaya var. Maradol

contra Colletotrichum gloeosporioides.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar los principales mecanismos antagonicos de D. hansenii hacia C.

gloeosporioides para la proteccion poscosecha de papaya var. Maradol.

5.1.1. Objetivos particulares

a. Evaluar la dinamica poblacional de D. hansenii en un medio de -cultivo
elaborado a base de papaya.

b. Cuantificar in vitro la competencia por carbohidratos entre D. hansenii y C.
gloeosporioides.

c. Determinar la produccion de enzimas hidroliticas (p-1,3-glucanasa, quitinasas y
proteasas) de D. hansenii.

d. Evaluar el efecto de compuestos organicos volatiles (CVOs) producidos por D.
hansenii hacia la inhibicion de C. gloeosporioides.

e. Evaluar in vitro e in vivo el efecto de D. hansenii sobre la formacién de
biopeliculas y adhesion al patégeno.

f. Determinar in vitro e in vivo el efecto de D. hansenii sobre la inhibicion de C.
gloeosporioides.

g. Evaluar diferentes tiempos de inoculacion de D. hansenii sobre el control de C.
gloeosporioides en frutos de papaya var. Maradol.

h. Determinar el efecto de D. hansenii sobre la proteccion de papaya var. Maradol

en condiciones de comercializacion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Dinamica poblacional de D. hansenii en medio de cultivo elaborado a

base de papaya

6.1.1. D. hansenii

Se utilizé la cepa ECP4 de D. hansenii la cual fue proporcionada por el Laboratorio
de Fitopatologia del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. La
cepa se cultivd en medio sélido de Agar de Dextrosa y Papa (PDA por sus siglas
en inglés, Difco™) a 25°C por 48 h. Posteriormente de la placa de cultivo se
colectd la biomasa y con solucion salina (0.85%) se ajusté su concentracion a 108

cel'mL-! utilizando una camara de Neubauer.

6.1.2. Elaboracion de medio de cultivo

Se colectaron 300 g de frutos de papaya var. Maradol con madurez comercial los
cuales se ftriturarons, homogenizaron y filtraron con gasas estériles para la
obtencién de 100 mL de concentrado. A partir de esta solucion se elaboraron dos
diluciones seriales: 1:10 y 1:100 con agua destilada estéril y posteriormente se
esterilizaron en autoclave a 120°C con 15 Ib de presion por 15 min (Maragatham y

Panneerselvam, 2011).

6.1.3. Experimento

Matraces Erlenmeyer con 30 mL del medio de cultivo a base de papaya (dilusion
1:10 y 1:100) se inocularon con 1 mL de la suspension de levadura. Como control
se inoculd la levadura en medio liquido de Caldo de Papa y Dextrosa (PDB por

sus siglas en inglés, Difco™). Los matraces se incubaron a 25°C por 48 h. De
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cada medio de cultivo se colectaron alicuotas de 1 mL a intervalos de 5 h
determinando su absorbancia a una longitud de onda de 580 nm mediante un
espectrofotometro-UV (HACH® DR-2700) y se cuantificd la concentracion total de
células de levadura (cel/mL) utilizando una camara de Neubauer. Se utiliz6 como
blanco el medio de cultivo de cada tratamiento para calibrar el espectrofotometro-
UV. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y el experimento se repitié¢ dos
veces. Los datos de las variables se promediaron y se obtuvo la desviacion

estandar correspondiente.

6.2. Cuantificacion in vitro de la competencia por carbohidratos entre D.

hanseniiy C. gloeosporioides

6.2.1. D. hansenii

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivé en PDA a 25°C por 48 h. Posteriormente
de la placa de cultivo se colectd la biomasa y con solucion salina (0.85%) se ajusto

su concentracion a 108 cel-mL-"! utilizando una camara de Neubauer.

6.2.2. C. gloeosporioides

Se utilizé la cepa AEPC2.7 de C. gloeosporioides la cual fue proporcionada por el
Laboratorio de Fitopatologia del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste, S.C. El hongo se cultivd en PDA a 25°C por 9 dias. Posteriormente de la
placa de cultivo se colectaron los conidios y con agua se ajustd su concentracion a

108 conidios'mL-" utilizando una camara de Neubauer.



26

6.2.3. Desarrollo experimental

Se depositaron 100 pL de la suspension de levadura y/o 100 pL de la suspension
de C. gloeosporioides en 0.04 L de medio de cultivo a base de papaya 1:10. Los
matraces Erlenmeyer con las soluciones se incubaron a 25°C y 150 rpm por 24 h.
Se tomaron alicuotas de 5 mL a las 12 h para determinar: la cantidad de
carbohidratos totales empleando el método de antrona (Roe et al., 1961),
sacarosa mediante el método de DNS (Bruner, 1964), glucosa mediante el método
GOD/PAP (Barham y Trinder, 1972) y fructosa mediante el método con triptamina-
HCI (Taylor, 1995). También se cuantifico el porcentaje de conidios germinados de
C. gloeosporioides a las 5, 12 y 24 h. Se tomaron alicuotas de 10 pL para
cuantificar 100 conidios por tratamiento, considerando a un conidio germinado
cuando el tubo de germinaciéon era igual o mayor al tamafio del conidio. Se

realizaron tres repeticiones por tratamiento y el experimento se repitié dos veces.

6.2.4. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via y
comparaciones multiples de medias por LSD (P< 0.05), empleando el paquete
estadistico Minitab® 17.1.0. Los porcentajes de germinacion de conidios se
transformaron previamente en valores angulares mediante la ecuacion (1)
(Castoria et al., 2001):

Arcs en»,ﬁ (1 )

6.3. Determinacién de la produccion de enzimas hidroliticas por D. hansenii
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6.3.1. Extracciéon de pared celular de C. gloeosporioides

El hongo se cultivd en medio YES (conteniendo: 2% de extracto de levadura y
15% de sacarosa) a 25°C y 150 rpm por 12 dias. Posteriormente, la masa micelial
se retird y maceré en nitrégeno liquido. La pared celular del hongo se resuspendio
en una solucion de NaCl 5M y se sonicd (Bransonic® 2510DTH) por 15 min. A
continuacion, se centrifugé por 20 min a 12006 xg para descartar el sobrenadante.
Las paredes se lavaron con agua destilada estéril y se secaron en horno (Cole-
Parmer® 05015-50) a 60°C por 48 h (Hernandez-Montiel et al., 2010).

6.3.2. Cultivo con paredes de C. gloeosporioides

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivd en matraces Erlenmeyer con 30 mL de
medio minimo YNB (conteniendo: 0.67% de Base-Levadura-Nitrégeno, Difco™),
suplementado con 1 mg/mL-' de pared del hongo. Se incubaron a 25°C y 100 rpm
por 15 dias. Se realizaron los cultivos por triplicado y como control se utilizo la
cepa de referencia L1 de D. hansenii. Del sobrenadante se cuantificé el contenido

de B-1,3-glucanasa, quitinasas y proteasas (Hernandez-Montiel et al., 2010).

6.3.2.1. Produccion de B-1,3-glucanasa

La produccion de esta enzima se determind empleando laminarina como sustrato.
Se mezclaron 62.5 pL del sobrenadante con la misma cantidad del sustrato al 1%,
incubando la mezcla a 25°C por 4 h. La liberacion de glucosa se cuantificé usando
el Kit de RANDOX (método GOD-PAP). Definiendo a una unidad (U) de B-1,3-
glucanasa como los pmol de azucares reductores liberados por mg de proteina por
min a pH 5 y 37°C. El contenido total de proteina se cuantifico mediante el método
descrito por Lowry et al. (1951). Se realizaron tres repeticiones y se calculd la

desviacion estandar.
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6.3.2.2. Produccién de quitinasa

La produccién de esta enzima se determind mediante un Kit de ensayo para
quitinasas (N° CS0980, SIGMA) con el cual se evalia quitobiosidasa
(exoquitinasa), P-N-acetilglucosaminidasa (exoquitinasa) y endoquitinasas,
empleando un sustrato especfifico para cada uno. En microplacas, se colocd en
pozos individuales el sustrato correspondiente para cada enzima: 1) 100 yL para
muestra blanco, 2) 90 pyL para el control positivo y 3) 90 yL para la muestra a
evaluar, posteriormente se agregaron 10 uL de quitinasa de T. viride (para el
control positivo) y 10 pyL del sobrenadante del medio de cultivo para la muestra a
evaluar; como estandar se utilizaron 300 puL de solucion de p-nitrofenol. La placa
se coloco en incubacién a 37°C (Thermo Scientific® 2835) por 30 min. Finalmente
se adicionaron 200 uL de la solucién de paro (excepto para la solucién estandar)
en cada pozo. Se cuantificd la absorbancia de las muestras a 405 nm. Se definié
una unidad (U) de quitinasa como la capacidad de la enzima para liberar 1 pmol
de p-nitrofenol por min del sustrato apropiado a pH 4.8 y 37°C. Se realizaron tres

repeticiones y se calculd la desviacion estandar.

6.3.2.3. Produccion de proteasa

La producciéon de proteasa se determin6 empleando el Kit de deteccion de
proteasa por fluorescencia (N° PF0100, SIGMA). En tubos de 1.5 mL sen
colocaron 20 yL de buffer de incubacion, se adicionaron 20 yL de FITC-caseina
como sustrato y finalmente se incorporaron 10 yL de una de las siguientes
muestras: 1) muestra a evaluar, 2) tripsina (control positivo) y 3) agua ultra pura
(como blanco). Los tubos se incubaron a 37°C por 60 min, posteriormente se
adicionaron 150 pL de acido tricloracético 0.6 N a cada tubo y se colocaron en
incubacién a 37°C por 30 min. Las mezclas se centrifugaron a 10,000 xg por 10
min. En microplacas negras se colocaron 2 pyL del sobrenadante de cada muestra

y se adicionaron 200 uL de buffer de ensayo. Se cuantifico la intensidad de
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fluorescencia en un fluorometro a una excitacién de 485 nm y una emision de 535
nm. Para calcular la cantidad de proteasas se realizd una curva estandar con la
solucion control de tripsina (20 ug mL™"), realizando diluciones 1:10, 1:20, 1:30 y
1:40; posteriormente se calculd una regresion lineal de los valores de la
concentracion de los estandares contra las lecturas de absorbancia, obteniendo el
modelo matematico de la recta sobre la cual se evaluaron las absorbancias de los

tratamientos. Se realizaron tres repeticiones y se calculé la desviacion estandar.

6.4. Evaluacion del efecto de compuestos organicos volatiles (CVOs)

producidos por D. hansenii hacia la inhibicién de C. gloeosporioides

6.4.1. D. hansenii

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivd en PDA a 25°C por 48 h. Posteriormente
de la placa de cultivo se colecté la biomasa y con solucion salina (0.85%) se ajusto

su concentracion a 104, 108 y 108 cel-mL"" utilizando una camara de Neubauer.

6.4.2. C. gloeosporioides

La cepa AEPC2.7 de C. gloeosporioides se cultivd en PDA a 25°C por 9 dias.
Posteriormente de la placa de cultivo se colectaron los conidios y con agua se

ajusté su concentracién a 10 conidios'mL-" utilizando una camara de Neubauer.

6.4.3. Desarrollo experimental

Alicuotas de 20 uL de cada concentracién de la levadura fueron depositadas y
estriadas en placas con medio PDA y papaya 1:10 (suplementado con agar al
2%). De la misma manera en otro lote de placas con los medios mencionados

anteriormente se depositaron alicuotas de 20 pL de la suspension de conidios del
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hongo. Se utiliz6 el método de cultivo doble donde se empata cara a cara el cultivo
de levadura vs hongo (Parafati et al., 2015). Ambas placas se sellaron con plastico
Kleen Pack e incubaron a 25°C por 10 dias. Al final del experimento se cuantificd
el diametro de crecimiento (mm) de C. gloeosporioides y se calculd la reduccién

del crecimiento radial con la ecuacién descrita por Parafati et al. (2015):

04l = (DC—-DT)

X 100 2)

donde “%lI" representa la inhibicidon del crecimiento del micelio en porcentaje, DC
representa el diametro del micelio medido en el tratamiento control y DT
representa el diametro del micelio en presencia del tratamiento con levadura. Se

realizaron tres repeticiones por tratamiento y el experimento se repitié dos veces.

6.4.4. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizd un ANOVA de una via y comparaciones
multiples de medias por LSD (P< 0.05) empleando el paquete estadistico Minitab®
17.1.0.

6.5. Evaluacion in vitro e in vivo del efecto de D. hansenii sobre la formaciéon

de biopeliculas y adhesion al patégeno

6.5.1. Evaluacion in vitro del efecto de tres concentraciones celulares de D.

hansenii sobre la formacidén de biopeliculas

6.5.1.1. Levaduras

La levadura ECP4 se cultivd en medio YNB suplementado con 100 mM de glucosa
a 37°C y 150 rmp por 24 h. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 4695 xg por

10 min a 4°C. Las células se lavaron dos veces con 5 mL de buffer fosfato salino
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(PBS; NaCl, KCI, Na2HPO4 y KH2PO4 a pH 7.4). Finalmente se ajustaron tres
concentraciones a 104, 10% y 108 cel'mL' utilizando una camara de Neubauer.
Como referencia se utilizd la cepa ES1 de Saccharomyces cerevisiae en las

condiciones y concentraciones anteriormente descritas.

6.5.1.2. Desarrollo experimental

En microplacas se colocaron 100 yL de cada suspension de levadura e incubaron
en un agitador orbital (Thermo Scientific® MAXQ-4450) a 37°C y 75 rpm por 1.5 h.
Como blanco se emple6 PBS sin suspension celular. Posteriormente, de cada
pozo se removieron las suspensiones celulares y se lavaron dos veces con 150 pL
de PBS. Inmediatamente se agregaron 100 yL de medio YNB a cada pozo vy la
placa se incub6 a 37°C y 75 rpm por 66 h. EI medio se remplazd cada dia con
medio fresco. La formacion de la biopelicula se cuantificé por la prueba de cristal
violeta. Los pozos se lavaron dos veces con 200 pL de PBS y se dejaron secar a
temperatura ambiente por 45 min. Cada pozo con las células lavadas se tifié con
110 pL de cristal violeta al 0.3% por 45 min. Posteriormente a la tincion los pozos
se lavaron cuatro veces con 250 pL de agua destilada estéril, se destifieron
agregando 200 yL de etanol al 95% y se incubaron a temperatura ambiente por 45
min. Finalmente se transfirieron 100 yL de solucion de destefido a un pozo nuevo,
la cantidad de cristal violeta se midié en un lector de microplaca a 595 nm (Jin et
al., 2003). Los valores de absorbancia de los blancos se sustrajeron de las
muestras evaluadas para minimizar la interferencia del fondo. Se realizaron seis

repeticiones por tratamiento y el experimento fue repetido dos veces.

6.5.1.3. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizd un ANOVA de una via y comparaciones
multiples de medias por LSD (P< 0.05) empleando el paquete estadistico Minitab®
17.1.0.
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6.5.2. Evaluacion in vitro del efecto de tres concentraciones celulares de D.

hansenii sobre la adhesion al patégeno

6.5.2.1. Levaduras

La levadura ECP4 se cultivd en medio PDA a 26°C por 48 h. Posteriormente de la
placa de cultivo se colectd la biomasa y con solucién salina (0.85%) se ajusto la
suspension celular a tres concentraciones (104, 106 y 108 cel'-mL-") utilizando una
camara de Neubauer. Como control de referencia fue utilizada la cepa ES1 de S.

cerevisiae bajo las condiciones y concentraciones anteriormente descritas.

6.5.2.2. C. gloeosporioides

La cepa AEPC2.7 de C. gloeosporioides se cultivd en PDA a 25°C por 9 dias.
Posteriormente de la placa de cultivo se colectaron los conidios y con agua se

ajusté su concentracidén a 10% conidios'mL-" utilizando una camara de Neubauer.

6.5.2.3. Desarrollo experimental

Se prepararon microcultivos (cuadro de PDA de 1 cm?) con la concentracién del
fitopatdgeno y se incubaron a 27°C por 48 h. Posteriormente 30 pL de la
concentracion de cada levadura se agregaron al micelio obtenido. Los
microcultivos se lavaron con agua destilada estéril después de 12, 24 y 48 h. A
través de micrografias se observo la formacion de biopeliculas y la adhesién de la
levadura al micelio del fitopatégeno (Bautista-Rosales et al., 2014). Se realizaron

cuatro repeticiones por tratamiento y el experimento fue repetido dos veces.
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6.5.2.4. Micrografias

Al término del experimento los microcultivos se colocaron en cajas de Petri con gel
silica durante 4 dias y posteriormente se sometieron a un recubrimiento por bafno
de oro (Bozzola y Russell, 1999). Las muestras se examinaron por microscopio

electronico de barrido.

6.5.3. Evaluacion in vivo del efecto de tres concentraciones celulares de D.

hansenii sobre la formaciéon de biopeliculas y adhesién al patégeno

6.5.3.1. D. hansenii

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivd en PDB a 25°C por 48 h. Posteriormente
con solucion salina (0.85%) se ajustd la suspension celular a tres concentraciones

(104, 108y 108 cel'mL-") utilizando una camara de Neubauer.

6.5.3.2. C. gloeosporioides

La cepa AEPC2.7 de C. gloeosporioides se cultivo en PDA a 25°C por 9 dias.
Posteriormente de la placa de cultivo se colectaron los conidios y con agua se

ajusté su concentracién a 10 conidios'mL-" utilizando una camara de Neubauer.

6.5.3.3. Fungicida comercial

Se utilizd el producto quimico denominado Tecto 60 (i.a. tiabendazol: 2-(4-Tiazolil)-

1H-benzimidazol) a una concentracién de 1000 ppm.
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6.5.3.4. Desarrollo experimental

Frutos de papaya var. Maradol con madurez comercial se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 3 min. Posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril y se secaron por 2 h en una campana de flujo laminar. A cada
fruto se les realizaron 3 heridas de 1 mm de profundidad con una aguja estéril,se
sumergieron en cada concentracién de levadura por 1 min y se secaron por 2 h.
Posteriormente se inoculd en cada herida 10 pL de la suspension de conidios de
C. gloeosporioies (Lu et al., 2013). Un lote de frutos fue inoculado con el
fitopatogeno y tratado con la solucion del fungicida comercial. Otro lote solo fue
inoculado con el fitopatégeno y uno mas solo inoculado con agua destilada estéril.
Los frutos se colocaron dentro de contenedores de plastico estériles a una
humedad relativa del 90% a 25°C por 7 dias. Para observar la formacién de
biopeliculas y la adhesion de la levadura al micelio del fitopatdgeno se tomaron
muestras de tejido y se observaron al microscopio electrénico de barrido. Se
realizaron cuatro repeticiones por tratamiento y el experimento fue repetido dos

veces.

6.5.3.5. Micrografias

De la zona donde se realizd la lesion en los frutos, se colectaron las muestras de
tejido (1 x 1 x 0.3 cm) de cada tratamiento y fijadas en glutaraldehido al 2% (v/v)
por 5 min. Posteriormente los tejidos fueron lavados 3 veces con agua destilada
estéril y deshidratados parcialmente en un gradiente de etanol (30, 50, 70, 80,95y
100%) por 20 min, se secaron a punto critico con CO2 y se sometieron a un
recubierto por bafio de oro (Bozzola y Russell, 1999). Las muestras se examinaron

por microscopio electrénico de barrido.
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6.6. Determinacion in vitro e in vivo del efecto de D. hansenii sobre la

inhibiciéon de C. gloeosporioides

6.6.1. D. hansenii

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivd en PDB a 25°C por 48 h. Posteriormente
con solucion salina (0.85%) se ajustd la suspension celular a tres concentraciones

(104, 108 y 108 cel'mL-") utilizando una camara de Neubauer.

6.6.2. C. gloeosporioides

La cepa AEPC2.7 de C. gloeosporioides se cultivd en PDA a 25°C por 9 dias.
Posteriormente de la placa de cultivo se colectaron los conidios y con agua se

ajusté su concentracién a 10% conidios'mL-" utilizando una camara de Neubauer.

6.6.3. Fungicida comercial

Se utilizd el producto quimico denominado Tecto 60 (i.a. tiabendazol: 2-(4-Tiazolil)-

1H-benzimidazol) a una concentracion de 1000 ppm.

6.6.4. Experimento in vitro

En medio PDB y medio de papaya (diluido 1:10) se inocularon 100 pyL de cada
concentracion de levadura mas 100 pL de la concentracion del fitopatogeno.
Como control se inoculd cada medio de cultivo con conidios del fitopatdgeno. Se
incubaron a 25°C por 48 h (Hernandez-Montiel et al., 2010b). Posteriormente, se
cuantifico el porcentaje de conidios germinados cada 24 h. Se tomaron alicuotas
de 10 yL para cuantificar 100 conidios por tratamiento, considerando a un conidio

germinado cuando el tubo de germinacion era igual o mayor al tamaro del conidio.
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Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y el experimento se repitié dos

veces.

6.6.4.1. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realiz6 un ANOVA de una via y comparaciones
multiples de medias por LSD (P< 0.05), empleando el paquete estadistico
Minitab® 17.1.0. Los porcentajes de germinacion de conidios se transformaron

previamente en valores angulares mediante la ecuacién (1) anteriormente descrita.

6.6.5. Experimento in vivo

Frutos de papaya var. Maradol con madurez comercial se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 3 min. Posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril y se secaron por 2 h en una campana de flujo laminar. A cada
fruto se le realizaron 3 heridas de 1 mm de profundidad con una aguja estéril y se
sumergieron en cada concentracion de levadura por 1 min y se secaron por 2 h.
Posteriormente se inoculé en cada herida 10 pyL de la suspension de conidios de
C. gloeosporioies (Lu et al., 2013). Un lote de frutos se inocul6 con el fitopatdogeno
y se traté con la solucion del fungicida comercial. Otro lote solo se inoculd con el
fitopatdgeno y uno mas solo se inoculd con agua destilada estéril. Los frutos se
colocaron dentro de contenedores de plastico estériles a una humedad relativa del
90% a 25°C por 7 dias. Al final del experimento se evalud la incidencia de la
enfermedad y el diametro de lesion (mm). Se realizaron cuatro repeticiones por

tratamiento y el experimento se repitio dos veces.



37

6.6.5.1. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizO6 un ANOVA de una via y comparaciones
multiples de medias por LSD (P< 0.05), empleando el paquete estadistico
Minitab® 17.1.0.

6.7. Evaluacion de diferentes tiempos de inoculacion de D. hansenii sobre el

control de C. gloeosporioides en frutos de papaya var. Maradol

6.7.1. D. hansenii

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivd en PDB a 25°C por 48 h. Posteriormente
con solucién salina (0.85%) se ajustd su concentracién a 108 cel'mL-! utilizando

una camara de Neubauer.

6.7.2. C. gloeosporioides

La cepa AEPC2.7 de C. gloeosporioides se cultivdo en PDA a 25°C por 9 dias.
Posteriormente de la placa de cultivo se colectaron los conidios y con agua se

ajustoé su concentracién a 104 conidios'mL™" utilizando una camara de Neubauer.

6.7.3. Fungicida comercial

Se utilizé el producto quimico denominado Tecto 60 (i.a. tiabendazol: 2-(4-Tiazolil)-

1H-benzimidazol) a una concentracion de 1000 ppm.
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6.7.4. Desarrollo experimental

Frutos de papaya var. Maradol con madurez comercial se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 3 min. Posteriormente, se lavaron con
agua destilada estéril y se secaron por 2 h en una campana de flujo laminar. A
cada fruto se realizaron 3 heridas de 1 mm de profundidad con una aguja estéril.
Lotes de frutos se trataron con la solucién de levadura por inmersion a las 24 h, 12
h y O h previo a la inoculacion de cada herida con 10 puL de la suspension de
conidios de C. gloeosporioides. Otro lote de frutos se inocularon con C.
gloeosporioides a las 12 h 'y 24 h previo al tratamiento con levadura. Se utilizd
como control un lote de frutos inoculado solo con el fitopatégeno y uno mas con C.
gloeosporioides mas el fungicida comercial. Los frutos se colocaron dentro de
contenedores de plastico estériles a una humedad relativa del 90% a 25°C por 7
dias (Zhao et al., 2008). Al final del experimento se evalud la incidencia de la
enfermedad y el diametro de lesion (mm). Se realizaron cuatro repeticiones por

tratamiento y el experimento se repitié dos veces.

6.7.5. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizo6 un ANOVA de una via y comparaciones
multiples de medias por LSD (p< 0.05), empleando el paquete estadistico Minitab®
17.1.0.

6.8. Determinacion del efecto de D. hansenii sobre la protecciéon de papaya

var. Maradol bajo condiciones de comercializacién local
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6.8.1. D. hansenii

La cepa ECP4 de D. hansenii se cultivd en PDB a 25°C por 48 h. Posteriormente
con solucion salina (0.85%) se ajustd su concentracion a 108 cel'mL™" utilizando

una camara de Neubauer.

6.8.2. Fungicida comercial

Se utilizd el producto quimico denominado Tecto 60 (i.a. tiabendazol: 2-(4-Tiazolil)-

1H-benzimidazol) a una concentracion de 1000 ppm.

6.8.3. Desarrollo experimental

Siguiendo el procedimiento realizado por los productores de papaya var. Maradol
del Estado de Veracruz, se planted la siguiente metodologia: frutos de papaya con
60-70% de madurez se lavaron con agua corriente, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 3 min y se lavaron con agua destilada
estéril. Lotes de frutos se trataron con la suspensidon de levadura por inmersion por
1 min. Se utilizd otro lote de frutos tratado so6lo con agua destilada estéril y otro
con el fungicida comercial. Los frutos se cubrieron con papel peridédico y se
almacenaron en condiciones ambientales (22-25°C y ~80% HR) por 6 dias (Wang
et al., 2008). Al final del experimento se determiné la madurez de los frutos basado
en la coloracion donde, 1 = 100% de frutos con coloracion amarilla y 2 =
sobremaduro (con pequefas manchas color café). Los resultados se expresaron
en porcentaje. La vida de anaquel de los frutos se evalu6é de acuerdo al numero de
frutos que no presentaron incidencia de hongos, y se expresé en porcentaje. Se
utilizaron un total de doce frutos por tratamiento y el experimento se repitié dos

veces en el tiempo.
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6.8.4. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizo un ANOVA de una via y comparaciones
multiples de medias por LSD (P<0.05), empleando el paquete estadistico Minitab®
17.1.0. Los porcentajes obtenidos se transformaron previamente en valores

angulares mediante la ecuacion (1) anteriormente descrita.
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7. RESULTADOS

7.1. Dinamica poblacional de D. hansenii

Después de las 5 h de inoculados los medios de cultivo se observo la fase de
adaptacién de la levadura. La fase logaritmica se extendio hasta las 20, 15y 10 h
en el medio PDB (Fig. 1a), papaya 1:10 (Fig. 1b) y papaya 1:100 (Fig. 1c)

respectivamente.

7.2. Competencia in vitro por carbohidratos entre D. hansenii y C.

gloeosporioides

El porcentaje de germinacion de conidios de C. gloeosporioides disminuyo
estadisticamente (P<0.05) a las 5, 12 y 24 h después de la inoculacién del medio
papaya 1:10 con el fitopatogeno mas la levadura (Fig. 2). Aunque D. hansenii
disminuyd la germinacion de conidios en todos los tiempos de evaluacion, a las 12
h se observdo la mayor inhibicion con un 25%. Los valores mas altos de
germinacion de conidios se cuantificaron en el medio de cultivo donde solo estaba
presente el fitopatdbgeno. La concentracion de sacarosa disminuyo
estadisticamente (P<0.05) en los tratamientos con ambos microorganismos (Fig.
3). Aunque el tratamiento solo con la levadura y el fitopatdgeno redujeron la
concentraciéon de sacarosa en el medio de cultivo en comparacion con el control,
en la co-inoculacion con D. hansenii y C. gloeosporioides se observd la cantidad
menor del disacarido presente en el medio. En relacion a la glucosa, no existieron
diferencias estadisticas (P>0.05) entre los tratamientos con los microorganismos
(Fig. 4). Sin embargo, se observd una concentracion menor del monosacarido en
el tratamiento donde solo se inoculd la levadura. La concentracion de fructosa
disminuyd estadisticamente (P<0.05) en los tratamientos con los microorganismos
(Fig. 5). EIl tratamiento donde se observd una cantidad menor del monosacarido

fue en el medio con la levadura.
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Figura 1. Crecimiento de D. hansenii en diferentes medios de cultivo. Donde; a =
PDB, b = Papaya 1:10 y ¢ = Papaya 1:100. La curva de crecimiento se determin6
por densidad Ooptica (D.O. a 580 nm) y conteo celular (cel/mL). Las barras
verticales representan la desviacion estandar.
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Figura 3. Contenido de sacarosa en medio papaya 1:10 inoculado con D. hansenii
(LSD, P<0.05).
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Figura 4. Contenido de glucosa en medio papaya 1:10 inoculado con D. hansenii y
C. gloeosporioides. Las barras verticales representan la desviacion estandar. Las

letras sobre las barras representan la diferencia estadistica entre tratamientos
(LSD, P<0.05).
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Figura 5. Contenido de fructosa en medio papaya 1:10 inoculado con D. hansenii
y C. gloeosporioides. Las barras verticales representan la desviacién estandar.
Las letras sobre las barras representan la diferencia estadistica entre tratamientos
(LSD, P<0.05).
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La concentracion de carbohidratos totales disminuyd estadisticamente (P<0.05) en
los tratamientos con los microorganismos (Fig. 6). El tratamiento donde se observo

una cantidad menor de carbohidratos totales fue en el medio con la levadura.
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Figura 6. Contenido de carbohidratos totales en medio papaya 1:10 inoculado con
D. hansenii y C. gloeosporioides. Las barras verticales representan la desviacién
estandar. Las letras sobre las barras representan la diferencia estadistica entre
tratamientos (LSD, P<0.095).

7.3. Produccién de enzimas hidroliticas por D. hansenii

La levadura presentd actividad enzimatica para B-1,3-glucanasa (Fig. 7),
quitobiosidasa (exoquitinasa) (Fig. 8) y proteasa (Fig. 9). La concentracion de

quitobiosidasa y proteasas se localizd en el limite detectable por el kit.
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Figura 7. Produccion de -1,3-glucanasa por D. hansenii. Levaduras D. hansenii
L1 (de referencia) y ECP4 cultivadas con pared celular de C. gloeosporioides. La
produccion de enzima se expresé en unidades (U) por mililitro de $-1,3-glucanasa
(B-G). Las barras verticales representan la desviacién estandar.
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Figura 8. Produccién de quitinasas por D. hansenii. Levaduras D. hansenii L1 (de
referencia) y ECP4 cultivadas con pared celular de C. gloeosporioides. La
produccion de enzima se expreso en unidades (U) por mililitro para las quitinasas
(CHI) evaluadas. Las barras verticales representan la desviacion estandar.
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Figura 9. Produccion de proteasa por D. hansenii. Levaduras D. hansenii L1 (de

referencia) y ECP4, cultivadas con pared celular de C. gloeosporioides. La
produccion de enzima se expresd en microgramos (ug) por mililitro de proteasa
(PRT). Las barras verticales representan la desviaciéon estandar.

7.4. Efecto de compuestos organicos volatiles (CVOs) producidos por D.

hansenii en la inhibicién de C. gloeosporioides

Los compuestos volatiles producidos por las tres dosis celulares de D. hansenii
inhibieron estadisticamente (P<0.05) el crecimiento de C. gloeosporioides en los
dos medios de cultivo (Fig. 10). Con las concentraciones de 10 y 108 cel'mL-! de
D. hansenii se obtuvieron los valores mas altos de inhibicion del fitopatégeno en
ambos medios. En la comparacion de la produccion de CVOs por D. hansenii

cultivada en ambos medios, se observd una mayor inhibicion en PDA (Fig. 11).
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Figura 10. Efecto de la dosis celular D. hansenii sobre la Inhibicion de C.
gloeosporioides a través de CVOs. Las barras verticales representan la desviacion
estandar. Las letras sobre las columnas representan la diferencia estadistica entre
los tratamientos (LSD, P<0.05) para un solo medio de cultivo.
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Figura 11. Inhibicion de C. gloeosporioides a través de diferentes dosis celulares
de D. hansenii cultivada en PDA y Papaya 1:10. Las barras verticales representan
la desviacion estandar. Las letras sobre las columnas representan la diferencia
estadistica entre diferentes medios de cultivo para un solo tratamiento (LSD,

P<0.05).
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7.5. Determinacion in vitro e in vivo del efecto de D. hansenii sobre la

formacién de biopeliculas y adhesion al patégeno

7.5.1. Evaluacion in vitro de la formacién de biopeliculas

La formacion de biopeliculas fue estadisticamente diferente (P<0.05) entre las
concentraciones del tratamiento con D. hansenii (Fig. 12). Los valores mas altos
se observaron con la dosis de 108 celmL' de la levadura. En relaciéon a S.
cerevisiae no existio una diferencia estadistica (P>0.05) entre las dosis celulares y

la formacion de biopeliculas.
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Figura 12. Influencia de la concentracion celular de D. hansenii en la formacion de
biopeliculas. Donde; D.O. = Densidad o6ptica a 595 nm. Las barras verticales
representan la desviacion estandar. Las letras sobre las barras indican diferencia
estadistica entre los tratamientos, para cada microorganismo (LSD, P<0.07).

7.5.2. Evaluacion in vitro de la adhesién al patégeno

En las micrografias del tratamiento con C. gloeosporioides se observd una gran
cantidad de micelio y esporas aglomeradas caracteristico de este fitopatdgeno

(Fig. 13a). En el tratamiento con la dosis mas baja de D. hansenii y el fitopatégeno
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no se observo la adhesién de la levadura al micelio del hongo (Fig. 13b); sin
embargo, en la dosis 106 y 108 cel'mL-', se observd la adhesion de las células al
micelio de C. gloeosporioides presentando cambios en su morfologia y unién por
filamentos (Fig. 13c y d). En la dosis mas alta de la levadura se formaron

biopeliculas sin presentar la matriz extracelular.

se Jl-Max-16 CIROOR 9D14.5xn 15.0XY x500 100w se CIRBOR WD14.lxn 15.0xY x550 5

A

se Jl-dax~-16 CIRGOR WD1S .0xn 15.02Y x2.0k 20w ‘e CIRBOR WD1Y .Jxn 15.0XY x750 50

Figura 13. Influencia de la concentracion celular de D. hansenii sobre la adhesion
al micelio de C. gloeosporioides. Donde; a) Fitopatogeno (F), b) F+104 cel'mL™"! de
levadura (L), c) F+108 cel'mL-" L y d) F+108 cel-mL-' L. C = conidios, M = Micelio, L
= Levadura, LA = Levadura adherida y B = biopelicula.

En las micrografias del tratamiento con S. cerevisiae no se observo la adhesién de
la levadura al micelio del hongo en ninguna de las tres dosis celulares evaluadas

(micrografias no mostradas).
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7.5.3. Evaluacién in vivo sobre la formacién de biopeliculas y adhesion al

patégeno

En las micrografias del tratamiento con C. gloeosporioides se observé una gran
cantidad de micelio y esporas aglomeradas caracteristico de este fitopatégeno
(Fig. 14a). En el tratamiento de D. hansenii y C. gloeosporioides se observd una
reducciéon del crecimiento del micelio del fitopatdgeno relacionada con la
concentracién celular de la levadura (Fig. 14d, e y f). No se observaron afecciones
al micelio o conidios del fitopatégeno. En el tratamiento con la dosis mas baja de la
levadura unicamente se observaron colonias aisladas sobre el tejido del fruto sin
mostrar cambios en su morfologia (Fig. 14d). En el tratamiento con 108 cel'mL-! de
la levadura se observaron filamentos entre levaduras, dando inicio a la formacién
de una matriz (Fig. 14e), la cual limitaba la zona de infeccién del hongo. En el
tratamiento con 108 celmL'! de la levadura, se observd la formacion de
biopeliculas homogéneas (Fig 14f), en la cual las levaduras se encontraron

embebidas en una matriz hidratada localizada sobre la zona de lesién del fruto.

7.6. Cuantificacion in vitro e in vivo el efecto de D. hansenii sobre la

inhibicién de C. gloeosporioides

7.6.1. Experimento in vitro

A las 24 h, las tres dosis celulares de D. hansenii inhibieron estadisticamente
(P<0.05) la germinacion de conidios del fitopatdgeno en los medios de cultivo PDB
y papaya 1:10 (Fig. 15a). En el medio PDB, la dosis de 106 y 108 cel'mL-" de D.
hansenii, inhibié la germinacién de conidios de C. gloeosporioides enun 33 y 98%,
respectivamente. En el medio papaya 1:10 la dosis de 10% y 108 celmL! de D.
hansenii, inhibié en un 15 y 98%, respectivamente, la germinacion de conidios de
C. gloeosporioides. Con la dosis mas baja de la levadura no se observd inhibicidn

hacia el fitopatdgeno en ambos medios de cultivo.
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Figura 14. Efecto de la concentracion celular de D. hansenii en la proteccion de
frutos de papaya por biopeliculas contra C. gloeosporioides. Donde; a) Agua, b)
Fitopatogeno, c¢) Fungicida+fitopatdgeno, d) levadura 10* cel-mL-"+fitpopatogeno,
e) Levadura 108 cel'mL-'+fitopatdgeno y f) levadura 108 cel-mL-"+fitopatogeno C =
Cera del fruto, H = Hongo, L = Levadura, LF = Levaduras con filamentos y LP =
Levaduras formando biopelicula.
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A las 48 h, la dosis celular mas alta de D. hansenii inhibé estadisticamente
(P<0.05) la germinacion de conidios del fitopatégeno en los medios de cultivo PDB
y papaya 1:10 (Fig. 15b). En los medio PDB y papaya 1:10, la dosis 108 cel-mL"’
de D. hansenii, inhibi6é la germinacién de conidios de C. gloeosporioides en un 97

y 99%, respectivamente. El resto de las dosis no inhibieron la germinacion en
ambos medios.
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Figura 15. Efecto de la concentracion celular de D. hansenii sobre la germinacion
de conidios de C. gloeosporioides. a) 24 h y b) 48 h, después de inoculados los
medios de cultivo. Las barras verticales representan la desviacion estandar. Las
letras sobre las columnas representan la diferencia estadistica entre los
tratamientos para un solo medio de cultivo (LSD, P<0.05).
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7.6.2. Experimento in vivo

Los frutos inoculados con las tres dosis celulares de D. hansenii mas el
fitopatdégeno presentaron diferencias estadisticas (P<0.05) en el diametro de lesion
de los frutos e incidencia de la enfermedad (Fig. 16). Con la dosis mas alta de la
levadura no se observd presencia de la enfermedad en ninguno de los frutos
tratados con esta dosis (Fig. 17), manteniéndose libres de antracnosis durante el
tiempo de experimentacion. Con la dosis 108 cel'mL-! de la levadura, disminuyo en
un 25% la incidencia de la enfermedad en los frutos y el didametro de lesién en un
84%. El efecto protector que se observé con las dosis 108 y 108 cel'mL-" en los

frutos de papaya superd al tratamiento con el fungicida comercial.
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Figura 16. Efecto de la concentraciéon celular de D. hansenii en la protecciéon de
frutos de papaya contra la antracnosis causada por C. gloeosporioides. Las barras
verticales representan la desviacion estandar. Las letras sobre las columnas
representan la diferencia estadistica entre los tratamientos (LSD, P<0.05).
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Figura 17. Incidencia de antracnosis en frutos de papaya var. Maradol inoculados
con tres dosis de D. hansenii.

7.7. Determinacién de los tiempos de inoculacién de D. hansenii sobre el

control de C. gloeosporioides en frutos de papaya var. Maradol

Los frutos inoculados a diferentes tiempos con D. hansenii presentaron diferencias
estadisticas (P<0.05) en el diametro de lesion e incidencia de la enfermedad
ocasionada por C. gloeosporioides (Fig. 18a y b). La aplicacion de la levadura
antes, después y al mismo tiempo que el fitopatdégeno protegié al 100% a los
frutos, no observando antracnosis ni lesiones. El tratamiento de los frutos con el
fungicida comercial mas el fitopatdgeno no fue efectivo en la presencia de la
enfermedad y el tamano de lesién comparado con el tratamiento sélo con C.

gloeosporioides.
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Figura 18. Efecto del pre (24, 12 y 0 h) y pos (12 y 24 h) tratamiento de frutos de
papaya var. Maradol con D. hansenii para el control de antracnosis ocasionada por
C. gloeosporioides. a) Diametro de lesion y b) incidencia de la antracnosis. Las
barras verticales representan la desviaciéon estandar. Las letras sobre las

columnas representan la diferencia estadistica entre los tratamientos (LSD,
P<0.05).

7.8. Determinacion del efecto de D. hansenii sobre la protecciéon de papaya

var. Maradol en condiciones de comercializacion local

Los frutos inoculados con D. hansenii no presentaron diferencias estadisticas
(P<0.05) en el grado de madurez (Fig. 19) pero si en la incidencia de hongos
presentes sobre la papaya var. Maradol (Fig. 20). El tratamiento con la levadura y
el fungicida comercial presentaron valores similares en la madurez de los frutos.
Sin embargo, el tratamiento con D. hansenii fue mas efectivo en la reduccion de la
incidencia de hongos sobre los frutos en comparacion con el tratamiento con el

fungicida comercial, como se puede apresiar en la Fig. 21 (ANEXO).
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Figura 19. Grado de madurez de frutos de papaya cv. Maradol inoculados con D.

hansenii. Las barras verticales representan la desviacion estandar. Las letras
sobre las columnas representan la diferencia estadistica entre los tratamientos
(LSD, P=<0.05).
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Figura 20. Incidencia de hongos en frutos de papaya var. Maradol con madurez
comercial inoculados con D. hansenii. Las barras verticales representan la
desviacion estandar. Las letras sobre las columnas representan la diferencia
estadistica entre los tratamientos (LSD, P<0.05).
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8. DISCUSION

8.1. Dinamica poblacional de D. hansenii en medio de cultivo elaborado a

base de papaya

La dinamica de crecimiento de D. hansenii en medio de cultivo de papaya
concuerda con lo descrito por Maragatham et al. (2011) quien reporta qué al diluir
el medio de papaya, el crecimiento celular de levaduras disminuye, lo cual se
relaciona con la cantidad de nutrimentos disponible en el medio de cultivo. El
nitrégeno representa otro factor limitante en un medio rico en fuentes de carbono
(Lutz et al., 2013), esta limitante pudo influir en el medio de cultivo a base de
papaya dando como resultado una concentracion celular menor de D. hansenii
comparado con el obtenido en el medio PDB. Algunas levaduras tienen la
capacidad de crecer en medios de cultivo a base de frutos como lo reporta
Spadaro et al. (2002) para medio de manzana, Maragatham et al. (2011) en medio
de papaya y Hernandez-Montiel et al. (2010) en medio de limoén; estos ultimos
autores reportan que la fase logaritmica de crecimiento de D. hansenii inicia 8 h
después de la inoculacién, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en los
tres medios de cultivo de este experimento. Esto demuestra la rapida adaptacion y

crecimiento de D. hansenii con diferentes sustratos.

8.2. Cuantificacion in vitro de la competencia por carbohidratos entre D.

hanseniiy C. gloeosporioides

El porcentaje de germinacion de conidios de C. gloeosporioides disminuye con la
presencia de D. hansenii. La sacarosa es un disacarido presente en frutos de
papaya. Durante la fase exponencial de crecimiento de un microorganismo este
disacarido puede disminuir debido a la produccion de invertasa, obteniendo
glucosa y fructosa (Gascon et al., 1968). La concentracion de sacarosa es

estadisticamente diferente para todos los tratamientos comparados con el control,
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lo cual se debe a que D. hansenii y C. gloeosporioides tienen la capacidad de
metabolizar exitosamente este disacarido, disminuyendo la disposicion de este
nutrimento (Bautista-Rosales et al., 2014; Chanchaichaovivat et al., 2007; Fleet,
2003). La concentracion de glucosa es estadisticamente igual en todos los
tratamientos; sin embargo, numéricamente hay una concentracion menor de este
monosacarido en el tratamiento solo con D. hansenii. Esto puede deberse a la
fragmentacion de sacarosa en el medio de cultivo lo cual da como resultado un
incremento en la concentracion de glucosa (Mishra et al., 2015). La concentracion
de fructosa en los tratamientos con microorganismos es estadisticamente
diferente, lo cual sugiere que los microorganismos metabolizan con mayor
eficiencia la fructosa que la glucosa. Hernandez-Montiel et al. (2010) reportan que
algunas cepas de D. hansenii presentan una velocidad de consumo mayor para la
fructosa que para la glucosa en medio flavedo (limén). Por otra parte, reportan que
P. italicum, patogeno de frutos de limon mexicano, tiene una velocidad de
consumo mayor de fructosa que de glucosa. La afinidad metabdlica por la fructosa
se debe a que la levadura y el fitopatdgeno requieren menos gasto energético
para metabolizar este monosacarido en comparacién con la glucosa. Esto se
relaciona con la facilidad de integracion de cada uno de los azucares al ciclo de
glucolisis para la obtencién de energia; para la formacion de fructosa-6-fosfato a
partir de glucosa, se requieren de dos enzimas intermediarias. Para obtener la
misma molécula a partir de fructosa solo se requiere fosforilar este monosacarido
a ftravés de una fosfo-fructocinasa (Mathews, 2002). La concentracion de
carbohidratos totales es estadisticamente diferente en los tratamientos donde esta
presente D. hansenii, lo cual indica un aprovechamiento mayor de éstos por parte
de la levadura durante la fase exponencial de su crecimiento. EI método de
analisis de carbohidratos solo evalua los solubles en el medio y cada carbohidrato
influye de diferente manera en las lecturas de absorbancia, por tanto, diferencias
numeéricas de estos azucares impactan en los resultados y en el andlisis
estadistico (Roe et al., 1961). De forma integral, los resultados indican que existe

una competencia por carbohidratos entre microorganismos en el medio de papaya
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y D. hansenii consume una cantidad mayor de éstos durante la fase exponencial
de su crecimiento, lo cual disminuye el porcentaje de germinacion de conidios en
esta etapa. Debido que la levadura D. hansenii es epffita de papaya y C.
gloeosporioides un patégeno de este fruto, sus caracteristicas fenotipicas estan
adaptadas para obtener el beneficio nutrimental mayor de este fruto (Parafati et
al., 2015). Chanchaichaovivat et al. (2008b) reporta que la competencia por
nutrientes y la secrecion de enzimas hidroliticas de pared celular por P.
guilliermondi contra C. capsici, explican parcialmente la forma de control de éste
patdogeno en chile. En los resultados obtenidos por este autor, se observa que la
fructosa parece ser indispensable para que la levadura afecte al desarrollo de la
germinacion de esporas, lo cual puede estar relacionado con lo obtenido en este

ensayo.

8.3. Determinacién de la produccion de enzimas hidroliticas por D. hansenii

Las levaduras D. hansenii presentaron produccion de enzimas: (-1,3 glucanasa,
quitobiosidasa (exoquitinasa) y proteasa, lo cual concuerda con lo reportado por
Hernandez-Montiel et al. (2010) para la cepa L1; ademas, estos autores reportan
que existe diferencia en la produccion de estas enzimas para diferentes cepas de
D. hansenii. A diferencia de levaduras como P. membranefaciens y C. albidus, D.
hansenii no produce endoquitinasas (Bautista-Rosales et al., 2013; Chan et al.,
2005). La produccion de enzimas B-1,3 glucanasa y quitinasas, dependen de la
fuente de carbono que se suministre al cultivo de levadura, cuando se suministra
pared celular del hongo patdégeno, se induce una produccién mayor de ambas
enzimas (Castoria et al.,, 2001). La pared celular de las levaduras también esta
constituida por quitina, glucano y manoproteina y la fuente carbono que se
suministra en un cultivo afecta la composicion de su pared celular. La
incorporacion de B(1,3) y P(1,6)-glucanos tiene una funcion importante en el
ensamblaje de la pared celular y le confieren resistensia a las levaduras contra

lisis (Uscanga et al., 2005) lo cual puede relacionarse con el hecho que existe una
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producciéon mayor de 3-1,3 glucanasa que el resto de las enzimas hidréliticas en el
cultivo con pared celular de C. gloeosporioides. La degradacién de quitina y
glucano del hongo inducen resistencia en el fruto contra hongos
(Chanchaichaovivat et al., 2008b) por lo quees necesario investigar la produccion

y actividad de estas enzimas hidroliticas in vivo.

8.4. Evaluacion del efecto de CVOs producidos por D. hansenii hacia la

inhibiciéon de C. gloeosporioides

Las concentraciones 10% y 108 cel'mL-! de D. hansenii presentan estadisticamente
un efecto de inhibicidn mayor de crecimiento del hongo por medio de la produccion
de compuestos volatiles. En comparacion a lo reportado por Parafati et al. (2015)
las levaduras S. cerevisiae, Wickerhamomyces anomalus, Metschnikowia
pulcherrima y Aureobasidium pullulans ejercen un efecto de inhibicion mayor sobre
el crecimiento de Botrytis cinerea por medio de la produccion de CVOs. Lutz et al.
(2013) reportan que no todas las levaduras tienen el mismo efecto sobre la
inhibicion del crecimiento de hongos fitopatdgenos ni la misma capacidad de
producir COVs como mecanismo antagonico. Spadaro et al. (2016) reportan que
algunos de los compuestos volatiles producidos por levaduras con actividad
antifungica son 2-feniletanol, etanol y acetato de etilo. Gori et al. (2011) mencionan
que D. hansenii es capaz de producir 2-feniletanol y la concentracion de este
metabolito se relaciona con la concentracion celular en el medio.
Estadisticamente se observd un efecto de inhibicion mayor del crecimiento de C.
gloeosporioides en los tratamientos en medio de cultivo PDA, lo cual sugiere que
la composicion y disposicion de nutrimentos es un factor importante para que D.
hansenii produzca compuestos volatiles. Cano-Garcia et al. (2014) concluyen que
parametros como la temperatura y la composicién del sustrato, tienen una funcién
importante en el desarrollo del aroma producido por D. hansenii en embutidos

crudos curados.
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8.5. Evaluacion in vitro e in vivo de la concentraciéon celular de D. hansenii

sobre la formacién de biopeliculas y adhesion al patégeno

8.5.1. Evaluacion in vitro del efecto de tres concentraciones celulares de D.

hansenii sobre la formacion de biopeliculas

La levadura S. cerevisiae no tiene la capacidad de adherirse a la superficie de las
placas de polietileno (Parafati et al.,, 2015) es por eso que las diferentes
concentraciones de esta levadura no mostraron diferencia estadistica en la
densidad optica (D.O.) y poseen valores bajos. Unicamente la concentracién de
108 cel'mL™! de D. hansenii mstro diferencia estadistica en la D.O. en comparacion
con las concentraciones celulares menores, y es mayor a la generada por S.
cerevisiae. Esto coincide con lo reportado por Jin et al. (2003) quienes concluyen
que la concentracion éptima para la formacion de biopeliculas por levaduras es de
107 cel'mL-'. Por otra parte, Lutz et al. (2013) reportan que algunas levaduras
tienen la capacidad de formar biopeliculas a concentraciones de 108 cel-mL-'. Chi
et al. (2015) senalan que la capacidad de D. hansenii para formar biopeliculas se
debe a cambios en la morfologia de las células; este cambio morfolégico se asocia
a la expresion de la glucoproteina Flollp, la proteina de senalizacion Wsclp, la
fosfolipasa C y la proteina glicosilfosfatidil inositol RBR1 y “quérum sensing”
mediado por acoholes. La formacion de biopeliculas por levaduras esta ligada
ademas a factores de estrés como la temperatura (Gori et al., 2011), por lo tanto,
el desarrollo de biopeliculas en el experimento se relaciona con las condiciones de

incubacion de la levadura.

8.5.2. Evaluacion in vitro del efecto de tres concentraciones celulares de D.

hansenii sobre la adhesion al patégeno

En los tratamientos de D. hansenii con 10% y 108 celmL' se observd que las

levaduras se adhieren a micelio y conidios del hongo. En ambos tratamientos se
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observan cambios morfolégicos en las levaduras y uniones por filamentos entre
estas, los cuales pueden estar constituidos por proteinas como la glicosilfosfatidil
inositol que participan en la adhesion entre células de levaduras (Gori et al., 2011).
La adhesion del antagonista al hongo a una concentracion 10% y 108 cel-mL-"
indica que la adhesidon es un mecanismo que se presenta a estas concentraciones
celulares. La unién de los antagonistas a las hifas del patégeno aumenta la
competencia de nutrientes, asi como interferir con la capacidad de los patdgenos
para iniciar e incrementar la lesion en el fruto (Chanchaichaovivat et al., 2008b).
No se observaron afecciones al micelio y conidios del patdégeno en ninguno de los
tratamientos con levaduras, por lo cual se descarta la participacion de produccion
de enzimas hidroliticas. Spadaro et al. (2002) observaron que la adhesion de
levaduras a esporas e hifas de B. cinérea sin presenciar ataques a estas
estructuras, lo que sugiere una interaccion directa entre el antagonista y el
patdgeno. La falta de capacidad de S. cerevisiae para adherirse al fitopatdgeno
coincide con lo descrito por Parafati et al. (2015). Al emplear una concentracion de
levadura de 108 cel'mL-! se observd la formacién de un tipo de biopelicula, la cual
a diferencia de las caracteristicas tipicas de las biopeliculas no presenta el
embebimiento de las levaduras en una matriz extracelular (Pu et al., 2014). La
formacion de la biopelicula por D. hansenii a una concentracién de 108 cel-mL-"
concierta con lo descrito por Jin et al. (2003). A pesar que el tratamiento con 108
celmL' de D. hansenii muestra adhesion entre levaduras, no hay una unién
extensa que dé lugar a la formacién de una biopelicula como reporta Lutz et al.
(2013) para esta concentracion. Existe evidencia que la capacidad de formacion
de biopeliculas por D. hansenii in vitro, se debe a cambios morfolégicos que

permiten un ensamblaje entre células como se menciona en el objetivo anterior.
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8.5.3. Evaluacion in vivo del efecto de tres concentraciones celulares de D.

hansenii sobre la formaciéon de biopeliculas y adhesion al fitopatégeno

Las micrografias electronicas muestran la evolucién de la formacion de una
biopelicula por levaduras, basado en la concentracién celular empleada sobre
frutos de papaya. Primeramente, al emplear una concentracion de levadura a 104
cel'mL-" se forman microcolonias; seguidamente al aumentar la concentra a 106
celmL' de levadura se observan filamentos entre las levaduras de la
microcolonia, las cuales las mantiene unidas y finalmente al emplear una
concentracion de 108 cel'mL' se produce la formacion de una biopelicula
homogénea, en la cual las levaduras se encuentran embebidas en una matriz
hidratada. El emplear una concentracion de levadura de 106 cel'mL-' solo se
delimita la zona de infeccion del hongo, pero internamente éste sigue creciendo.
Por otra parte, el emplear una concentracién de levadura de 108 cel-mL-! evita la
infeccién del fitopatdgeno debido a la formacion de la biopelicula. Para la
formacién de biopeliculas por parte de D. hansenii es necesario emplear una alta
concentracion celular en los frutos. Pu et al. (2014) demostraron que Kloeckera
apiculata es capaz de producir biopeliculas sobre frutos citricos cuando se emplea
a una concentracion 108 celmL™', dando lugar a una matriz extracelular, lo cual
corresponde con los resultados obtenidos; sin embargo, la matriz de la biopelicula
unicamente se forma en la interaccidén fruto-levadura y cuando se agrega un
patdgeno ésta deja de formarse y las levaduras se unen al micelio del patégeno.
Estos autores también reportam que al aplicar 2-feniletanol sobre K. apiculata en
medio PDA ésta forma filamentos y conglomerados de levadura; sin embargo, esto
no sucede in vivo. Para la formacion de la biopelicula es necesario un cambio en
morfologia de las células de levadura, lo cual involucra cambios como
modificaciones en actina y citoesqueloto microtubular (Sipiczki et al., 1998). Este
cambio puede ser inducido por factores ambientales como temperaturas poco
optimas, poca disponibilidad de oxigeno, alta osmolaridad, pH o limitacion de

sustrato incluyendo la falta de nitrogeno. La falta de este Ultimo factor podria
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presentarse en la herida del fruto debido a la alta concentracion del antagonista
(Lutz et al., 2013) dando lugar a la formacién de la biopelicula. Chanchaichaovivat
et al. (2007) concluyen que la actividad antagoénica de las levaduras contra hongos
fitopatdgenos depende de la edad del cultivo y la concentracion inicial de
antagonista, lo cual tiene relacion con la formacion de la biopelicula como se ha
descrito anteriormente. Por otra parte, el tejido herido de los frutos responde a
diversos elicitores de levaduras, principalmente a componentes de pared celular,
activando mecanismos de defensa que regulan la densidad poblacional de la
levadura a través de cambios de pH, produccion de compuestos oxidativos e
induccion de cambios morfolégicos en la levadura (Liu et al., 2013), lo cual da
lugar a la formacion de biopeliculas, conformadas con la matriz extracelular,
haciendo indispensable la interaccion levadura-fruto para esto. Gori et al. (2011)
reportan que D. hansenii es capaz de producir los alcoholes aromaticos 2-
feniletanol y tirosol, y en cultivos con alta densidad celular incrementa la
concentracion de estos alcoholes, los cuales son moléculas mediadoras de
quorum sensing coordinando la adhesion de D. hansenii a superficies y la
formacion de biopeliculas. Si D. hansenii es capaz de producir 2-feniletanol
durante la formacién de la biopelicula, esta molécula tiene participacion en el
efecto de control sobre C. gloeosporioides ya que se ha demostrado que este
alcohol afecta la germinacion, crecimiento y expresion génica de hongos (Parafati
et al., 2015). En este ensayo tampoco se observan afecciones al micelio del
hongo, lo cual sugiere que la produccion de enzimas hidroliticas no tiene una
participacién en el control de C. gloeosporioides in vivo. La actividad y produccion
de estas enzimas depende de factores como la temperatura y pH (Vaidya et al.,
2001) por lo tanto, es posible que en condiciones de almacenamiento comercial
(bajas temperaturas) la actividad de estas enzimas se incremente y participe en el
control de la enfermedad como lo reporta Lutz et al. (2013). Sin embargo, la
produccion de B-1,3 glucanasa por levaduras se reprime cuando en el medio la
glucosa se encuentra como la principal fuente de carbono (Chanchaichaovivat et

al. 2007), lo cual sucede en el antagonismo in vivo. Las biopeliculas cumplen la
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funcidn de crear una barrera mecanica entre la herida y el patégeno; sin embargo,
la induccidn de resistencia del huésped es un mecanismo que influye en el control

de la antracnosis.

8.6. Determinacion in vitro e in vivo del efecto de D. hansenii sobre la

inhibiciéon de C. gloeosporioides

8.6.1. Experimento en medio liquido

El tratamiento con la concentracidén celular mayor es el Unico que mantuvo un
efecto de inhibicion sobre la germinaciéon de conidios con un 97%. Esto coincide
con lo reportado por Lutz et al. (2013) y Spadaro et al. (2002) quienes reportan
que una concentracion de levadura de 108 cel'mL-' presenta una inhibicidn
completa de la germinacién de conidios y una concentracion menor a ésta no
ejerce una inhibicion significativa. Por otra parte, la concentracion 108 cel-mL-! de
D. hansenii empleada en el ensayo, supera el porcentaje de inhibicion de conidios
reportado por Hernandez-Montiel et al. (2010a) para P. italicum en medio de limon
a una concentracion de 10° cel-mL™", con diferentes cepas de D. hansenii después
de 48 h. Estos autores mencionan que la germinacién de Penicillium spp. requiere
de una fuente de carbono que actue como inductor y como sefial para iniciar el
proceso de infeccién en un fruto y la ausencia de una fuente de carbono puede
actuar como un factor que induce dormancia en algunas esporas; basado en esto,
al incrementar la concentracion celular de D. hansenii se produce un incremento
en la competencia de nutrimentos del medio, dando como resultado el
agotamiento de estos y favoreciendo el estado de dormancia de los conidios de C.
gloeosporioides. Otro mecanismo que puede estar involucrado en el fendbmeno
observado es la produccion de COVs por parte de la levadura, como el 2-
nonanona, el cual es producido por Candida intermedia y suprime la germinacion

de conidios y el crecimiento de micelio de Botrytis cinérea (Spadaro y Droby,
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2016). Ong y Ali (2015) reportan que el uso de ozono a una concentracion de 1.5-
5 pL L' inhibe la germinacion de conidios de C. gloeosporioides al 100%, lo cual
es similar a lo obtenido en el ensayo realizado y demuestra la eficiencia de la

levadura.

8.6.2. Experimento in vivo

Al incrementar la concentracion de D. hansenii en los frutos, se redujo la
incidencia y el diametro de lesién causado por antracnosis, siendo nulas estas
variables al emplear una concentracion de 108 cel'mL' de antagonista. Estos
resultados coinciden con lo descrito por Chanchaichaovivat et al. (2007) y de
Capdeville et al. (2007) quienes demostraron que emplear concentraciones de
levadura superiores a 10°® cel'mL' incrementa el efecto de control sobre el
diametro de lesion de antracnosis, ocasionada por C. capsici y C. gloeosporioides,
en chile y papaya respectivamente. En relacion a la variable de la incidencia de la
enfermedad, sdlo los tratamientos con 10 y 108 cel'mL-" mostraron un efecto de
reduccidon sobre esta variable, lo cual concierta con lo reportado por Wang et al.
(2010b) quienes emplearon la levadura Rhodosporidium paludigenum en un rango
de 10° cel'mL" a 10° cel-mL"" reduciendo significativamente la incidencia de moho
gris en tomate cherry. Estos autores atribuyen que el efecto de proteccion sobre
tomate se debe a la competencia por espacio y nutrimentos por parte de la
levadura, asi como por su capacidad de crecer rapidamente sobre las heridas del
fruto, mostrando una adaptacion al microambiente de la herida. El efecto de
inhibicion al emplear una concentraciéon de 108 celmL' de antagonista se
relaciona directamente con los resultados obtenidos de competencia por espacio y

nutrimentos, asi como con la formacion de biopeliculas.
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8.7. Evaluacion de diferentes tiempos de inoculaciéon de D. hansenii sobre el

control de C. gloeosporioides en frutos de papaya var. Maradol

Una de las caracteristicas mas importantes de un microorganismo antagonista en
poscosecha, es que controle una enfermedad antes de darse la infeccion en el
agro-producto asi como el de controlar una enfermedad una vez establecida. En
este estudio, los frutos tratados con D. hansenii, independiente del tiempo de
aplicacion del antagonista, no presentaron incidencia ni diametro de lesion en
comparacioén con los frutos tratados solo con el fitopatdgeno y fungicida. Autores
como Zhao et al. (2008) y Lu et al. (2013) realizaron estudios evaluando el efecto
del momento de inoculacion de las levaduras P. guilliermondii y R. paludigenum,
sobre el control de enfermedades en tomate y citricos, respectivamente. Estos
autores concluyen que aplicar al antagonista antes que el fitopatégeno tiene como
consecuencia una tasa de infeccidon menor, contrario a tratamientos en los que se
invierten los papeles y de la misma manera el tiempo de inoculacion tiene
influencia sobre el desarrollo de la lesion, obteniéndose un control mayor de las
enfermedades cuando se aplica 24 h antes al antagonista. Los estudios realizados
por de Capdeville et al. (2007) con levaduras epifitas de papaya, Lima et al. (2013)
con W. anomalus y Meyerozyma guilliermondi y Valenzuela et al. (2015) con
cepas de Trichoderma, reportan que la aplicacién de estos microorganismos
previamente a la infeccion con C. gloeosporioides ejerce un control mayor sobre la
antracnosis en frutos de papaya; ademas, la aplicacion de los mismos posterior a
la infeccion con C. gloeosporioides muestra un efecto de inhibicién de la
enfermedad en comparacién con el control, lo cual corresponde con los resultados
obtenidos. En éste trabajo, el control de antracnosis en frutos de papaya fue
superior a lo reportado con microorganismos antagonistas y métodos fisicos como
ozono (Ong y Ali, 2015), radicacion gamma y UV-C (Cia et al., 2007) demostrando
que la levadura D. hansenii es capaz de evitar la infeccion de C. gloeosporioides al

100%, cuando se aplica a una concentracion de 108 cel mL-" por inmersion, e
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incluso una vez establecido el hongo en el fruto, ademas de presentar una

eficiencia mayor al del fungicida comercial.

8.8. Determinacion del efecto de D. hansenii sobre la proteccion de papaya

var. Maradol bajo condiciones de comercializaciéon local

El tratamiento con la levadura D. hansenii no mostré un efecto adverso sobre la
maduracion de frutos de papaya cv. Maradol. Numéricamente el tratamiento con
levadura presentd menos frutos sobremaduros, esto es deseable debido a que
permite su preservacion por mas tiempo lo cual es un factor que influye en su
comercializacion. El efecto de proteccion de D. hansenii sobre frutos de papaya es
mayor que el tratamiento de agua y de fungicida. En el control con agua se
presenta un 33.33% de proteccidn, lo cual coincide con lo descrito por Rashid et
al. (2015) quienes reportan que para frutos sin tratar (solo lavados), unicamente el
30% no presenta incidencia de enfermedades. Estos resultados indican que la
levadura D. hansenii puede emplearse en poscosecha para el control de
enfermedades de papaya reduciendo las pérdidas y evitando la aplicacion de
fungicidas. Es posible que aplicando al antagonista sobre frutos con menor
madurez, se obtenga un resultado mejor en el control de hongos y permita de esta

manera extender su vida de anaquel.
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9. CONCLUSIONES

La cepa ECP4 de la levadura D. hansenii se puede cultivar en medio elaborado a
base de frutos de papaya var. Maradol. La cepa ECP4 expresa mecanismos
antagénicos de competencia por carbohidratos, produccion de enzimas
hidroliticas, produccion de compuestos organicos volatiles, adhesion al patdgeno y
formacion de biopeliculas, y concentracion y tiempo de inoculacion contra
Colletotrichum gloeosporioides. Por lo tanto, a excepcion del mecanismo de
produccion de enzimas hidroliticas, se acepta la hipotesis planteada. Basado en
los resultados, los principales mecanismos antagonicos de D. hansenii
involucrados en la proteccion de frutos de papaya son la competencia por espacio

y carbohidratos, asi como la formacién de biopeliculas.

La concentracion celular del antagonista tiene una funcion importante en el control
de antracnosis. Al emplear una concentracion alta de la levadura, se
incrementaron los efectos de cada mecanismo sobre el fitopatogeno. Se observo
que la formacion de biopeliculas solo tiene lugar al utilizar una concentracion de
108 cel'mL-", lo cual determind el control efectivo de la antracnosis ocasionada por
C. gloeosporioides. El ensayo de los tiempos de inoculacion de la levadura sobre
los frutos mostré un control del 100% sobre la incidencia y diametro de lesién de la

antracnosis.

Los resultados del experimento bajo las condiciones de comercializacion
poscosecha llevadas a cabo por los productores del Estado de Veracruz,
concluyeron que D. hansenii fue mas eficiente en la proteccion de los frutos de
papaya var. Maradol en comparacién con el fungicida comercial. Lo anterior
permite ofrecer a esta levadura como una alternativa para el manejo de la
antracnosis en papaya disminuyendo los costos de produccion al limitar la

aplicacion de fungicidas quimicos.
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11. ANEXO

Figura 21. Proteccion de D. hansenii contra hongos en frutos de papaya var.

Maradol inoculados con 60-70% de madurez. Donde; a) agua, b) fungicida y c) D.
hansenii.



