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Resumen

El melén (Cucumis melo L.) es un fruto popular entre los cultivos horticolas por su sabor y
contenido nutricional. Por sus caracteristicas fisiologicas y malas practicas de manejo, es
susceptible a enfermedades fungicas como la pudricion del fruto ocasionada por Fusarium
spp. causando pérdidas econdémicas considerables. Su control se basa en la aplicacion de
fungicidas sintéticos como el benomil, sin embargo, genera resistencia en los fitopatdgenos,
dafios a la salud y contaminacion ambiental. El control bioldgico es una alternativa al uso de
los agrogquimicos. Los microorganismos de ambientes marinos por sus caracteristicas
metabdlicas pueden ser utilizados como agentes de control biolégico (ACB). Para mejorar la
eficiencia de los ACB, es importante elucidar los mecanismos de accién y realizar
tratamientos conjuntos para obtener un amplio espectro de accion y resultados comparables
a los de fungicidas sintéticos. Por otra parte, el uso de inductores de resistencia como ulvan,
ha sido aplicado con éxito para el control de enfermedades en las plantas, existiendo poca
informacién sobre su uso en poscosecha. Como objetivo se evaluaron los mecanismos
antagonicos de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan como tratamiento individual o conjunto
hacia F. proliferatum en frutos de meldn. La identificacion del fitopatogeno se realizé por
claves taxondémicas y marcadores moleculares. Se realiz6 un screening para seleccionar los
microorganismos marinos mas eficientes en el control de la pudricién sobre frutos de meldn.
Se determino que ulvan no tiene efecto directo sobre D. hansenii y S. rhizophila, al medirse
la tasa de crecimiento de los ACB in vivo e in vitro. En los mecanismos de accion, la
competencia por nutrientes y la produccién de enzimas liticas se cuantificaron inoculando
los ACB en medio a base de meldn suplementado con pared celular del hongo. La produccion
de compuestos volatiles organicos (VOCs) se evalud por cultivo dual y la actividad bio-
surfactante por dispersién en membranas hidréfobas e hidrofilicas. En frutos inoculados con
los ACB y ulvan se midi6 la actividad de enzimas antioxidantes y de defensa. In vivo se
inocularon a los ACB para determinar la incidencia de enfermedad, lesion y pardmetros de
calidad. D. hansenii y S. rhizophila inhiben a F. proliferatum por mecanismos como
parasitismo, competencia por nutrientes, micoparasitismo por enzimas liticas, bio-
surfactantes y VOCs. D. hansenii, S. rhizophila y ulvan inducen la actividad de enzimas
antioxidantes y de defensa. Los ACB de este estudio pueden ser propuestos en tratamiento
conjunto para el control poscosecha de la pudricién de melén.

Palabras clave: Debaryomyces hansenii, Stenotrophomonas rhizophila, ulvan, control
biol6dgico, microorganismos marinos.

Vo.Bo. Dr. Luis G. Hernandez Montiel Vo.Bo. Dr. Bernardo Murillo Amador
(Co-Director) (Co-Director)



Summary

Muskmelon (Cucumis melo L.) is a popular fruit between horticultural crops because its
flavor and nutritional content. Muskmelon fruit possess physiological characteristics
(climacteric stage) and inefficient manage, which make it susceptible to postharvest disease
by Fusarium spp. fruit rot principally and economic losses. Synthetic fungicides such as
benomil are the conventional treatment, but its indiscriminate use cause fungi resistance,
healthy problems and pollution. Biocontrol is an emerging treatment based on the use of
antagonistic microorganisms. Marine microorganisms are promissory candidates as
biological control agents (BCAs) because it’s metabolic characteristics. It is important to
elucidate the mechanisms of action and to mix treatments in order to enhance the efficiency
of individual treatments of BCAs to make them better than fungicides. On the other hand,
the control of plant diseases with ulvan as resistance inducer has been successfully studied,
but there are few reports about ulvan application in postharvest control diseases. The aim of
this study was to evaluate antagonism mechanisms of D. hansenii, S. rhizophila and ulvan as
single or mixed treatments against fruit rot caused by F. proliferatum. The phytopathogen
identification was based on key taxonomic and molecular markers. After screening test, the
more effective marine microorganisms in the biocontrol of fruit rot were selected and used
in the next experiments. Ulvan did not have direct effect over in vivo and in vitro growth of
BCAs. Nutrients competition and lytic enzymes production were evaluated on based
muskmelon medium. VOCs excretion was evaluated by dual culture and bio-surfactants
excretion by hydrophobic and hydrophilic membranes dispersion. Muskmelon were
inoculated with BCAs and ulvan to determinate the activity of enzymes related to oxidative
stress and defense. Muskmelon were also inoculated to quantification the incidence, lesion
diameter and quality parameters. In conclusion, D. hansenii and S. rhizophila inhibited F.
proliferatum growth by diverse mechanisms such as parasitism, nutrients competition,
mycoparasitism by lytic enzymes, bio-surfactants and VOCs. Marine microorganism and
ulvan induced antioxidant and defense enzymes activity. The BCAs on this study used as
mixed treatment are a promissory alternative on postharvest control of fruit rot in
muskmelon.

Keywords: Debaryomyces hansenii, Stenotrophomonas rhizophila, ulvan, biocontrol, marine
microorganisms.

Vo.Bo. Dr Luis G. Herndndez Montiel Vo.Bo. Dr. Bernardo Murillo Amador
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1. INTRODUCCION

El mel6n (Cucumis melo L.), es comercializado mundialmente por su sabor y contenido
nutricional (SENASICA, 2010). Las variedades que mas se cultivan son; inodorus (honey
dew o melon liso) y reticulatus (cantaloupe) (CONABIO, 2015; SENASICA, 2010). México,
ocupa el sexto lugar en exportacion a nivel mundial (PRODUCE, 2017). Coahuila, Guerrero,
Michoacan, Sonora y Durango son los principales estados productores (SIAP, 2017). En Baja
California Sur, el cultivo del meldn ocupa el séptimo lugar en valor de produccion
(CONABIO, 2015). Sin embargo, hay pérdidas de hasta el 50% de la produccién por
problemas de manejo poscosecha asociados a enfermedades fungicas (Sharma et al., 2009).
La principal enfermedad en poscosecha es la pudricién del fruto ocasionada por Fusarium
spp. Esta enfermedad disminuye drasticamente la calidad del fruto y su vida de anaquel
(Wang et al., 2010; Zvirin et al., 2010). Los fungicidas sintéticos son el tratamiento
convencional que utilizan los productores (Nunes, 2012). Sin embargo, su uso ocasiona
problemas de salud, contaminacién (Bokshi et al., 2007; Tu et al., 2013) y resistencia en los
fitopatdgenos (Mari et al., 2012). El control bioldgico, es una alternativa al tratamiento
convencional con productos sintéticos (Hussain et al., 2015) y se fundamenta en el uso de
microorganismos antagonistas (ej. levaduras y bacterias) o sus derivados para limitar o
contrarrestar el desarrollo de fitopatdgenos (Spadaro y Droby, 2016). Los agentes de control
bioldgico (ACB) suelen aislarse de la superficie de plantas, suelo o sintetizarse a partir de
sus metabolitos secundarios (Sharma et al.,, 2009). Una propuesta reciente son los
microorganismos de ambientes extremos (ej. ambientes marinos), los cuales, cuentan con
caracteristicas fisiologicas y metabdlicas eficientes que les permiten crecer, reproducirse y
alimentarse en condiciones ambientales poco favorables (Blunt et al., 2013; Vero et al.,
2013). Estudios previos, han demostrado que microorganismos marinos como la levadura
Debaryomyces hansenii y la bacteria Stenotrophomonas rhizophila han sido altamente
eficientes para el control de enfermedades fngicas en las plantas (Hernandez-Montiel et al.,
2010a; Minkwitz y Berg, 2001). A estos ACB se les atribuyen mecanismos de accion como:
la competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo, produccion de compuestos
volatiles, induccidn de resistencia, entre otros (Hernandez-Montiel et al., 2010b; Medina-

Cordova et al., 2016). Debido a que los ACB aplicados individualmente suelen ser menos



eficientes que los fungicidas sintéticos, se investigan tratamientos conjuntos entre ACB e
inductores de resistencia (Spadaro y Droby, 2016). Previamente, el polisacarido ulvan ya se
ha reportado como inductor de resistencia en plantas (Abouraicha et al., 2015; Montealegre
etal., 2010). Por lo cual, el tratamiento conjunto con D. hansenii, S. rhizophila y ulvan podria
incrementar la eficiencia de los tratamientos individuales para el control de enfermedades de
las plantas ocasionados por fitopatégenos. Aunado a esto, se deben elucidar los mecanismos
involucrados en el proceso para entender la interaccion tritrofica entre el hospedero, el
fitopatdgeno y los ACB para incrementar la eficiencia del control (Droby et al., 2009). Por
lo anterior, en el presente estudio se evaluaron los mecanismos de accion de los ACB (D.
hansenii y S. rhizophila) y su tratamiento conjunto con el inductor de resistencia ulvan para

el control de Fusarium proliferatum en frutos de melon.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del meldn

El melén (Cucumis melo L. var. reticulatus cv. cantaloupe) pertenece a la familia de las
Cucurbitaceas donde se incluyen otros vegetales de importancia economica como el pepino,
sandia y calabaza (CONABIO, 2015). Se considera a Africa y Asia como el centro de origen
del cultivo debido a la presencia de variedades silvestres en esas regiones. Para la
reproduccion es necesaria la dispersion del polen por medio de vectores (CONABIO, 2015).
Es un cultivo anual con ciclo fenoldgico de 90 a 110 dias y temperaturas 6ptimas de 25 a 28
°C (SENASICA, 2010). Las principales variedades son; inodorus (honey dew o mel6n liso)
y reticulatus (cantaloupe) (CONABIO, 2015). Durante la maduracion y senescencia del
melon hay procesos fisiologicos y bioquimicos que afectan su calidad (Hadfield et al., 1995).
Ocurren cambios en su color, textura, aroma y sabor (Shellie y Lester, 2004). Durante esta
etapa el contenido de azlcares no aumenta y se presenta una abscision en la zona del
pedunculo (Shellie, 1999). Este fendmeno estd asociado al incremento en la respiracion

mediada por etileno y didxido de carbono (climaterio).

2.1.1 Importancia productiva

A nivel mundial destacan China, Turquia, Iran, Estados Unidos y Espafia con 10.52 a 0.99
millones de toneladas de produccién. Espafia ocupa el primer lugar en exportacion con
307,000 ton (USDA, 2018). Mientras que México ocupa el sexto lugar con 146,000 ton,
siendo Estados Unidos su principal mercado (PRODUCE, 2017). A nivel nacional se siembra
una superficie total de 19,627 ha en los estados de Coahuila, Guerrero, Sonora, Michoacan y
Durango principalmente. EI meldn es una de las cucurbitaceas mas importantes en México
debido a la superficie sembrada, las divisas y los empleos que genera su cultivo (INIFAP,
2002). En Baja California Sur, el melon ocupa el séptimo lugar en valor de produccion, se
siembran aproximadamente 227 ha y genera anualmente una derrama econémica cercana a
los 4 millones de pesos (SIAP, 2017). Las regiones productoras de Baja California Sur se
localizan en la zona de Todos Santos (Pescadero, El Carrizal, Ejido Agua amarga, Ejido San

Luis, Ejido Juan Dominguez Cota y el valle de los planes) en el municipio de La Paz, la zona



agricola del valle de Santo domingo en el municipio de Comondu y en la zona del Vizcaino
en el municipio de Mulegé (PRODUCE, 2017).

2.2 Manejo poscosecha del melon

El mel6n tiene una vida promedio en poscosecha de 14 dias a temperatura controlada de 2
°C con un 90% de HR (Séanchez-Estrada et al., 2009). Para cumplir con los parametros de
calidad, el fruto no debe tener cicatrices, grietas, golpes y lesiones (SENASICA, 2010). El
reticulado debe ser uniforme, debe tener un porcentaje de solidos solubles totales del 9-11%
(Sanchez-Estrada et al., 2009). Bajo estos criterios, el fruto se clasifica como Premium y tipo
1,2 y 3. El mel6n Premium es de exportacion, el tipo 1 para comercializacion nacional, el
tipo 2 es destinado al mercado regional y el tipo 3, se utiliza para procesos industriales
(Shellie y Lester, 2004).

2.2.1 Corte, almacenamiento y transporte

Las tareas durante el corte almacenamiento y transporte deben realizarse por personal
calificado para asegurar la calidad del fruto (Fig. 1) (FAO, 1987). Al momento del corte, el
tallo debe estar a media separacion del pedinculo para que el fruto madure correctamente y
tenga mas compuestos aromaticos (Shellie, 1999). Previo al almacenamiento, el pre enfriado
a temperaturas de entre 10 y 15 °C retarda la senescencia y preserva azucares y durante el
almacenamiento, una atmosfera controlada con el 3-5% de O, y 10-20% de CO- reducen la
respiracion, la produccion de etileno y la proliferacion de microorganismos (Shellie y Lester,
2004).

2.2.2 Control fisico y quimico de enfermedades

La pudricidn es la principal enfermedad del meldn en poscosecha. Los agentes causales son
Fusarium spp., Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer y Trichothecium roseum (Wang et
al., 2010). El control de enfermedades inicia con buenas practicas fitosanitarias durante el
cultivo y continua con la aplicacién de tratamientos fisicos y quimicos en poscosecha (FAO,
1987). El tratamiento fisico convencional expone a bajas y altas temperaturas (2-5 °C y 57-

62 °C) alos frutos (Sellie y Lester, 2004). El almacenamiento a bajas temperaturas disminuye



la taza de respiracion con lo cual se retrasa la maduracion (Shellie, 2009). Para exponer a
altas temperaturas se sumerge al fruto en agua caliente durante 30 s o se le aplica aire forzado
durante 35 min (INIFAP, 2002). Como consecuencia se genera un cambio en el potencial de
membrana de los hongos que disminuye la disponibilidad de ATP en las mitocondrias (Yang
et al., 2010). Algunos efectos del calor sobre el fruto son: induccion de resistencia,
mejoramiento de firmeza e incremento de los &cidos tritratables (Sui et al., 2014).
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Figura 1. Manejo poscosecha del melén.

Los principales tratamientos sintéticos utilizados en poscosecha del meldn son los fungicidas;
acibenzolar S-metil, azoxystrobin, benomil, tiofanato metalico, guazatine, imazalil,
iprodione y azoxistrobin; y los desinfectantes como el hipoclorito de sodio (NaCIlO) (Sui et
al., 2014). La aplicacion de fungicidas sintéticos es indispensable cuando el melon es
empacado para su comercializacion nacional o exportacion (FAO, 1987). El lavado con
hipoclorito de sodio a 200 ppm disminuye la proliferacion de microorganismos y elimina los
restos de materia organica presentes en la superficie del fruto (Nunes, 2012). Actla como
agente oxidante de las enzimas respiratorias con grupos sulfhidrilo (SH) como la succinato
deshidrogenasa que interviene en el Ciclo de Krebs (McMurry, 2012). Otra alternativa

quimica son los compuestos GRAS (Generally Regarded As Safe) dentro de los cuales estan



aditivos alimenticios como el molibdato, bicarbonato de sodio y algunas otras sales (Bokshi
et al., 2007).

2.2.3 Problemas asociados al manejo poscosecha

Un manejo poscosecha efectivo, es aquel que tiene la capacidad de inhibir o eliminar toda
fuente de inoculo patégeno (Droby et al., 2009). Sin embargo, los tratamientos empleados
convencionalmente no aseguran la calidad e inocuidad del fruto (Bokshi et al., 2007). En
poscosecha hay perdidas del 25% en paises desarrollados y hasta del 50% en paises
subdesarrollados. Los problemas por mal manejo favorecen el desarrollo de enfermedades
abidticas y bidticas (Nunes et al., 2012). Las enfermedades abi6ticas se relacionan a factores
ambientales como baja disponibilidad de nutrientes, temperaturas y pH extremos que
impiden el desarrollo fisiolégico normal de la planta, lo cual repercute en la calidad de los
frutos (Liu et al., 2013b; SAGARPA, 2012). Las enfermedades bioticas las ocasionan
principalmente patdgenos fangicos como Fusarium spp. en melon (INIFAP, 2002). Los
indculos pueden provenir del campo y permanecer en estado de latencia o durante el manejo
desde corte al transporte. En poscosecha las lesiones y heridas favorecen la penetracion de

los patdgenos (Hussain et al., 2015).

Los fungicidas sintéticos son el tratamiento convencional para prevenir enfermedades en
poscosecha aln y cuando su uso presenta inconvenientes (Spadaro y Gullino, 2004). Estos
productos quimicos tienen efectos negativos sobre la salud, el medio ambiente y propician la
resistencia en los fitopatdgenos (Wishiewski et al., 2016). Los factores que predisponen la
resistencia microbiana a los fungicidas sintéticos son; la estructura quimica del compuesto
utilizado (ej. bencimidazoles, fenilamidas, dicarboxamidas), mecanismo de accion del
fungicida (ej. fungicidas sistémicos como azoxystrobim) y recombinacion genética del
fitopatdgeno (ej. presencia de intrones, diploidia, entre otros) (Brent y Hollomon, 1998). Las
regulaciones hacia fungicidas se han incrementado principalmente en la union europea (UE).
Los supermercados también limitan la venta de productos tratados quimicamente (NOM-
EM-038-FITO, 2002).



2.3 Fusarium proliferatum

Fusarium es un género cosmopolita con cerca de 80 especies identificadas. Sus cepas pueden
ser saprofitos o fitopatdgenos y, homotalicos o heterotalicos (sexual o asexual). Fusarium
spp. es fitopatdgeno para una amplia gama de hospederos (Leslie y Summerell, 2006). F.
proliferatum fue descrito inicialmente como especie del género Cefalosporium por
Mastushima (1971) y, posteriormente incluido como especie de Fusarium por Gerlach y
Nirenberg (1976). Genera metabolitos secundarios como el &cido giberelico y micotoxinas
como las fumonisinas. Estas micotoxinas tienen similitud estructural con los precursores de
esfingolipidos actuando como inhibidores de la esfingosino N-acil transferasa que les
confiere hepato y nefro toxicidad (Torres-Sanchez y Lopez-Carrillo, 2010).

2.3.1 Morfologia

Segin su morfologia macroscopica, el micelio aéreo es de escaso a abundante, la
pigmentacion puede ser blanca, crema o purpura. Microscopicamente, el micelio es septado
y los macroconidios, microconidios y clamidosporas son las estructuras asexuales de
reproduccion. Los macroconidios son las esporas primarias en la identificacion del género.
Estas estructuras no se conservan durante el cultivo in vitro y pudieran no estar presentes en
algunas especies (Summerell et al., 2003). Aunado a esto, la observacion de macroconidios
debe ser cuidadosa ya que algunos Coelomycetes presentan estructuras parecidas (FAO,
2014). Los microconidios no son producidos por todas las especies (Summerell et al., 2013).
Las clamidosporas son el estado morfologico por el cual los hongos del género pueden
permanecer por periodos prolongados en suelo y otros ambientes como saprofitos (Leslie y
Summerell, 2006).

En la identificacion a nivel de especie, F. proliferatum presenta micelio aéreo que
inicialmente es blanco y posteriormente se torna morado (Summerell et al., 2013). Los
macroconidios son de paredes delgadas, relativamente rectos, apicalmente curvos, con 3
septos, y pueden ser de abundantes a nulos (sub-cultivos). Los microconidios son de base
aplanada, sin septos, pueden formar cadenas moderadas o agregados, su distribucion es

abundante en el micelio aéreo y carecer de clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).



2.3.2 Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento, el tejido enfermo colectado debe ser de la zona circundante al tejido sano
para disminuir la probabilidad de encontrar otros microorganismos que no son el agente
causal, tal es el caso de F. equiseti y F. semitectum considerados colonizadores saprofitos en
las lesiones (Summerell et al., 2013). Durante el aislamiento e identificacion, es importante
considerar el medio de cultivo utilizado, la temperatura de incubacién y los tiempos de
exposicion a la luz, ya que esto generara variabilidad en la morfologia y fisiologia del hongo
cultivado. Para que la identificacion sea precisa es importante simular las condiciones de
quien describe a la especie que se busca identificar (Agrios, 2005). Las esporas y su

morfologia son primordiales en la identificacion (Leslie y Summerell, 2006).

Los medios de cultivo iddneos para la identificacion del género Fusarium son el agar hoja
de clavel (CLA), el agar spezieller néhrstoffarmer (SNA) y el agar papa dextrosa (PDA)
(Leslie y Summerell, 2006). EI medio CLA favorece la produccion de macroconidios
uniformes y, abundante produccion de conidios (Summerell et al., 2003). En SNA las
colonias pueden permanecer largo tiempo debido a que hay esporulacion y formacién de
microconidios. EI medio PDA, permite observar claramente las caracteristicas
macroscopicas (Summerell et al., 2003). Fusarium spp. cultivado en PDA puede perder su

patogenicidad (Leslie y Summerell, 2006).

2.3.3 Enfermedad

Cuando un fitopatogeno logra colonizar al fruto puede acceder a la epidermis por medio de
hifas (paréasitos obligados) o entrar por lesiones (parasitos facultativos) (NUnes et al., 2012).
Fusarium spp. es un hemibiotrofo ya que penetra al meldn a través de lesiones y tejido
expuesto a senescencia y humedad, posteriormente puede alimentarse de células muertas
(Sperschneider et al., 2015). En el tejido externo (exocarpio) se forman manchas de 1 a 2.5
cm de diametro y 1 cm de profundidad (Sui et al., 2014). El tejido interior (mesocarpio) es
de color blanco o rosa con un halo blanco, la consistencia es seca y esponjosa (Leslie y

Summerell, 2006). El tejido enfermo se desprende facilmente del tejido sano (Sui et al.,



2014). Antes de la cosecha, las lesiones permanecen verdes, mientras el resto del tejido se
madura. La red en la zona afectada es mas gruesa y de color oscuro. Otra caracteristica es la
formacion de grietas o fisuras en la superficie del fruto (INIFAP, 2002). A nivel de especie,
F. proliferatum puede causar enfermedad por infeccidn natural o por inoculacion (Zhang et
al., 2011). Esta especie causa una ruptura de los polimeros de pectina que mantienen unidas
a las células del fruto por medio de la enzima poligalacturonasa (PG), lo cual causa el
fendmeno de maceracion. Esta enzima confiere virulencia y patogenicidad a este
microorganismo hacia el melon ya que es la primera enzima secretada al momento de
colonizar la superficie del fruto (Zhang et al., 1999). El pH éptimo para qué actué esta enzima
es de 6.0 lo cual coincide con el periodo de maduracion del fruto, ya que su pH pasa de ser
de 5.3 en etapa temprana al corte a 6.8 posteriormente (Sui et al., 2014). Otras enzimas
involucradas en su patogenicidad y virulencia son las proteasas, B-glucosidasas, catalasas,
super oxido dismutasa y lipoxigenasa producidas por F. proliferatum (Leslie y Summerell,
2006).

2.4 Mecanismos de defensa en los frutos

Los frutos estan bajo constante amenaza de fitopatdgenos como hongos, bacterias y/o
levaduras (Dukare et al., 2018). En esta interaccion huésped-patdégeno, puede o0 no
desarrollarse la infeccion (interaccion compatible e incompatible) (Tian et al., 2016). Para
frenar la infeccidn es fundamental que el reconocimiento del fitopatogeno y el despliegue de
los mecanismos de defensa se lleven a cabo durante las primeras horas (Jones y Dangl, 2006).
Esta defensa eficiente y multifacética es capaz de detener, disminuir o contrarrestar el
desarrollo de enfermedades, se divide en constitutiva e inducida (Burketova et al., 2015). La
defensa constitutiva esta conformada por barreras fisicas como cera, cuticula y sustancias
quimicas con actividad antimicrobiana como fenoles, quininas, estilbenos, terpenoides y
taninos (Agrios, 2005). La defensa inducida se genera por medio de una transduccion de
sefiales que induciran la expresion de genes involucrados en la respuesta sistémica adquirida
(RSA) vy la respuesta sistémica inducida (RSI) (Silva et al., 2006). Simultaneamente los
fitopatogenos desarrollan efectores cuya finalidad es tratar de evadir el reconocimiento y la
defensa del hospedero (Madriz-Ordefiana, 2002).
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2.4.1 Reconocimiento del patogeno y transduccién de sefiales

La interaccion entre el huésped para defenderse y del fitopatdgeno para suprimir dicha
defensa es explicada por medio del modelo zig-zag (Fig. 2) (Jones y Dangl, 2006). La primera
linea de reconocimiento se da por un mecanismo inespecifico donde se reconocen moléculas
conservadas que forman parte de los microorganismos (Wiesel et al., 2014). Dichas
moléculas pueden ser los péptidos flg22 y elf18 derivados de flagelos de las bacterias, la
quitina y sus derivados pos-degradacion como N-acetil-quitin-glucosamina, glucanos
presentes en la membrana de los hongos u oligo-galacturonidos derivados de pectinas que
son producidos como consecuencia de la accion de enzimas y toxinas (Burketova et al., 2015;
Newman et al., 2013). Segun la funcion que desempefian estos elicitores pueden ser
denominados como patrones moleculares asociados a: microbios, fitopatdgenos o dafio
(MAMP’s, PAMP’s 0 DAMP’s) (Mauch-Mani, 2017). Estos elicitores son identificados por
receptores de reconocimiento de patrones trans-membrana (PRR’s). Esta primera linea de
defensa inducida se denomina inmunidad activa por MAMP’s o PAMP’s (MTI/PTI)
(Burketova et al., 2015).

La inmunidad activada por efectores (ETI) es la segunda linea de reconocimiento (Cook et
al., 2015). Se expresa cuando los fitopatdgenos son capaces de evadir el primer mecanismo
de reconocimiento generando la inmunidad provocada por efectores (ETS) (Jones y Dangl,
2006). Se propone que estos efectores especificos son proteinas codificadas por los genes de
avirulencia (Avr) en el fitopatégeno que son reconocidos por las moléculas codificadas por
los genes de reconocimiento (R), también denominada interaccién gen por gen (Newman et
al., 2013). La mayoria de los receptores codificados por los genes R se encuentran dentro de
la célula y son proteinas del tipo repeticion de nucleétidos vinculantes ricos en leucina (NB-
LRR) (Burketova et al., 2015). ETI genera una respuesta de defensa mas rapida y amplia que
MTI/PTI y se caracteriza por desencadenar una muerte celular conocida como respuesta de
hipersensibilidad (HR).

Posterior al reconocimiento por MTI/PTI o ETI, se desencadenan complejas cascadas de
sefializacion donde estan involucradas las especies reactivas de oxigeno (ROS), el flujo de
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calcio, potasio, protones y el incremento de hormonas como el &cido salicilico, etileno, acido
jasmonico, entre otros (Olori-Great y Opara, 2017). El estallido oxidativo por ROS tiene
accion antimicrobiana directa, genera una muerte celular y precede a la sintesis de
compuestos antimicrobianos como fitoalexinas, alteracion de la membrana de las células
estructurales por incremento de lignina y callosa, la activacion de la transcripcion de genes
especificos relacionados a la patogénesis (PR) que codifican proteinas como -1,3 glucanasas

(PR-2), quitinasas (PR-3), proteasas y peroxidasas (PR-9) (Tian et al., 2016).
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Figura 2. Modelo zig-zag de reconocimiento y defensa en fruto. Patrones moleculares
asociados a microbios/dafio/fitopatdgenos (MAMP’s, DAMP’s, PAMP’s). Receptores de
reconocimiento trans-membrana (PRR’s). Inmunidad activada por PAMP’s (PTI).
Susceptibilidad activada por efectores (ETS). Inmunidad activada por efectores (ETI).

2.4.2 Respuesta sistémica

La respuesta sistémica se divide en respuesta sistémica adquirida (RSA) y respuesta sistémica
inducida (RSI). RSA es una respuesta activa, de amplio espectro y que esta asociada a una
sobre expresion de genes PR (Cook et al., 2015). Este tipo de respuesta ha demostrado ser
efectiva contra una amplia variedad de fitopatdogenos como hongos, bacterias y virus (Olori-
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Great y Opara, 2017). La RSA es generada por fitopatogenos bidtrofos y es dependiente de
la sefializacion producida por el &cido salicilico (AS) (Jones y Dangl, 2006). RSA es una
respuesta generada en todas las porciones del fruto o la planta que no estan ligadas
directamente al area de lesion (Hussain et al., 2015). Por medio de esta via de sefializacion,
se sobre expresan genes relacionados a la patogénesis (genes PR). Algunos codifican
proteinas liticas como 1-3 glucanasa (GLU), quitinasa (CHI), Fenil alanina amonio liasa
(PAL) y peroxidasa (POX) (Walters et al., 2013).

La RSI, es generada por fitopatdgenos necrotrofos y, es dependiente de la sefializacion
producida por el acido jasmonico y por el etileno (Madriz-Ordefiana, 2002). Es una respuesta
inducible producida durante una interaccion incompatible del fitopatdgeno y el hospedero
(teoria gen por gen) (Garcia-Gutiérrez et al., 2013). Por medio de esta via de sefializacion, se
da una resistencia ligada al sitio de la lesion y desarrollo primario de la enfermedad (Hussain
etal., 2015). En este proceso ocurren cambios bioguimicos para el refuerzo de las membranas
celulares (lignina y suberina) y produccién de antimicrobianos (fitoalexinas) que son
mediados por PAL. Hay cambios en la sintesis de proteinas como CHI, GLU y POX. Este
ultimo esté involucrado en la formacion de lignina y peroxido de hidrégeno (Waewthongrak,
2014).

2.4.3 Priming

Como ya se ha mencionado, la presencia de MAMP’s, PAMP’s, DAMP’s y efectores
desencadenan una respuesta de defensa de manera local o sistémica (RSA y RSI) (Tian et al.,
2016). Estos diferentes mecanismos de resistencia le ayudan al fruto a contener las posibles
amenazas de los fitopatégenos. Otro mecanismo involucrado en la defensa es el priming. El
cual, es un estimulo generado por MAMP’s que no induce una respuesta especifica y no tiene
efecto negativo en el fruto y se caracteriza por un incremento en la capacidad de resistencia,
la rapidez de la reaccion y un estado de alerta (Mauch-Mani et al., 2017). EI priming puede
ser generado por una gran variedad de estimulos fisicos, quimicos y bioldgicos que

desencadenan memoria en el fruto ante posteriores amenazas (Romanazzi et al., 2016).
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2.5 Control bioldgico

Las primeras definiciones y experimentos donde se utiliza al control bioldgico como
tratamiento alternativo a los fungicidas sintéticos datan de mediados de la década de los afios
ochenta (Liu et al., 2013b; Wilson y Pusey, 1985). Desde entonces el control biologico se ha
fundamentado en el aprovechamiento de microorganismos y el producto de los mismos para
contener enfermedades en planta y fruto (Droby et al., 2009). Con esta premisa se deriva la
posibilidad de usar microorganismos antagonistas (ej. bacterias y levaduras) y sus derivados,
como tratamientos en el control biologico (Venkateswarlu et al., 2011). Los agentes de
control bioldgico (ACB) son obtenidos de la superficie de los frutos (ej. microorganismos
endofitos), de otras superficies como suelo (ej. microorganismos saprofitos) y ambientes
extremos (ej. microorganismos halotolerantes) (Liu et al., 2013b). Los tratamientos se
realizan en pre y poscosecha. Sin embargo, en poscosecha se pueden controlar las variables
ambientales, se facilita su aplicacién y el tratamiento es dirigido Unicamente a los frutos que
se comercializaran (frutos de calidad) (Sharma et al., 2009).

Las caracteristicas de un ACB ideal son: amplio espectro, efectividad a bajas
concentraciones, requerimiento nutrimental minimo, efecto prolongado, tolerancia a
diferentes ambientes, resistencia a plaguicidas, nula patogenicidad, estabilidad genética y
compatibilidad con otros tratamientos (Wilson y Wisniewski, 1989). Con base en estas
caracteristicas, destacan las levaduras, bacterias e inductores de resistencia como agentes de
control hacia fitopatdgenos (Liu et al., 2013b). Las levaduras son féciles de cultivar, no
producen antibidticos, no contaminan el ambiente y no tienen efectos tdxicos. Las bacterias
producen metabolitos secundarios efectivos para controlar a otros microorganismos (Mari et
al., 2012). Los inductores de resistencia estimulan los mecanismos de defensa en los frutos
sin producir ningun efecto negativo y, a diferencia de los extractos, se utilizan sustancias bajo
composicion y concentraciones especificas (Burketova et al., 2015). Estos agentes de control
son administrados usualmente en poscosecha a concentraciones conocidas en solucion

acuosa por medio de sumergimiento o roseado del fruto (Liu et al., 2013b).
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2.5.1 Mecanismos de accion de los ACB

Es dificil determinar los mecanismos de accion ejercidos por los ACB (Droby et al., 2009).
Debido a que los mecanismos pueden variar en funcion del sistema de interaccion hospedero-
fitopatégeno-ACB (Fig. 3). Ademas, la efectividad de los ACB suele atribuirse a una
combinacién de mecanismos (Jamalizadeh et al., 2011). Por ello es importante elucidar los
mecanismos de accién de los antagonistas ya que no se puede estandarizar su
comportamiento, se puede mejorar la seleccion de antagonistas y es un requisito para la
aprobacion de biofungicidas como productos comerciales (Hernandez-Lauzardo et al., 2007;
NuUnes, 2012).

2.5.2 Competencia por espacio y nutrientes

La competencia por espacio y nutrientes es la consecuencia del requerimiento de los mismos
macro y micronutrientes como carbohidratos, nitrégeno, oxigeno y hierro por dos 0 méas
microorganismos (Francesco et al., 2016). Se presenta principalmente en levaduras y es uno
de los principales mecanismos de accion (Sharma et al., 2009). Para que se lleve a cabo los
microorganismos deben tener la capacidad de crecer rapidamente durante las primeras horas
de inoculacioén sobre la superficie del fruto (Janisiewicz y Korsten, 2002); deben aprovechar
de manera eficiente las fuentes limitadas de nutrientes con lo cual impiden el crecimiento de
los fitopatdgenos (Spadaro y Droby, 2016); unirse a células del huésped y a esporas e hifas
del fitopatégeno por medio de compuestos surfactantes que impiden su germinacién de
esporas Yy crecimiento por reduccién de espacio disponible y flujo de nutrientes (Droby et al.,
1989).
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Figura 3. Sistema de interaccion hospedero-huesped-fitopatdgeno-medio ambiente.

2.5.3 Sustancias antimicrobianas

Hay una inhibicion o destruccion de los fitopatdgenos por metabolitos como toxinas y
antibidticos que son producidos por los ACB. Los metabolitos pueden ser compuestos
volatiles o no volatiles (Jamalizadeh et al., 2011). Es un mecanismo ligado principalmente al
control por bacterias. Por ejemplo, Bacillus subtillis produce antibidticos como el iturin,
surfactin y fengicina (Garcia-Gutiérrez et al., 2013). La produccidn de sustancias con
actividad antimicrobiana puede estar condicionada por factores como oxigeno, temperatura
y disponibilidad de nutrientes (Di Francesco et al., 2016). Penicillium syringae produce
siringomicina en determinado estadio fisioldgico y bajo condiciones donde exista disposicion
de nutrientes (Tampakaki et al., 2009). Basados en los resultados in vitro es dificil determinar
el impacto real (in vivo) de la produccion de los compuestos antimicrobianos ya que muchas
veces no es posible detectarlos (Bull et al., 1998; Spadaro y Droby, 2016)
Controversialmente se dice que es un mecanismo poco deseable en los microorganismos
antagonistas debido a la posible generacion de resistencia, sin embargo, es uno de los mas

importantes (Hernandez-Lauzardo et al., 2007). De esto se deriva la duda de si los
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microorganismos que producen antibidticos son dafinos para el medio ambiente y si se

genera o0 no resistencia con el uso prolongado de los mismos (Nunes, 2012).

2.5.4 Parasitismo y enzimas liticas

En el parasitismo los ACB se alimentan del fitopatdgeno, ocasionando una destruccion
directa por lisis de estructuras como la membrana celular de los hongos. La membrana celular
estd compuesta principalmente por glucanos (50 - 60%), quitina (> 20%) y proteinas (20 -
30%) (Spadaro y Droby, 2016). Por lo cual, la excrecién por los antagonistas de enzimas
como glucanasas, quitinasas y proteasas esta ligada a este mecanismo (Sharma et al., 2009).
Para que el parasitismo se lleve a cabo efectivamente es necesario un contacto directo entre
el fitopatdgeno y antagonista (Venkateswarlu et al., 2012). Sharma et al. (2009), mencionan
que es importante que las levaduras tengan la capacidad de adherirse a los fitopatdgenos para
que las enzimas sean efectivas. Por ejemplo, Pillia guillermondi se adhiere fuertemente a las
hifas de Botrytis cinérea y Penicillium sp. con lo cual las hifas muestran una apariencia

concava y dafio en sus membranas (Wisniewski et al., 1991).

2.5.5 Induccion de resistencia

Las plantas y los frutos tienen la capacidad de defenderse con diferentes mecanismos
inducidos por la presencia de fitopatbgenos o moléculas elicitoras que actGan como
MAMP’s. Los inductores pueden ser componentes de membrana o compuestos quimicos de
origen natural (Liu et al., 2013a). Por medio de ellos se desencadenan cambios estructurales
con posible expresion local o sistémica y cambios bioquimicos (Venkateswarlu et al., 2012).
La induccion de defensa incrementa la actividad de proteinas PR como las enzimas
quitinasas, B 1-3 glucanasas y proteasas. Bioquimicamente se intensifica la concentracion
fisiologica de ROS como perédxido de hidrogeno y de compuestos antimicrobianos como
fitoalexinas (Jamalizadeh et al., 2011). Estructuralmente se refuerzan las células de la
membrana celular del fruto por medio de la sintesis de lignina y callosa (Sharma et al., 2009).
La induccidn de resistencia producida por los microorganismos antagonistas no genera

enfermedad en el hospedero (Venkateswarlu et al., 2012). Bacillus subtilis induce resistencia



17

en planta de meldn por RSA con produccion de especies reactivas de oxigeno y refuerzo de
la membrana celular (Garcia-Gutiérrez et al., 2013).

2.5.6 Tolerancia al estrés oxidativo

La produccion de ROS es la primera respuesta del fruto ante la presencia de microorganismos
sean o no fitopatdgenos. Puede haber un segundo incremento de ROS con més intensidad en
interacciones incompatibles (Spadaro y Droby, 2016). Por ello la tolerancia a ROS de un
antagonista es importante (Liu et al., 2013b). Liu et al. (2012), demostraron que una cepa de
Candida oleophila adaptada al estrés oxidativo mostré mejores niveles de control biol6gico
que las cepas no adaptadas. El anién super 6xido puede servir como sefial para la formacién
de biofilms. Esta modificacion morfoldgica de los microorganismos para formar biofilms

ayuda a incrementar la resistencia a dicho estrés (Droby et al., 2009).

2.5.7 Produccion de sideréforos y competencia por hierro

Los sideroforos actian uniéndose al hierro para transportarlo a través de receptores de
membrana (Ali y Vidhale, 2013). El hierro es esencial para el crecimiento de los hongos y
para su patogénesis. Participa en la transportacion de electrones y es un cofactor de muchas
enzimas. Kloepper et al. (1980), fueron los primeros en demostrar la importancia de la
produccion de sider6foros por Pseudomonas fluorescens como mecanismo de control
bioldgico hacia Erwinia carotovora. También, Metschnikowia pulcherrima inhibié el
crecimiento de B. cinérea, Alternaria alternata y P. expansum por la produccién de

siderdforos que agotaron el hierro disponible (Liu et al., 2013a; Nanes, 2012).

2.5.8 Produccion de compuestos volatiles organicos (VOCSs) y bio-surfactantes

Los microorganismos antagonistas pueden producir metabolitos con actividad antifungica,
dentro de los cuales, los compuestos volatiles organicos (VOCs) son importantes en la
inhibicion del crecimiento de hongos patdgenos (Mari et al., 2016). Los VOCs son una
mezcla de compuestos lipofilicos de bajo peso molecular. La importancia de VOCs

producidos por hongos (Morath et al., 2012), levaduras (Di Francesco et al., 2015) y bacterias
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(Zheng et al., 2013) han sido reportados en el control poscosecha de enfermedades. La
levadura Aureobasidium pullullans produce VOCs como 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-
butanol, alcohol fenetil y 2-metil-1-propanol que han mostrado actividad antifngica contra
Colletotrichum acutatum, Botrytis cinérea y Penicillium spp. (Di Francesco et al., 2014). En
las bacterias, diferentes estudios reportan la produccion de VOCs por Bacillus spp., B.
thuringiensis y B. pumilus redujeron el 88.5% de la antracnosis en mangos por produccion
de VOCs (Zheng et al., 2013).

Debido a que la tension superficial es esencial en muchos procesos de la vida, organismos
como levaduras y bacterias, han desarrollado bio-surfactantes para controlar la tension
superficial en su ambiente (Sunde et al., 2017). Los bio-surfactantes tienen capacidad
anfipatica, lo cual, les permite migrar entre regiones hidrofilicas e hidr6fobas segun sea
necesario y asi reducir la tension superficial (Cooper y Kennedy, 2010). Los bio-surfactantes
estdn compuestos por acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos y proteinas surfactantes
(Mnif y Ghribi, 2015b). La levadura Saccharomyces cerevisiae secreta bio-surfactantes que
le permiten formar biofilms como mecanismo de control hacia P. expansum en manzanas
(Scherm et al., 2003). En bacterias, B. subtilis secreta un bio-surfactante que le permite

colonizar rapidamente la piel del fruto de meldén (Wang et al., 2010).

2.5.9 Mejora de la eficiencia del control biol6gico

La mejora en el control biolégico se realiza con la finalidad de incrementar su eficiencia,
ampliar el espectro de accidn y realizar acciones curativas (aparte de las acciones preventivas
que se realizan) (Nunes, 2012). Las alternativas para su mejora son: A) Manipulacién fisico-
quimica del ambiente, B) Uso simultaneo de varios microorganismos antagonistas, C)
Modificacion fisioldgica y genética de los microorganismos, D) Combinacién de
tratamientos precosecha y poscosecha y, E) Integracion con otros métodos (Janisiewicz y
Korsten, 2002).

A) Los frutos son almacenados a determinadas temperaturas, humedad relativa y
concentraciones de O. y CO- para ser preservados. Por lo cual, la manipulacion fisico-

quimica no debe afectar la calidad del fruto. Dicha manipulacion estimulara el
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crecimiento y colonizacion de los ACB. Paraello, los nutrientes adicionados no deben
beneficiar al fitopatdgeno. EI-Ghaouth et al. (2000), mencionan que la adicion de 2-
deoxi-D-Glucosa al 0.2% mejord la actividad antagonista de Candida saitona hacia
Penicillium sp. en citricos, con resultados similares a los del fungicida imazalil.
Individualmente es dificil que los antagonistas presenten un amplio espectro. Por lo
tanto, al utilizar en tratamiento conjunto a varios microorganismos compatibles se
busca generar un amplio espectro de accién, incrementar la efectividad bajo
diferentes cultivares y estadios de maduracion del fruto, diversificar los mecanismos
de accién y evitar la transformacién genética (Sharma et al., 2009). Antes de
combinar antagonistas es fundamental comprobar que no haya un efecto antagénico
entre ellos (Fukui et al., 1999). Los resultados de la combinacion de Pseudomonas
syringae y Sporobolomyces roseus para el control de P. expansum en manzana fueron
mejores a los obtenidos en el tratamiento individual de dichos antagonistas
(Janisiewicz y Bors, 1995).

Los microorganismos antagonistas son modificados fisiolégicamente para adaptarse
a las fluctuantes condiciones ambientales a las que son sometidos y para mejorar su
accion como antagonistas. La adicién de zinc en el medio de crecimiento de P.
fluorescens increment6 la produccion del antibiotico fenazina con lo cual se inhibio
a Gaeumannomyces graminis en trigo (Slininger y Jackson, 1991). La manipulacion
genética es una actividad relativamente nueva, cuyo objetivo es la insercidn de genes
involucrados en la actividad anti-fingica o de genes que mejoren el aprovechamiento
de los nutrientes. No obstante, se deben tener en cuenta las regulaciones de los
organismos genéticamente modificados (OGM) y el posible impedimento de su
introduccion como ACB en poscosecha de frutos (Nunes, 2012).

Hay dos ventajas de los tratamientos precosecha para el control bioldgico de
enfermedades en poscosecha. La primera ventaja es que el fruto ya esta pre-
colonizado con los ACB antes de la cosecha, donde podrian presentarse lesiones y
dafo. La segunda ventaja es que con este tratamiento se puede reducir la incidencia
de enfermedades por fitopatdgenos latentes (Janisiewicz y Korsten, 2002). Un

tratamiento con Cryptococcus infirmo-miniatus, C. laurentii y Rhodosporidum
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glutinis en pera, tres semanas antes de la cosecha, redujo hasta en un 96% la
incidencia de la enfermedad por B. cinérea (Benbow y Sugar, 1999).

E) Durante las ultimas décadas se ha tratado de sustituir a los fungicidas sintéticos por
tratamientos alternativos como agua Yy aire caliente, inductores de resistencia,
compuestos GRAS y radiacion UV, entre otros. Hasta el momento estos tratamientos
no muestran resultados significativos como tratamientos individuales. No obstante,
tratamientos con inductores de resistencia en conjunto con microorganismos
antagonistas han mostrado una accion sinérgica en el control de enfermedades y sus
resultados son equiparables a los obtenidos por fungicidas sintéticos (Spadaro y
Gullino, 2004). Por ejemplo, la aplicacion simultanea del &cido salicilico y R. glutinis
controlaron de manera eficiente a P. expansum y Alternaria alternata en cereza, en
comparacion con los tratamientos individuales (Quin et al., 2003). A nivel comercial
se han creado productos como InovaCoat que es una combinacion de C. saitona con
quitosan o InovaCure que contiene C. saitona y una lisozima (Droby et al., 2009).

2.6 Microorganismos aislados de ambientes extremos

Los microorganismos utilizados como ACB comunmente son epifitos y/o saprofitos (Sharma
etal., 2009). Sin embargo, en el manejo poscosecha los antagonistas son sometidos a cambios
de pH, temperatura, estrés oxidativo y humedad que pueden afectar su eficiencia (Liu et al.,
2013b). Es por ello que microorganismos aislados de ambientes marinos y suelos antarticos
han obtenido excelentes resultados como antagonistas en el control poscosecha de
fitopatdgenos (Hernandez-Montiel et al., 2010a). Estos microorganismos son sometidos a
condiciones ambientales extremas que mejoran sus cualidades fisioldgicas debido a la
adaptacion para reproducirse, crecer y alimentarse. Las adaptaciones que estos
microorganismos tienen los hacen buenos candidatos como ACB. Por ejemplo, Vero et al.
(2013), trabajaron con Leucosporidium scottii aislada de suelos antarticos para el control
poscosecha de manzana, buscando microorganismos que estuvieran adaptados a las
condiciones de almacenamiento de estos frutos y que también fueran buenos antagonistas

contra P. expansum y B. cinérea.
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2.6.1 Debaryomyces hansenii

El género Debaryomyces se conforma por levaduras haploides y algunas especies cuentan
con un pseudomicelio primitivo o bien desarrollado. Debaryomyces hansenii se ha aislado
de ambientes marinos, suelo y alimentos como quesos, vinos, cerveza, carne y productos
azucarados (Herndndez-Montiel et al., 2010a). Esta levadura puede crecer a concentraciones
mayores del 25% de NaCl, almacena mas del 70% de su biomasa seca en lipidos, soporta
altas concentraciones de didxido de cloro y es resistente a algunos antimicrobianos como
penconazol, benomil y cicloheximida (Breuer y Harms, 2006). D. hansenii como ACB ha
obtenido resultados significativos en el control de enfermedades en uvas, citricos, maiz, entre
otros (Hernandez-Montiel et al., 2012; Medina-Cordoba et al., 2016). Se le atribuye diversos
mecanismos de accion como la produccidn de toxinas como miocin, produccion de enzimas
liticas como glucanasas y proteasas, competencia por espacio y nutrientes e induccién de

resistencia (Hernandez-Montiel et al., 2010b).

2.6.2 Stenotrophomonas rhizophila

El género Stenotrophomonas esta localizado en la subclase de las proteobacterias. En el
género estan las especies Stenotrophomonas maltophilia, Stenotrophomonas nitritireducens,
Stenotrophomonas rhizophila, Stenotrophomonas acidaminophila, Stenotrophomonas
Korensis, Stenotrophomonas terrae, Stenotrophomonas humi y Stenotrophomonas
chelatiphaga. Solo S. maltophilia y S. rhizophila presentan asociacion con plantas. A
diferencia de la primera, S. rhizophila no es patdgena para los seres humanos (Alavi et al.,
2014). S. rhizophila se identifico y caracterizd por primera vez en el 2002 por Wolf et al.
Dentro de las caracteristicas de S. rhizophila destaca la cualidad de ser un promotor de
crecimiento, sobrevivir a concentraciones del 4.5% de NaCl y tener interaccion benéfica con
las plantas (Berg et al., 2010). Puede crecer a temperaturas de 4 °C e inhibirse su crecimiento
a 40 °C. Esta tolerancia se da por medio de la acumulacion de glucosil glicerol y trealosa
para disminuir el potencial osmatico intracelular que le permitan a la célula llevar a cabo sus
funciones metabdlicas (Hageman et al., 2008). Cultivos in vitro de S. rhizophila pueden
producir enzimas degradadoras de la membrana de hongos, sideréforos y compuestos anti-

fangicos (Schimdt et al., 2012). En poscosecha ya se han obtenido resultados significativos
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para el control de antracnosis ocasionada por Colletotrichum gloeosporioides en mango
(Hernandez-Montiel et al., 2017).

2.7 Induccion de resistencia

La susceptibilidad del fruto a la enfermedad puede ser disminuida por la induccion de
resistencia (Droby et al., 2009). Es definida como la accidn de aplicar compuestos de origen
biolégico o quimico para estimular el sistema de defensa en la planta o fruto sin generar
ninguna enfermedad (Hussain et al., 2015). Los inductores se dividen por su naturaleza en
abidticos y bidticos con origen fisicoquimico y bioldgico respectivamente (Patel y
Krishmanurly, 2013). Probenazol fue el primer producto comercializado como inductor de

resistencia en Japén en 1975 (Walters et al., 2013).

2.7.1 Inductores abioticos

Dentro de los inductores abioticos de resistencia destacan los analogos de acido salicilico. El
acibenzolar es un compuesto no toxico también conocido como ASM, Bion ™, Actigard ™.
En frutos de meldn actia como RSA induciendo la sintesis de proteinas PR, incrementando
la actividad de POD, PAL y CHT, la produccién ROS, asi como el contenido de fenoles
totales, lignina, suberina y callosa (Prusky y Ludovica-Gullino, 2010). Derivado de estudios
de estructura quimica de los benzotiadiasoles y su capacidad para inducir resistencia se
descubri6 otro compuesto analogo del acido salicilico de menor precio llamado benzo-(1, 2,
3)-tiadiazol-7-carbo-tio acido S-metil ester 6 BTH con mejores resultados que su antecesor
(ASM) en la induccion de resistencia (Walter et al., 2013).

2.7.2 Inductores bidticos

La resistencia se puede inducir a partir de productos de origen biolégico. Hay registro del
uso de algunos extractos, paredes celulares de levaduras y el uso de cepas atenuadas o
avirulentas. Sanchez-Estrada et al. en el 2009 utilizaron celulas atenuadas de Fusarium
oxysporum para inducir la resistencia en melén enfermo del mismo hongo, concluyendo que
el inductor bidtico y el fitopatdgeno inducian los mismos mecanismos de defensa en melén

con la misma intensidad. Harpin o Messenge™ es una proteina rica en glicina, resistente al
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calor. Producido por el gen hrpN de la bacteria Erwinia amylovora. Es un bio-polimero de
gran abundancia que tiene actividad antimicrobiana y puede activar la RSl en el fruto y HR
(Prusky y Ludovica-Gullino, 2010; Waewthongrak et al., 2015). Harpin en tratamiento
poscosecha disminuy0 la severidad de la enfermedad por A. alternata, F. semitectum, T.
roseum. No demostro efecto fungicida in vitro e indujo la RSA (Prusky y Ludovica- Gullino,
2010).

2.7.3 Polisacéridos de macroalgas como inductores de resistencia

Las macroalgas crecen rapidamente y tienen un alto contenido de biomasa. Los polisacaridos
y otros compuestos bio-activos obtenidos en sus extractos han sido utilizados en la agricultura
sin la necesidad de la sintesis de nuevas moléculas. Estas caracteristicas favorecen la
tendencia del mercado de productos eficientes, inocuos y sustentables (Vera et al., 2011). A
pesar de que se ha investigado poco sobre sus cualidades como estimulantes e inductores de
resistencia en las plantas (Tabla I) (Aradjo et al., 2014), ya se ha demostrado el gran potencial

de los mismos como inductores de resistencia (Klarzynski et al., 2000; Mercier et al., 2001).

Los principales polisacaridos de membrana de las algas verdes son los ulvanos; de las algas
rojas son los agaranos y carragenanos; en algas cafés son los alginatos, fucanos y la
laminarina (Vera et al., 2011). El polisacarido ulvan, nombrado por primera vez asi en 1993,
estd compuesto quimicamente por el acido glucuronico y ramnosa sulfatada (Alves et al.,
2013). Este polisacérido se obtiene a partir de procesos subsecuentes donde se involucran
pasos como extraccion, purificacion, precipitacion y liofilizado (Lahaye y Robic, 2007).
Tiene aplicaciones en la industria farmacéutica, productos de belleza, industria alimenticia y
en la agricultura donde los extractos de Ulva spp. se utilizan como fertilizantes, promotores
de crecimiento e inductores de resistencia (Araujo et al., 2008; Cluzet et al., 2004; De Freitas
y Stadnik, 2015; Jaulneau et al., 2010; Montealegre et al., 2010; Paulert et al., 2009).
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Tabla I. Polisacaridos de macroalgas utilizados como inductores de resistencia en poscosecha.

Polisacarido Alga Fitopatégeno  Fruto Resultados
Ulvan Ulva sp. Botrytis Manzana Se sumergié al fruto en 0.1 g L de ulvan con posterior
cinerea inoculacion del patdgeno (10° esporas mL™) a las 48 h. Se
redujo un 56% la incidencia, esto solo en condiciones
controladas (Montealegre et al., 2010).
Ulvan Ulva lactuca Penicillium Manzana 20 pL de ulvan y oligoulvan (5 mg mL™) con inoculacion de
expansum, P. expansum y B. cinérea a las 12 h (10° y 10° esporas mL™).
] Ulvan redujo un 30% (p<0.5) la incidencia de B. cinérea.
Oligoulvan Botrytis Oligoulvan fue altamente efectivo (p<0.01) contra ambos
cinerea fitopatdgenos (Abouraicha et al., 2015).
Laminarina  Laminaria Monilinia laxa, Cereza Después de 7 dias a 20 °C y 95% de HR, M. laxa y B. cinérea
J.V.Lamour Botrytis obtuvieron segln el McKinney index solo un 13.1 y 25.6%
cinérea, de incidencia (Feliziani et al., 2013).
Rhizopus
stolonifer
Ochtodes Colletotrichum Bananay Laurencia dendroidea y Ochtodes secundiramea tuvieron
secundiramea musae Papaya  accion anti-fungica significativa con inhibicion del 78.98 y

Laurencia
dendroidea

88.42% respectivamente para C. musae y 9.87 y 100% para
C. gloeosporioides (Machado et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

Las pérdidas poscosecha por enfermedades fangicas son un problema tanto para paises
desarrollados como paises subdesarrollados. En la produccién de melén, donde México
ocupa los primeros lugares en exportacion, los problemas de manejo favorecen la pudricion
del fruto por hongos como Fusarium spp. La aplicacion de fungicidas sintéticos es el manejo
convencional para prevenir este tipo de enfermedades. No obstante, estos productos quimicos
generan contaminacion ambiental, toxicidad, altos costos de produccion y resistencia
microbiana. A causa de ello, se han incrementado las medidas regulatorias de su uso y las

dosis aplicadas.

El control bioldgico surge como una alternativa viable para contrarrestar dichos problemas.
Particularmente, los microorganismos de origen marino presentan condiciones fisioldgicas y
metabdlicas que los hacen excelentes candidatos para la proteccion poscosecha de frutos
hacia enfermedades ocasionadas por hongos fitopatdgenos. Sin embargo, es desconocido si
D. hansenii. S. rhizophila y el inductor de resistencia ulvan como tratamiento conjunto puede
incrementar la eficiencia en el control de la pudricion en meldén ocasionada por F.
proliferatum, asi como los mecanismos de accion involucrados en el proceso de proteccion.
Su conocimiento es fundamental para mejorar la eficiencia del control bioldgico. También
es un requisito para la formulacion y registro de productos comerciales. Econdmicamente, se
pueden disminuir las pérdidas poscosecha, se puede facilitar la exportacion al cumplir las
normas regulatorias, se obtiene un valor agregado en el producto cuyo tratamiento es
compatible con la produccién organica y se disminuyen los altos costos de produccion

asociados al uso de productos como los fungicidas sintéticos.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento conjunto de la levadura D. hansenii, la bacteria S. rhizophila y el inductor de
resistencia ulvan disminuiran la enfermedad causada por F. proliferatum en frutos de melon
debido a alguno de los mecanismos antagonicos como la competencia por nutrientes, enzimas

liticas, VOCs, bio-surfactantes y/o la induccién de enzimas de defensa en el hospedero.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los mecanismos involucrados de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan como tratamiento

en conjunto o individual para el control de F. proliferatum en frutos de melon.

5.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Aislar, identificar y determinar la patogenicidad de Fusarium spp. en frutos de meldn.

Evaluar el efecto de ulvan sobre el crecimiento de los ACB.

Cuantificar in vitro la competencia por nutrientes de los ACB y F. proliferatum.

Determinar in vitro la produccion de enzimas liticas de los ACB.

Evaluar in vitro la inhibicién por VOCs de los ACB.

Identificar in vitro la actividad bio-surfactante de los ACB.

Cuantificar el contenido de enzimas de defensa en frutos de meldn tratados con los
ACB, ulvan y F. proliferatum.

Determinar el efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de los ACB vy

ulvan sobre el control de F. proliferatum en frutos de meldn.

Cuantificar el efecto del intervalo de tiempo entre la aplicacion de los ACB, ulvan y

F. proliferatum sobre el control de la pudricion en frutos de meldn.

10) Determinar la incidencia de la enfermedad y parametros de calidad de frutos de melon

tratados con los ACB y ulvan.
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6. MATERIALES Y METODOS

Frutos

Los frutos de melon (Cucumis melo L. var. reticulatus cv. cantaloupe) fueron colectados de
una huerta comercial localizada en El Pescadero, Baja California Sur, México. Para el
aislamiento de Fusarium spp. se buscaron frutos con signos y sintomas de pudricién. Los
frutos para los experimentos posteriores, se colectaron en madurez comercial, libres de

heridas, sin enfermedad, uniformidad en peso y tamafio (frutos de calidad comercial tipo 1).

Preparacion de in6culos

Fusarium spp. Se resembraron taquetes de 0.5 cm de diametro de cada aislamiento en placas
con agar papa dextrosa (PDA, Difco 39 g L) mas bactrol al 0.5%. Las placas se incubaron
(Sanyo®, MIR-553) a 28 °C por 7 dias. Después se colectaron las esporas y se ajustd su

concentracion con un hematocitometro.

D. hansenii. Se inoculé una alicuota en un matraz Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 50
mL de caldo papa dextrosa (CPD, Difco 39 g L), se incub6 por 48 h a 28 °C en un agitador
(Thermo scientific®, MAXQ4450) a 180 rpm. Las células se colectaron por centrifugacion a
3000 rpm por 10 min y el sedimento se resuspendi6 en agua destilada estéril y se ajusté su

concentracion con un hematocitometro.

S. rhizophila. Se inoculé una alicuota en un matraz Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 50
mL de caldo soya tripticaseina (CST, Difco 30 g L), se incubd por 48 h a 28 °C en un
agitador a 180 rpm. La concentracion se ajusté utilizando un espectrofotometro (Uv/Vis) a
660 nm (HACH®, DR 2700) y absorbancia de 1.

6.1 Aislamiento, identificacion y patogenicidad de Fusarium spp. en frutos de meldn

6.1.1 Aislamiento

Fusarium spp. fue aislado de frutos de mel6n con sintomas de pudricion. Se cortaron tres
trozos del exocarpio (0.5 cm?) enfermo de cada fruto. Las muestras se lavaron con hipoclorito
de sodio al 2% (v/v) por 3 min y después dos lavados con agua destilada estéril. Los trozos
se dejaron secar y se colocaron en placas con PDA mas bactrol y, se incubaron a 28 °C por
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7 dias. Las colonias diferenciadas fueron resembradas mediante el método punta de hifa hasta
obtener cultivos puros (Agrios, 2005). Los aislamientos se mantuvieron en placas con PDA
y tubos inclinados a 4 °C.

6.1.2 Pruebas de patogenicidad

Para las pruebas de patogenicidad se siguio la metodologia propuesta por Navarta et al.
(2014) con modificaciones. Los hongos se cultivaron en PDA a 28 °C por 7 dias. Las esporas
se colectaron por raspado con una espatula y agua destilada estéril. La concentracion se ajusto
a1 x 10% esporas mL™. Los frutos de meldn fueron sumergidos en hipoclorito de sodio al 2%
por 3 min, se enjuagaron en agua destilada estéril y se dejaron secar. Posteriormente, se
realizaron heridas de 2 mm de diametro. En cada herida se inocul6 20 pL de cada hongo
aislado. Un grupo de frutos fue inoculado con agua destilada estéril como control. Los frutos
se almacenaron a 27 °C y 90% de HR en recipientes de polipropileno estériles. A los 7 dias
de almacenamiento, se midi6 el diametro de lesion con un vernier digital (Traceable® Digital
Calipers) y se determind el porcentaje de incidencia de la enfermedad (%DI) (Saravanakumar

et al., 2016) mediante la siguiente formula:

FI
% DI==x 100 (1)

Donde: Fi es el nimero de frutos infectados y TF es el total de frutos.

El disefio experimental fue completamente al azar y cada tratamiento se repitio diez veces.
Se re-aisl6 cada hongo de los frutos enfermos en placas con PDA para confirmar los
postulados de Koch (Agrios, 2005).

6.1.3 Micrografias

Se tomaron 0.5 cm? de tejido de los frutos inoculados con cada hongo. El tejido se fijo con
glutaraldehido al 2% (v/v) por 5 min. Después, cada muestra se lavo con agua destilada estéril
y se realizd una deshidratacion parcial con gradientes ascendentes de etanol (30, 50, 70, 80,
95 y 100%, v/v) por 20 min. Las muestras se secaron a punto critico con CO2 y se cubrieron

con oro para ser analizadas por MEB (Hitachi®, S-300 N).
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6.1.4 Identificacion morfologica

Los hongos fitopatdgenos aislados se cultivaron en PDA y agar hoja de clavel (AHC, 10 g
mL1) a 28 °C por 7 dias (Schroers et al., 2016). Las caracteristicas morfoldgicas de cada
hongo se determinaron con las claves taxonomicas descritas por Booth (1971), Gerlach y
Niremberg (1982) y Nelson et al. (1994).

6.1.5 Identificacion molecular

Los hongos aislados se cultivaron en CPD a 28 °C por 7 dias. La masa micelial fue
recolectada para extraer el ADN segun la metodologia propuesta por Ochoa et al. (2007). Se
amplificaron tres fragmentos de genes (Tabla Il) utilizados como marcadores moleculares en
la identificacion de hongos. Los primers fueron sintetizados por la empresa Sigma-Genosys
(EUA). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador marca iCycler Bio-Rad
modelo T100 con un periodo de desnaturalizacion de 3 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos (los
cuales comprendian una desnaturalizacién a 95 °C por 1 min, la alineacion por 30 s a 50 °C
y una extension de 1 min a 72 °C), con una extension final de 72 °C durante 10 min. Lo0S
productos de la amplificacion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(SIGMA®), y fueron tefiidos con gel red (0.057 pL mL™1). Se visualizaron en un
transiluminador marca Bio-Rad® (Gel Doc XR). Todos los productos de PCR fueron
purificados (QIAquick kit, Qiagen®) y secuenciados (Genewiz®, New Jersey, EUA). Se
compararon las regiones amplificadas de: ITS1- 5.8s — ITS4, B-Tubulina y TEF-1a de cada
hongo con las secuencias de hongos almacenadas en la base de datos del GenBank por medio

de la busqueda local de alineamientos de secuencias nucleotidicas (BLAST).

Tabla I1. Genes amplificados para la identificacion molecular de cepas de Fusarium spp.

Gen Secuencia (5’ — 3’) Referencia
Factor elongacion transduccional (TEF-1a)
EF-1 ATGGGTAAGGAAGACAAGAC O’Donell et al., 1998

EF-2 GGAAGTACCAGTGATCATGTT

Beta tubulina (BT)

BT 3 CGTCTAGAGGTACCCATACCGGCA Tooley etal., 2001
BT5 GCTCTAGACTGCTTTCTGGCAGACC

Region inter- génica ribosomal

ITS1 TCCGTAGGTGAACCCTGCGG Vilgalys et al., 1994
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
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6.1.6 Analisis filogenético

Para estudiar la relacion evolutiva entre diferentes miembros de la compleja especie F.
proliferatum, se realizé un anélisis filogenético usando el programa MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013). Se seleccionaron secuencias relevantes del marcador molecular ITS de la literatura
y secuencias obtenidas por BLAST. Por parsimonia maxima se infirio el clado con base en
1000 repeticiones de las lineas de arranque (Bootstrap). Se utilizd una secuencia de ITS de
una cepa de Fusarium oxysporum f. sp. melonis (AY354393) como representante de una
especie compleja en el género que causa pudricion del fruto. Fusarium foetens (KF467433.1)

se utilizé como grupo externo.

6.2 Efecto de ulvan sobre el crecimiento de los ACB

6.2.1 Screening de microorganismos marinos con potencial antagonico

Previo a los experimentos del objetivo particular dos, se hicieron pruebas de antagonismo
(screening) de bacterias y levaduras de la coleccion de microorganismos aislados de
ambientes marinos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C. (CIBNOR)
(Tabla I11). Se selecciono a la bacteria y la levadura con mejores resultados en las pruebas de

antagonismo para utilizarse en los objetivos posteriores.

Tabla I11. Coleccion de cepas de microorganismos aislados de ambientes marinos del
CIBNOR utilizados en el screening.
Microorganismos ldentificacion Claves
Levaduras Debaryomyces hansenii LO1, LO2, LO3
Cryptococcus diffluens NO02
Rhodotorula minuta RO4, R06
Bacterias Stenotrophomonas RKO01, RK02, RBO01,
rhizophila RBO02.
Bacillus Ba01, Ba02.

amyloliquefaciens

6.2.1.1 Inhibicién del crecimiento micelial

Se inocularon taquetes de F. proliferatum de 0.5 cm de didmetro y 7 dias de incubacion a 28
°C en el centro de placas con PDA. En los dos extremos de cada placa (2.5 cm del centro) se

inoculé por estria lineal de 4 cm a cada uno de los microorganismos (Tabla I11). Después de
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7 dias de incubacion (28 °C) se midid el area del crecimiento micelial utilizando el programa
ImageJ®.

El porcentaje de inhibicion (% 1) se calculd con la siguiente formula:

Ge-Gt
% I=

x100 (2)

Donde: Gc es el area de crecimiento micelial del hongo en las placas control y Gt es el area
de crecimiento micelial del hongo en las placas con los tratamientos (Saravanakumar et al.,
2016).

El disefio experimental fue completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento. Los
tratamientos fueron los diferentes antagonistas en confrontacion con F. proliferatum y el

fungicida sintético benomil (1000 ppm) como control.

6.2.1.2 Inhibicion de la germinacién de esporas

En microtubos de 1.5 mL se mezclaron 500 pL de la suspension de F. proliferatum (1 x 10*
esporas mL™) y 500 pL de las suspensiones de levaduras (1 x 108 células mL™) y/o bacterias
(1 x 108 UFC mL™). En otro grupo de microtubos se mezclaron 500 pL de benomil y 500 pL
de la suspension de F. proliferatum (1 x 10* esporas mL™) como tratamiento control. Los
microtubos con las mezclas se incubaron en agitacion a 180 rpmy 28 °C. Cada 12 h se calculd
el porcentaje de esporas germinadas (considerando una espora germinada cuando la hifa es
igual o de mayor tamafio que la longitud que la espora). Las muestras se observaron en un
microscopio optico compuesto (CARL ZEISS, Primo Star). Para calcular el porcentaje de
germinacion, se contabilizé un total de 150 esporas por cada tratamiento (Kefialew y Ayalew,
2008; Wang et al., 2008). El experimento terminé a las 48 h cuando el tratamiento con solo
F. proliferatum tuvo un 100% de germinacion. El disefio experimental fue completamente al

azar. Los tratamientos se repitieron diez veces.

6.2.2 Efecto de ulvan sobre el crecimiento in vivo de los ACB
Para determinar el efecto del inductor de resistencia ulvan sintetizado (Elicityl-Oligotech®)
sobre el crecimiento in vivo de D. hansenii y S. rhizophila se desinfectaron e hirieron los

frutos segulin lo descrito previamente. En cada herida se inocularon 20 pL de: (1) 1 x 10°
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células mL™* de D. hansenii, (2) 1 x 108 UFC mL™de S. rhizophila, (3) 1 x 108 células mL™*
de D. hansenii + 5 g L de ulvan, (4) 1 x 108 UFC mLde S. rhizophila + 5 g L de ulvan.
Los frutos se colocaron en recipientes de polipropileno a 27 °C y 90% HR. Se tomaron
muestras del tejido adyacente a la zona de lesion después de 1 h (tiempo 0) y después de 1,
2, 3y 4 dias. El tejido fue removido con un sacabocado estéril (5 mm en diametro). El tejido
se macer6 en un mortero estéril con 5 mL de buffer de fosfatos estéril 0.5 M (pH 7.0). La
concentracion de la levadura se determin6 con un hematocitometro (células mL™), y para la
bacteria se determind la concentracion por diluciones seriadas e incubacion en placas (UFC
mL1). Los resultados se expresaron como el Log' células herida™ y Log'® UFC herida™). El

disefio experimental fue completamente al azar. Cada tratamiento se repitié diez veces.

6.2.3 Efecto de ulvan sobre el crecimiento in vitro de los ACB

En placas con PDA y AST, se colocaron 100 pL de D. hansenii (1 x 10° células mL™) y S.
rhizophila (1 x 10 UFC mL™) respectivamente. Con ayuda de una varilla de vidrio estéril se
extendié de manera uniforme el volumen depositado. Después de 2 h, en cuatro puntos
equidistantes de 2.5 cm al centro de la placa se colocaron sensidiscos (0.2 cm de didmetro).
En los sensidiscos se depositaron 20 pL de ulvan (5 g L™?). Se utilizaron benomil y bactrol
como control. Los tratamientos fueron: (1) 1 x 10° células mL™? D. hansenii, (2) 1 x 10°
células mL™ D. hansenii + 5 g L™ ulvan, (3) 1 x 10° células mL™* D. hansenii + benomil (4)
1 x 108 UFC mLS. rhizophila, (5) 1 x 108 UFC mL™*S. rhizophila + 5 g L™ ulvan, (6) 1 x
108 UFC mL™S. rhizophila + bactrol. Las placas se incubaron a 27 °C. A las 48 h se midi6
el area de crecimiento con el programa ImageJ® y se calculd el %I con la formula descrita
anteriormente (2) (Cao et al., 2011). El disefio experimental fue completamente al azar con

diez repeticiones por tratamiento.
6.3 Competencia in vitro por nutrientes entre los ACB y F. proliferatum

6.3.1 Preparacion de medio a base de meldn

Para preparar el medio a base de meldn, se mezclaron 70 g del tejido del fruto (exocarpio y
mesocarpio) y 1 L de agua destilada en matraz Erlenmeyer. Se esteriliz6 el matraz con el
medio a 121 °C por 15 min y se vacid el sobrenadante en matraces Erlenmeyer estériles

(Eayre et al., 2003). El medio a base del fruto se utilizé para determinar la competencia por
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nutrientes durante la confrontacion de D. hansenii y/o S. rhizophila contra F. proliferatum.
En un matraz Erlenmeyer con 50 mL de medio a base del fruto se depositaron 100 pL de la
levadura y/o la bacteria. Los tratamientos fueron los siguientes: (1) 1 x 108 células mL™ de
D. hansenii, (2) 1 x 10° células mL™* de D. hansenii + 1 x 10*esporas mL* de F. proliferatum,
(3) 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila, (4) 1 x 108 UFC mL* de S. rhizophila + 1 x 10*
esporas mL™ de F. proliferatum, (5) 1 x 10° células mL™* de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL"
! de S. rhizophila + 1 x 10*esporas mL™ de F. proliferatum y (6) 1 x 10*esporas mL™ de F.
proliferatum. Los matraces se incubaron a 28 °C y 180 rpm por 48 h. Despues, Se tomo 1
mL de cada tratamiento para cuantificar la fructosa, sacarosa, glucosa y porcentaje de
germinacién de 150 esporas (Kefialew y Ayalew, 2008; Wang et al., 2008). El disefio

experimental fue completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento.

6.3.2 Cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa

Glucosa

Para la determinacion del contenido de glucosa se utilizé el método GOD-PAP de Barham y
Trinder (1972), utilizando el kit Randox (Randox México S.A. de C.V). Se mezclaron 20 pL
de la muestra con 200 pL de la solucién reactiva. Después de incubar 30 min se midio la

absorbancia en espectrofotdmetro a 490 nm. Los valores se expresaron en g L.

Fructosa

La fructosa se cuantificé por el método de Taylor (1995). Se adicionaron 20 pL de muestra,
20 pL triptamida-HCI y 600 pL de HCI concentrado. Los tubos se mezclaron y calentaron a
60 °C en bafio maria por 15 min y se enfriaron en agua por 40 min. Finalmente, se midi6 en
un espectrofotometro la absorbancia a 518 nm. Las concentraciones se obtienen interpolando
las absorbancias obtenidas con una curva de calibracién de fructosa y sus valores se

expresaron en g L™,

Sacarosa

La sacarosa se cuantific con el método modificado de Bruner (1964). Se mezclaron 20 pL
de muestra y 4 pL de HCI 3 M. Posteriormente se calent6 a 100 °C en bafio maria por 15
min. Para neutralizar se afiadieron 10 pL de KOH 5N y 600 puL de DNS (3,5-dinitro acido
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salicilico). La mezcla se calenté a 100 °C por 10 min en bafio maria y se enfrio en agua con
hielo. Se midio la absorbancia en un espectrofotometro a 570 nm. El resultado se interpold

con una curva de calibracion de fructosa. Los valores se expresaron en g L.

6.4 Inhibicién in vitro de VOCs por los ACB

Para determinar la inhibicion in vitro de compuestos volatiles organicos (VOCSs) producidos
por D. hansenii y S. rhizophila se realiz6 un cultivo dual. Se realiz6 un cultivo dual descrito
por Raza et al. (2016) con modificaciones. Se inocularon 100 pL de la levadura (1 x 10°
células mL™) o la bacteria (1 x 108 UFC mL™) en la superficie de placas con PDA y AST
respectivamente. Después de 20 min, la tapa de las placas fue reemplazada con placas con
PDA inoculadas en el centro con F. proliferatum. Inmediatamente después, se sellaron las
dos placas con parafilm®y se incubaron por 7 dias a 27 °C. Se utilizaron como control placas
inoculadas solo con el hongo. Finalmente, se midio el rea de crecimiento micelial (cm?) con
el programa ImageJ® y se calcul6 el porcentaje de inhibicion (% 1) con la formula descrita
anteriormente (2). Cada tratamiento se repitié diez veces y el disefio experimental fue

completamente al azar.

6.5 Actividad bio-surfactante de los ACB

Para evaluar la actividad bio-surfactante, D. hansenii y S. rhizophila fueron inoculados por
asada en un matraz Erlenmeyer con CPD y CST, respectivamente y, fueron incubados por
48 h a 28 °C en agitacion a 180 rpm. Los cultivos de cada microorganismo se centrifugaron
por 10 min a 5,000 rpm. Luego, se colocaron 20 pL del sobrenadante en una membrana
hidrofobica (Parafilm) y en cascara de melon (1 cm de didmetro). Siguiendo el método de
Otsu et al. (2004), se midi6 el diametro y el peso de las gotas después de 5 min. Se utilizaron
CPD, CST y ADE como controles. Cada tratamiento se repitio diez veces. El disefio

experimental fue completamente al azar.

6.6 Produccion in vitro de enzimas liticas por los ACB hacia F. proliferatum

6.6.1 Extraccion de la pared celular del fitopatégeno
F. proliferatum se cultivd en PDB a 28 °C por 15 dias. Posteriormente, el micelio fue

colectado con gasas estériles y macerado en mortero estéril con nitrogeno liquido. La pared
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celular de F. proliferatum obtenida se re-suspendi6 en una solucién de NaCl 5 M y se sonico
(Ultrasonic homogeneizer, Cole Parmer) durante 3 min. Inmediatamente después se
centrifugo durante 20 min a 8,000 rpm. El sobrenadante fue descartado y la pared celular se

lavd con agua destilada estéril y finalmente se sec6 a 60 °C por 24 h (Rey, 1998).

6.6.2 Produccion de enzimas liticas

Las suspensiones de D. hansenii y S. rhizophila (1 mL) en concentraciones de 1 x 10° células
mL1y/0 1 x 108 UFC mL™ fueron depositadas en un matraz Erlenmeyer con 23 mL de medio
minimo de nitrégeno-levadura (nitrégeno-levadura 0.67%) con pared celular del hongo (1
mg mL?) y agua destilada estéril como control. Los matraces Erlenmeyer fueron incubados
a 28 °C por 48 h en agitacion a 180 rpm. Se tomaron 5 mL de cada tratamiento
inmediatamente después de inoculacion (0 h) y a las 12, 24, 36 y 48 h. Las muestras fueron
centrifugadas a 8000 rpm por 20 min a 4 °C y se colecto el sobrenadante para el ensayo
enzimatico (Garmendia et al., 2005). Se determind el contenido de proteina en las muestras
por el método de Bradford (1976). Se realizaron 10 repeticiones por tratamiento. El disefio

experimental fue completamente al azar.

B-1,3 glucanasa

La actividad B-1,3 glucanasa (GLU) se cuantifico mezclando 62.5 pL de laminarina al 1%
como sustrato y 62.5 pL del sobrenadante e incubando a 25 °C por 4 h. A cada muestra se le
agregaron 130 pL de 3,5-dinitrosalisilico (DNS, 1%) y se calentd en bafio maria hasta
ebullicion por 5 min. Se midi6 la absorbancia a 540 nm y se catalogé una unidad de la enzima
como los pumol de azucares reductores liberados por mg de proteina (Jijakli y Lepoivre,
1998).

Quitinasa

Se determind la actividad quitinasa mezclando 10 pL de p-nitrofenol-N-acetil B-D-
glucosamina con 90 pL de sobrenadante. Se incubo a 25 °C por 24 h y se midio la absorbancia
de las muestras en un espectrofotometro a 540 nm. Una unidad (U) de la enzima se determino
como su capacidad para liberar un pumol de p-nitrofenol por mg de proteina (Castoria et al.,
2001; Gacto et al., 2000).

Proteasas
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Las proteasas se cuantificaron mezclando 100 uL de una solucién de azocaseina al 1% y
buffer de acetato pH 5.0, se incubaron a 40 °C por 30 min. Posteriormente, se agregaron 400
KL de una solucion de &cido tricloro acético al 10% y se centrifugaron las muestras a 12,000
rpm por 15 min. Se tomaron 500 pL del sobrenadante y se agregaron 500 uL de NaOH (5.2
mM). Las muestras se midieron en espectrofotdbmetro a una absorbancia de 442 nm. Se
definieron 10 unidades (U) de actividad de esta enzima como la cantidad que produce una

absorbancia (0.1) en las condiciones de reaccion (Benitez et al., 2001).

6.7 Actividad enzimética en frutos de melon tratados con los ACB, ulvan y F.

proliferatum

6.7.1 Tratamientos y muestreo

Los frutos fueron desinfectados y tratados segun lo descrito previamente. En las heridas se
inocularon 20 pL de los siguientes tratamientos: (1) 1 x 10° células mL™ D. hansenii, (2) 1 x
108 UFC mL de S. rhizophila, (3) 5 g L™ ulvan, (4) 1 x 10° células mL™ D. hansenii + 1 x
108 UFC mL* de S. rhizophila + 5 g L™ ulvan. Se utilizé agua destilada como control. Los
frutos se almacenaron en recipientes de polipropileno a 27 °C y 90% de HR por 8 dias. Se
tomaron muestras cada 2 dias con un escalpelo (1 x 1 ¢cm, longitud y profundidad) de tejido
adyacente a la zona inoculada. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta ser analizadas.

El disefio experimental fue completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento.

6.7.2 Extracto para actividad enzimatica

Para catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y super oxido dismutasa (SOD) se homogeneizo en
micro tubos 0.1 g de tejido muestreado con 3 puL de 100 mM buffer de fosfato potasico frio
con un pH de 6.8 con 0.1 M de EDTA. La mezcla fue filtrada y centrifugada a 16,000 rpm
por 15 min, el sobrenadante fue colectado para determinar la actividad enzimatica. Para
fenilalanina amonio liasa (PAL), el extracto se realizd en micro tubos con 0.25 g de muestra
y fue homogeneizado con 10 pL de buffer de borato de sodio (pH 8.0). EI homogeneizado
fue centrifugado a 5,000 rpm por 15 min a 4 °C. Se utilizé el sobrenadante para medir la
actividad enzimatica. El contenido total de proteina se cuantifico utilizando el método
descrito por Walker (2002).
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6.7.3 Actividad enzimética

Catalasa (CAT)

Se determind la actividad enzimatica de CAT mezclando 100 pL de buffer de fosfatos 100
mM con 30 pL de metanol, 20 pL del extracto de la muestra y 20 pL de H20. (8.82 M).
Inmediatamente después se cubrid la placa y se incubd en agitacion a temperatura ambiente
por 20 min. Se agregaron 30 puL de KOH (10 M) y 30 pL de reactivo purlpad (23.5 M) al 1%
en solucion de 5% de HCI. Se incubd por 10 min. Finalmente, fueron afiadidos 10 pL de
periodato de potasio 0.5 M en solucién de KOH 0.5 M. La lectura en espectrofotometro se
realiz6 a 540 nm. La unidad de actividad CAT fue definida como la cantidad de enzima que
provoca la formacién de 1 nmol de formaldehido por min y, se expresé en min/mg de proteina

(Johansson y Borg, 1988).

Peroxidasa (POX)

Para cuantificar la actividad enziméatica de POX se mezclaron 300 pL de buffer de fosfatos
(0.1 M), 5 pL de la solucién de guayacol (20.1 mM), 10 pL del extracto de la muestra y 3
pL de una solucion de H202 (12.3 mM). Después de mezclar se incub6 a 30 °C por 10 min.
La lectura en espectrofotémetro fue a 436 nm. La unidad de actividad POX fue definida como
la cantidad de enzima que provoca la formacion de tetra guayacol en presencia de H202 por

min y se expres6 en U/mg de proteina (Cavalcanti et al., 2004).

Superdxido dismutasa (SOD)

La actividad enzimatica de superdxido dismutasa se calcul6 mezclando 1200 pL de solucion
de fosfatos (0.1 M), 20 pL del extracto de la muestra 'y 20 pL de la solucion xantina oxidasa
(0.1 U de xantina oxidasa en 1 mL de sulfato de amonio 2 M). Registrar el cambio de
absorbancia a 560 nm cada 20 s por 5 min. Una unidad de actividad enzimatica se define
como la cantidad de SOD necesaria para inhibir el 50% de la reaccion del Oz en presencia
del reactivo nitroazul de tetrazolio (NBT) y su actividad se expres6 como U/mg proteina
(Paoletti et al., 1986).

Fenil alanina amonio liasa (PAL)
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Para cuantificar la actividad de PAL se mezclaron 150 pL del extracto de la muestra, 200 pL
de fenilalanina (40 mM) y 450 pL de buffer Tris HCI (0.1 M). Se incub6 a 37 °C por 30 min.
La reaccion se detuvo con 200 pL de acido tri-cloro acético (TCA) al 25%. La mezcla se
centrifugo a 10,000 rpm por 15 min a 4 °C. La actividad PAL se determind en relacion al
acido cindmico formado en absorbancia de 290 nm y las curvas estandar preparadas. La
unidad se expresé como los umoles de &cido cindmico formados por minuto por miligramo

de proteina (min/mg de proteina) (Tanaka et al., 1974).

6.8 Efecto de los ACB y ulvan hacia F. proliferatum en frutos de melon

Para determinar el efecto de la aplicacion de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan, se prepararon
los frutos segun lo descrito previamente y se hicieron seis heridas equidistantes de 3 mm en
cada fruto. Se inocularon 20 L de cada agente de control segun los siguientes tratamientos:
(1) 1 x 10° células mL* de D. hansenii, (2) 1 x 108 UFC mL* de S. rhizophila (3) 5 g L*
ulvan, (4) 1 x 10° células mL™* de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL* de S. rhizophila, (5) 1 x
106 células mL™ de D. hansenii + 5 g L™ ulvan, , (6) 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila + 5
g Lt ulvan, (7) 1 x 108 células mL* de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL* de S. rhizophila + 5
g L ulvan, (7) 1000 ppm benomil, (8) agua destilada estéril (control). Dos horas después se
afiadieron 10 pL de 1 x 10* esporas mL™ de F. proliferatum. Los frutos fueron almacenados
en recipientes de polipropileno a 27 °C con 90% de HR. Después de 7 dias, se determind el
porcentaje de incidencia de la enfermedad (%DI) con la formula descrita anteriormente (1) y
el diametro de lesion (mm). EI disefio experimental fue completamente al azar con diez

repeticiones por tratamiento.

6.8.1 Capacidad de adhesién in vivo de los ACB

Se tomaron 0.5 cm? del tejido de los frutos del experimento anterior para observar al
microscopio electrénico de barrido y conocer la interaccion entre los ACB vy el fitopatégeno.
Las muestras de los frutos se fijaron por inmersion con 2.5% de glutaraldehido en buffer de
fosfatos a pH 7 durante 24 h. Posteriormente se observaron al microscopio electrénico de
barrido (Hitachi S-3000N).
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6.9 Intervalo de tiempo entre la aplicacion de los ACB, ulvan y F. proliferatum en frutos
de melon

Para determinar el intervalo de tiempo entre la aplicacion de los ACB, ulvan y el fitopatdgeno
se siguid la metodologia propuesta por Zhimo et al. (2017) con modificaciones. Los frutos
fueron colectados y preparados segun lo descrito anteriormente. Se inocularon 20 uL de D.
hansenii, S. rhizophila, ulvan, benomil y agua destilada estéril a las 2, 12 y 24 h antes o a las
12 y 4 h después de inocular a F. proliferatum a una concentracion de 1 x 10* esporas mL™.
Los frutos se almacenaron en recipientes de polipropileno a 27 °C y 90% de HR. Después de
7 dias se determind la incidencia de la enfermedad (% DI) con la formula descrita
anteriormente (1) y el didmetro de lesion (mm). Los tratamientos en cada tiempo de
inoculacion (2, 12 y 24 h antes y 12 y 24 h después del patégeno) fueron los siguientes: (1)
1 x 108 células mL* de D. hansenii, (2) 1 x 102 UFC mL™ de S. rhizophila (3) 5 g L™ ulvan,
(4) 1 x 10° células mL* de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila, (5) 1 x 10°
células mL de D. hansenii + 5 g L ulvan, , (6) 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila+5g L
Lulvan, (7) 1 x 10° células mL™ de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila+5g L
L ulvan, (7) 1000 ppm de benomil, (8) agua destilada estéril (control). Fue un disefio

experimental completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento.

6.10 Incidencia de la enfermedad y calidad del fruto

Frutos sin ningln tratamiento previo fueron saturados en solucion con: (1) 1 x 108 células
mL* de D. hansenii, (2) 1 x 102 UFC mL™ de S. rhizophila, (3) 5 g L™* ulvan, (4) 1 x 10°
células mL de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL™* de S. rhizophila, (5) 1 x 10° células mL™ de
D. hansenii + 5 g L™ ulvan, (6) 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila + 5 g L™ ulvan, (7) 1 x
108 células mL* de D. hansenii + 1 x 108 UFC mL™ de S. rhizophila + 5 g L™ ulvan, (8) agua
destilada estéril (control), (9) 1000 ppm de benomil. Los frutos se secaron por dos horas y se
almacenaron en recipientes de polipropileno por 0 dias a 27 °C y 90% de HR. Se registré la
incidencia de frutos enfermos con la formula descrita anteriormente (1) y parametros de
calidad. El disefio experimental fue completamente al azar con diez repeticiones por

tratamiento.
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6.10.1 Parametros de calidad

Los parametros de calidad registrados para evaluar el efecto de los ACB sobre los frutos
fueron: Pérdida de peso (%), firmeza (N), solidos solubles totales (%) y pH. Para determinar
la pérdida de peso, los frutos se pesaron antes y despues de los 10 dias de almacenamiento.
La firmeza se determiné al aplicar una fuerza de 9.8 N con un analizador de textura (GY-
Texture Analyzer) en dos lados opuestos en la zona ecuatorial del fruto. Para determinar los
solidos solubles totales (TSS) y pH se macer6 una muestra homogénea del fruto con mortero.
TSS se determind con un refractometro digital (PR - 32, Atago Co., Japon) a temperatura

ambiente. El pH se determind con gotas del jugo en un potenciometro (Milwaukee, Ph54).

6.11 Analisis estadisticos

Para evaluar la ventaja del tratamiento combinado in vivo de los ACB con respecto a los
tratamientos individuales (objetivo 8). Se analizé el tipo de interaccion (aditiva, sinérgica o
antagonista). El factor de sinergia (FS) se calcul6 con la formula de Abbott (Levy et al.,
1986).

FS= €O 3
" CE (3)

Donde: CO es el porcentaje de control observado de los tratamientos combinados y CE es el
porcentaje de control esperado de los tratamientos combinados. Para calcular CE se utilizé

la siguiente formula:

Ca*Cb 4
100 ) 4)

Donde: Ca es el porcentaje de control del tratamiento con los ACB (D. hansenii o S.

CE=(Ca+Cb)-(

rhizophila) y Cb es el porcentaje de control del tratamiento b (ACB o ulvan). Si FS = 1, hay
una interaccién aditiva entre los tratamientos; si SF < 1, hay una interaccion antagonista y si

SF > 1, la interaccion es sinergica.

Se utilizo el programa estadistico Statistica v. 10.0 para Windows (StatSoft®, Inc., 2011) para
los anélisis estadisticos. Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA’s) y pruebas de
comparacion multiple de medias (Fisher LSD, p < 0.05). Cuando fue necesario, los datos
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fueron transformados [log 10 (x +1)] para obtener una distribucién normal antes de los

analisis de varianza.



43

7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento, identificacion y patogenicidad de Fusarium spp. en frutos de meldn

7.1.1 Patogenicidad de Fusarium spp.

Se aislaron 12 hongos de tejido enfermo de frutos de melén (Tabla 1V). La pudricién del
fruto se observd después del segundo dia de inoculacion de cada hongo. El tejido de los frutos
mostré un cambio de color a café oscuro con reblandecimiento del tejido, el exocarpio se
observo blanco algodonoso. En etapas avanzadas de la pudricion, se observaron lesiones y
fisuras en la cascara con abundante micelio aéreo blanco algodonoso. Dichos sintomas
coinciden con los causados por Fusarium spp. En la prueba de patogenicidad, todos los
hongos ocasionaron 100% de incidencia de la enfermedad sobre los frutos. En el diametro de
lesion, los frutos inoculados con la cepa FMP2 tuvieron el mayor diametro de lesion con
27.05 mm.

Tabla IV. Pruebas de patogenicidad de Fusarium spp. en frutos de melon.

Cepa Incidencia (%) Diametro de lesion (mm)
FMP1 100*2 17.8 +0.6¢
FMP2 1002 27.0 + 0.52
FMP3 100? 19.6 +0.8°
FMP4 1002 15.1 +1.0°
FMP5 1002 21.7+0.3°
FMP6 1002 17.2 +0.7¢
FMP7 1002 17.0 + 0.6¢
FMPS8 1002 22.1+0.5°
FMP9 100? 15.2 +0.9°
FMP10 1002 19.0 +1.2¢
FMP11 1002 22.0+0.7°
FMP12 1002 17.5+0.9¢

Notas: “Los valores son la media + Desviacién estandar de diez repeticiones por tratamiento. Diferentes letras en cada
columna difieren estadisticamente (p < 0.05) de acuerdo a la prueba de Fisher.

7.1.2 ldentificacion morfoldgica de Fusarium spp.
Después de 5 dias de incubacion, todos los hongos desarrollaron micelio blanco que cubrid
la placa por completo y se produjo una pigmentacion violeta en los medios PDA y CLA. El

hongo produjo micelio aéreo denso, blanco y hialino. Se observaron delgados macroconidios
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con longitud de 22-29 um en longitud y 4.3-6.5 um en diametro, con células apicalmente
curvas de 3-5 septos. Los microconidios septados tuvieron longitud de 6.78-8.44 um y 2.43-
3.12 pm de didametro y no formaron agregados. Se observaron clamidosporas (Fig. 4). Las
caracteristicas morfoldgicas observadas en los hongos aislados confirman su identificacion

como Fusarium spp.

o

CIBNOR WD16.3mm 20.0kV x1.4% 30um

CIBNOR WD28.Tmm 20.0kV x1.6k 30um

Figura 4. Identificacion de Fusarium spp. Caracteristicas morfol6gicas de la cepa FMP2 (a),
FMP3 (b) y FMP7 (c) de Fusarium cultivado en PDA a 28 °C por 7 dias. Caracteristicas
microscopicas de la cepa FMP 2 de Fusarium (d), macroconidio [MC], microconidio [MI],
micelio [M] y clamidosporas [C].

7.1.3 Identificacion molecular y analisis filogenético

Los productos de PCR fueron de un tamafio de 600, 500 y 800 pb para las regiones de ITS1-
5.8s-1TS4, B-Tub y TEF-1a, respectivamente. De todos los hongos aislados, FMP1, FMP2,
FMP3, FMP4 y FMP7 fueron identificados molecularmente como F. proliferatum (Tabla V).
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Tabla V. Anélisis comparativo de las secuencias obtenidas con la amplificacion de la region
de B-Tub, TEF-1a, ITS1-5.8s-1TS4 de los diferentes hongos aislados de frutos de mel6on con
las secuencias disponibles del NCBI.

Identificacion
molecular

Clave de acceso (B-Tub, TEF-1a, ITS1-
5.85-1TS4)

Identidad
(%)

FP1
FP2
FP3
FP4
FP7
FV8

Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium proliferatum
Fusarium verticilloides

KT218534.1; KP964908.1; KT803067.1
KP964956.1; KP964908.1; KT803067.1
KR861512.1; JX118976.1; KP132230.1
KP313250.1; JQ762611.1; KT282392.1
KF466444.1; KM462980.1; KT803757.1
U27303.1; KF562131.1; KU204757.1

99; 100; 100
99; 99; 100
99; 100; 100
99; 100; 100
99; 100; 100
97; 100; 100

El arbol filogenético obtenido con base en las secuencias de F. proliferatum con la region

ITS1-5.8s-1TS4, después del alineamiento mostro que las cepas de F. proliferatum aisladas

pertenecen al mismo clado (Fig. 5). Al compararse estas secuencias con otras secuencias de

la misma especie, las cepas FMP1, FMP2, FMP3, FMP4 y FMP7 forman un clado patogénico

distinto, lo cual indica que los hongos patogenos aislados son especie-especificos.

100

FMP2(Fusarium proliferatum)

FMP3(Fusarium proliferatum)

100

FMP1(Fusarium proliferatum)

=
)
3

FMP4(Fusarium proliferatum)

FMP7(Fusarium proliferatum

Fusarium proliferatum FJ911886.1
Fusarium proliferatum KU361524.1

Fusarium proliferatum KJ467090.1
Fusarium proliferatum GU074010.1
Fusarium proliferatum FJ040179.1
Fusarium proliferatum KR909437.1
Fusarium proliferatum KC254042.1
Fusarium proliferatum GQ922917.1

o
)
3

Fusarium proliferatum EU151490.1
Fusarium proliferatum GU441588.1

Fusarium proliferatum KR108735.1
Fusarium proliferatum HQ656789.1
Fusarium proliferatum KM231815.1
Fusarium proliferatum KY039299.1
Fusarium proliferatum GU226829.1
Fusarium proliferatum GQ376112.1

Fusarium oxysporum f. sp. melonis AY354393.1
Fusarium foetens KF467433.1

Figura 5. Filograma de maxima parsimonia de los fragmentos nucleotidicos obtenidos de las
cepas de F. proliferatum: FMP1, FMP2, FMP3, FMP4 y FMP7 comparadas con las
secuencias correspondientes de Fusarium spp. de la base de datos GenBank (identificados
por nimero de acceso). El valor de las lineas de arranque (Bootstrap) fue de 1000
repeticiones.

7.2 Efecto de ulvan sobre el crecimiento de los ACB
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7.2.1 Screening de microorganismos marinos con potencial antagénico

Inhibicion del crecimiento micelial de F. proliferatum

Después de 7 dias de incubacion, la levadura con mayor %l fue la cepa L02 de D. hansenii
(83.4%), mientras que la de menor capacidad de inhibicion fue la cepa NO2 de C. diffluens
(5.8%). En los tratamientos con bacterias, la cepa con mayor %l fue RKO1 de S. rhizophila
con 90.1% y la de menor inhibicion fue la cepa RB02 de S. rhizophila con 59.8%. El
crecimiento en el tratamiento donde solo se inocul6 F. proliferatum fue de 26.4 cm? (Tabla
VI). Las bacterias tuvieron mayor capacidad de inhibicién que las levaduras. El %l de la
bacteria marina S. rhizophila (cepa RK02) fue comparable al efecto del fungicida sintético

(benomil).

Tabla VI. Efecto in vitro de levaduras y bacterias marinas sobre el crecimiento micelial de
F. proliferatum.

Cepas Crecimiento Inhibicién
micelial (cm?) (%)

Control 26.40 £ 0.69" -
D. hansenii (LO1) 5.7+0.7° 78.3+0.6
D. hansenii (L02) 4.4 +0.2% 83.4+£0.52
D. hansenii (L03) 5.5+ 0.6° 79.0+ 0.4
C. diffluens (N02) 249 +£1.3° 5.8+0.5°
R. minuta (RO4) 22.4 +0.6¢ 15.0 +0.6¢
R. minuta (RO4) 222 +1.6¢ 15.8 + 0.3¢
S. rhizophila (RK01) 4.4 +0.72 83.3+£0.8%
S. rhizophila (RK02) 2.6+ 0.9 90.1+0.5¢
S. rhizophila (RB01) 10.3+1.19 60.9 + 0.3f
S. rhizophila (RB02) 10.6 + 0.8¢ 59.8 + 0.9f
B. amyloliquefaciens (Ba01)  20.4 +1.3" 77.3 £ 0.69
B. amyloliquefaciens (Ba02) 20.3+0.7" 76.9 £ 0.69
Benomil 25+1.2f 90.5 + 0.4°

Notas: * Cada valor es la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. En la misma columna valores con diferente
letra difieren estadisticamente (Fisher, p<0.05).

Inhibicion de la germinacion de esporas del fitopatogeno

En los tratamientos con levaduras, la cepa L02 de D. hansenii inhibié en mayor grado la
germinacion de esporas en un 52.8% y la cepa R04 de R. minuta inhibié en un 11.5%. En los

tratamientos con bacterias, la cepa RKO02 de S. rhizophila inhibi6 la germinacion de esporas



47

en mayor porcentaje con un 78.6% Yy la cepa Ba02 de B. amyloliquefaciens inhibié la
germinacion de esporas en menor porcentaje con un 9.7% (Tabla VII). Después de 48 h de
incubacidon, germinod el 100% de esporas de F. proliferatum en el tratamiento control. El
porcentaje de inhibicion de S. rhizophila (RK02) es comparable con el porcentaje de

inhibicidn del fungicida sintético benomil.

Tabla VI1I. Efecto in vitro de levaduras y bacterias marinas sobre la germinacion de esporas
de F. proliferatum.

Cepas Esporas Inhibicion
germinadas (%) (%)

Control 1009% + 2.4 -
D. hansenii (L01) 56.4 + 1.7¢ 43.6 +1.6°
D. hansenii (L02) 472 +1.2° 52.8 + 2.5¢
D. hansenii (L03) 56.3 + 2.6¢ 43.7+1.4°
C. diffluens (N02) 88.4 + 1.3 116 +1.5°
R. minuta (RO4) 88.5 + 2.6 11.5+2.6°
R. minuta (RO4) 87.5+1.6° 125+1.3°
S. rhizophila (RKO01) 29.4+£1.72 706 £1.8%
S. rhizophila (RK02) 21.4 +1.9f 78.6 £ 2.5°
S. rhizophila (RB01) 235+1.19 76.5+1.3f
S. rhizophila (RB02) 65.2 +1.89 34.8+0.9f
B. amyloliquefaciens (Ba01) 76.4 +1.3" 23.6 +1.69
B. amyloliquefaciens (Ba02) 90.3+1.7" 9.7+1.6°
Benomil 204 +1.2f 79.6 + 1.4°

Notas: * Cada valor es la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. En la misma columna valores con diferente
letra difieren estadisticamente (Fisher, p<0.05).

7.2.3 Efecto de ulvan sobre el crecimiento in vivo e in vitro de los ACB

El inductor de resistencia ulvan no mostré efecto significativo sobre el crecimiento in vivo
(Fig. 6) ni sobre el crecimiento in vitro de D. hansenii y S. rhizophila (Fig. 7). Ambos
microorganismos crecieron eficientemente en el tejido de los frutos de melon durante el
periodo de tiempo cuantificado. Después de 3 dias de incubacién, hubo diferencias
significativas entre el tratamiento individual de S. rhizophila y el tratamiento de S. rhizophila
+ ulvan. Durante el periodo de incubacién, no hubo diferencia significativa entre los
tratamientos individuales o con la adicion de ulvan. Estos resultados sugieren que ulvan no
tiene un efecto directo in vivo e in vitro en el crecimiento de ambos agentes de control
biologico. Los controles benomil y bactrol inhibieron el crecimiento in vivo e in vitro de

ambos microorganismos.
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Figura 6. Dindmica de crecimiento de D. hansenii y S. rhizophila en presencia y ausencia de
ulvan. Los datos presentados son la media £ Desviacion estandar. VValores con diferente letra
difieren estadisticamente (Fisher, p<0.05).

12 7 Control = ulvan ™ Quimico
- 10 a a
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0
D. hansenii S. rhizophila

Tratamientos

Figura 7. Efecto de ulvan sobre el crecimiento de D. hansenii y S. rhizophila. Las barras
verticales son la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. Diferentes letras difieren
estadisticamente (Fisher, p<0.05).
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7.3 Competencia por nutrientes entre los ACB y F. proliferatum

D. hansenii y S. rhizophila consumieron los nutrientes de manera efectiva e inhibieron
significativamente la germinacién de esporas de F. proliferatum (Tabla VIII). S. rhizophila
redujo significativamente el contenido de sacarosa (1.2 g L), fructosa (0.7 g L) y glucosa
(0.2 g L™Y). A pesar de que el tratamiento conjunto de D. hansenii y S. rhizophila tuvo la
menor taza de metabolizacion, inhibi6 la germinacion de esporas de F. proliferatum en un
86%.

Tabla VIII. Contenido de carbohidratos en un medio a base de mel6n inoculado con los
ACB y F. proliferatum.

Contenido de carbohidratos (g L)
Sacarosa Fructosa Glucosa

Tratamientos Inhibicion (%)

F. proliferatum 3.7+0.2" 1.1+01® 0.7+0.03? -
D. hansenii 1.9+0.1° 1.0+0.1%® 0.2+0.01° 53 + 3¢
S. rhizophila 1.2+0.19 0.7+0.0° 0.2+0.01° 77 + 5P
D. hansenii+S. rhizophila 2.0+0.1° 1.2 +0.1* 0.5+0.01° 86 £ 4°
Medio de meldn 41+£01* 13+0.1* 0.8+0.022 -

Notas: * Cada valor es la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. En la misma columna valores con diferente
letra difieren estadisticamente (Fisher, p<0.05).

7.4 Produccién in vitro de enzimas liticas por los ACB

S. rhizophila present6 actividad enzimatica extracelular de glucanasa, quitinasa y proteasa,
mientras que D. hansenii s6lo present6 actividad enzimatica de glucanasa y proteasa (Fig. 8).
El tratamiento conjunto de D. hansenii+S. rhizophila tuvo la mas alta actividad de glucanasa
(127.5 U mL™Y) y de actividad quitinasa (6591 U mL™). D. hansenii tuvo la més alta actividad
de proteasa con 2143 pg mL™L.

7.5 Inhibicién de VOCs por los ACB

Los VOCs producidos por D. hansenii y S. rhizophila fueron efectivos en inhibir el
crecimiento miceliar del hongo (Fig. 9). Los tratamientos de D. hansenii, S. rhizophila y D.
hansenii+S. rhizophila inhibieron en un 45%, 36% y 51%, respectivamente el crecimiento

de F. proliferatum.
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Figura 8. Actividad enzimatica in vitro producida por D. hansenii y S. rhizophila. Los datos
son la media de diez repeticiones de cada tratamiento. Diferentes letras difieren

estadisticamente (Fisher, p<0.05).
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Figura 9. Efecto de los VOCs producidos por D. hansenii y S. rhizophila sobre el crecimiento
miceliar de F. proliferatum. Las barras son la media de diez repeticiones + Desviacion
estandar. Valores con diferente letra difieren estadisticamente (Fisher, p<0.05).

7.6 Actividad bio-surfactante de los ACB

Las gotas del medio CPD y CST inoculados con D. hansenii y S. rhizophila se extendieron
como una capa delgada en la superficie hidrofébica de la cascara del fruto de meldn, mientras
que en los controles (CPD, CST y agua destilada estéril) las gotas permanecieron esféricas
(Fig. 10). En el tratamiento con S. rhizophila, cuando las gotas se esparcieron en la membrana
hidrofébica (parafilm), la relacion entre la velocidad de esparcimiento y el peso de la gota

fue mayor que en el tratamiento con D. hansenii (Datos no mostrados).

7.7 Actividad de enzimas de defensa en frutos de melén tratados con los ACB

La actividad de SOD fue significativamente incrementada a los 4 y 6 dias con los ACB en
comparacion con el tratamiento control (Fig. 11a). La actividad de SOD en los frutos tratados
mostro una drastica disminucion en los primeros 2 dias y tuvo un incremento maximo a los
6 dias post inoculacion. La actividad de SOD disminuyo después de los 6 dias de
almacenamiento.

El tratamiento conjunto de los ACB tuvo la mayor actividad de SOD a los 6 dias post
inoculacion. La actividad CAT fue significativamente inhibida por los tratamientos con los

ACB (Fig. 11b). La actividad CAT disminuyo gradualmente durante el periodo de
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almacenamiento para todos los tratamientos y comenzo a incrementarse a partir de los 8 dias
post inoculacién. Sin embargo, todos los tratamientos con los ACB individualmente o en
conjunto mantuvieron mayor actividad CAT en comparacion al tratamiento control. En
comparacion con el control, hubo un incremento significativo de POX a los 6 dias en los

tratamientos con los agentes control (Fig. 11c).

La mayor actividad de POX fue con el tratamiento conjunto de los ACB a los 4 dias después
de inoculacion de los frutos de melon. Se observo una disminucion de la actividad enzimatica
de POX después de los 4 dias de almacenamiento que continuo en dias posteriores. La
actividad PAL se incrementé considerablemente con los tratamientos de los ACB (Fig. 11d).
El tratamiento conjunto con los ACB mostrd la mayor actividad PAL a partir del dia 2 post

inoculacion y se mantuvo durante los dias posteriores.

Figura 10. Actividad bio-surfactante por D. hansenii y S. rhizophila en cascara de melon.
Gotas de: a) Sobrenadante de D. hansenii cultivado por 7 dias en CPD, b) Sobrenadante de
S. rhizophila cultivado por 7 dias en CST. Como tratamientos control: ¢c) CPD, d) CST y e)
agua destilada estéril.
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Figura 11. Efecto de D. hansenii, S. rhizophila, ulvan y su tratamiento conjunto en la actividad de a) SOD, b) CAT, ¢) POX y c¢) PAL
en frutos de melén. ACB = Agentes de control bioldgico (D. hansenii+S. rhizophila). Levadura = D. hansenii, Bacteria = S. rhizophila.
Los datos son la media de diez repeticiones de cada tratamiento. Diferentes letras difieren estadisticamente (Fisher, p<0.05)
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7.8 Efecto in vivo de los ACB y ulvan hacia F. proliferatum

Los ACB en tratamiento conjunto, disminuyeron en mayor proporcion la incidencia de la
enfermedad y el didmetro de lesion, que los tratamientos individuales (Tabla IX). Ulvan tuvo
efecto reducido en el control de la incidencia de la enfermedad como tratamiento individual
(14.3%). Sin embargo, ulvan en combinacion con D. hansenii y S. rhizophila fue el
tratamiento mas efectivo (72.1%) y con mejores resultados que el fungicida sintético benomil
(64. 3%). De acuerdo a la férmula de Abbott’s (Levy et al., 1986) y, en comparacion con los
tratamientos individuales, los tratamientos conjuntos tuvieron efecto sinérgico. El diametro
de lesion obtenido muestra un patron similar a la incidencia de la enfermedad en cada
tratamiento. Los resultados sugieren que ulvan incrementa la efectividad de D. hansenii y S.
rhizophila como ACB contra la pudricion de frutos de meldn causada por F. proliferatum.

Tabla IX. Eficiencia de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan sobre la disminucion del diametro
de lesion y la incidencia de la pudricion ocasionada por F. proliferatum en frutos de melon.
Reduccion de

Tratamientos ?elsﬁ(rﬁnnet(mrg)e incidencia CE FS
(%)

D. hansenii 15.6 £ 0.7%" 28.6 +3.12 - -
S. rhizophila 12.5+0.9° 35.7+2.8" - -
Ulvan 16.3 £0.9° 14.3 £3.9° - -
D. hansenii+S. rhizophila 6.7 +0.2f 68.2 + 3.5 492 17
D. hansenii+ulvan 14.5+0.9¢ 57.1+4.3¢ 388 15
S. rhizophila+ulvan 10.6 £ 0.9° 64.3+£4.1° 449 14
D. hansenii+S. rhizophila+ulvan 35+0.29 73.5+2.19 55.1 1.8
Benomil 6.5+0.7° 64.3 + 2.4¢ - -

Notas: El porcentaje de control para cada tratamiento fue calculado comparando los tratamientos con el control (F.
proliferatum+agua destilada estéril). CE: Efecto esperado o porcentaje de control esperado, FS: Factor de sinergia, mayor
informacion en materiales y métodos. " Cada valor es la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. Letras diferentes
en cada columna indican diferencia significativa (Fisher, p<0.05).

7.8.1 Capacidad de los ACB para adherirse a las estructuras fungicas

En heridas de frutos inoculados con D. hansenii y S. rhizophila se observo micelio de F.
proliferatum dafiado (Fig. 12). En el tratamiento control, se observaron esporas e hifas
ramificadas creciendo en tejido del fruto (Fig. 12a). D. hansenii y S. rhizophila tuvieron la
capacidad de adherirse al micelio de F. proliferatum (Fig. 12b y 12c). En el tratamiento con
D. hansenii+S. rhizophila se observan hifas mas delgadas que en el resto de los tratamientos
(Fig. 12d).
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7.9 Intervalos de aplicacion de los ACB y F. proliferatum para el control de la pudricion
en frutos de melon

El tiempo de inoculacion de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan en pre o post inoculacion de
F. proliferatum tuvo efecto significativo en la reduccién de la incidencia de la enfermedad
(Tabla X) y en el diametro de lesion (Tabla XI). En todos los tiempos de inoculacion, los
frutos de meldn tratados con D. hansenii, S. rhizophila y ulvan antes de F. proliferatum
tuvieron menor incidencia de la enfermedad y menor diametro de lesion que aquellos frutos
tratados con los ACB después de la inoculacion con el fitopatdgeno. A mayor tiempo de
inoculacién de los ACB previo al fitopatdgeno, hubo menor incidencia de la enfermedad y
menor diametro de lesion en los frutos de meldn. Los frutos inoculados con el tratamiento
conjunto de D. hansenii+S. rhizophila+ulvan a las 24 h antes de la inoculacion del
fitopatdgeno tuvieron los mejores resultados en la disminucion de la enfermedad (87%) y
menor diametro de lesion (1.7 mm). Los frutos tratados con ulvan inoculado 24 h después
del fitopatdgeno tuvieron el menor porcentaje de reduccion de la incidencia de la enfermedad
(5.3%) y el mayor diametro de lesion (27.7 mm). El fungicida sintético benomil no mostro
efecto significativo ante los diferentes tiempos de incubacion. Los resultados obtenidos

determinan que D. hansenii, S. rhizophila y ulvan son efectivos como tratamiento preventivo.
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Figura 12. Microscopia electronica de barrido de la interaccion entre los ACB y F.
proliferatum en heridas de frutos de melén. (a) F. proliferatum, (b) D. hansenii+F.
proliferatum, (c) S. rhizophila+F. proliferatum, (d) D. hansenii+S. rhizophila+F.
proliferatum. M= Micelio, Y = Levadura, B = Bacteria.

Tabla X. Efecto de los tiempos de aplicacion de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan en la
reduccion de incidencia de la enfermedad (%DI) ocasionado por F. proliferatum en frutos de
melon.

. Antes (h) Después (h)

Tratamientos 22 1 > B 2

D. hansenii 30.7+23" 352+23% 286+3.1% 17.2+1.4* 10.7+1.8°
S. rhizophila 443+31° 402+3.3" 357+28° 206+23" 13.6+3.3°
Ulvan 48.9+21° 274+14° 143+3.9° 72+21° 53+17¢
ACB 758+1.19 725+1.8% 68.2+35" 39.2+3.8% 183+3.4°
D. hansenii+ulvan ~ 70.2+1.3% 60.3+22° 57.1+43% 343+16° 11.1+21%
S. rhizophilatulvan 75.3+2.4% 68.8+4.1" 643+41° 257+20" 157+1.1
ACB-+ulvan 87.6+23" 807+349 7354219 401+12% 17.4+1.39
Benomil 66.5+229 657+3.2° 643+24° 605+249 595+1.2°

Notas: * Cada valor es la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. Letras diferentes en cada columna indican
diferencia significativa (Fisher, p<0.05). Reduccion de la incidencia de la enfermedad: El porcentaje de control para cada
tratamiento fue calculado comparando los tratamientos con el control (F. proliferatum+agua destilada estéril). ACB =
Agentes de control biol6gico (D. hansenii+S. rhizophila). Tiempo transcurrido Antes y después (h) de la inoculacién del
patégeno (F. proliferatum).



57

Tabla XI. Efecto de los tiempos de aplicacion de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan en el
diametro de lesién (mm) ocasionado por F. proliferatum en frutos de melon.

: Antes (h) Después (h)
Tratamientos 2 B > B 2
D. hansenii 11.5+0.5% 125+0.7 156+0.7 20.8+09 234+0.7
S. rhizophila 98+06° 105+08 125+0.9 183+05 245+13
Ulvan 85+0.3° 106+06 16.3+09 247+11 27.7+0.8
ACB 78+02° 87+03 10602 153+09 171+13

D. hansenii+ulvan ~ 10.2+0.9% 124+12 145+0.9 19.4+08 20.6+0.9
S. rhizophilatulvan 54+02¢ 6.0+03 65+09 17.7+11 181+1.2

ACB+ulvan 1.7+02° 23+01 35+02 145+03 185%0.1
Benomil 62+03" 64+02 65+07 69+05 6.7%0.3
Control 27.2+£0.79 278+13 284+12 28809 29.1+12

Notas: * Cada valor es la media de diez repeticiones + Desviacion estandar. Letras diferentes en cada columna indican
diferencia significativa (Fisher, p<0.05). ACB = Agentes de control bioldgico (D. hansenii+S. rhizophila). Tiempo
transcurrido Antes y después (h) de la inoculacion del patégeno (F. proliferatum).

7.10 Incidencia de la enfermedad y pardmetros de calidad en frutos de mel6n post
tratamiento con los ACB

Los frutos fueron saturados en solucion para explorar la actividad preventiva de D. hansenii,
S. rhizophila y ulvan contra la pudricion del fruto. A pesar de que el 70% de los frutos en el
tratamiento control desarrollaron sintomas de enfermedad después de 10 dias de
almacenamiento, la incidencia de la enfermedad (%DI) fue significativamente reducida con
todos los tratamientos (Tabla XII). El tratamiento con los ACB+ulvan tuvo una DI de 8.3%
con lo cual fue estadisticamente mejor que el tratamiento con benomil (10.0%). Todos los
tratamientos combinados tuvieron menor DI que los tratamientos individuales (Tabla XII).
En el tratamiento con benomil y el control se incrementaron significativamente la pérdida de
peso y disminuyo la firmeza de los frutos. En los sélidos solubles totales, no se observo efecto

significativo. Los tratamientos combinados disminuyeron el nivel de pH.
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Tabla XI1. Efecto de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan sobre la incidencia de la enfermedad
y parametros de calidad de frutos de melon.

Pérdida de

Firmeza

Tratamientos DIl (%) peso (gr) (N) TSS (%) pH
D. hansenii 33.3+1.2% 0.30+0.02° 4.2+05 9.2+0.08° 6.5+0.1°
S. rhizophila 26.7+1.6° 030+£0.01* 4.2+04* 9.2+0.09* 6.5+0.1°
Ulvan 23.3+0.8° 024+0.03% 42+04* 93+0.06° 6.1+0.1°
ACB 17.2+1.19 0.26+0.02° 43+0.3° 93+0.04° 6.2+0.2°
D. hansenii+ulvan 200+1.2° 0.21+0.03% 43+0.3" 9.3+0.08° 6.2+0.1°
S. rhizophilatulvan ~ 13.3+0.7¢ 0.22+0.02°® 43+0.3° 93+0.06® 6.1+0.1°
ACB+ulvan 8.3+0.8" 021+0022 43+02° 93+0.05° 6.0+0.3
Benomil 10.0+0.4% 0.68+0.05° 4.1+0.8 92+0.08 6.6+0.1°
Control 700+1.4° 1.06+0.08° 4.0+0.6% 9.2+0.07* 6.6+0.1°

Nota: ™ Los valores son la media + Desviacion estandar de diez repeticiones (tres frutas). Diferentes letras indican diferencia
significativa (Fisher, P <.05). ACB = Agentes de control bioldgico (D. hansenii+S. rhizophila).
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8. DISCUSION

8.1 Aislamiento, identificacion y patogenicidad de Fusarium spp. en frutos de melon

F. proliferatum ha sido reportado como patégeno en maiz (Nguyen et al., 2016), soya (Chang
et al., 2015), ajo (Dugan et al., 2003), tomate (Gao et al., 2016), pifia (Stepien et al., 2011),
cebolla (Carrieri et al., 2013), entre otros. Sin embargo, este es el primer reporte de F.
proliferatum como agente causal de la pudricion de meldn (Cucumis melo L. var. reticulatus)
en el Noroeste de México. La identificacion del género y especie de Fusarium spp. se llevo
a cabo por medio de caracteristicas fenotipicas y varios marcadores moleculares (Booth,
1971; Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson et al., 1994). La identificacion molecular de hongos
se realiza con base a la region interna transcrita del ADN ribosomal (ITS) (Blaalid et al.,
2013; Schoch et al., 2012), sin embargo, varias especies de Fusarium contienen regiones
ortélogas que imposibilitan la identificacion molecular con la amplificacion de la regién de
ITS. Algunas regiones codificantes de genes nucleares como el factor de elongacion 1-o
(TEF-1-0) y tubulina (B-Tub) permiten la identificacion de las especies de Fusarium porque
contienen una copia Unica en estos genes Yy tienen alto polimorfismo incluso en especies
relativamente cercanas genéticamente (Geiser et al., 2004; Kroon et al., 2004). Por lo
anterior, los marcadores moleculares elegidos cominmente para la identificacion de especies
de Fusarium son los que amplifican las regiones de ITS, TEF-1-a y B-Tub (Araujo et al.,
2017; O’Donnell et al., 2015; Stakheev et al., 2016).

Los resultados de las pruebas de patogenicidad muestran que F. proliferatum es un hongo
capaz de infectar a los frutos de meldn en un promedio de dos dias, por lo tanto, la rapida
identificacion permitirda un mejor monitoreo y mejores estrategias de control de la
enfermedad (Araujo et al., 2017). La mejora en la deteccion temprana y oportuna del
fitopatdégeno por medio de caracteristicas taxondmicas fenotipicas y técnicas moleculares
para ser usadas rutinariamente en laboratorios de fitopatologia, permitird incrementar la
cantidad y calidad de alimento e incrementar las estrategias de control de enfermedades en
plantas (Sanzani et al., 2014). Aun y cuando la pudricion en frutos por Fusarium spp. se

controla convencionalmente con fungicidas sintéticos, el uso de tratamientos alternativos
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como ACB e inductores de resistencia podrian ser estrategias eficientes (Gopi y Thangavelu,
2014; Vargas-Gonzalez et al., 2016; Zhao et al., 2013).

8.2 Efecto de ulvan sobre el crecimiento de los microorganismos marinos

8.2.1 Screening de microorganismos antagonistas

En numerosos estudios se han utilizado levaduras y bacterias epifitas como ACB hacia
fitopatdgenos en poscosecha (Spadaor y Droby, 2016). No obstante, la basqueda por nuevas
fuentes de aislamiento de buenos candidatos como ACB es prioritario (Pandey et al., 2013).
Los microorganismos que viven en ambientes marinos sobreviven a condiciones extremas de
temperatura, presion osmatica y carencia nutricional; por ello podrian poseer capacidades
metabolicas diferentes a las de cepas aisladas de otros ambientes terrestres (Chi et al., 2010).
Desafortunadamente, hay pocos estudios relacionados al efecto de microorganismos de
ambientes marinos como ACB en poscosecha (Hernandez-Montiel et al., 2017; Wang et al.,
2010).

En estudios previos ya se ha evaluado la capacidad de inhibir la germinacion de esporas y el
crecimiento miceliar de hongos fitopatégenos por bacterias y levaduras aisladas de planta o
suelo (Krober et al., 2016; Mnif y Ghribi, 2015a; Palazzini et al., 2016; Reiss y Jorgensen,
2017). En las levaduras, las cepas de D. hansenii tuvieron los mejores resultados. Las cepas
de R. minuta también mostraron actividad antagénica considerable. Ferraz et al. (2016),
reporta que R. minuta inhibi6 en un 97.4% la germinacion de esporas de G. citri-aurantii. La
poca actividad antagonista de C. difluens en el experimento también la reporta Oro et al.
(2016), donde cepas aisladas de ambientes extremos tuvieron poca actividad antagonista

hacia B. cinérea, P. expansum, A. carbonarius, entre otros.

En las bacterias, las cepas de S. rhizophila tuvieron mejores resultados de inhibicion en medio
liquido y sélido. Anteriormente ya se ha reportado que las cepas del género tienen actividad
antagénica contra patdégenos (Dunne et al., 1998; Schmidt et al., 2012). Las cepas del género
Bacillus mostraron, en menor nivel que S. rhizophila, actividad antagonista. Especies como
B. subtilis (Reiss y Jargensen, 2017), B. amyloliquefaciens (Krober et al., 2016), B. velezensis
(Palazzini et al., 2016), entre otros, son utilizados efectivamente como ACB.
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8.2.2 Efecto de ulvan sobre el crecimiento in vivo e in vitro de los ACB

Por su clasificacion como inductor de resistencia, ulvan no debe tener actividad antifingica
directa (Cluzet et al., 2004). Araujo et al. (2008) y Gonclave (2012), reportan que ulvan no
inhibe la germinacién de esporas ni el crecimiento micelial. Araujo et al. (2014),
descubrieron que ulvan incremento la germinacion de esporas y formacion de tubos
germinativos de C. gloeosporiodes. Nuestros resultados muestran que ulvan no tiene efecto
directo en el crecimiento micelial y germinacion de esporas de F. proliferatum. En otro
estudio ulvan no tuvo efecto antifungico directo contra A. brassicola, C. lindemuthianum y
Uromyces appendiculatus (Borsato et al., 2010; De Freitas et al., 2015; Paulert et al., 2009).
La disparidad en los resultados puede estar ligada a la sensibilidad de las especies fungicas a
ulvan y a las diferentes metodologias utilizadas para probar la sensibilidad de los

fitopatdgenos hacia este inductor de resistencia.

Un inductor de resistencia que se utilizara como tratamiento conjunto con ACB, no debe
tener efecto inhibitorio en el crecimiento de los agentes antagonistas (Hussain et al., 2015).
En la dinamica de crecimiento in vivo de la levadura antagonista P. membranefaciens en
conjunto con el inductor BTH, este no tuvo ningun efecto en su crecimiento (Cao et al.,
2011). En nuestro estudio ulvan no tuvo efecto sobre el crecimiento in vivo o in vitro de D.

hansenii y S. rhizophila.

8.3 Mecanismos antagonicos de D. hansenii y S. rhizophila

Segun los resultados obtenidos, D. hansenii y S. rhizophila probablemente controlan in vitro
la proliferacién de F. proliferatum por mecanismos como: competencia por nutrientes,
micoparasitismo por enzimas liticas y produccién de metabolitos secundarios como VOCs y
bio-surfactantes. Coincidentemente, Se ha reportado que la actividad antag6nica de D.
hansenii es mediada por mecanismos como enzimas liticas (ej. glucanasas y proteasas),
competencia por espacio y nutrientes, induccion de resistencia y actividad de toxinas killer
(Medina-Cordova et al., 2018). En condiciones in vitro a S. rhizophila se le atribuyen
mecanismos de accion para inhibir fitopatdgenos como: produccion de enzimas que degradan
pared celular del hongo, sideréforos (Minkwitz y Berg, 2001) y compuestos volatiles anti-

fangicos (Kai et al., 2007). En este trabajo, se reportan por primera vez los posibles



62

mecanismos de la actividad antagonica de D. hansenii y S. rhizophila involucrados en el

control de F. proliferatum como agente causal de la pudricion de frutos de melon.

8.3.1 Actividad antifungica directa

La actividad antifungica directa de los ACB es un mecanismo de accion importante durante
la colonizacion por el fitopatdgeno (Dukare et al., 2018). La eficiencia de este mecanismo
estd involucrada con la capacidad de colonizar rdpidamente al hospedero (Janisiewicz y
Korsten, 2002). Previamente, D. hansenii ha inhibido significativamente el crecimiento
miceliar de Monilinia fruticola (74.4%) y M. fructigena (44.1%) (Grzegorczyk et al., 2017).
Previamente, S. rhizophila ha inhibido significativamente el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides (93%) (Hernandez-Montiel et al., 2017). Los resultados obtenidos muestran
que D. hansenii. S. rhizophila y su tratamiento conjunto inhibieron significativamente el
crecimiento miceliar de F. proliferatum en un 45%, 36% y 51% respectivamente. Ademas,
la dindmica de crecimiento de D. hansenii y S. rhizophila mostré que pueden colonizar
rapidamente el tejido de los frutos de melon.

8.3.2 Competencia por nutrientes

La competencia por espacio y nutrientes es considerada uno de los principales mecanismos
de accion de los microorganismos antagonistas en el control bioldgico (Sharma et al., 2009).
Los microorganismos antagonistas deben tener la capacidad de competir efectivamente por
los nutrientes disponibles en el nicho ecolégico para colonizar y limitar el crecimiento del
hongo patdgeno (Samsudin et al., 2016). Bacterias y levaduras deben crecer mas rapido que
el fitopatdgeno para agotar primero los nutrientes disponibles y limitar su proliferacion. Liu
y Long (2013c), observaron que el antagonista K. apiculata solo inhibio la germinacion de
esporas de P. italicum solo bajo concentraciones limitadas de nutrientes, ya que en
disponibilidad de nutrientes la inhibicion no fue significativa. Los resultados obtenidos
muestran que D. hansenii, S. rhizophila y el tratamiento conjunto inhibieron
significativamente la germinacion de esporas por disminucion de sacarosa, fructosa y
glucosa, que son la principal fuente de carbohidratos disponible en los frutos de melon
(Shellie, 1999).
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8.3.3 Parasitismo directo

Ademaés de la competencia por espacio, los microorganismos antagonistas pueden inhibir a
los fitopatdgenos por el parasitismo directo (Saravanakumar et al., 2016). El parasitismo
directo o micoparasitismo es la habilidad de los microorganismos antagonistas de adherirse
a las estructuras fungicas y producir enzimas que las degraden (Dukare et al., 2018). El
micoparasitismo inicia cuando el antagonista reconoce al patdégeno adhiriéndose al mismo
(Jamalizadeh et al., 2011). En este estudio, D. hansenii y S. rhizophila colonizaron las hifas
de F. proliferatum con micoparasitismo al observar la reduccion del grosor del micelio ante
el tratamiento conjunto de los ACB. Después del reconocimiento y adhesion, los antagonistas
secretan enzimas como glucanasas, quitinasas y proteasas para dafiar las membranas
fangicas, que estan compuestas principalmente por glucanos (50-60%), quitina (>20%) y
glicoproteinas (20-30%) (Spadaro y Droby, 2016). El ensayo de actividad enzimatica
confirmé que D. hansenii produjo glucanasas y quitinasas; y S. rhizophila produjo

glucanasas, quitinasas y proteasas in vitro.

8.3.4 Surfactantes y compuestos volatiles organicos (VOCs)

Recientemente se ha evaluado la funcion de metabolitos secundarios (ej. surfactantes y
VOCs) como posibles mecanismos de accién de los ACB durante la supresion de patdgenos
fangicos en poscosecha (Liu et al., 2013). Levaduras y bacterias durante su ciclo de vida
necesitan adherirse a diferentes interfaces compuestas por liquidos, aire y zonas hidréfobas;
por ello los bio-surfactantes reducen la tension superficial permitiéndoles adherirse y
moverse a través de sustratos hidroéfobos para poder crecer y esparcirse en el hospedero
(Sunde et al., 2017).

Los bio-surfactantes estdn compuestos de acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos,
proteinas y sus combinaciones (ej. lipoproteinas, glicoproteinas y glicolipidos) (Yafez-
Ocampo et al., 2013). En el control bioldgico, los bio-surfactantes actian como
estabilizadores de membrana celular e inhiben la union del fitopatdgeno a la superficie del
hospedero (Lahkar et al., 2018). Previamente, Nantawanit et al. (2010) y Wang et al. (2010),
han reportado que Trichoderma harzianum, B. amyloliquefaciens, B. subtillis, P. fluorecens

y P. guillermondii han inhibido a fitopatdgenos fangicos por produccion de bio-surfactantes.
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A pesar de que metabolitos secundarios como antibidticos son estudiados frecuentemente, la
investigacion de VOCs es limitada. Estos compuestos son volatiles a temperatura ambiente
y presion atmosférica. Quimicamente los VOCs son alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles,
acidos, entre otros (Li et al., 2015; Munjal et al., 2016). La levadura antagonista A. pullulans
produce 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, alcohol fenetil y 2-metil-1-propanol que tienen
actividad antifungica contra C. acutatum, B. cinérea y Penicillium spp. (Di Francesco et al.,
2015a). VOCs producidos por la bacteria antagonista Bacillus spp. inhibieron a C.
gloeosporioides (85%) (Zheng et al., 2013). En este estudio, los VOCs producidos por D.
hansenii y S. rhizophila inhibieron significativamente el crecimiento micelial de F.
proliferatum. VOCs producidos por el tratamiento conjunto fueron mas efectivos que
aquellos de los tratamientos individuales. La produccion de VOCs es influenciada en gran
manera por factores como tipo de cepa, etapa de crecimiento, disponibilidad de nutrientes,

temperatura 'y pH (Di Francesco et al., 2015a).

8.4 Actividad de enzimas de defensa en frutos de melon tratados con los ACB y F.
proliferatum

Con los resultados obtenidos se propone que la eficiencia de D. hansenii, S. rhizophila y
principalmente de ulvan en tratamientos conjuntos o individuales para controlar la pudricion
de meldn por F. proliferatum esta ligada a los mecanismos del fruto para incrementar la
respuesta de defensa (ej. priming, sintesis de proteinas PR y estallido oxidativo) (Burketova
et al., 2015). Jaulneau et al. (2010), determinaron que la induccién de defensa en Medicago
trucantula por ulvan es mediada por la ruta de sefalizacion de JA. En trigo y arroz, ulvan
indujo priming e incremento el estallido oxidativo inicial incrementando la resistencia contra
el mildiu (Paulert et al., 2010). Cluzet et al. (2004), concluy6 por microarreglos que ulvan
incrementa la expresion de genes codificantes para fitoalexinas, proteinas PR y proteinas

estructurales.

En este estudio ulvan tuvo efecto moderado en el control de la incidencia de la enfermedad,
no obstante, su efecto se atribuye a la induccion de respuesta sistémica adquirida (RSA) y al
priming; mecanismos que acttan después de la respuesta sistémica inducida (RSI) (Cluzet et
al., 2004; Jaulneau et al., 2010; Paulert et al., 2010). Ya se ha reportado que D. hansenii

induce resistencia en citricos al incrementar la sintesis de fitoalexinas (Arras y Arru, 1999),
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las cuales, estan involucradas en la produccion de moléculas que confieren resistencia a
fitopatogenos fungicos (Romanazzi et al., 2016). Los resultados obtenidos en este estudio,
reportan por primera vez la induccion de resistencia de S. rhizophila en frutos de mel6n para
reducir la pudricién ocasionada por F. proliferatum. Sin embargo, para elucidar los
mecanismos involucrados en la resistencia inducida en frutos de melon por D. hansenii, S.

rhizophila y ulvan se necesita una investigacion exhaustiva posterior.

Los resultados de estos experimentos, muestran evidencia suficiente para afirmar que los
mecanismos de defensa en frutos de meldn pueden ser inducidos por los ACB. En reportes
previos ya se ha demostrado que se puede promover la induccién de resistencia en frutos de
melon (Bi et al., 2006; Ren et al., 2012; Zhang et al., 2011). Una de las respuestas de defensa
iniciales ante patogenos es el estallido oxidativo, donde se incrementan las especies reactivas
de oxigeno (O2"y H20) (Tian et al., 2016). A pesar de que las especies reactivas de oxigeno
podrian contribuir a la defensa del fruto, pueden ser degradadas por enzimas antioxidantes
como CAT, SOD y POX (Gill et al., 2010).

CAT convierte a H.02 a Oz y H20, POD degrada al H202 por oxidacion de compuestos
fenolicos (Tian et al., 2007). Niveles altos de estas enzimas estan asociados a la reduccion
del dafio oxidativo y a retardar la senescencia (Lacan y Baccou, 1998). Se sabe que la
actividad de PAL se puede incrementar como parte de los mecanismos de respuesta ante
numerosos factores de estrés para el fruto (Prusky y Ludovica-Gullino, 2010). De acuerdo
con Jetiyanon (2007), el incremento de la actividad de PAL obtenida con los agentes de
control utilizados es suficiente para poder inhibir la invasion del patégeno y disminuir la
incidencia de la enfermedad y el didmetro de la lesion.

8.5 Efecto de los ACB sobre F. proliferatum en frutos de melén

La eficiencia de los tratamientos alternativos debe ser comparable al nivel de control de los
fungicidas convencionales para obtener aceptacion (Blackburn et al., 2016). Obtener niveles
de control comparables a los de los productos quimicos convencionales con tratamiento
individual de los ACB es dificil (Dukare et al., 2018). Por lo tanto, se promueve un
tratamiento conjunto antes que el tratamiento individual (Cao et al., 2011). La mejora en la

eficiencia del control bioldgico por mezcla de antagonistas e inductores de resistencia ha
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mostrado mejores resultados que los tratamientos individuales (Panebianco et al., 2015). Los
ACB evaluados y sus tratamientos conjuntos mostraron diferente actividad antagonista en
contra de F. proliferatum. El tratamiento conjunto de los ACB mostré un control in vivo e in
vitro mas efectivo que los tratamientos individuales. Los tratamientos conjuntos entre ACB
e inductores de resistencia presentan ventajas como un amplio espectro de accién y alta
eficiencia en el control de enfermedades bajo diferentes condiciones ambientales (NUnes,
2012).

El tratamiento conjunto de ACB puede generar una competencia entre ellos y reducir su
eficiencia en comparacidn a los tratamientos individuales como lo reporta Klein et al. (2013).
La explicacion de la mejora en la eficiencia del tratamiento combinado entre D. hansenii y
S. rhizophila podria ser que dichos microorganismos tienen diferentes requerimientos
ecoldgicos 0 que ambos tienen la capacidad de adaptarse a diferentes habitats (Xu et al.,
2011). Se debe analizar primero el indice de superposicion de nicho, sus dindmicas de
poblacién y las interacciones entre ambos para concluir finalmente las causas de la mejora
en la eficiencia del control de la pudricion del fruto por F. proliferatum. Ambos ACB como
tratamiento individual o conjunto con ulvan inhibieron significativamente la incidencia de la

enfermedad y el diametro de lesién con mejores resultados que el fungicida benomil.

Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento conjunto de D. hansenii, S. rhizophila
y ulvan es promisorio para el control de la pudricion del fruto de melon por F. proliferatum.
Anteriormente se ha reportado la eficiencia de D. hansenii, S. rhizophila y ulvan como
tratamientos individuales para controlar enfermedades por hongos fitopatdgenos en
poscosecha (Abouraicha et al., 2015; Berg et al., 2010; Grzegorczyck et al., 2017). Sin
embargo, esta es la primera investigacion donde se usa a D. hansenii, S. Rhizophila y ulvan
como tratamiento conjunto para control de la pudricién del fruto en melén. Otros estudios
reportan que la actividad de los ACB puede ser mejorada con tratamientos conjuntos
compatibles (Sharma et al., 2009). Quitosan posee propiedades antifungicas y la habilidad
de inducir resistencia en los hospederos, con lo cual ha mejorado el efecto de ACB como las
levaduras C. saitona y C. laurentii (Meng et al., 2010). El tratamiento conjunto de NaHCO3
con la bacteria antagonista Burkholderia spinosa es efectivo en el control de la antracnosis
en platano (De Costa et al., 2012).
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8.6 Intervalos de tiempo entre la inoculacion de los ACB y F. proliferatum para el
control de la pudricion del fruto

El estudio de los tiempos de inoculacién de los ACB indica que la reduccion en el tamafio de
lesion y la disminucidn de la enfermedad estan relacionadas con su alta taza de reproduccion,
en comparacion con el fitopatdgeno, para colonizar mas rapido el tejido en pre-tratamiento.
Los tiempos de inoculacion de ulvan indican que la reduccion en el tamafio de lesion y la
disminucion de la enfermedad estan relacionadas con su capacidad de inducir la resistencia
y priming en los frutos. Por lo tanto, los ACB propuestos en este estudio deben ser utilizados
en pre tratamiento para contrarrestar la pudricion de frutos de melon por F. proliferatum.
Zhao et al. (2008), obtuvieron resultados similares al reportar que la eficiencia de P.
guilliermondi contra R. nigricans fue mejor cuando los frutos de tomate se trataron 24 h antes
de la inoculacién del fitopatdgeno. Lima et al. (2013), reportaron que la inoculacion conjunta
de Wickerhamomyces anomalus y Meyerozyma guilliermondi 12 y 24 h antes de C.
gloeosporioides redujeron hasta el 13.8 y 30% respectivamente la incidencia de la

enfermedad.

Cuando los ACB son inoculados antes que el fitopatdgeno, tienen mas tiempo de colonizar
el fruto y reducir la disponibilidad de espacio y nutrientes en el hospedero. El estudio de la
influencia de los tiempos de inoculacion sobre la efectividad de los ACB es esencial para
desarrollar estrategias de control en poscosecha. Los resultados demuestran la importancia
de aplicar a los ACB inmediatamente después de la cosecha de los frutos. Como se ha
demostrado en numerosos estudios, la competencia por nutrientes es uno de los mecanismos
de accion mas importantes (Chanchaichaovivat et al., 2008; Droby et al., 2009; Jamalizadeh
etal., 2011; Zhao et al., 2008;).

8.7 Incidencia de la enfermedad y parametros de calidad

Se sabe que la resistencia a enfermedades fungicas en poscosecha esta asociada a la
senescencia, la cual, disminuye considerablemente ante la senescencia del tejido (Pech et al.,
2008). En estudios previos, los pardmetros de calidad en frutos de durazno no fueron
deteriorados ante el tratamiento combinado de P membranefaciens y BTH para el control de
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la pudricién azul por P. expansum (Cao et al., 2011). El tratamiento conjunto de los ACB
disminuyo significativamente la incidencia natural de la enfermedad y mantuvo la firmezay
peso de los frutos de meldn. Inicialmente se incrementd el contenido de TSS en el fruto
probablemente debido a hidrolisis de los polisacaridos insolubles a azucares simples, pero
posteriormente el contenido de TSS disminuyd cuando el tiempo de almacenamiento se
incremento, lo cual esté relacionado al incremento en la taza de respiracion (Gupta et al.,
2014).

En nuestros resultados, ulvan en tratamiento conjunto con los ACB mostrd el mayor
contenido de TSS con lo cual, se retardo probablemente la taza respiratoria. Durante la
maduracion de los frutos de meldn, el pH se incrementa de aproximadamente 5.3 a 6.8 (Pech
et al., 2008). El incremento en el pH promueve la actividad de la enzima poligaracturonasa,
la cual, esta relacionada con la patogenicidad y virulencia de F. proliferatum (Leslie y
Summerell, 2006; Zhang et al., 2018). En los resultados obtenidos, ulvan y los tratamientos

conjuntos con los ACB mantuvieron los valores mas bajos de pH.
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9. CONCLUSIONES

En la presente investigacion, se demostré que F. proliferatum es el agente causal de la
pudricion del fruto de meldn. Este es el primer reporte de la pudricion de frutos de meldn por
F. proliferatum en el Noroeste de México. Los marcadores moleculares que amplifican las
regiones de ITS, BT y EF la permitieron la identificacion molecular de las especies de
Fusarium. El screening de microorganismos marinos es un metodo eficiente para seleccionar
potenciales ACB en poscosecha. Ulvan no tiene efecto directo sobre el crecimiento de los
ACB propuestos en este trabajo. Los resultados indican que D. hansenii, S. rhizophila y ulvan
en tratamiento conjunto son una alternativa para el control de la pudricion del fruto de melén,
incluso con mejores resultados a los obtenidos con los fungicidas sintéticos convencionales
(benomil). Sin embargo, su eficiencia esta condicionada a un tratamiento preventivo. D.
hansenii y S. rhizophila inhiben la proliferacion de F. proliferatum por mecanismos como:
parasitismo directo, competencia por nutrientes, micoparasitismo por enzimas liticas, bio-
surfactantes y VOCs. Los ACB y ulvan inducen la actividad de enzimas antioxidantes y
enzimas de defensa, por ello disminuyen la incidencia natural de enfermedad e incrementan
la vida de anaquel de los frutos de meldn. Los mecanismos de accion de ambos agentes de
control probablemente son complementarios, mientras que ulvan provee proteccion por
induccidn de resistencia en frutos de mel6n. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se
incrementa el control de los mecanismos conjuntos de los ACB es complejo y probablemente
es el resultado de interacciones entre D. hansenii, S. rhizophila, ulvan, fitopatdégeno (F.
proliferatum) y hospedero. Es necesario profundizar a nivel molecular para complementar
los resultados obtenidos. Se propone una manera nueva de mejorar el efecto de los ACB (D.
hansenii y/o S. rhizophila) para el control de la pudricion del fruto en poscosecha.
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