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Resumen

Se identifico a nivel molecular a Penicillium italicum como el agente causal del moho azul
en frutos de limén mexicano provenientes del Estado de Colima, México. Para el control
biolégico de dicho hongo patéogeno en poscosecha, se utilizd6 una coleccion de doce
levaduras Debaryomyces hansenii, las cuales fueron caracterizadas in vitro para determinar
su capacidad de competencia por espacio y nutrimentos, produccion de enzimas hidroliticas
y toxinas killer, finalmente se evalud su proteccion sobre frutos de limén. Las levaduras
LLI1, LL2 y LL3 fueron las mas efectivas para el control in vitro del moho azul en medios
elaborados a base de limon mexicano y PDA. En la competencia por nutrimentos
provenientes del limon, estas levaduras epifitas fueron las que asimilaron rapidamente las
fuentes de sacarosa, fructosa y glucosa del medio flavedo y albedo de frutos de limodn,
inhibiendo los niveles de germinacion de las esporas de P. italicum hasta en mas de un
80%. Se determind que todas las levaduras Debaryomyces hansenii produjeron enzimas (-
1,3 glucanasa, quitinasa y proteasa) capaces de degradar paredes celulares del hongo
patdgeno. El intervalo de actividad para -1,3 glucanasa se determiné entre los 9 y 13 dias
de evaluacion, alcanzando el maximo nivel las levaduras DhfBCS002, DhhBCS004 y
DhhBCSO006. Para la actividad quitinasa, el intervalo de actividad se determiné entre los 9 y
11 dias y las levaduras con mayor actividad fueron la DhhBSC006 y DhhBCS003. En la
determinacion de proteasa, la actividad inicial se detectd a los 9 dias de evaluacion, donde
las levaduras DhhBCS003 y DhhBCS007 mostraron su nivel mas alto dentro de su cinética.
Por la produccion de toxinas Killer se observd antagonismo in vitro de las levaduras
Debaryomyces hansenii hacia P. italicum en los pHs probados, perdiendo todas las
levaduras su actividad antagonista en el pH 5.4. En frutos de limén mexicano se
cuantificaron diversos niveles de proteccion con las distintas levaduras de Debaryomyces
hansenii en tres dosis de aplicacion 10%, 10° y 10® células mL™ hacia la pudricion
ocasionada por P. italicum. Bajo condiciones ambientales (25° C y 85% HR), los frutos
inoculados con la dosis mas baja no fueron protegidos al 100% contra la pudricion del
moho azul, sin embargo, con la dosis intermedia no existieron pudriciones por el hongo
patogeno en los frutos inoculados con las levaduras DhhBCS006, LL1 y LL2. Con la dosis
mas alta de levadura, los frutos inoculados con todas las cepas D. hansenii seleccionadas

(DhhBCS003, DhhBCS005, DhhBCS006, LL1 y LL2), no presentaron signos de pudricion,
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protegiéndolos en un 100%. En cambio los frutos tratados con el fungicida imazalil (usado
para combatir el moho azul en las empacadoras de México), presentaron un 40% de
incidencia de la enfermedad. Bajo condiciones de almacenamiento (13° C y 90% HR), la
méaxima proteccion (100%) se alcanzo con la dosis mas alta de 10° células mL™" de
DhhBCS003, DhhBCS006, LL1 y LL2. El tratamiento de los limones con el fungicida
imazalil presentaron un incidencia del 60% del moho azul, es decir, la proteccion por parte

del agroquimico no fue del 100%.

Palabras clave: Penicillium italicum, limén mexicano, levaduras, control biologico.
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Abstract

Penicillium italicum was identified at molecular level as the causal agent of the blue mold
decay of Mexican lemon fruits from Colima’s state, Mexico. For the biological control of
postharvest blue mold decay, was used a collection of twelve Debaryomyces hansenii
yeast, which were characterized in vitro to determine their capacity of competition for
space and nutriments, production of lytic enzymes, killer toxins and their effect on the
protection Mexican lemon fruits. The LL1, LL2 and LL3 yeasts were the most effective for
the in vitro control of the blue mold decay in elaborated medium based on Mexican lemon
fruits and PDA. At the competition for lemon’s nutriments, these epiphytes yeast were
those who quickly assimilated the sources of sucrose, fructose and glucose from the
flavedo and albedo agars from Mexican lemon fruits, disabling the levels of germination of
the spores of P. italicum up to, even more than 80%. It was determined that all the D.
hansenii yeast produced enzymes (B-1.3-glucanase, chitinase and protease) capable of
degrading cellular walls of the pathogenic fungi. The interval of activity for B-1.3-
glucanase was determinate between the 9 and 13 days of evaluation, reaching the
maximum level the DhfBCS002, DhhBCS004 and DhhBCS006 yeasts. For the chitinase
activity, the range enzymatic activity was determinate between the 9 and 11 days and the
yeasts with major activity were DhhBSC006 and DhhBCS003. In the protease
determination, the initial activity was detected at the 9 days of evaluation, where the
DhhBCS003 and DhhBCS007 yeasts showed the higher level inside their kinetic. By the
production of killer toxins was observed in vitro antagonism of the D. hansenii yeasts
towards P. italicum at the proved pHs, losing the yeasts all their antagonist activity in the
pH 5.4. In Mexican lemon fruits diverse levels of protection were quantified with the
different D. hansenii in three doses of application 10%, 10® y 10% cells mL™ towards the blue
mold decay caused by P. italicum. Under environmental conditions (25° C and 85% HR),
the inoculated fruits with the lowest dose were not 100% protected against the blue mold
decay, however, with the intermediate dose did not exist blue mold decay in the inoculated
fruits with the DhhBCS00, LL1 and LL2 yeasts. With the highest yeast dose, the inoculated
fruits with all D. hansenii selected (DhhBCS003, DhhBCS005, DhhBCS006, LL1 and
LL2) did not present signs of decay, protecting them in 100%. The fruits treated with the
imazalil fungicide (used by the balers of Mexico to attack the blue mold), they presented
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40% of incident of the disease. Under storage conditions (13° C and 90% HR) the
maximum protection (100%) was reached with the highest doses of 10° cells mL™ of
DhhBCS003, DhhBCS006, LL1 and LL2. The Mexican lemons treatment with imazalil
fungicide presented an incidence of 60% of the postharvest blue mold decay, the protection

with the agrochemical was not at 100%.

Keywords: Penicillium italicum, Mexican lemon, yeast, biological control.



1. INTRODUCCION

La citricultura es una de las actividades agronémicas mds importantes a nivel mundial
debido a la derrama econdémica que se genera por la comercializacion de los frutos. Los
citricos se desarrollan en climas tropicales y subtropicales, siendo los paises del Hemisferio
Norte los que mayor aportan a la produccion de esta fruta, destacando a: Estados Unidos,
México, Espana, Italia y China con una participacion del 70 al 80%, el resto proviene de
paises del Hemisferio Sur, incluyendo Argentina, Australia y Brasil. De acuerdo a las
estadisticas del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la produccion de
citricos en fresco representd cerca de 73 millones de toneladas durante la temporada 2005-
2006, distribuyéndose la fruta de la siguiente manera: naranja con un volumen de 47.1
millones de toneladas, mandarina 15 millones, limén 4.3 millones, toronja 4 millones y

otros citricos 2.4 millones de toneladas (USDA, 2006).

El consumo de citricos dentro de los principales paises productores tiende a superar los 65.6
millones de toneladas, lo que incluye 38.5 millones de citricos en fresco y 27.1 millones de
procesados. Estados Unidos y Brasil destinan la mayor parte de su produccion para el
consumo en jugo. En particular, Estados Unidos procesa el 68% de la produccion citricola
para ese fin, en el caso particular del Estado de Florida entre el 90 y 95% de la cosecha de
naranjas frescas se convierten en jugo. Por su parte, Brasil destina mas del 72% de la
produccion de naranjas al sector industrial. China consume précticamente el total de su
cosecha anual de citricos. Para el caso de México, el 75% del total de la produccion
citricola se destina para su consumo en fresco, el 15% a la industria y 10% a la exportacion

en fresco, en jugo y otros procesados (NASS, 2006).

1.1. Produccion de citricos en México

La citricultura comercial en nuestro pais tiene raices recientes, fue a partir de la década de
los cincuentas cuando comenzd a representar una opciéon importante para un nimero
significativo de productores, principalmente de la zona Sureste y Golfo de México. Los
citricos cultivados en el pais aportan el 15% de la produccion mundial y se encuentran

localizados en 23 Estados, cubriendo una superficie aproximada de 512 mil hectareas y



generando una produccion de més de 6 millones de toneladas de fruta. Por hectarea, el
rendimiento oscila de 11 a 19 toneladas para los diferentes citricos. Del total de la
produccion, la naranja ocupa el primer lugar con el 63%, seguida por el limoén mexicano y
el limon persa con 23%, y el resto distribuido entre la toronja y la mandarina. En el ambito,
mundial México en produccion de naranja ocupa el cuatro lugar después de Brasil, Estados

Unidos y China, y es el productor nimero uno de limén mexicano y persa (FAO, 2008).

Dentro de la naranja, la variedad Valencia es la mas comun, produciéndose en todas las
regiones productoras del pais, por su parte, el limén mexicano en su mayoria se produce en
el Pacifico y el limon persa en el Golfo de México. La produccion de mandarinas y toronjas
son poco significativas con respecto a los citricos anteriores, predominando las variedades
Dancy y Monica para la primera y Ruby Red para la segunda. En la parte norte del pais
predomina el cultivo de la naranja Valencia, seguida por Hamlin, Parson Brown, Pineaaple
y las conocidas como ombligonas o Navels, siendo la principal variedad de este grupo la
Washington. Dentro de los limones verdaderos conocidos como limones italianos de las
variedades Eureka, Rosenberg, Lisbon y 8-A, se cultivan solo en los Estados de
Tamaulipas, Yucatan y San Luis Potosi. Las tinicas limas que se cultivan en México y que
son los citricos mas importantes del pais después de la naranja, son las que se conocen
como limon mexicano y limén persa, siendo los principales Estados productores de limon
mexicano: Colima, Michoacén, Guerrero y Oaxaca y para el limon persa: Veracruz,

Tabasco, Puebla y Yucatan (Ramos-Novelo, 2003; Heinen, 2006).

1.1.2. Limén mexicano (Citrus aurantifolia [Christm.] Swingle)

1.1.2.1. Generalidades del cultivo

Seglin Swingle y Reece (1967), el limén mexicano se origind en el Este del Archipiélago
Indio, de donde se dispers6 a otras regiones a través de la accion del hombre,
especificamente por las incursiones de los espanoles y portugueses hacia el nuevo mundo.
En México, las primeras huertas de limon se establecieron en el Estado de Michoacan hacia
el afio de 1912, anteriormente el abasto de este citrico era a través de la recolecta de fruta de

arboles silvestres en el Estado de Colima (principal productor de limoén mexicano en



México y el Mundo) se establecié de manera comercial en el afio de 1920. Otros nombres
con los cuales se conoce al limén son: Mexican lime, west indian lime, limén gallego, key
lime, limoén criollo, limoén sutil, entre otros. El limoén mexicano en realidad es una lima
acida de frutos literalmente pequeios y representa a la especie aurantifolia del género

Citrus. Se ubica taxonémicamente de la siguiente manera:

Familia: Rutacea
Sub-familia: Aurantioideae
Tribu: Citreas

Sub-tribu: Citrinas
Género: Citrus
Sub-género: Eucitrus

Especie: aurantifolia

Segun Tanaka, Citrus aurantofolia fue la primera especie en evolucionar del subgénero
Eucitrus, estableciendo que este citrico es un trihibrido resultado del entrecruzamiento de
Citrus medica, C. maxima y Microcitrus. Estas dos tltimas especies junto con C. reticulata,
estan consideradas como las tnicas especies verdaderas comestibles de Citrus, siendo el
resto de los citricos solo hibridos interespecificos (Scora, 1988). El lim6n mexicano, al
igual que otros frutales, puede ser propagado por semilla o en forma vegetativa. Los arboles
originados por semilla presentan el inconveniente de ser muy susceptibles a la pudricion de
la raiz cominmente conocida como Gomosis y que es originada por el hongo Phytophthora
parasitica, el cual causa la muerte de los arboles, ocasionando perdidas en rendimiento
hasta del 30% al afio (Colburn y Graham, 2007; Gusmao-Aratjo et al., 2008), ademas

suelen producir bajos rendimientos con calidad de fruta baja.

La propagacion vegetativa es una forma de generar nuevas plantas a partir de segmentos de
tejido de un arbol seleccionado, el cual originara arboles uniformes precoces en rendimiento
y calidad de fruta, buscando un arbol que funcione como portainjerto y que dentro de sus
caracteristicas sea capaz de tolerar la Gomosis asi como algunos otros factores adversos
como el suelo (Medina et al., 2001). Dentro de los principales portainjertos para limon

mexicano destacan: Volkameriana (Citrus volkameriana, Pasq.), Macrofila (Citrus



macrophylla, Wester), Naranjo Agrio (Citrus aurantifolia, L.), Amblycarpa (Citrus
amblycarpa, Ochse), Cleopatra (Citrus reshni, Hort ex. Tan.), Citrange Troyer y Citrange
Carrizo (Citrus sinensis x P. trifoliata), entre otros. En México, la produccion de limén se
basa fundamentalmente en una variedad comercial conocida como Mexicano con espinas
(MCE) o criollo, aunque en la actualidad existe otra variedad clonal denominada Mexicano
sin espinas (MSE), la cual se origin6 de la primera por medio de una mutacién natural
(Becerra-Rodriguez et al., 1979; Pérez-Garcia y Meave, 2005), sin embargo, su rendimiento
es menor al MCE. La superficie destinada al cultivo de este citrico es de aproximadamente
150,000 hectareas, con un rendimiento que oscila de 7 a 12 toneladas por hectarea, aunque

en zonas tecnificadas alcanza las 30 toneladas.

1.1.2.2. Comercializacion

El limén mexicano tiene caracteristicas especiales en aroma, color y alto contenido de jugo
acido haciéndolo particularmente atractivo para los mercados nacional e internacional. Este
citrico se comercializa principalmente para el mercado nacional y aunque se han realizado
diversos intentos para su exportacion, esta ha sido aun limitada por problemas de calidad en
la fruta. Las exportaciones anuales se estiman en 380,000 toneladas y los principales paises
importadores son Estados Unidos y Canad4, aunque actualmente se encuentran abiertos los
mercados de Japon y la Comunidad Europa (SAGARPA, 2007). Sin embargo, estos paises
son cada vez mas exigentes en los estandares de calidad de la fruta, en gran medida por la
demanda de parte del consumidor por adquirir productos alimenticios que no estén tratados
con sustancias quimicas que puedan dafiar su salud o bien alterar algunas propiedades
organolépticas de los frutos y por la conciencia de que la aplicacion de estos productos
sintéticos repercuten de manera negativa en el medio ambiente. Debido a lo anterior, han
implantado importantes normas de calidad y sanitarias que prohiben el uso de plaguicidas y
fungicidas para la conservacion y almacenamiento de los frutos, inclusive han limitado el
recubrimiento de los citricos con ceras por afectar su aroma (FAO, 2007). Por lo tanto, la
entrada del producto a estos mercados internacionales, estd condicionada a que la fruta no
lleve estos elementos quimicos usados para su conservacion, aunque sin ellos, es casi
imposible que la fruta llegue a su destino en buen estado para su consumo en el mercado

internacional actual y futuro.



1.1.2.3. Manejo poscosecha

Desde el punto de vista fisiologico, el limoén mexicano presenta un comportamiento no
climatérico en poscosecha, por lo que la calidad organoléptica y nutricional s6lo se alcanza
durante su desarrollo en el arbol. Una vez cosechado, experimenta un metabolismo
relacionado con el fendémeno de senescencia, caracterizado por la pérdida en el contenido de
clorofila (responsable del color verde), elevada transpiracion que conduce al
marchitamiento y endurecimiento de la piel, reacciones de fermentacion (produccion de
etanol), pérdidas del valor nutricional (principalmente vitamina C) y aumento en su

sensibilidad al ataque de microorganismos causantes de pudriciones (Saucedo, 2006).

Entre las técnicas poscosecha que se han venido aplicando para mantener la calidad y
extender la vida de los frutos destaca el uso de recubrimientos a base de ceras, fungicidas y
el empleo de temperaturas de refrigeracion. Los tratamientos con ceras estan formulados
para lograr una méxima reducciéon de la pérdida de humedad a través de la céscara, al
mismo tiempo que permite el intercambio de oxigeno por didxido de carbono. Mediante la
aplicacion de las ceras, se puede evitar la pérdida de peso de un 30 a un 40% del fruto, sin
embargo, se han realizando aplicaciones con emulsiones cuya composicion y contenido de
solidos no cumple con los objetivos requeridos para su aplicacion (reduccion de pérdidas de
agua, prolongacion de la vida de anaquel del producto y mejorar la presentacién del mismo)
(Materano et al., 2007; Pérez-Gago et al., 2008). En lo que se refiere al uso de la
refrigeracion, resulta factible su aplicacion en combinacidn con el manejo de temperaturas y
atmosferas controladas o modificadas ya sea con el objetivo de conseguir mayor tiempo de

almacenamiento y/o transporte y reduccion de dafios por frio (Del-Valle et al., 2009).

En el caso de los fungicidas, estos son empleados para el combate principalmente de
hongos causantes del moho azul (Penicillium italicum Wehmer) y moho verde (P. digitatum
Sacc.) (Smilanick et al., 2008), los cuales constituyen el mayor factor limitante en el
almacenamiento a largo plazo de los citricos, siendo responsables de perdidas en la
produccion de fruta (Ochoa et al., 2007). Los principales productos quimicos para el control
de estos hongos que se ocupan de manera tradicional en las empacadoras de México son el

tiabendazol e imazalil (Medina et al., 2001; Kanetis et al., 2008a). El primero de ellos actlia



sobre la polimerizaciéon de los microtubulos de la beta-tubulina (la cual es una proteina
globular responsable de uno de los principales componentes del citoesqueleto, los
microtubulos del hongo). El segundo actiia sobre la bio-sintesis de esteroles, interfiriendo
dentro de la membrana celular la inhibicion del paso de la demetilacion del C-14,

ocasionandoles la muerte (Schmidt et al., 2006; Zhu et al., 2006).

La forma de aplicacion de ambos fungicidas es mediante un rociador con una solucion
acuosa o mezclandolo con alguna cera, la cual impedird la pérdida de agua de la fruta y
mejorara su apariencia. La aplicacion de fungicidas en esta etapa del cultivo es de
importancia, ya que con ello se consigue que la fruta llegue en buenas condiciones a los
mercados. La seleccion del fungicida y la dosis de cada producto dependeran de las
regulaciones nacionales, las cuales difieren de un pais a otro (Johnson, 2001). Sin embargo,
el uso de estos productos quimicos ha empezado a llamar la atencion debido a la aparicion
de hongos resistentes a dichos productos (Zheng et al., 2004; Kanetis et al., 2008b),
tornandose cada vez mas dificil su control y ademas por sus posibles efectos nocivos hacia
el medio ambiente y la salud de los consumidores, los cuales revisten un rol importante al
demandar productos libres de productos quimicos (Fan et al., 2000), asi, en consecuencia,
es necesario reducir al minimo el uso de agroquimicos, especialmente después de la cosecha

(Sugar y Spotts, 1999; Karabulut y Baykal, 2003).

Otras de las técnicas utilizadas para la conservacion de los citricos son:

a) Radiacion UV, la cual afecta a los patogenos poscosecha e induce un sistema de
resistencia en los frutos (Xiang et al., 2008),

b) La temperatura (T) y humedad relativa (HR) son otras variables que se utilizan para
controlar los patdogenos. Normalmente para citricos se utilizan entre 5y 15°C de Ty 90 a
96% de HR para controlar de manera efectiva algunos mohos (Smilanick et al., 2003) y,

c) El uso de otros desinfectantes como el cloro, es utilizado para el lavado de la fruta, sin
embargo, el uso de dichas sustancias quimicas cada vez es menor, debido a su peligrosidad,

ya que han estado vinculadas a sustancias cancerigenas (Brumos et al., 2009).



1.1.2.4. Perdidas poscosecha

Los citricos, por sus caracteristicas de produccion sobre arboles con espinas y cascara
delgada, enfrentan diversos y serios problemas que afectan significativamente su calidad y
vida anaquel. Al no contar con mano especializada para su colecta, es muy comin que la
fruta sufra dafios cuando es cosechada, transportada a las empacadoras o bien en su trayecto
hacia su venta a los mercados. Este dafio generalmente se da en pequefias heridas sobre el
flavedo (céscara) de la fruta, la cual generalmente se empieza a pudrir por consecuencia de
la infeccidn iniciada principalmente por hongos y bacterias patdgenas (Prusky y Lichter,

2008).

La susceptibilidad del fruto a las enfermedades tiende a incrementarse a medida que el
producto madura. El deterioro provocado principalmente por hongos es considerable y pone
en riesgo la comercializacion de las frutas. Se estima que a pesar de ser tratada la fruta para
su conservacion con fungicidas y ceras, solo el 70% de las frutas pueden ser
comercializables al final de este periodo, es decir durante su transporte se pierde cerca del
30% de la produccion (Ismail y Zhang, 2004). El empacado de los frutos utilizando
condiciones de temperatura moderada (13° C) y alta humedad (>90%) incrementa los
riesgos del deterioro total del fruto, al ser un ambiente propicio para el desarrollo de este
tipo de hongos causantes de moho (Smilanick y Mansour, 2007). En los Estados Unidos, las
pérdidas por descomposicion se estiman entre un 25 y 30% y para México son cercanas al

40% de la produccion (Ochoa et al., 2007).

1.1.2.5. Principales hongos patogenos poscosecha de citricos

Dentro de las 17 especies de hongos descritas en el ambito mundial (Tabla 1), diez son
considerados patdégenos muy importantes en areas citricolas, pero de esas especies,
unicamente Alternaria citri, A. limicola, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium
digitatum y Phoma exigua han sido detectadas en México, causando enfermedades al limon
mexicano y a otros citricos (Alvarez, 1981; Besoain et al., 1994; Brown y Miller, 1999;

Timmer et al., 2000).



Tabla 1. Hongos patogenos de poscosecha identificados en limon mexicano.

Patogeno Enfermedad Importa.ncia Limén mexicano
mundial

Alternaria citri, A. limicola Pudricion +++ +
Colletotrichum gloeosporioides Antracnosis +++ -
Especies de Aspergillus Pudricion + -
Especies de Phytophthora Pudricioén café +++ -
Sclerotinia sclerotiorum Pudricion algodonosa + -
Botryosphaeria dothidea Pudricion + -
Especies de Fusarium Pudricion + -
Botrytis cinerea Moho gris +++ -
Penicillium italicum Moho azul +++ -
Penicillium digitatum Moho verde ++ +
Penicillium ulaiense Moho velloso + -
Pleospora herbarum Pudricion + -
Galactomyces citri-aurantii Pudricién agria +++ -
Lasiodiplodia theobromae L

(sin. Diplodia natalensis) Pudricion I B
Phomopsis citri Pudricion +++ -
Trichoderma viride Pudricion +H+ -
Phoma exigua Desm. Cancrosis +

— Ausente, + Poco importante, +++ Muy importante

A nivel mundial es escasa la investigacion que se realiza en este cultivo sobre enfermedades

poscosecha. Después de México, la India y Perti son los mas importantes productores de

limén mexicano, sin embargo, en los ultimos quince afios son muy reducidas las

aportaciones de investigaciéon originadas en la India, en tanto que Pert no se realiza

investigacion sobre este tema, por lo anterior se hace necesario disenar estrategias de

investigacion para generar informacion de trascendental importancia para el pais y con la

cual México pueda seguir siendo considerado como lider en investigacion de este cultivo

(Medina et al., 2001).



1.2. Control biologico de hongos en poscosecha de citricos

El auge de la biotecnologia en la ltima década, ha hecho que el control bioldgico sea una
de las alternativas mas estudiadas para el control de enfermedades en poscosecha al utilizar
microorganismos antagonistas a patégenos, siendo considerada una alternativa viable al uso
de los productos quimicos (Tian et al., 2002). Estos agentes de control deben tener ciertas
caracteristicas como; estabilidad genética, eficacia a bajas concentraciones, control contra
un amplio rango de patogenos, requerimientos nutricionales simples, sobrevivencia bajo
condiciones ambientales adversas, resistencia a fungicidas, compatibilidad con otros
tratamientos quimicos y fisicos, ausencia de patogenicidad y no producir metabolitos

potencialmente toxicos a humanos (Zhang et al., 2007).

Durante los ultimos afios, varios agentes de control biologico han sido ampliamente
investigados y aplicados contra diferentes hongos patdégenos poscosecha, destacando por su
capacidad antagonista las bacterias, levaduras y hongos (Fan y Tian, 2001; Droby et al.,
2002). Sin embargo, a pesar de sus efectos supresores, no es facil determinar con precision
los mecanismos que intervienen en las interacciones entre los antagonistas y los patogenos
debido a que se puede presentar mas de uno a la vez (Fernandez-Larrea, 2001). El uso de
bacterias con capacidad de producir antibidticos, ha ido disminuyendo debido a que estos
organismos pueden llegar a generar patogenos resistentes a sus metabolitos antifingicos
(Hof, 2008), por su parte el uso de levaduras parece ir en aumento, aunque sus mecanismos
antagdnicos aun no han sido del todo elucidados (Mari y Guizzardi, 1998). Las levaduras
presentan ventajas respecto a otros antagonistas debido a que: a) rapidamente colonizan y
sobreviven por periodos largos en la superficie de las frutas y b) limitan el crecimiento de

otros organismos a través de diversos modos de accion (Lahlali et al., 2008).

1.2.1. Uso de levaduras como agentes de control biologico en citricos

Diferentes especies de levaduras han sido utilizadas con éxito como agentes de control
biologico, destacando Rhodotorula glutinis, Candida oleophila, C. sake, Kloeckera
apiculata, Debaryomyces hansenii, Pichia membranifaciens, P. anomala, P. guillermondii,

Cryptococcus albidus, entre otros. La eficiencia de la levadura K. apiculata, quedo evaluada
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cuando protegi6 por 90 dias bajo condiciones de almacenamiento a 5° C a frutos de naranja
contra las pudriciones del moho azul y verde ocasionadas por Penicillium digitatum y P.
italicum respectivamente (Long et al., 2007), por su parte Karabulut y Baykal (2003),
observaron que esta levadura reduce el 50% de las pudriciones ocasionadas por P.
expansum sobre naranjas. También las levaduras Metschnikowia pulcherrima y Pichia
guilliermondii, controlaron de manera eficiente a los mohos azul y verde en frutos de

mandarina y toronja (Kinay y Yildiz, 2008).

Con la aplicacion de la levadura Pichia guilliermondii sobre frutos de toronja Droby et al.
(1997), encontraron una disminucion del 50% en el indice de la severidad ocasionada por
Penicillium digitatum. El-Ghaouth et al. (2000), reportaron una eficiencia en el control de
P. expansum y P. digitatum, sobre naranjas y limones inoculados con la levadura Candida
saitoana, la cual ejerci6 un eficiencia igual a la de los frutos tratados con el fungicida
Imazalil. Taqgarort et al. (2008), evaluaron ¢l control bioldgico de P. digitatum en naranjas
inoculadas con Pichia anomala, Debaryomyces hansenii y Hanseniaspora guilliermondii,
las cuales disminuyeron la incidencia del moho verde entre un 65 a 80%. Droby et al.
(2002), cuantificaron niveles importantes de enzimas hidroliticas (quitinasas y B-1,3-
endoglucanasa) en frutos de naranja en respuesta a la induccioén de resistencia promovida
por la levadura Candida oleophila, disminuyendo las pudriciones ocasionadas por P.
digitatum. Zhang et al. (2005), cuantificaron una disminucién del moho azul ocasionado

por P. italicum sobre naranjas inoculadas con la levadura Cryptococcus laurentii.

En el caso particular de C. oleophila, existe un producto comercial elaborado a base de esta
levadura denominado Aspire®, utilizado para el control de hongos en poscosecha de
citricos (Long et al., 2005; Droby et al., 2009), sin embargo, uno de los mayores problemas
que tiene este producto bioldgico, es la inconsistencia en la proteccion de la fruta (Droby et
al,, 1999). A pesar del desarrollo de varios productos comerciales, la busqueda de
microorganismos para el control biolégico de patdgenos poscosecha contintia (Glushakova
et al.,, 2007). El hallazgo de nuevos antagonistas, daran la oportunidad de desarrollar
productos de control bioldgico, los cuales incentivaran la industria local y disminuiran la

dependencia tecnoldgica con paises desarrollados.
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1.2.1.1. Mecanismos antagonicos de levaduras

Hasta la fecha atin no se tienen del todo elucidados cuales son los mecanismos de accidon de
las diferentes especies de levaduras hacia los patdogenos. Algunos autores mencionan que
pueden estar involucrados mas de dos en esta accion, siendo los mas importantes la
competencia por espacio (Leibinger et al., 1997) y nutrimentos (Droby y Chalutz, 1994),
toxinas Killer (Wang et al., 2007), la produccion de enzimas hidroliticas (Friel et al., 2007),

el micoparasitismo y la induccion de resistencia en los frutos (Yu et al., 2007).

1.2.1.1.1. Competencia por espacio y nutrimentos en el hospedero

Las levaduras antagénicas que ejercen este mecanismo de accidn por competencia de
espacio y nutrimentos inhiben el crecimiento de los hongos, pero no los elimina. Las
levaduras generalmente se encuentran mejor adaptadas a las condiciones ambientales y del
hospedero que el patdgeno, absorbiendo de los frutos los nutrimentos necesarios para su
crecimiento, el cual al ser mas rapido que el del hongo, este se ve desplazado por la
disponibilidad de las fuentes de carbono necesarias para la germinacion de sus esporas,
disminuyendo su crecimiento (Kanan, 2008) y por consecuencia el nivel de infeccioén hacia

los frutos, logrando de esta manera el control biolégico.

La habilidad de la levadura Pichia andmala para inhibir el crecimiento del moho
ocasionado por Penicillium roqueforti mediante la competencia por fuentes de carbono,
quedo demostrada cuando esta ejercid una mayor inhibicion de la germinacion de las
esporas del patdogeno cuando al medio de cultivo se le adiciono glucosa, maltosa, entre otros
carbohidratos (Druvefors, 2004). Generalmente las adiciones de componentes de carbono
favorecen el crecimiento y la produccion de biomasa del antagonista al tener este una tasa
de crecimiento mayor que los patégenos (Bencheqroun et al., 2007). Por competencia de
nutrientes también hubo una inhibicion del crecimiento en los patogenos Alternaria
alternata y Monilia fructicola, disminuyendo el tamafio de su lesion hasta en un 77 y 93%
respectivamente en frutas de jujube inoculadas con la levadura Cryptococcus laurentii
(Zheng et al., 2004). En frutos como manzana y pera se han encontrado reducciones

similares cercanas al 80% en el diametro de lesion ocasionada por Penicillium expansum
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cuando las frutas fueron protegidas con Candida sake (Nunes et al., 2001a), encontrando
que la colonizacion de esta levadura en las heridas de las frutas, produjo polisacaridos
extracelulares que le sirvid para su sobrevivencia pero que también cumplieron una la
funcién de control bioldgico al restringir posibles sitios de infeccion para los hongos. Lima
et al. (1999), mencionan que es de suma importancia el estudio en particular de cada
levadura para conocer sus necesidades nutricionales y de adaptacion al hospedero
(sobrevivencia, modos de accion, colonizacidon, entre otros), para poder determinar su
capacidad como antagonista. El conocimiento de estas caracteristicas son de suma

importancia en el éxito del control de enfermedades poscosecha (El-Ghaouth, 1997).

1.2.1.1.2. Toxinas killer

Las toxinas Killer son producidas por levaduras de distintas especies, las cuales necesitan
unirse a receptores especificos de la pared celular de sus células blanco para ejercer su
accion biologica: muerte o detencion del ciclo celular de la poblacion sensible (Coelho et
al., 2009). Las toxinas estan caracterizadas como compuestos extracelulares de naturaleza
proteica, presentando una actividad contra un gran nimero de patdégenos oportunistas para
los humanos tanto de origen fiingico como bacteriano (Buzzini et al., 2004). Otra posible
aplicacion del fenomeno Killer puede ser en los procesos de fermentacion del vino
(Kapsopoulou et al., 2008), donde la levadura productora de la toxina Killer matara a células
denominadas sensibles, las cuales pueden ser del mismo o diferente género, la levadura

killer es inmune al contacto con esta proteina.

Estudios genéticos en Saccharomyces cerevisiae han demostrado que la capacidad de
producir micotoxinas (o toxinas Killer) es heredada citoplasmaticamente y esta relacionada
con la presencia de plasmidos de doble cadena lineal de ARN (dsRNA), encapsulados,
formando particulas tipo virus (VLP) no infecciosas dentro del citoplasma de las células
(Wickner et al., 1996; Nally et al., 2005). Existen diversas toxinas Killer producidas por
muchas especies de levaduras (Tabla 2), inclusive algunas de ellas llegan a producir hasta
dos tipos de toxina con diferentes niveles de accion. De muchas micotoxinas se desconocen
sus mecanismos, faltando por determinar la produccién de esta proteina en muchas

levaduras que hasta el momento no han sido estudiadas (Marquina et al., 2002).



Tabla 2. Caracteristicas de algunas toxinas Killer producidas por levaduras de importancia biotecnologica (Marquina et al., 2002).

Toxina

Sub-

Base

Receptor

Mecanismo

Levadura Killer unidad genética primario de accién Aplicacion
Bullera sinensis ? ? Cromosoma ? ? ?
Candida krusei ? ? ? ? ? ?

C. glabrata ? ? Cromosoma ? Membrana plasmatica ?
Cryp,tococcus ? <1kDa Cromosoma ? ? ?
humicola
Debary_qmyces ? 23 kDa Cromosoma  B-(1,6)-glucano ? ?
hansenii
Kluyveromyces fragilis K6 42 kDa ? ? ? ?
Pichia anomala ? 83 kDa ? ? ? Control de hongos
filamentosos
Incrementa la permeabilidad
P. farinosa SMKT 6.3 kDa Cromosoma ? de los iones hacia la ?
membrana
P. membranifaciens ? 18 kDa Cromosoma  B-(1,6)-glucano Canales i6nicos ?
SaCCh.a.r omyces K1 o 9.5 kDa M;-dsRNA  B-(1,6)-glucano Activacion del canal de K* Vino, cerveza, sake,
cerevisiae B 9 kDa entre otros
Incrementa la permeabilidad
S. cerevisiae K2 ap21.5kDa M,-dsRNA  B-(1,6)-glucano de los iones hacia la Fermentacion de vino
membrana
. a 10 kDa , o .
S. cerevisiae KT28 B 11 kDa M,s-dsRNA Proteinas Inhibicion del ciclo celular ?
Tilletiopsis albenscens ? 10 kDa Cromosoma ? ? ?
Williopsis mrakii HM-1 9.543 Da Cromosoma ? ? ?
Zygosacch bailii KT412 10 kDa dsRNA Proteinas ? ?

¢l
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Todas las toxinas Killer son producidas bajo condiciones acidas y su actividad se puede ver
disminuida con el incremento del pH y temperatura del medio donde se encuentren (da
Silva et al., 2008), basta un aumento en estas variables, para que simplemente las levaduras
dejen de producirlas (Druvefors, 2004). El efecto de levaduras productoras de toxinas Killer
sobre hongos patdgenos en plantas ha sido evaluado en los ultimos afios, obteniendo efectos
positivos en su control (Santos et al., 2009). Por ejemplo, algunas especies de Candida
fennica, C. silvicultrix, Pichia anomala, y P. membranifaciens jugaron un rol importante en
la disminucion de Penicillium roqueforti por la produccion de estas micotoxinas (Druvefors
y Schniirer, 2006). Por su parte Santos y Marquina (2004), observaron que la toxina CYC-
1106 de la levadura P. membranifaciens ejercio un efecto en la disminucion del moho verde
causado por Botrytis cinerea en plantas de uva. El efecto de estas toxinas Killer esta sobre la
pared celular del hongo (Santos et al., 2002), identificandose a (1-6)-B-D-glucano, como el
principal receptor de la toxina (Conti et al., 2008), la cual se fija sobre estos receptores
glucidicos de la pared celular interfiriendo en el gradiente electroquimico de la membrana
citoplasmatica, lo que implica la muerte celular (Fig. 1) (Rodriguez et al., 1998; Santos et
al., 2005).

1.2.1.1.3. Produccion de enzimas que degradan pared celular en hongos

Las levaduras producen enzimas como las proteasas, quitinasas y glucanasas, las cuales
actuan sobre diferentes sitios de la pared celular de los hongos, especificamente rompen los
enlaces de las manoproteinas, quitina y el glucano (Fig. 2), ocasionandoles lisis celular y
muerte, al romper el esqueleto rigido formado por estos compuestos (Selitrennikoff, 2001;
Santos et al., 2005). Se ha demostrado que la interaccion entre levaduras y hongos, trae
como resultado una desintegracion y colapso de las hifas del patégeno, debido al
micoparasitismo ejercido por las levaduras (Carsolio et al., 1999). Las B-glucanasas son
enzimas que se encargan de hidrolizar especificamente el enlace B-glucosidico de los f-
glucanos, en funcion del punto de ruptura en la cadena de glucano, existen dos tipos de
glucanasas; las que hidrolizan aleatoriamente enlaces intracadena dando lugar a
oligosacaridos (endoglucanasas) y las que liberan moléculas de glucosa hidrolizando
enlaces del extremo no reductor de la cadena (exoglucanasa), hay levaduras que pueden

producir ambos tipos de enzimas (Nuero, 1995).
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Figura 1. Propuesta del mecanismo de accion de las toxinas killer hacia la pared celular de
los hongos, ejemplo de una toxina producida por Saccharomyces. El proceso empieza
cuando la toxina se pega a su receptor primario (B-D-(1-6)-glucano) de la pared del hongo,
interactuando directamente con la membrana plasmatica causando la ruptura de Ia
homeostasis celular, debido a la induccion del paso de los iones fisiologicos (H', K™ y Na")
y de pequefios metabolitos (como el glicerol) hacia la membrana plasmética. Estos eventos
son detectados por células sensitivas que de manera indefinida activan la respuesta
transcripcional de la fosforilacion de Hoglp. Genes de estrés (como el CTT1, HSP12, entre
otros) y genes como el GPD1 y GPP2 que inducen la sintesis de glicerol son activados para
contrarrestar los efectos de la toxina, en este sentido, las células sensibles pierden glicerol y

iones intracelulares, lo que les ocasiona muerte celular (Santos et al., 2005).
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Membrana Plasmatica

GPI-Proteina

B (1,3) glucano

Figura 2. Principales componentes de la pared celular de los hongos.

Se han sugerido diferentes mecanismos de sintesis y secrecion de estas enzimas, pero el
mas importante supone una sintesis regulada por la represién en glucosa cuando no se
encuentra en suficientes cantidades en el medio, Santos et al. (1978a y b), encontraron que
la produccion de esta enzima una vez que la glucosa fue consumida, esta vinculada a una
sintesis activa de proteinas, sin embargo estos mismos autores encontraron, que la adicion
de glucosa nuevamente al medio no interfiere en el aumento de la produccion de esta
enzima en un tiempo determinado, debido a que el mARN, responsable de la sintesis de esta
enzima, acumulado en las células, no se ve afectado ni por la concentracion de glucosa ni

por inhibidores de su sintesis.
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Para el caso de la produccién de quitinasas por parte de levaduras, estas hidrolizan las
uniones B-1,4 de N-acetil-B-D-glicosamida de quitina, la cual es uno de sus principales
componentes celulares de los hongos (Fleuri y Harumi-Sato, 2005), rompiéndola en
oligdbmeros y mondémeros de N-acetil-B-D-glicosa, ocasionandoles muerte celular (Sastoque
et al., 2007). Dentro de las quitinasas sean identificado cinco tipos distintos (Collinge et al.,
1993), siendo las mas comunes: las tipo I, que tienen un peso molecular de alrededor de 30
kDa y tienen en su secuencia un dominio heveina N-terminal y las del tipo II, que tienen un
peso molecular inferior de 25 kDa y no poseen sin embargo el dominio heveina N-terminal.
Finalmente las proteasas, hidrolizan a las proteinas, especificamente las manoproteinas que

componen la pared celular de los hongos (Fleuri et al., 2008).

El-Ghaouth et al. (2003), encontraron que la levadura productora de enzimas Candida
saitoana tuvo un efecto litico sobre las hifas de Botrytis cinerea restringiendo su
proliferacion sobre el hospedero. Wisniewski et al. (1991), observaron el mismo
mecanismo de accion sobre este patogeno con la levadura Pichia guilliermondii. Por su
parte Ippolito et al. (2000), encontraron que Aureobasidium pullulans era capaz de producir
quitinasas y B-1,3 glucanasas, las cuales controlaron ha B. cinerea y Penicillium expansum
en frutos de manzana. De la misma manera Jijakli y Lepoivre (1998), reportan un
disminucion in vitro de B. cinerea por efecto de la exo-p-1,3 glucanasa producida por
Pichia anomala. Bar-Shimon et al. (2004), reportan un control eficiente de P. digitatum en
toronjas mediante la produccion de exo-B-1,3-glucanasas, quitinasas y proteasas en las

heridas de las frutas.

1.2.1.1.4. Induccion de resistencia

La induccion de resistencia ocurre de manera natural como resultado de la infeccion de
hongos patdgenos hacia los frutos empezando por una reaccioén de hipersensibilidad (RH),
en la cual, la planta o fruto necrosa su tejido invadido por el hongo patégeno para aislar la
infeccion y que esta no pueda avanzar hacia las demas células sanas (Van-Loon et al., 1998;
Lakimova et al., 2007). Esta muerte celular puede estar ligada a un aumento en la actividad
respiratoria, una alteracion en el flujo de iones de la membrana plasmatica, la generacion de

especies reactivas de oxigeno (ERO), un cambio en la fosforilacion de las proteinas o la
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activacion de los sistemas de defensa de la planta. La RH puede ser activada por un gran
numero de agentes denominados inductores (como un producto quimico, patdégeno, un
organismo no patégeno como levaduras, hongos y bacterias benéficas, luz ultravioleta,
estrés bidtico o abidtico), una vez que entran en contacto con cualquier parte de planta. Esta
reaccion puede ser sistémica, debido a esta caracteristica, la induccioén es definida como

resistencia sistémica adquirida (SAR) (Tian et al., 2006; Amzalek y Cohen, 2007).

En respuesta a este inductor, la planta o fruto produce una senal que es enviada a cualquier
parte de la planta, la cual aumentan la produccion de sustancias como las proteinas
relacionadas a la patogénesis (proteinas-RP, las cuales de acuerdo a su secuenciacion, estan
clasificadas en 14 familias), fitoalexinas (las cuales se han caracterizado alrededor de 300,
que incluyen a algunas cumarinas, flavonoides, diterpenos, benzofurano, entre otras) o
enzimas (destacando a las proteasas, glucanasas y quitinasas que degradan a la pared celular
del hongo) (Cardoso, 2003). Estas tltimas han sido estudiadas en algunas levaduras que
presentan ese mecanismo de induccién de resistencia en frutos para la disminucion de
pudriciones ocasionadas por hongos. Al respecto De-Capdeville et al. (2002), mencionan
que la aplicacion de la levadura Candida oleophila junto con quitosano, aumento el
contenido de quitinasa, B-glucanasas, acido salicilico y algunas fitoalexinas, involucradas
en la disminucion de las pudriciones ocasionadas por Penicillium expansum en manzanas.
El-Ghaouth et al. (2003), encontraron una concentracion elevada de quitinasa, B-1,3-
glucanasas en frutos inoculados con Candida saitoana, presentando un nivel bajo de
pudriciones ocasionadas por Botrytis cinerea. Por su parte Droby et al. (2002), observaron
que la aplicacion de C. oleophila sobre frutos de toronja aumentaron la acumulacion de
fitoalexinas, quitinasa y B-1,3-endoglucanasas, las cuales tuvieron un efecto directo en la

disminucion del moho verde ocasionado por P. digitatum.

1.2.1.2. Levadura Debaryomyces hansenii

Esta levadura puede considerarse cosmopolita; se encuentra tanto en ambientes marinos
como terrestres. Su principal ventaja frente a otras levaduras, es su alta halotolerancia
(Prista y Loureiro-Dias, 2007), permitiéndole sobrevivir y reproducirse en ambientes

marinos, ain en sistemas de salinidad extrema (Clipson y Jennings, 1992). Es una levadura
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que pertenece a los ascomicetos, presenta un estado asexual o imperfecto, que han dado
lugar a que se llame con otro nombre, Candida famata (Breuer y Harms, 2006). Sus usos y
aplicaciones incluyen la preparacion de emulsiones alimenticias (Muys et al., 1976), el
procesamiento y transformacion de compuestos organicos aromatizantes (Cardillo et al.,
1994) y de productos de interés farmacéutico como el xilitol (Sampaio et al., 2007), etc. Sus
aplicaciones como agente de control bioldgico han sido descritas por varios autores (Leroy
y Guerineau, 1992), los cuales mencionan su actividad anti-microbiana sobre organismos
como Mucor circinelloides o Mucor plumberus, Eurotium echinulatum, E. herbaborium, E.
amstelodami, o E. chevalieri, asi como contra Aspergillus niger, Chladosporium herbarum,
Fusarium, culmorum, Glicocladium roseum, Penicillium brevicompactum, P. corylophilum,
P. cyclopium, P. decumbens, P. digitatum, P. expansum, P. glabrum, P. griseofulvum, P.
janthinellum, Phoma glomerata, Scopulariopsis brevicaulis, Trichoderma koningii,
Trichotecium roseum y Wallemia sebi.

A pesar de que esta levadura no produce antibidticos, es capaz de inhibir el crecimiento de
los patégenos. Wilson y Chalutz (1989), reportan uno de los primeros trabajos con D.
hansenii en frutos de citricos, encontrando que esta levadura junto con otros
microorganismos, fueron los mas efectivos de 100 antagonistas probados hacia el control de
Penicillium digitatum y P. italicum, mas tarde estos mismo autores, corroboraron estos
resultados con los mismo patégenos sobre frutos de toronja Chalutz y Wilson (1990) y
Droby et al. (1999), con el mismo citrico y P. digitatum, sin describir aun sus mecanismos

de accidn.

Strano et al. (2003), encontraron que D. hansenii incremento el contenido de cumarinas
(scoparone) en frutos de limén. Sin embargo aunque esta levadura fue la de mayor
induccion de esta fitoalexina en los frutos, no existid una relacion directa con su capacidad
de inhibir al patogeno P. digitatum. Taqarort et al. (2008), encontraron una disminucién
entre 65 a 80% en la pudricion ocasionada por este hongo en frutos de naranja, debido
quizas a su rapida dindmica de crecimiento, resultando ser un excelente colonizador de las
heridas de naranja. Santos et al. (2004), reportan una inhibicion in vitro de Botrytis
cinerea, por levaduras D. hansenii, por efecto posiblemente de la produccion de toxina

killer, la cual solo fue observada en el medio YMA-MB usado solo para la produccion de
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esta proteina. Santos et al. (2002), mencionan que quizas esta actividad esté relacionada con
una molécula proteica de 24kDa capaz de desestabilizar la membrana del organismo blanco
a través del reconociendo de un receptor de la pared celular del tipo (1-6)-B-D-glucano. Sin
embargo, hasta el momento no estan del todo claros cuales son y que funcién tienen sus
mecanismos antagoénicos y cual podria ser su efecto en el control de hongos patogenos

poscosecha de frutas como el limon mexicano.
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Justificacion

México ocupa el primer lugar en la produccién de limon mexicano, sin embargo, existen
problemas ligados al uso de fungicidas a nivel de poscosecha (los cuales tienen como
objetivo controlar y reducir la acciéon de patégenos, particularmente a los hongos que
originan dafios por moho azul ocasionado por Penicillium italicum), ya que su aplicacion
sobre los frutos para consumo inmediato es un riesgo para la salud humana, ademas de
presentar un impacto negativo al medio ambiente e influir sobre la generacion de cepas
patogénicas de hongos resistentes hacia estos productos quimicos. México a través de sus
Normas Fitosanitarias y de Buenas Practicas Agricolas para el manejo poscosecha de los
citricos, controla la aplicacion y uso de estos fungicidas sintéticos, sin embargo, el uso de
estos productos es limitado ya que son pocos los quimicos que se pueden utilizar en esta
etapa del cultivo. Cuando la fruta para consumo en fresco es destinada para el mercado
nacional, existen perdidas ocasionadas por este hongo de alrededor del 40% de la
produccion total, ya que el tratamiento de los frutos en la mayoria de los casos es nulo o son
solo tratados con ceras y/o fungicidas quimicos de baja eficiencia. El almacenamiento
recomendado para la fruta ademas juega un papel importante ya que las condiciones a las
cuales se someten (baja temperatura y alta humedad relativa) son ideales para el desarrollo
P. italicum, lo que puede llegar a incrementar ¢l porcentaje de perdidas en poscosecha. En
el caso de la fruta para exportacion, el manejo poscosecha esta regulado por las normas de
calidad impuestas por paises como Japon y la Unidon Europea, donde especifican que no
podran ser utilizados dentro de los tratamientos de las frutas los fungicidas sintéticos que
presenten algin riesgo para la salud humana. Por lo que la busqueda de métodos
alternativos para el control poscosecha de fitopatdgenos, esta siendo una prioridad para
muchos paises productores de citricos y otras frutas y verduras. En los ultimos afios el
control biolégico de enfermedades poscosecha ha contemplado el uso de diversos
microorganismos antagonicos, destacando diversos tipos de levaduras como Debaryomyces
hansenii, la cual tiene la capacidad de reducir los niveles de infeccion ocasionadas por los
hongos, sin embargo, sus mecanismos de accion no han sido del todo descritos hasta el
momento. El conocimiento de ellos sera crucial para su seleccion como agente de control
biologico, ademas que su eficiencia como antagonista, dara la oportunidad de desarrollar

productos locales, los cuales incentivaran la industria y disminuira la dependencia
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tecnologica con paises desarrollados. La aplicacion de esta levadura sobre frutos de limon
podra reducir los niveles de pérdidas de fruta, lo que contribuiria econdmicamente sobre las
regiones citricolas al incrementar las ganancias econdmicas. Su implementacion en
poscosecha podra bajar los costos del cultivo al disminuir el uso de productos quimicos en
esta etapa, otra ventaja con su aplicacion es la aceptacion del consumidor por la adquisicion
de frutas no tratadas con algun quimico. En el mercado internacional, este tratamiento
podria disminuir las perdidas en las exportaciones, ademas de abrir nuevos mercados al ser

una fruta no tratada con fungicidas.
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2. HIPOTESIS

Debaryomyces hansenii presenta al menos un mecanismo antagonista hacia el hongo
patdégeno en poscosecha Penicillium italicum del limén mexicano (Citrus aurantifolia
Christm. Swingle), a través de la competencia por espacio y/o nutrimentos, factor killer o

produccion de enzimas hidroliticas.

3. OBJETIVO GENERAL

Conocer los principales mecanismos antagonicos de la levadura Debaryomyces hansenii
hacia el hongo patogeno Penicillium italicum para su control en poscosecha del limon

mexicano (Citrus aurantifolia Christm. Swingle).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Identificacion a través de técnicas moleculares de Penicillium italicum aislado de

lim6n mexicano.

3.1.2. Evaluacion in vitro de la capacidad antagénica de distintas levaduras de
Debaryomyces hansenii hacia el hongo Penicillium italicum mediante la competencia por

espacio y/o nutrientes, produccion de enzimas hidroliticas y toxinas Killer.

3.1.3. Cuantificacion de la proteccion poscosecha de frutos de limon mexicano inoculados
con levaduras Debaryomyces hansenii hacia la pudriciéon del moho azul ocasionada por

Penicillium italicum bajo condiciones ambientales y de almacenamiento.



24

4. CAPITULO: Identificacién a través de técnicas moleculares de Penicillium italicum

aislado de limon mexicano.

4.1. MATERIALES Y METODOS

Procedencia de Penicillium italicum

El hongo P. italicum originalmente fue aislado de frutos de limon mexicano (Citrus
aurantifolia Christm. Swingle) provenientes de la empacadora AGROMEGA S.P.R. de
R.L. establecida en la Ciudad de Tecoman, Colima, los cuales presentaron pudriciones con
una abtindate masa micelial y esporas de color azul. Sus caracteristicas morfologicas in

vitro lo llegaron a identificar hasta nivel de género (Penicillium sp.).

Postulados de Koch

Con la finalidad de corroborar que P. italicum es el agente causal del moho azul en limon
mexicano, se realizaron los postulados de Koch, los cuales indican que para demostrar que
un determinado organismo causa una enfermedad especifica, es esencial que después de su
aislamiento en cultivo puro, se re-inocule al mismo hospedero y sea capaz de iniciar la
misma enfermedad por la que fue aislado, finalmente se tendra que recuperar integro del

hospedero enfermo.

Patogeno

P. italicum fue cultivado in vitro en medio Agar Papa-Dextrosa (39g/L”, PDA, Difco®)
durante siete dias a 25° C. Posteriormente las esporas fueron colectadas en una solucion
salina estéril (al 0.9% de NaCl,). La concentracion se ajusto a 10° esporas mL™ utilizando

un hematocitometro.

Prueba de patogenicidad

Frutos de limén mexicano (provenientes del Estado de Colima, México) fueron lavados con
agua estéril y desinfectados con hipoclorito de sodio a una concentracioén del 1% durante 2
min, dejandolos secar por 1 h (Yao et al., 2004). Posteriormente con un escarpelo estéril, se
les realizaron cuatro heridas equidistantes de un tamafio de 3x3x3 mm, depositando dentro

de estas 15 pL de la suspension de P. italicum, se utilizd6 un tratamiento con frutos
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inoculados solo con agua destilada estéril. Cinco contenedores de plastico con seis frutos
cada uno fueron almacenados a 12° C y 90% de humedad relativa (HR) en una cémara
ambiental (Binder®). Después de diez dias se observd la incidencia de la enfermedad
causada por el moho azul, re-aislando el hongo en medio PDA. El experimento fue

realizado dos veces.

Crecimiento del hongo y extraccion de ADN
Se cultivo P. italicum en caldo de papa dextrosa a 30° C durante siete dias. La masa

micelial fue cosechada por filtracion y el DNA fue extraido usando el método de Raeder y

Broda (1985).

Identificacion molecular

La region ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA, fue obtenida mediante los iniciadores ITS1 (5'
TCCGTAGGTGAACCCTGCGG 3") e ITS4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (Cano
et al., 2004), sintetizados por Sigma-Genosys (EUA). Las amplificaciones por PCR fueron
realizadas en un termociclador (System 9700 GeneAmp®) con un periodo de
desnaturalizacion de 2 min a 95° C, seguido de 30 ciclos (los cuales comprendian una
desnaturalizacion a 95° C durante 1 min, alineacion por 30 s a 50° C y una extension de 2
min a 72° C), con una extension final de 10 min a 72° C. Los productos de la amplificacion
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1% (SIGMA®), se tifieron con
bromuro de etidio (0.2 pg/mL), se visualizaron en un transiluminador (BioDoc-IT imagen
system, UVP®) y fueron secuenciados por la compafiia MACROGEN (Seul, Korea). La
identificacion molecular se realizd6 comparando la secuencia obtenida contra todas las
secuencias nucleotidicas de hongos reportadas en la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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4.2. RESULTADOS

Patogenicidad de Penicillium italicum en frutos de limén mexicano

Se observaron después de diez dias de almacenados los frutos de limon mexicano a 12° C'y
90% HR, la presencia del moho azul ocasionado por P. italicum en el 100% de los frutos
inoculados con el hongo, se re-aislé in vitro nuevamente al patoégeno (Fig. 3), presentando
las mismas caracteristicas morfologicas y de microscopia, confirmando los postulados de

Koch.

Figura 3. Prueba de patogenicidad en frutos de limon mexicano inoculados con Penicillium
italicum. Donde: A y B= Frutos de limén con presencia de moho azul, C= Re-aislamiento

de Penicillium italicum en medio PDA.

Identificacién molecular de Penicillium italicum

Se obtuvo un producto de PCR proveniente del ADN ribosomal (region ITS1-5.8s-1TS2)
del hongo P. italicum de un tamafio de 544 pb (Fig. 4). El analisis comparativo de la
secuencia obtenida con la base de datos del banco gendémico del Centro Nacional de
Informaciéon Biotecnologica (National Center for Biotechnology Information-NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de los Estados Unidos Americanos, permitid6 la
identificacion de la especie Penicillium italicum Wehmer al presentar una similitud del
98% con otras secuencia ya reportadas dentro de la base de datos del NCBI (Fig. 5), lo que
corrobora a la identificacion previa a nivel de género de este hongo realizada a través de

técnicas tradicionales morfologicas y de microscopia.
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Figura 4. Productos de PCR de la region intergénica ITS1-5.8s-ITS2 del ADN ribosomal

de Penicillium italicum. Donde: A, B, C, D, E y F, son repeticiones de ADN provenientes

de placas diferentes del mimo hongo.
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Figura 5. Secuencia gendmica del segmento ITs1-5,8s-ITs-2 de Penicillium italicum
aislado de frutos enfermos de limon mexicano (Banco de datos del NCBI, acceso No.

DQ991463).
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4.3. DISCUSION

El aislamiento ¢ identificacion del hongo Penicillium italicum causante del moho azul en
poscosecha de citricos, ya ha sido reportado en otros frutos como; naranjas (Porat et al.,
2000; Valencia-Chamorro et al., 2008), toronjas (Palou et al., 2002), mandarinas (Palou et
al., 2001), limén (Montesinos-Herrero et al., 2009), entre otros. En México, P. italicum
Wehmer (agente causal del moho azul) es el responsable de perdidas poscosecha de hasta
un 40% de la produccion total de citricos (Ochoa et al., 2007). Este hongo oportunista,
comienza su infeccion con la penetracion de las hifas de sus esporas en las heridas de los
frutos en el arbol, durante la cosecha o el transporte (Spotts et al., 1998). Los sintomas
aparecen como cambios en la coloracion del fruto (Snowdon, 1990), debido al desarrollo
del micelio sobre la superficie, seguida por la aparicion de una masa de esporas de color
azul como manifestacion clara de una infeccion. P. italicum presenta un ciclo de vida corto
de entre 3 y 5 dias, llegando a producir entre 1 y 2 billones de esporas que pueden ser
dispersadas por via aérea, llegando a infectar a otros frutos (Holmes y Eckert, 1999 y 1995),
siendo capaz de crecer y desarrollarse en una gran variedad de sustratos y bajo diversas
condiciones de pH y temperatura (Digrak y Ozcelik, 2001; Dao et al., 2008). Su manejo
agrondémico en el ciclo del cultivo de los citricos, es de importancia debido a que siempre se
presentan biotipos resistentes a los funguicidas sintéticos cominmente utilizados para su
control como lo son el imazalil y tiabendazol (Harding, 1972; Eckert et al., 1994; Kanetis et
al., 2008c). La identificacion de P. italicum reviste importancia debido a que hasta el
momento no se tenian reportes de este hongo patdégeno causante del moho azul en frutos de
limoén mexicano (Alvarez, 1981; Besoain et al., 1994; Olsen et al., 2000) en México y a

nivel mundial (Herndndez-Montiel y Ochoa, 2007).
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5. CAPITULO: Evaluacion in vitro de la capacidad antagénica de distintas levaduras

de Debaryomyces hansenii hacia el hongo Penicillium italicum mediante la competencia

de espacio y/o nutrientes, produccion de enzimas hidroliticas y toxinas Killer.

5.1. MATERIALES Y METODOS

Procedencia de levaduras Debaryomyces hansenii

Los distintos aislamientos que se evaluaron de Debaryomyces hansenii provinieron de la

coleccion de levaduras aisladas de ambientes marinos y epifitas de frutos de limon

mexicano (Tabla 3), pertenecientes al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,

S.C. (CIBNOR). Las levaduras fueron mantenidas en medio de cultivo YPD (Conteniendo:

extracto de levadura 10g, dextrosa 20g, peptona 20g y agar 20g, disueltos en 1 L de agua

destilada).

Tabla 3. Coleccion de levaduras aisladas del Golfo de California y de frutos de limon

mexicano.
Estacion de  Profundidad
Levadura Clave Origen
muestreo de colecta
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS001 Marino 125.40 0m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS002 Marino 125.40 100 m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS003 Marino 125.40 100 m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS004 Marino 130.30 0m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS005 Marino 138.50 0m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS006 Marino 127.45 50 m
Debaryomyces hansenii var. hanseni DhhBCS007 Marino 135.30 50 m
Debaryomyces hansenii var. fabriyi  DhfBCS001 Marino 131.50 100 m
Debaryomyces hansenii var. fabriyi DhfBCS002 Marino Bahia de la Paz 0m
Debaryomyces hansenii LL1 Nativo* - -
Debaryomyces hansenii LL2 Nativo - -
Debaryomyces hansenii LL3 Nativo - -

*Aislamientos obtenidos de frutos de limén mexicano
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Competencia de carbono entre levaduras antagénicas y Penicillium italicum

Cultivo in vitro de levaduras D. hansenii en medio de limén mexicano

Se realiz6 un screening, utilizando un medio elaborado con 28g de cascara de flavedo
(exocarpio) o albedo (endocarpio) de limén (Fig. 6) y 8g de agar disueltos en 400 mL de
agua destilada, esterilizando los medios a 121° C por 15 min, incorporando posteriormente
solo la fase liquida a cajas de petri estériles (Eayre et al., 2003; Cardoso, 2003). Se
utilizaron los medios de cultivo YPD y Agar Naranja (42g/L"', Fluka®) como referencia.
Las levaduras se mantuvieron en solucion fisiologica de Sorensen (Walt et al., 1983;
Barnett et al., 1990), ajustando con ayuda de un hematocitometro su concentracion a 10°
células mL™”', se sembraron por estria cruzada y se utilizaron tres repeticiones por cada
levadura. Las placas fueron incubadas a 25° C, evaluando el crecimiento de las levaduras a
las 24 y 48 h. Se determiné crecimiento: positivo (+ bajo, ++ moderado y +++ alto) y
negativo (-) (Vanderzant et al., 1992). Se utilizé6 como levadura control a Saccharomyces

cerevisiae. El experimento fue repetido dos veces.

Flavedo

Figura 6. Elaboracion del medio de cultivo a base de flavedo o albedo de limon mexicano.
A, B y C= Separacion del tejido del limén, D= Llenado de cajas petri con el medio

previamente esterilizado a 121° C por 15 min.
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Antagonismo in vitro de Debaryomyces hansenii sobre Penicillium italicum

Se emplearon los medios de cultivo solidos de flavedo y albedo de limon mexicano y se
utiliz6 PDA como medio de referencia. Cada levadura fue sembrada en toda una caja petri a
una concentracion de 10° células mL™, incubandola por 24 h a 25° C, posteriormente se
coloco en el centro un taquete de 0.5 cm de diametro proveniente de un cultivo en PDA in
vitro de P. italicum de siete dias. El diametro del crecimiento del hongo fue cuantificado a
los siete dias de incubados ambos organismos (Ozkoc y Deliveli, 2001; Jaiswal et al.,
2003). Se utilizé una levadura de S. cerevisiae como control. Se realizaron tres repeticiones

por cada una levadura y el experimento fue repetido dos veces.

Dinamica poblacional de levaduras

Se inoculd cada levadura a una concentraciéon de 10° células mL™" en 100 mL del medio
liquido de flavedo o albedo de limén mexicano, incubandolos a 25° C a 100 rpm. Se
tomaron alicuotas de ambos medios cada 4 h por dos dias, tomando lectura a una
absorbancia de 580 nm en un espectrofotémetro (DU-640 UV-Vis Beckman Coulter). Un
incremento de 0.1 en la absorbancia bajo estas condiciones equivale a 3 x 10° células mL™".
Se utiliz6 el medio de cultivo Caldo de Papa-Dextrosa (CPD) como control. Se usaron tres

repeticiones por cada levadura y el experimento fue realizado dos veces.

Competencia por nutrimentos in vitro

Se utilizaron los medios elaborados a base de flavedo y albedo de limon mexicano (sin
agar), inoculandolos solo con las levaduras que tuvieron la mayor capacidad de inhibir el
crecimiento micelial de Penicillium italicum (experimento anterior). Se inoculd en matraz
Erlenmeyer estéril (conteniendo 50 mL de cada medio), 100 pL. de levadura a una
concentraciéon de 10° células mL™" y/o 100 uL del hongo a una concentracion de 10* esporas
mL™" (He et al., 2003; Fan y Tian, 2001). Se colocaron en agitacion oscilatoria a 100 rpm
durante 48 h a 25° C, tomando una alicuota cada 12 h para cuantificar a través de técnicas
espectrofotométricas la concentracion de sacarosa (Bruner, 1964), fructosa (Taylor, 1995) y
glucosa (Barham y Trinder, 1972). Por cada tratamiento se realizaron tres repeticiones y el

ensayo fue llevado a cabo dos veces.
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Inhibicién de la germinacion de esporas de Penicillium italicum

El efecto de las levaduras sobre la germinacion de esporas del hongo fue cuantificado en los
medios liquidos de flavedo y albedo limén anteriormente descritos. De cada medio
inoculado con ambos organismos se tomaron alicuotas para cuantificar en 200 esporas de P.
italicum el grado de germinacion. Se consideré una espora germinada cuando el tubo
germinal fue igual de largo que el diametro de la espora (Yao et al., 2004). Por cada

tratamiento se realizaron tres repeticiones y el experimento fue realizado dos veces.

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados en un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Se utilizo el
paquete estadistico STADISTICA (Version 6.0, StatSoft, Tulsa, OK). Para la separacion de
medias se utilizé la prueba de Fisher de la diferencia minima significativa (LSD) con un

nivel de significancia al 5% (P<0.05).

Evaluacion de la produccion de enzimas por Debaryomyces hansenii

Prueba API-ZYM

Las levaduras fueron cultivadas en matraz Erlenmeyer con 25 mL del medio de cultivo
NYDB (Nutrient Yeast Dextrose Broth, Difco®) en agitacion oscilatoria a 100 rpm a 26° C
durante 48 h. Posteriormente las células fueron cosechadas, resuspendiéndolas en una
solucion salina al 0.9% de NaCl,. Se ajusto el inoculd a una absorbancia de 0.1 a 580 nm en
un espectrofotometro (DU-640 UV-Vis Beckman Coulter), depositando 65 pL de cada
levadura en cada microtubo de las galeras del sistema API-ZYM (BioMérieux®), se
incubaron a 37° C por 4 h y posteriormente se aplico el reactivo ZYM A y ZYM B. Se
esperaron 5 min y se leyeron las galeras (conteniendo las enzimas, Tabla 4), asignandoles
valores de acuerdo a la escala colorimétrica del API-ZYM que va de 0 (Sin actividad) a 5
(Maximo). Los valores de la escala son; 0 (reaccion sin cambio de color), 1
(correspondiente a 5 nmol), 2 (10 nmol), 3 (20 nmol), 4 (30 nmol) y 5 (40 nmol o mas)

(Leone et al., 1998). El experimento fue realizado dos veces.
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Tabla 4. Determinacion de enzimas producidas por Debaryomyces hansenii mediante el
sistema API-ZYM.

Enzimas
Fosfatasa alcalina Valine arylamidasa  Naftol-AS-BI- B-glucosidasa
Fosfohidrolasa
Esterasa (C4) Cistina arylamidasa o-Galactosidasa N-Acetil-B-
glucosaminidasa
Esterasa lipasa (C8) Tripsina B-Galactosidasa a-manosidasa
Lipasa (C14) Chymotripsina B-Glucuronidasa a-Fucosidasa
Leucine arylamidasa Fosfatasa acida a-glucosidasa

Enzimas hidroliticas

Extraccion de pared celular de Penicillium italicum

El hongo se cultivd en medio YES (Yeast Extract Sacarose, conteniendo por litro: 2% de
extracto de levadura, 15% de sucrosa y 2% de agar), a 25° C durante quince dias.
Posteriormente, el micelio se retird y se secd con papel filtro, se colocd en un mortero
estéril, se agrego nitrégeno liquido y se macero para romper las estructuras del micelio. Las
paredes del hongo obtenidas se resuspendieron en una solucion de NaCl SM y se sonicaron
(Ultrasonic homogenizer, ColeParmer) durante 3 min, inmediatamente después se
centrifugaron durante 20 min a 8000 rpm, el sobrenadante se descarto, las paredes fueron

lavadas con agua destilada estéril y se pusieron a secar durante 3 h a 60° C (Rey, 1998).

Cultivo in vitro de Debaryomyces hansenii con paredes de P. italicum

Las levaduras de D. hansenii fueron cultivadas en matraces Erlenmeyer con 30 mL de
medio minimo YNB (conteniendo: 0,67% Base Levadura-Nitrégeno), suplementado con 1
mg de pared del hongo/mL de medio. Se incubaron a 25° C en agitacion (100 rpm) durante
15 dias. En este lapso de tiempo, se cuantificé del sobrenadante, el contenido de B-1,3
glucanasa, quitinasas y proteasas (Garmendia et al., 2005). El experimento fue repetido dos

VECESs.

Actividad p-1,3 glucanasa
Se determind la actividad de esta enzima empleando como sustrato laminarina (de

Laminaria digitata, Sigma® L1-9634; St. Louis, MO). Se mezclaron 62.5 pL del
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sobrenadante con 62.5 pL del sustrato al 1%, incubando a 25° C durante 4 h.
Posteriormente a cada muestra se le agrego 130 puL de 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y se
calent6 en bafo Maria hasta la ebulliciéon durante 5 min. Se midié la absorbancia en un
espectrofotometro a 492 nm. Una unidad (U) de B-1,3 glucanasa se definié6 como los
micromoles de azicares reductores liberados por mg de proteina (Castoria et al., 2001;
Jijakli y Lepoivre, 1998). El contenido total de proteina fue cuantificada utilizando el

método descrito por Lowry et al. (1951).

Actividad quitinasa

La actividad de esta enzima se determind mezclando 10 pL de p-nitrofenil-N-acetil B-D-
glucosamina (Sigma®, St. Louis, MO) con 90 pL del sobrenadante, incubando a 25° C
durante 24 h. Posteriormente se midi6 la absorbancia de la muestra en un espectrofotometro
a 540 nm. Se defini6 una unidad (U) de quitinasa como la capacidad de la enzima para
liberar un micromol de p-nitrofenol por miligramo de proteina (Gacto et al., 2000; Castoria

etal., 2001).

Determinacion de proteasas

Se mezclaron 100 pL del sobrenadante con 100 uL de una solucion de azocaseina al 1% y
buffer acetato pH 5.0, se incub6 a 40° C durante 30 min. Posteriormente se agregaron 400
pL de una solucion de acido tricloroacético 10% y se centrifugaron las muestras a 12000
rpm durante 15 min. Se tomaron 500 pL del sobrenadante y se les agregd 500 uL de NaOH
(525 Mm). Se midieron las muestras en un espectrofotdémetro a una absorbancia de 442 nm.
Se defini6 10 unidades (U) de actividad proteasa como la cantidad que produce una

absorbancia (0,1) en las condiciones de reaccion (Gacto et al., 2000; Benitez et al., 2001).

Evaluacion de las toxinas Killer

Para determinar si las levaduras D. hansenii tenian la capacidad de producir sustancias
antifungicas difusibles en el agar, se sembraron en forma puntual en el medio de cultivo
YMB (Conteniendo: 0.3% de extracto de levadura, 0.3% de extracto de malta, 1% de
glucosa, 0.5% de peptona y 2% de agar) incorporando al medio de cultivo una
concentracion de 10* esporas mL™" de P. italicum. De acuerdo a que los posibles agentes de

control bioldgico se aplicaran en frutos de limén mexicano el pH del medio se ajusto a 4.2,
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4.6, 5.0 y 5.4, utilizando buffer citrato-fosfato. Las placas se incubaron a 25° C durante 48 h
y se determind la presencia de halos de inhibicion del crecimiento del patdégeno alrededor

de las colonias del antagonista (Vero, 2006).
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5.2. RESULTADOS

Competencia de nutrimentos entre levaduras y P. italicum

Crecimiento de levaduras antagonicas en diferentes medios de cultivo

Las levaduras Debaryomyces hansenii se comportaron de manera diferente en cada uno de
los medios de cultivos probados (Tabla 5), a las 48 h de la evaluacion, las levaduras que
crecieron en todos los medios fueron DhhBCS003, DhhBCS005, DhhBCS006, LL1, LL2 y
LL3. Todas las levaduras estuvieron presentes en el medio YPD (usado de referencia).
Penicillium italicum crecié en todos los medios probados. La levadura de referencia
Saccharomyces cerevisiae y las levaduras DhhBCS001, DhhBCS007, DhfBCS001 y
DhfBCS002 (Fig. 7), no crecieron en los medios elaborados a base de limén mexicano, pero
si se observaron en los medios YPD y Agar Naranja. La Unica levadura que no creci6 en el

flavedo pero si en el albedo limén fue DhhBCS002.

Tabla 5. Crecimiento de Debaryomyces hansenii en diferentes medios de cultivo.

Medios de cultivo

Medio flavedo' | Medio albedo’ | Agar Naranja® YPD*
Levadura
Tiempo de evaluacion (h)
24 48 24 48 24 48 24 48

DhhBCS001 - + - + + + ++ -+
DhhBCS002 - + ++ +++ + ++ -+
DhhBCS003 ++ +++ ++ +++ + ++ +++
DhhBCS004 - + - ++ + + ++ -+
DhhBCS005 ++ +++ ++ +++ + ++ +++
DhhBCS006 ++ +++ ++ +++ + ++ +++
DhhBCS007 - + - + + + ++ +++
DhfBCS001 - + - + + + ++ +++
DhfBCS002 - + - ++ + + ++ +++
LLI1 ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++
LL2 ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++
LL3 ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++
S. cerevisiae - - - - + ++ Tt et
P. italicum S o T = o i R S o o o B S o

I . T . 9 . .
Medios elaborados a base de limén mexicano. “ Medios de referencia.

Levaduras con crecimiento: lento (+), moderado (++), alto (+++) y sin crecimiento (-).
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Figura 7. Evaluacion del crecimiento de Debaryomyces hansenii en distintos medios de
cultivo. Levadura DhhBCS002, en medio flavedo (A;) sin crecimiento a las 24h y (Az) con
crecimiento lento (+) a las 48h. Medio albedo (B) crecimiento moderado (++) a las 24h y

(B) crecimiento alto (+++) a las 48h.

Eficiencia del antagonismo in vitro de levaduras hacia Penicillium italicum

Existi6 una variacion en el grado de inhibicion de las doce levaduras Debaryomyces
hansenii hacia P. italicum en los medios PDA, flavedo y albedo limén (Tabla 6). Las
levaduras LL1, LL2 y LL3 fueron las mas efectivas en la inhibicion in vitro, les siguieron
las D. hansenii DhhBCS005 y DhhBCS006. El porcentaje de inhibicion mas bajo en todos
los medios de cultivo se cuantifico con la levadura Saccharomyces cerevisiae utilizada
como referencia (Fig. 8). Aunque las levaduras DhhBCS003 y DhfBCS002 inhibieron el
crecimiento de manera significativa del hongo P. italicum en el medio PDA, no lograron

hacerlo en los medio flavedo y albedo limén.
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Tabla 6. Crecimiento micelial de Penicillium italicum en presencia de levaduras

Debaryomyces hansenii y Saccharomyces cerevisiae.

Medios de cultivo

Organismo PDA Medio flavedo Medio albedo
Diametro del hongo (mm)
P. italicum 65 £ 0.05 a* 53+0.11a 51+0.05a
S. cerevisiae 64+0.10a 52+£0.05a 48 +0.05 a
DhhBCS001 40+£0.10b 23+0.05d 20£0.05¢
DhhBCS002 19+0.05¢ 13+0.05f 15+0.17 ¢
DhhBCS003 7£0.10 g 20+£0.05¢ 15+0.05¢e
DhhBCS004 16+0.10 f 27+0.20Db 17+£0.05d
DhhBCS005 2+0.201 10£0.15¢g 10+0.05f
DhhBCS006 1+0.151 9+0.05¢g 10+0.05f
DhhBCS007 37+0.11 ¢ 24+£0.05 cd 20£0.05¢
DhfBCS001 26+0.05d 26 +0.20 be 20£0.07 ¢
DhfBCS002 5£0.10h 25+0.05¢ 23+£0.05b
LL1 1+0.111 5+£0.05h 8+£0.10 g
LL2 2+0.21 5+£0.05h 6+0.05h
LL3 2+0.21 6+0.15h 6+0.05h

Los valores de cada columna con la misma letra no son diferentes significativamente segun
la prueba de Fisher de la diferencia minima significativa (LSD) con un nivel de

significancia al 5% (P<0.05). *Los datos representan la desviacion estandar de la media.

Dinamicas de crecimiento de levaduras en medio albedo y flavedo limon

Todas las levaduras Debaryomyces hansenii crecieron en los medios hechos a base de
limon mexicano y en medio Caldo de Papa-Dextrosa (CPD). Para el caso de la levadura
Saccharomyces cerevisiae no crecié en los medios de limén solo en el medio CPD usado
como medio de referencia (Fig. 9). Las levaduras epifitas de limon mexicano LL1, LL2 y
LL3, fueron las que registraron los mayores picos de absorbancia en los tres medios de
cultivo. Todas las levaduras empezaron a crecer de manera exponencial a las 16 h después
de inoculado el medio CPD, en el medio flavedo y albedo limén el crecimiento se empez6 a
cuantificar a las 8 h después de su inoculacion. Los picos maximos de absorbancia en todos
los medios de cultivos se cuantificaron entre las 28 h y 32 h después de la incorporacion de

las levaduras D. hansenii.
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Figura 8. Crecimiento de Penicillium italicum sobre medio agar flavedo de limén
mexicano en presencia de levaduras Debaryomyces hansenii. Donde: A= Saccharomyces
cerevisiae (levadura de referencia), B= DhhBCS005, C= DhhBCS002 y D= LL1.



Absorbancia 580 nir

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 9. Dinamicas de crecimiento de levaduras antagonicas. Donde: Saccharomyces cerevisiae (A), DhhBCS001 (+), DhhBCS002 (),
DhhBCS003 (), DhhBCS004 (A ), DhhBCS005 (), DhhBCS006 (o), DhhBCS007 (x), DAFBCS001 (<), DhfBCS002 (0), LL1 (@), LL2 (-) y

LL3 (x). Medio (A) Caldo Papa-Dextrosa, (B) Medio flavedo y (C) Medio albedo.
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Competencia por nutrimentos

Las levaduras DhhBCS005, DhhBCS006, LL1, LL2 y LL3, se comportaron de manera
diferente en la asimilacion de carbohidratos provenientes de los medios liquidos de flavedo
y albedo limén inoculados con el hongo Penicillium italicum (Tabla 7 y Tabla 8). Las
levaduras epifitas de limén mexicano LL1, LL2 y LL3 fueron las que asimilaron
répidamente las fuentes de sacarosa, fructosa y glucosa en el medio flavedo y albedo limoén.
En los tratamientos con levadura y el hongo P. italicum, se cuantificaron los valores mas
bajos de carbohidratos en relacion a los medios inoculados solo con cada Debaryomyces
hansenii. Estadisticamente (P<0.05) los mejores tratamientos a las 48 h de evaluacion para
el medio flavedo limén en el consumo de sacarosa fue LL3+hongo, para fructosa
LL3+hongo y finalmente para glucosa fueron las levaduras DhhBCS005, LL1 y LL3 con P.
italicum. Para el medio albedo limén los tratamientos estadisticamente mejores evaluados a
las 48 h fueron para sacarosa LL3+hongo, para fructosa las levaduras LL1 y LL3 con hongo
y para glucosa fue DhhBCS005 y DhhBCS006 mas P. italicum. En los medios liquidos
flavedo y albedo limon, la mayor concentracion (mg/g) de carbohidratos fue de sacarosa,

seguida de la fructosa y en menor grado de glucosa.

Inhibicion de esporas de Penicillium italicum por levaduras antagénicas

La germinacion de esporas de Penicillium italicum en los medios de cultivo liquidos
flavedo y albedo limon fue altamente inhibida por la presencia de las levaduras
Debaryomyces hansenii DhhBCS005, DhhBCS006, LL1, LL2 y LL3 (Fig. 10). Los niveles
mas bajos de germinacion del hongo patogeno fueron en presencia de las levaduras epifitas
de limon mexicano LL1, LL2 y LL3. El hongo P. italicum alcanzo su maximo grado de

germinacion (100%) antes de las 48 h de inoculados ambos medios.

Determinacion de enzimas por parte de Debaryomyces hansenii

De acuerdo al sistema API-ZYM, las 12 levaduras D. hansenii mostraron distinta actividad
enzimadtica para Fosfatasa alcalina (40 nmol), Esterasa (C4) (entre 30-40 nmol), Esterasa
lipasa (C8) (entre 30-40 nmol), Leucine arymidasa (entre 30-40 nmol), Valine arymidasa (5
nmol), Fosfatasa acida (entre 30-40 nmol), Naftol-AS-BI-Fosfohidrolasa (entre 20-30 nmol)
y B-Glucosidasa (entre 20-30 nmol) (Tabla 9, 10 y 11), para el resto de las enzimas no se
detecto actividad alguna (Fig. 11).



Carbohidratos (mg/g)

Tratamiento Sacarosa Fructosa Glucosa
24h 48h 24h 48h 24h 48h
Sin organismo 33.83+0.28%a 32.68+0.28a 1597+0.03a 14+0.02a 6.58+0.04a 6.18+0.04a
Penicillium italicum 23.78+0.15b  19.83+0.15b 7.63+0.45b 7.4+0.10b 5.75%£0.07b 5.22+0.04b
DhhBCS005 22.53+0.20c  19.48+0.20b 7.3+£0.0lbc 6.45+0.06c 3.86+0.07d 2.15+0.04c
DhhBCS006 21.74+0.22d 1955+0.22b 7.09+0.06c 6.36£0.06c 4.87+0.09c 1.15+0.04d
LL1 16.84+£0.199g 11.46+0.19d 5.96+0.04de 3.94+0.06g 1.36+0.15hi 1.18+0.01d
LL2 1958 +0.10e  13.09+0.10c 6.17+£0.04d 4.19+0.02f 3.37+0.12e 1.16+0.01d
LL3 18.06 +0.13f  10.62+0.13e 4.84+0.07f 2.10£0.03h 1.23+0.11) 1.03+0.01e
DhhBCS005 + hongo ~ 10.59 + 0.17i 7.30+£0.17g 6.32+0.39d 6.12+0.17d 252+0.03g 0.16 +0.04fg
DhhBCS006 + hongo  13.82+0.11h  6.99+0.11g 6.15+0.07d 5.40+0.09e 3.06 £0.05f 0.19 £+ 0.02f
LL1 + hongo 9.87 £0.18j 6.36 £0.18h  3.36£0.21g 0.31+£0.06i 0.56+0.05k 0.12 +0.02g
LL2 + hongo 8.72 £ 0.50k 9.01+0.50f 554+0.3% 2.15+0.16h 1.47+0.08h 0.19 +0.01f
LL3 + hongo 8.78 £ 0.56k 6.16 £0.56h  2.66+0.36h  0.12+0.04j 0.26+0.0l1k 0.12 +0.05g

Tabla 7. Asimilacion de carbohidratos en el medio flavedo limén inoculado con levaduras Debaryomyces hansenii y el hongo Penicillium italicum.

De acuerdo con la prueba de Fisher (LSD), valores en las columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes (p<0.05).

*Los datos representan la desviacién estandar de las medias.
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Tabla 8. Asimilacion de carbohidratos en el medio albedo limon inoculado con levaduras Debaryomyces hansenii y el hongo Penicillium italicum.

Carbohidratos (mg/g)

Tratamiento Sacarosa Fructosa Glucosa
24h 48h 24h 48h 24h 48h
Sin organismo 29.27 £0.05*a 28.48+0.12a 14.30+0.43a 13.64+0.05a 12.85+0.10a 12.67 +0.07a
Penicillium italicum 2215+ 0.05b 20.39+0.26b 10.86+0.49b 9.37+0.13b 12.10+0.4b  11.24+0.03b
DhhBCS005 19.66 £ 0.08c  10.17 +0.03e 10.84+0.08cd 7.78+0.07d  8.10+0.03d 3.18 £ 0.02d
DhhBCS006 1855+0.12d 12.48+0.09c 10.44+0.10d 8.83+0.05c 9.70+0.03c 4.18 £ 0.01c
LL1 14.04 £0.06i 10.14+0.06e  7.61 +0.05g 2.21 +0.03i 4.28 + 0.06f 2.08 £ 0.03f
LL2 16.86 +0.11e  11.29 +0.07d 8.38 + 0.02f 5.63+0.05f 4.96 +0.04e 2.25+0.08e
LL3 1559 + 0.08f  9.75 + 0.23ef 5.76 + 0.04i 3.06 +0.08h  3.18£0.01g 1.34 £ 0.04g
DhhBCS005 + hongo 15.47 £ 0.15f  6.51 £ 0.15g 9.90+0.17e 6.69+0.17e  2.80 +0.26i 0.08 + 0.01i
DhhBCS006 + hongo 1451 +£0.12h  9.61+0.12f 9.84 £+ 0.34e 7.84+£0.22d  3.05 £ 0.24hi 0.06 + 0.01i
LL1 + hongo 9.86 £ 0.07j 6.50 + 0.369 5.03 £ 0.04j 1.76 £ 0.07j 0.65 + 0.1k 0.24 £ 0.02h
LL2 + hongo 1489 +0.16g  9.57 + 0.51f 6.68 + 0.32h 3.34+0.13g  1.66+0.11] 0.18 + 0.02h
LL3 + hongo 7.22+£0.08k  6.05+0.48h 3.53 £ 0.08k 1.75+£0.11)  0.63 = 0.05k 0.20 £ 0.01h

De acuerdo con la prueba de Fisher (LSD), valores en las columnas con la misma letra no son estadisticamente diferentes (p<0.05).

*Los datos representan la desviacion estandar de las medias

ev
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de esporas de Penicillium italicum. Sin levaduras (x) y
en presencia de Debaryomyces hansenii levadura DhhBCS005 (m), DhhBCS006 (©), LL1 (),
LL2 (A) y LL3 (+), inoculados en: A) Medio liquido de flavedo y B) Albedo limén. Las

barras representan la desviacion estandar de las medias.

Tabla 9. Actividad enzimatica de levaduras Debaryomyces hansenii determinada mediante el

sistema APY-ZYM, parte 1.

Levadura Fosfatasa Esterasa Esterasa Lipasa Leucine Valine Cistina
alcalina (C4) lipasa (C8 (C14) arymidasa arymidasa  arylamidasa
DhhBCS001* 40 nmol 30 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
DhhBCS002 40 nmol 30 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
DhhBCS003 40 nmol 40 nmol 40 nmol - 30 nmol 5 nmol -
DhhBCS004 40nmol  40nmol 30 nmol - 40 nmol 5 nmol -
DhhBCS005 40 nmol 30 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
DhhBCS006 40 nmol 30 nmol 40 nmol - 30 nmol 5 nmol -
DhhBCS007 40 nmol 40 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
DhfBCS001 40 nmol 30 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
DhfBCS002 40 nmol 40 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
LL1 40 nmol 30 nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -
LL2 40 nmol 40 nmol 40 nmol - 30 nmol 5 nmol -
LL3 40 nmol  40nmol 40 nmol - 40 nmol 5 nmol -

* Se realizaron dos repeticiones por cada levadura
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Tabla 10. Actividad enzimatica de levaduras Debaryomyces hansenii determinada mediante
el sistema APY-ZYM, parte II.

Fosfatasa  Naftol-AS-BI-

Levadura Tripsina  Chymotripsina 4cida Fosfohidrolasa a-Galactosidasa  P-Galactosidasa
DhhBCS001* - - 30 nmol 30 nmol - -
DhhBCS002 - - 40 nmol 20 nmol - -
DhhBCS003 - - 40 nmol 20 nmol - -
DhhBCS004 - - 40 nmol 20 nmol - -
DhhBCS005 - - 30 nmol 30 nmol - -
DhhBCS006 - - 40 nmol 20 nmol - -
DhhBCS007 - - 40 nmol 30 nmol - -
DhfBCS001 - - 40 nmol 20 nmol - -
DhfBCS002 - - 40 nmol 30 nmol - -

LL1 - - 40 nmol 20 nmol - -
LL2 - - 30 nmol 20 nmol - -
LL3 - - 40 nmol 30 nmol - -

* Se realizaron dos repeticiones por cada levadura

Tabla 11. Actividad enzimatica de levaduras Debaryomyces hansenii determinada mediante
el sistema APY-ZYM, parte III.

Levaduras pB-Glucuronidas: o-Glucosidasa B-Glucosidasa N-Acetil-‘B ) o-Manosidasa a-Fucosidasa
Glucosaminidas:
DhhBCS001 - - 30 nmol - - -
DhhBCS002 - - 20 nmol - - -
DhhBCS003 - - 30 nmol - - -
DhhBCS004 - - 30 nmol - - -
DhhBCS005 - - 30 nmol - - -
DhhBCS006 - - 30 nmol - - -
DhhBCS007 - - 30 nmol - - -
DhfBCS001 - - 20 nmol - - -
DhfBCS002 - - 30 nmol - - -
LL1 - - 30 nmol - - -
LL2 - - 20 nmol - - -
LL3 - - 30 nmol - - -

* Se realizaron dos repeticiones por cada levadura
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Figura 11. Deteccion de la produccion de enzimas mediante el sistema API-ZYM, para la
levadura DhhBCS001 de Debaryomyces hansenii. Donde: (1) Control ~, (2) Fosfatasa
alcalina ', (3) Esterasa C4 *, (4) E. lipasa C8 ", (5) Lipasa C14 °, (6) L. arymidasa ", (7)
Valine arylamidasa *, (8) Cistina arymidasa ~, (9) Tripsina ~, (10) Chymotripsina ~, (11)
Fosfatasa acida ', (12) Naftol-AS-BI-Fosfohidrolasa ", (13) a-Galactosidasa ~, (14) B-
Galactosidasa ~, (15) B-Glucuronidasa ~, (16) a-glucosidasa ~, (17) p-glucosidasa *, (18) N-
Acetil-B-glucosaminidasa *, (19) a-manosidasa ~ y (20) a-Fucosidasa ". Con actividad +. Sin

actividad -.

Produccion de enzimas hidroliticas por parte de levaduras antagénicas

Se pudo determinar que todas las levaduras D. hansenii produjeron enzimas (B-1,3 glucanasa,
quitinasa y proteasa) capaces de degradar paredes celulares del hongo patdogeno Penicillium
italicum (Fig. 12). En funcién del tiempo, los niveles de actividad enzimatica fueron
diferentes para cada una de las levaduras crecidas en medio minimo con paredes del hongo
patdogeno como Unica fuente de carbono. El intervalo de actividad para B-1,3 glucanasa se
determiné entre los 9 y 13 dias de evaluacion, alcanzando el maximo nivel de produccion las
levaduras DhfBCS002, DhhBCS004 y DhhBCS006. A su vez, la levadura con mas baja
produccion en todo el intervalo de actividad fue DhhBCSO001. Para la actividad quitinasa, el
intervalo de actividad enzimatica se determind entre los 9 y 11 dias de evaluacion, las
levaduras con mayor actividad fueron la DhhBSC006 y DhhBCS003, presentando el nivel
mas bajo para los 11 dias la levadura LL3 y para los 13 dias la DhhBCS001. En la
determinacion de proteasa, la actividad inicial se detecto a los 9 dias de evaluacion, donde las
levaduras DhhBCS003 y DhhBCS007 mostraron su nivel mas alto dentro de su cinética. La
levadura DhfBCS002 present6 la mayor actividad a los 9 y 11 dias, y DhhBCS006 a los 13
dias de evaluacion. La levadura con menor actividad proteasa fue LL3, siendo la levadura

LL2 la unica que no produjo esta enzima en las condiciones del ensayo.
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Figura 12. Actividad B-1,3 glucanasa (A), quitinasa (B) y proteasa (C) de levaduras
Debaryomyces hansenii cultivadas con el hongo Penicillium italicum. Donde: DhhBCS001
(A), DhhBCS002 (o), DhhBCS003 (#), DhhBCS004 (x), DhhBCS005 (*), DhhBCS006 (e),
DhhBCS007 ( | ), DhfBCS001 (-), DhfBCS002 (o), LL1 (¢), LL2 (m) y LL3 (A). La actividad
especifica fue expresada en unidades por mL de proteina (UE=Unidades Especificas). Las

barras verticales indican el error estindar de la media.
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Antibiosis in vitro por efecto del factor Killer

Se observo antagonismo in vitro de las levaduras Debaryomyces hansenii hacia el hongo
Penicillium italicum en los diferentes pHs probados en el medio YMB (Tabla 12). Todas las
levaduras mostraron actividad antagdnica, en algunos de los pHs evaluados (Fig. 13). En el
caso particular de la levadura DhhBCS001 su intervalo de actividad se observo entre el pH
4.6-5.0, para DhhBCS006 so6lo en el pH 4.2 y para las levaduras epifitas de limén LL2 y LL3
en el pH 4.6. Todas las levaduras pierden su actividad antagonista en el pH 5.4. Sin la
presencia de levaduras el hongo P. italicum tuvo crecimiento en todos los pHs probados en

este ensayo.

Tabla 12. Inhibicion del hongo Penicillium italicum por levaduras Debaryomyces hansenii

bajo diferentes pHs del medio de cultivo.

pH en YMB'

4.2 4.6 5.0 5.4
P. italicum® +
DhhBCS001
DhhBCS002
DhhBCS003
DhhBCS004
DhhBCS005
DhhBCS006
DhhBCS007
DhfBCS001
DhfBCS002
LL1
LL2
LL3 - + - -
' Medio de cultivo YMB (Conteniendo: 0,3% extracto de levadura, 0,3% extracto de

Microorganismo

+ + + + + 4+ + + +
o+ o+ o+ +
o+ o+ o+ + + +
1 1

+ 4+ + + +
+ + +
1

malta, 1% glucosa, 0,5% peptona y 2% agar), incubado a 25° C por 48 h.
* P. italicum incorporado al medio de cultivo a una concentracion de 10° esporas mL™.
+ Presencia de inhibicion.

- Ausencia de inhibicion.
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Figura 13. Inhibicion del crecimiento de Penicillium italicum en presencia de levaduras
Debaryomyces hansenii en medio YMB ajustado a un pH de 4.6. Donde: A) P. italicum
(control), B) 1= DhhBCS001, 2= DhhBCS002, 3= DhhBCS003, 4= DhhBCS004, 5=
DhhBCS005, 6= DhhBCS006, y C) 7= DhhBCS007, 8= DhfBCS001, 9= DhfBCS002, 10=
LL1, 11=LL2y 12=LL3.
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5.3. DISCUSION

Crecimiento de Debaryomyces hansenii en un medio elaborado a base de limon
mexicano

La variacion en la respuesta del crecimiento de las levaduras pudo estar condicionada a la
composicion quimica de los medios de cultivo utilizados. Para el caso de los medios flavedo
y albedo elaborados con limon mexicano, estos contienen carbohidratos como sacarosa,
fructosa y glucosa (Tabla 6 y 7) que utilizaron las levaduras como fuentes de carbono para su
crecimiento. Sin embargo, dentro de los componentes de los citricos existen compuestos
antimicrobianos (Gavimath et al., 2008) como los aceites esenciales; limonene, terminen,
neral, nerol, geraniol, geranial, otros monoterpenos (Caccioni et al., 1998; Papanikolaou et
al., 2008) y compuestos volatiles (Plaza et al., 2004; Serkan, 2007), que han demostrado tener
un efecto negativo sobre el crecimiento en general de los microorganismos (Droby et al.,
2008). Estos compuestos se encuentran localizados en los tricomas o glandulas presentes en
el flavedo (Bouwmeester et al., 1998). La variacion en respuesta de cada levadura estuvo
condicionada a su capacidad de adaptacion para cada sustrato que se utilizo como medio de
cultivo. Para el caso de los medios usados de referencia (YPD y Agar Naranja), estos son
empleados de manera general para el aislamiento y cultivo de microorganismos (Witthuhn et
al., 2007; Goddard, 2008), en ambos casos todas las levaduras D. hansenii y Saccharomyces

cerevisiae crecieron sin verse afectadas en su crecimiento.

Antagonismo de levaduras hacia Penicillium italicum por competencia de nutrimentos

Las levaduras D. hansenii que mejor crecieron en los medios de cultivo (s6lidos y liquidos)
presentaron una mayor capacidad in vitro de inhibir a Penicillium italicum, su capacidad de
adaptacion al sustrato de los medios flavedo y albedo de limén, les permiti6 tener una tasa de
crecimiento mas rapida que la del hongo (Fig. 9), presentando un exponencial a partir de las
16 h de inoculados ambos medios. Esto origind que las levaduras agotaran rapidamente las
fuentes de carbono disponibles en estos sustratos, limitando y desplazando a P. italicum en su
crecimiento micelial. El uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae (de referencia), fue de
suma importancia, ya que a pesar de haber crecido en el medio liquido de PDA (Fig. 9), no
logro inhibir al hongo patégeno en comparacion con las demds levaduras en los otros medios

de cultivos (Tabla 6), lo que indica que no cualquier levadura tiene la capacidad de controlar
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a los hongos aun en la competencia por espacio y nutrimentos, donde quizas la levadura tenga
mayor ventaja debido a su capacidad de multiplicacion mas rapida en comparacion con la de
P. italicum (Chand-Goyal y Spotts, 1996; Zhao et al., 2008). Esta capacidad es tomada en
cuenta, para elegir aquellas levaduras con tasas de crecimiento altas alcanzadas en poco
tiempo, debido a que se tendra una mayor cobertura en la colonizacion de las heridas de las
frutas, protegiéndolas mediante la restriccion de los posibles sitios de colonizacion para los
hongos patogenos (Nunes et al., 2001b), disminuyendo las infecciones en los frutos (Droby et
al., 1997). Por otra parte, P. italicum necesito de fuentes de energia para la germinacion de
sus esporas y asi iniciar sus procesos patogénicos hacia los frutos de limon, sin embargo, se
vio limitado en estos compuestos por la presencia de D. hansenii en los medios de cultivo
(Tabla 7 y 8), ejerciendo las levaduras un control bioldgico del hongo mediante el mecanismo
de competencia por espacio y nutrimentos (Lima et al., 1999; Janisiewicz et al., 2000;
Bencheqroun et al., 2007), disminuyendo el crecimiento de P. italicum mediante la limitacion
de la disponibilidad de las fuentes carbonadas necesarias para la germinacién de sus esporas
(Fig.8) (Digrak y Ozcelik, 2001) y para la produccion de enzimas liticas como la -1,3- y B-
1,6-glucanasa fundamentales para la infeccion de los frutos (Santos et al., 1977; Miedes y
Lorences, 2006; Qin et al., 2007). Esto se corroboro con el tratamiento donde solo se
encontraba P. italicum, el cual presento una germinacion del 100% de las esporas, es decir,
cuando no existio la presencia de alguna levadura D. hansenii, el hongo asimilo los
nutrimentos necesarios para sus procesos germinativos, existiendo una relacion entre la
germinacion y produccion de biomasa del hongo con la disponibilidad de fuentes de carbono
como la glucosa y fructosa (Stinson et al., 1981). Finalmente se concluye que la competencia
por nutrimentos es un factor determinante en la infeccion de los frutos por los hongos
patdgenos poscosecha. Seleccionar un microorganismo altamente eficiente en la asimilacién
de nutrimentos puede limitar el crecimiento de estos, coadyuvando a la proteccion de los
frutos, al disminuir su crecimiento y su capacidad infectiva hacia tejidos heridos (Janisiewicz

y Tworkoski, 1998).

Efecto de la produccion de enzimas en el antagonismo de Penicillium italicum
La deteccion de enzimas juega un papel importante sobre la seleccion de microorganismos
antagonistas debido a que pueden tener un efecto inhibitorio sobre hongos patdgenos.

Actualmente la deteccion de bio-moléculas sigue siendo un camino importante en la



52

biotecnologia para detectar microorganismos que pueden ser aprovechados en la agricultura,
medicina, industria, entre otros (Buzzini y Martin, 2002). La mayoria de las enzimas
detectadas por el sistema API-ZYM (Tabla 9, 10 y 11), son producidas por levaduras y
hongos filamentosos, cada enzima tiene una funcion especifica, por ejemplo, las esterasas son
enzimas extracelulares que rompen enlaces ésteres, atravesando polisacaridos de la pared
celular y la lignina, haciendo maés eficiente la accion de las hidrolasas (Christov y Prior, 1993;
Panda y Gowrishankar, 2005). Por su parte, las lipasas son enzimas lipoliticas producidas por
algunos microorganismos cuya funcion es la hidrolisis de esteres de acidos grasos, los cuales
utilizan como energia para su crecimiento celular. A nivel industrial, las lipasas son utilizadas
para elaborar sabores y fragancias (Talon et al., 1996; Basaran y Hang, 2000). La f-
Glucosidasa, es utilizada para transformar celulosa a glucosa, esta enzima es un complejo
formado por endo y exoglucanasas, las cuales son importantes para la hidrolisis de la
celulosa, esta enzima también juega un papel importante en el proceso de vinificacion,
particularmente sobre el incremento de algunos compuestos volatiles (Dass et al., 1997,
Strauss et al., 2001). En cuanto a la produccion in vitro de B-1,3 glucanasa, quitinasa y
proteasa (Fig. 12) por las distintas levaduras D. hansenii en presencia de las paredes del
hongo patdgeno, nos indican que juegan un papel importante en el control biologico in vivo
de P. italicum. Estas enzimas ya han sido reportadas como las principales enzimas hidroliticas
producidas por levaduras (Pedro et al., 1999; Ganiger et al., 2008), demostrando que su
interaccion con hongos patégenos trae como resultado una desintegracion y colapso de sus
hifas (Carsolio et al., 1999; Oeclofse et al., 2008). Entre levaduras, las diferencias en la
produccion y diversidad de estas enzimas in vitro, puede estar relacionado con su capacidad
de adaptacion y asimilacion de las fuentes de carbono utilizadas para su crecimiento (Castoria
et al., 2001), como lo fueron las paredes de P. italicum, usadas como inductores para estas
enzimas. De manera especifica, la B-1,3 glucanasa (también denominada glucana-1,3-B-D
glicosidasa), hidroliza las uniones B-D-glicosidicas de B-1,3 glucano (componente de la pared
celular de los hongos). En el caso de las quitinasas, estas hidrolizan las uniones -1,4 de N-
acetil-B-D-glicosamida de quitina y finalmente las proteasas, hidrolizan las proteinas,
especificamente las manoproteinas que componen la pared celular de los hongos (Fleuri y
Harumi-Sato, 2005; Pimenta et al., 2008). Aunque muchos microorganismos son capaces de
producir este tipo de enzimas, en el caso particular de las levaduras, su determinacion, es uno

de los criterios de seleccion de nuevos agentes de control biologico (Castoria et al., 1997).
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Las investigaciones sobre estos compuestos extracelulares producidos por levaduras, han
demostrado que su produccion y acumulacion reducen el crecimiento de los patogenos y la

infeccion de estos hacia el hospedero (Punja y Utkhede, 2003).

Efecto del factor killer sobre el hongo Penicillium italicum

La inhibicion del hongo P. italicum estuvo relacionado con la produccion de toxinas kKiller,
las cuales son péptidos con actividad antimicrobiana cuya accidon y produccion es sumamente
dependiente del pH del medio. Las levaduras que no tuvieron la capacidad de inhibir al hongo
en todos los pHs analizados (Tabla 12), no significa que no tenga un potencial como agente
de control bioldgico, ya que producen algunas otras sustancias extracelulares como las
enzimas hidroliticas (Fig. 12), las cuales también juegan un papel importante dentro de la
inhibicién de hongos. La mayoria de las toxinas killer descritas hasta el momento han
demostrado actividad dentro de los pHs ajustados en nuestro experimento (Llorente et al.,
1997; Santos et al., 2009), siendo el medio YMB, uno de los mas comtinmente utilizados para
la deteccion de la actividad killer en levaduras (Santos y Marquina, 2004). La variacion en la
respuesta de las distintas D. hansenii hacia la inhibicion de P. italicum estuvo relacionada con
el medio de cultivo y las condiciones dptimas necesarias (como la temperatura y pH) para la
produccion de la toxina Killer de cada levadura, presentando diferentes capacidades de
inhibicion hacia el hongo (Fig. 13). Este efecto antagonico también se encuentra vinculado
con el nimero de sitios activos (receptores) presentes en la pared celular del hongo P.
italicum (Buzzini y Martini, 2000), identificandose a (1-6)-B-D-Glucano, como el principal
receptor de la toxina (Al-Aidroos y Bussey, 1978; Conti et al., 2008), la cual se fija sobre los
receptores glucidicos de la pared celular interfiriendo en el gradiente electroquimico de la
membrana citoplasmatica, lo que implica la muerte celular (Rodriguez et al., 1998; Santos et
al., 2007). En el control bioldgico de mohos (ocasionados principalmente por P. italicum y P.
digitatum), se ha limitado la aplicacion de levaduras con capacidad de producir esta toxina,
debido a que estas proteinas pierden su actividad en pH por arriba de 5.5 (Magliani et al.,
1997; Sangorrin et al., 2008), resultado muy similar a lo obtenido en nuestro experimento
donde ninguna levadura tuvo actividad de inhibicion hacia el hongo patégeno en el pH 5.4

(Tabla 12).
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6. CAPITULO: Cuantificacion de la proteccién poscosecha de frutos de limén mexicano
inoculados con levaduras Debaryomyces hansenii hacia la pudricion del moho azul

ocasionada por Penicillium italicum bajo condiciones ambientales y de almacenamiento.

6.1. MATERIALES Y METODOS

Inoculacion de frutos de limén mexicano con Debaryomyces hansenii y Penicillium

italicum

Levaduras antagdnicas

Se utilizaron doce levaduras D. hansenii y una levadura de referencia de Pichia guillermondii
(perteneciente a la coleccion de levaduras del Centro de Biotecnologia Gendémica del IPN).
Los microorganismos fueron cultivados en matraz erlenmeyer con 50 mL de medio YMB
(Conteniendo: 0.3% extracto de levadura, 0.3% extracto de malta, 1% glucosa, 0.5% peptona
y 2% agar) durante 24 h a 25° C y 100 rpm. Las levaduras fueron cosechadas por

centrifugacion y ajustada su concentracion utilizando un hematocitometro (He et al., 2003).

Hongo patégeno

Penicillium italicum fue sembrado en placas con medio Agar Papa-Dextrosa (39g/L™', PDA,
Difco®) durante siete dias a 25° C. Las esporas fueron cosechadas suspendiéndolas en agua
destilada estéril conteniendo 0.05% (v/v) de Tween 80, ajustando su concentracién a 10*

esporas mL"', mediante un hematocitometro (Tian et al., 2002).

Inoculacion de frutos

Los frutos de limoén mexicano provinieron de huertas en produccion del municipio de LLera,
Tamaulipas, los cuales fueron lavados con agua corriente y desinfectados con hipoclorito de
sodio al 1% durante 2 min (Yao et al., 2004), posteriormente se dejaron secar por 1 h antes de
ser heridos e inoculados. Los frutos fueron inmersos en cada solucion de levadura (a una
concentraciéon de 10° células mL™), durante 5 min, se dejaron secar y se les realizo una herida
de aproximadamente 2 mm de ancho por 1 mm de profundidad con la ayuda de un escarpelo
estéril, depositando en cada herida 20 pl de la suspension del hongo (a una concentracion de
10* esporas mL". Un grupo de frutos fue tratado con una solucién de fungicida imazalil

(enilconazol) a una concentracion de 500 mg L™ (dosis comunmente aplicada en las
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empacadoras citricolas de México) durante 2 min, se les realizé la misma herida e inocul6 a la
misma dosis con P. italicum. Los frutos fueron colocados dentro de contenedores de plastico
estéril. Se realizaron dos lotes de frutos con todos los tratamientos para su posterior

almacenamiento.

Proteccion in vivo de limén mexicano a temperatura ambiente y almacenamiento

Un lote de frutos de limon mexicano fue conservado a 25° C y 85% de HR (humedad
relativa) y otro fue almacenado a 13° C y 90% de HR en una cdmara ambiental (KBF 720,
Binder®). La incidencia de la enfermedad y el tamafio de lesion fueron cuantificados después
de quince dias. Se realizaron diez repeticiones por tratamiento (Tabla 13) y el experimento

fue conducido dos veces.

Tabla 13. Tratamientos de limoén mexicano con Debaryomyces hansenii y Penicillium
italicum bajo dos condiciones ambientales diferentes: temperatura ambiente y de

almacenamiento.

Clave Tratamiento

Hongo Penicillium italicum
HLO001 D. hansenii DhhBCS001 + P. italicum
HL002 D. hansenii DhhBCS002 + P. italicum
HLO003 D. hansenii DhhBCS003 + P. italicum
HL004 D. hansenii DhhBCS004 + P. italicum
HLO005 D. hansenii DhhBCS005 + P. italicum
HLO006 D. hansenii DhhBCS006 + P. italicum
HLO007 D. hansenii DhhBCS007 + P. italicum
HLf001 D. hansenii DhfBCS001 + P. italicum
HLf002 D. hansenii DhfBCS002 + P. italicum

HLI D. hansenii LL1 + P. italicum

HL2 D. hansenii LL2 + P. italicum

HL3 D. hansenii LL3 + P. italicum

HPg P. guillermondii CBG + P. italicum
Ima Fungicida imazalil + P. italicum
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Evaluacion in vivo de diferentes dosis de levaduras para controlar a Penicillium italicum
Frutos de limon mexicano fueron desinfectados, heridos e inoculados (tratamientos descritos
anteriormente) con las mejores levaduras antagonicas (levaduras DhhBCS005, DhhBCS006,
LL1, LL2 y CBG, seleccionadas del experimento anterior) y P. italicum, para conocer la
dosis minima requerida de cada levadura para control al hongo sobre los frutos de limén. Se
utilizo la misma dosis del patdogeno, variando la concentracion de levadura en los frutos,
aplicandoles 10*, 10° y 10® células mL™ de cada levadura D. hansenii. Un lote de frutos fue
conservado a 25° C y 85% HR (humedad relativa) y otro a 13° C y 90% HR en una camara
ambiental (KBF 720, Binder®). La incidencia de la enfermedad y el tamafo de lesion fueron
cuantificados a los quince dias y se realizaron diez repeticiones por tratamiento (Tabla 14) y

el experimento fue llevado a cabo dos veces.

Tabla 14. Dosis de aplicacion de Debaryomyces hansenii en frutos de limoén mexicano para

su proteccion poscosecha contra Penicillium italicum.

Clave Tratamiento Dosis
Hongo Penicillium italicum 10* conidas mL™
HLO003a  D. hansenii DhhBCS003 + P. italicum 10* células mL™!
HLO003b  D. hansenii DhhBCS003 + P. italicum 10° células mL™*
HLO003¢  D. hansenii DhhBCS003 + P. italicum 10* células mL™
HL005a  D. hansenii DhhBCS005 + P. italicum 10* células mL™
HLO005b  D. hansenii DhhBCS005 + P. italicum 10° células mL™!
HLO005¢c  D. hansenii DhhBCS005 + P. italicum 10° células mL™*
HL006a  D. hansenii DhhBCS006 + P. italicum 10* células mL™
HLO006b  D. hansenii DhhBCS006 + P. italicum 10° células mL™!
HLOO6c  D. hansenii DhhBCS006 + P. italicum 10° células mL™!
HLla  D. hansenii LL1 + P. italicum 10* células mL™
HLI1b  D. hansenii LL1 + P. italicum 10° células mL™
HLIc  D. hansenii LL1 + P. italicum 10® células mL™
HL2a  D. hansenii LL2 + P. italicum 10* células mL™
HL2b  D. hansenii LL2 + P. italicum 10° células mL™
HL2c  D. hansenii LL2 + P. italicum 10® células mL™
HPga  P.guillermondii CBG + P. italicum 10* células mL™
HPgb  P. guillermondii CBG + P. italicum 10° células mL™
HPgc  P. guillermondii CBG + P. italicum 10® células mL™

Ima Fungicida imazalil® + P. italicum 500 mg L™
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Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el analisis de varianza (ANOVA) de una via,
mediante el paquete estadistico STADISTICA (Version 6.0, StatSoft, Tulsa, OK). Se utilizo
la prueba de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) para separar las medias de los
tratamientos. Las diferencias entre los tratamientos fueron consideradas estadisticamente

significativas (P<0.05).
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6.2. RESULTADOS

Proteccion de levaduras Debaryomyces hansenii en limén mexicano para disminuir el

daiio del moho azul ocasionado por Penicillium italicum

Temperatura ambiente (25° C y 85% de humedad relativa-HR)
Se cuantificaron diversos niveles de proteccion de los frutos de liméon mexicano inoculados

con las distintas levaduras de Debaryomyces hansenii hacia la pudricion ocasionada por el

hongo patdgeno en poscosecha Penicillium italicum (Fig. 14).

Figura 14. Niveles de proteccion de distintas Debaryomyces hansenii hacia la pudricion del
moho azul ocasionada por el hongo patogeno Penicillium italicum (A) inoculado en frutos de
limén mexicano y (B) DhhBCS001, (C) LL3, (D) DhhBCS005, (E) DhhBCS006 y (F) LL2.

Los frutos fueron almacenados durante dos semanas a 25° Cy 85% HR

En los frutos de limén inoculados con las distintas levaduras D. hansenii y P. italicum, se
cuantificaron diversos niveles de incidencia de la enfermedad (Fig 15). Con todas las

levaduras se disminuyo significativamente el nimero de heridas infectadas por moho azul
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ocasionado por el hongo P. italicum. Estadisticamente (P<0.05) la mayor proteccion de
heridas fueron los frutos inoculados con las levaduras DhhBCS006 (HL006) y LL2 (HL2), las
cuales junto con las levaduras DhhBCS003 (HL003) y LL1 (HL1), superaron la proteccion
ejercida por el fungicida imazalil (Ima). Aunque el tratamiento de los limones con las
distintas levaduras no lograron inhibir en su totalidad a la pudricién ocasionada el hongo
patogeno, se verifico que la magnitud de la misma (determinada como el diametro de la zona
afectada) fue significativamente menor que en el tratamiento control (Hongo). Con la
levadura Pichia guillermondii (HPg) se cuantifico la misma incidencia que el tratamiento con
el fungicida Imazalil (Ima). Los frutos inoculados solo con el hongo presentaron el 100% de

pudricién de moho azul.
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Figura 15. Incidencia de la pudricion ocasionada por Penicillium italicum en frutos de limon
mexicano protegidos por levaduras Debaryomyces hansenii. Donde: (HL0OO1) DhhBSCO001,
(HL002) DhhBCS002, (HL003) DhhBCS003, (HL004) DhhBCS004, (HL005) DhhBCS005,
(HL006) DhhBCS006, (HL007) DhhBCS007, (HLf001) DhfBCS001, (HLf002) DhfBCS002,
(HL1) LL1, (HL2) LL2, (HL3) LL3, (Hpg) Pichia guillermondii e (Ima) Fungicida imazalil.
Letras diferentes en las columnas significan diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos usando la prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de inoculados los
frutos con levadura (10° células mL™) y hongo (10* esporas mL™), almacenados a 25° C y

85% HR.
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Para el caso del diametro de lesion, se cuantificaron diversos tamanos sobre los frutos de
limén mexicano inoculados con levadura D. hansenii y el hongo P. italicum (Fig. 16). La
levadura LL1 (HLI1), fue la que disminuyo significativamente (P<0.05) las lesiones
ocasionadas por el hongo, esta levadura junto con la DhhBCS003 (HL003), DhhBCS006
(HL006) y LL2 (HL2) fueron mejores que el tratamiento con el fungicida imazalil (Ima)
utilizado comtinmente en las empacadoras para el control de las pudriciones del moho azul en
limon mexicano. La levadura Pichia guillermondii (HPg) tuvo el mismo nivel de proteccion
que el fungicida imazalil aplicado a los frutos. El nivel mas alto en el didmetro de lesién

fueron los frutos inoculados solo con el hongo P. italicum.
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Figura 16. Tamano de lesion en limones inoculados con Penicillium italicum y protegidos
por Debaryomyces hansenii. Donde: (HL0O01) DhhBSCO001, (HL002) DhhBCS002, (HL003)
DhhBCS003, (HL004) DhhBCS004, (HL005) DhhBCS005, (HL006) DhhBCS006, (HL007)
DhhBCS007, (HLf001) DhfBCS001, (HLf002) DhfBCS002, (HL1) LL1, (HL2) LL2, (HL3)
LL3, (Hpg) Pichia guillermondii e (Ima) Fungicida imazalil. Letras diferentes en las
columnas significan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos usando la
prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de inoculados los frutos con levadura

(10° células mL™) y hongo (10* esporas mL™"), almacenados a 25° C y 85% HR.
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Temperatura de almacenamiento (13° Cy 90% de humedad relativa-HR)

Bajo las condiciones de almacenamiento los frutos de limén mexicano inoculados con las
levaduras D. hansenii y P. italicum, presentaron diferentes niveles de incidencia del moho
azul (Fig. 17). Estadisticamente (P<0.05) los mejores tratamientos fueron las levaduras
DhhBCS006 (HL006), LL1 (HL1) y LL2 (HL2), las cuales junto con DhhBCS003 (HL3),
disminuyeron a las pudriciones ocasionadas por el hongo patégeno en comparacion con los
frutos tratados con el fungicida imazalil (Ima). El porcentaje de heridas infectadas en los
frutos inoculados solo con P. italicum (Hongo) presentaron el 100% de pudriciones por moho

azul.
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Figura 17. Incidencia de la pudricion ocasionada por Penicillium italicum en frutos de limén
mexicano protegidos por levaduras Debaryomyces hansenii bajo condiciones de
almacenamiento. Donde: (HLOO1) DhhBSCO001, (HL002) DhhBCS002, (HLO003)
DhhBCS003, (HL004) DhhBCS004, (HL005) DhhBCS005, (HL0O06) DhhBCS006, (HL007)
DhhBCS007, (HLf001) DhfBCS001, (HLf002) DhfBCS002, (HL1) LL1, (HL2) LL2, (HL3)
LL3, (Hpg) Pichia guillermondii e (Ima) Fungicida imazalil. Letras diferentes en las
columnas significan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos usando la
prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de inoculados los frutos con levadura
(10° células mL™") y hongo (10* esporas mL™). Los limones fueron almacenados a 13° C y

90% HR.
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En el didmetro de lesion cuantificado en los frutos de limoén inoculados con las levaduras D.
hansenii y el hongo P. italicum se presentaron variaciones en el tamafo de lesion (Fig. 18).
Estadisticamente (P<0.05) el mejor tratamiento fueron los frutos inoculados con la levadura
LL1 (HL1), la cual tuvo los niveles mas bajos en diametro de lesion comparado con los frutos
tratados con el fungicida imazalil (Ima), el cual su proteccion es similar al obtenido con la
aplicacion de la levadura LL2 (HL2). La levadura Pichia guillermondii (HPg) tuvo el mismo
nivel de proteccion en los frutos que DhhBCS003 (HLO003), seguida de la levadura
DhhBCS006 (HL006). El maximo valor alcanzado en tamafio de lesion fue donde solo se

inoculo el hongo P. italicum (Hongo) en comparacion con los demas tratamientos.
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Figura 18. Tamafio de lesion en limones inoculados con Penicillium italicum y
Debaryomyces hansenii en almacenamiento. Donde: (HL00O1) DhhBSCO001, (HLO002)
DhhBCS002, (HL003) DhhBCS003, (HL004) DhhBCS004, (HL005) DhhBCS005, (HL006)
DhhBCS006, (HL007) DhhBCS007, (HLf001) DhfBCS001, (HLf002) DhfBCS002, (HL1)
LL1, (HL2) LL2, (HL3) LL3, (Hpg) Pichia guillermondii e (Ima) Fungicida imazalil. Letras
diferentes en las columnas significan diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos usando la prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de inoculados los
frutos con levadura (10° células mL™) y hongo (10* esporas mL™). Los limones fueron

almacenados a 13° Cy 90% HR.



63

Efecto de la dosis de levadura para el control del moho azul en limon mexicano bajo
condiciones ambientales (25° C y 85% HR)

Con base a los resultados anteriores se aplicaron las mejores levaduras antagonicas
(DhhBCS003, DhhBCS005, DhhBCS006, LL1, LL2 y Pichia guillermondii (levadura de
referencia) en tres dosis de aplicacion 10%, 10° y 10® células mL™, disminuyendo en diferentes
niveles la incidencia de la enfermedad ocasionada por Penicillium italicum en los frutos de
limén mexicano (Fig. 19). Los limones inoculados con la dosis mas baja de cada levadura
(referencia con la letra “a”), no fueron protegidos al 100% contra la pudriciéon del moho azul,
sin embargo con la dosis intermedia (referencia con la letra “b”), no existieron pudriciones
por el hongo patégeno en los frutos tratados con las levaduras DhhBCS006 (HL0OO6b), LL1
(HL1b) y LL2 (HL2b), con la dosis mas alta de levadura (referencia con la letra “c”), los
frutos inoculados con todas las D. hansenii seleccionadas no presentaron signos de pudricion,
protegiéndolos en un 100%, aunque la proteccion de los frutos fue variable segtn la levadura
y la dosis de aplicacion, en todos los casos estadisticamente (P<0.05) la presencia del moho
azul en frutos inoculados con levaduras fue menor al tratamiento solo con el hongo patdégeno
(Hongo). Los frutos de limén mexicano tratados con el fungicida imazalil (Ima) presentaron
un 40% de incidencia de la enfermedad, siendo el mayor porcentaje de heridas infectadas
(100%) los frutos inoculados solo con P. italicum. En cuanto al diametro de lesion de los
limones inoculados con D. hansenii y el hongo patégeno se cuantificaron diversos tamafos de
lesion (Fig. 20). Todas las levaduras estadisticamente (P<<0.05) protegieron a los limones en
comparacion al dafio ocasionado solo con el hongo patdégeno. Los frutos inoculados con la
dosis mas baja de levadura (10" células mL™), no logro inhibir la lesién ocasionado por el
moho azul, sin embargo con la dosis de 10° células mL™" las levaduras que protegieron al
100% los limones fueron las DhhBCS006 (HL0OO06b), LLL1 (HL1b) y LL2 (HL2b) y con la
dosis mas alta de 10° células mL™ de cada D. hansenii no existi6 diametro de lesion de los
frutos al no presentar heridas infectadas por moho azul, por lo que las levaduras protegieron
al 100% a los frutos de limén mexicano. El tratamiento de los frutos con el fungicida imazalil
(Ima), solo supero a los limones inoculados con la levadura DhhBCS005 en la dosis mas baja

(HL005a).
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Figura 19. Incidencia de la pudricion ocasionada por Penicillium italicum en frutos de limén mexicano inoculados con tres dosis de
Debaryomyces hansenii. Las levaduras seleccionadas fueron: (HL0O03) DhhBCS003, (HL005) DhhBCS005, (HL006) DhhBCS006, (HL1)
LL1, (HL2) LL2, (HPg) Pichia guillermondii y (Ima) Fungicida imazalil. Donde “a” es 10* células mL™, “b” es 10° células mL™y “c” es 10°
células mL™ de levadura. Letras diferentes en las columnas significan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos usando la

prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de almacenados los frutos a 25° C y 85% HR.
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Figura 20. Didmetro de lesion ocasionado por Penicillium italicum en frutos de limon mexicano inoculados con tres dosis de Debaryomyces
hansenii. Las levaduras seleccionadas fueron: (HL003) DhhBCS003, (HL005) DhhBCS005, (HL006) DhhBCS006, (HL1) LL1, (HL2) LL2,
(HPg) Pichia guillermondii y (Ima) Fungicida imazalil. Donde “a” es 10* células mL™, “b” es 10° células mL™y “c” es 10° células mL™ de
levadura. Letras diferentes en las columnas significan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos usando la prueba LSD
(P<0.05). Evaluacion a los quince dias de almacenados los frutos a 25° C y 85% HR.
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Efecto de la dosis de levadura para el control del moho azul en limon mexicano bajo
condiciones de almacenamiento (13° Cy 90% HR)

En la incidencia de la enfermedad evaluada en frutos de limon mexicano inoculados con tres
distintas dosis de levaduras D. hansenii para la proteccion contra el moho azul, se
cuantificaron diversos niveles de proteccion (Fig. 21). La méaxima proteccion (100%) se
alcanzo con la dosis mas alta de 10® células mL"' de DhhBCS003 (HL003c), DhhBCS006
(HLOO6¢), LL1 (HL1c) y LL2 (HL2c¢). La levadura Pichia guillermondii (HPg) en ninguna de
sus dosis logro una proteccion del 100% sobre los frutos de limén inoculados con el hongo
patdgeno. El tratamiento de los limones con el fungicida imazalil (Ima) presentaron un
incidencia del 60% del moho azul, es decir, la proteccion por parte del agroquimico no fue
del 100%. En el didmetro de lesion solo los frutos de limén mexicano inoculados con las
levaduras DhhBCS003 (HLO003c), DhhBCS006 (HLO0O6¢), LL1 (HLlc) y LL2 (HL2c)
tuvieron el 100% de proteccion al no presentar pudriciones en las heridas ocasionadas por P.
italicum (Fig. 22). Los tratamientos con las levaduras DhhBCS006 (en su dosis de 10° células
mL™"), LL1 y LL2 (en la dosis alta de 10® células mL™) y P. guillermondii (en la dosis 10°y
10® células mL™") fueron estadisticamente (P<0.05) similares a los frutos tratados con el

fungicida imazalil (Ima).
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Figura 21. Incidencia de la pudricién ocasionada por Penicillium italicum en frutos de limén mexicano inoculados con tres dosis de
Debaryomyces hansenii bajo condiciones de almacenamiento. Las levaduras seleccionadas fueron: (HLO03) DhhBCS003, (HLOO05)
DhhBCS005, (HL006) DhhBCS006, (HL1) LL1, (HL2) LL2, (HPg) Pichia guillermondii y (Ima) Fungicida imazalil. Donde “a” es 10* células
mL™, “b” es 10° células mL™y “c” es 10° células mL™ de levadura. Letras diferentes en las columnas significan diferencias significativas entre

las medias de los tratamientos usando la prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de almacenados los frutos a 13° C y 90% HR.
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Figura 22. Diametro de lesion ocasionado por Penicillium italicum en frutos de limén mexicano inoculados con tres dosis de Debaryomyces
hansenii bajo condiciones de almacenamiento. Las levaduras seleccionadas fueron: (HL003) DhhBCS003, (HL005) DhhBCS005, (HLO006)
DhhBCS006, (HL1) LL1, (HL2) LL2, (HPg) Pichia guillermondii y (Ima) Fungicida imazalil. Donde “a” es 10* células mL™*, “b” es 10°
células mL™y “c” es 108 células mL™ de levadura. Letras diferentes en las columnas significan diferencias significativas entre las medias de
los tratamientos usando la prueba LSD (P<0.05). Evaluacion a los quince dias de almacenados los frutos a 13° C y 90% HR.
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6.3. DISCUSION

Con los resultados obtenidos se concluye que bajo condiciones ambientales (25° C y 85%
HR) y de almacenamiento (13° C y 90% HR) existié una proteccion eficiente de frutos de
limén mexicano inoculados con levaduras de Debaryomyces hansenii hacia la pudricion del
moho azul ocasionada por el hongo Penicillium italicum (Fig. 19 y 20). Con todas las
levaduras hubo una disminucion significativa (P<<0.05) en el desarrollo del hongo patogeno,
sin embargo, los niveles de proteccion fueron distintos. Las diferencias en la eficiencia para
controlar al hongo entre las levaduras fue dado principalmente por su capacidad de crecer
eficientemente en las heridas de limon (Torres et al., 2006), limitando a P. italicum por
fuentes de carbono que necesitaron para su crecimiento y multiplicacion. Ademads la posible
interaccion entre levaduras con las hifas del hongo dentro de las heridas de los frutos, pudo
estar relacionada con las enzimas detectadas in vitro (Fig. 12), las cuales jugaron un rol de
importancia en ¢l antagonismo de P. italicum en las heridas de los limones. Por otra parte, la
efectividad de las levaduras antagénicas para el control del moho azul pudo estar
condicionada también por la dosis de aplicacion de las D. hansenii que se utilizo sobre los
frutos, ya que se necesita de cierta cantidad celular de inoculo en las heridas para lograr una
colonizacién eficiente que pueda desplazar de manera inmediata al hongo (Taqarort et al.,
2008), por lo que la evaluacioén de la dosis de aplicacion de cada levadura fue fundamental
para poder encontrar la concentracion ideal del antagonista que se requirid para lograr un
control eficaz (Chand-Goyal y Spotts 1997; Vidnas et al., 1998) de P. italicum. Conocer la
dosis fue de importancia si en un futuro se quiere implementar de manera comercial el uso de
ellos en la agricultura (Janisiewicz, 1988; Kampp y Sass 1994), ya que el costo de produccion
del producto (inoculo de levadura), es uno de los principales factores que determinan la
rentabilidad del uso y aplicacion de microorganismos antagonistas en cualquier sistema
agricola (Nunes et al., 2001; Kinay y Yildiz, 2008).

Cabe resaltar que los tratamientos de los frutos con algunas de las levaduras fueron
estadisticamente (P<0.05) menores o similares a la proteccion ejercida por el fungicida
imazalil para el control del moho azul, lo que permitié demostrar que las D. hansenii fueron
organismos bioldgicos mas eficientes en comparacion al fungicida sintético, por lo que la
aplicacion de levaduras en poscosecha puede ser una opcidon ecoldgica y econdmica viable,

ante la creciente demanda por parte del consumidor de productos agricolas que provengan de
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un manejo organico o bien de donde se apliquen al minimo sustancias inorganicas para
controlar todo tipo de plagas (Nunes et al., 2002; Castoria et al., 2003). En el caso del
fungicida imazalil, su aplicacion no ejercid un control del 100% del moho azul ocasionado
por P. italicum en los limones tratados con la dosis comercial (500 mg L) aplicada en las
empacadoras en M¢éxico, debido probablemente a que este hongo presento un nivel de
resistencia hacia el agroquimico, lo que cada vez hace mas dificil su control ya que es muy
comun la aparicion de cepas de este hongo resistentes a este fungicida (Cabaias et al., 2009).

La evaluacion de las levaduras bajo dos condiciones ambientales controladas (temperatura
ambiente y temperatura de almacenamiento), nos indico la capacidad de nuestras levaduras
para crecer y adaptarse a ambos ambientes y su efecto antagonista para el control de P.
italicum, estas caracteristicas adaptativas son de importancia para la seleccion de un
antagonista eficaz, ya que su aplicacion puede ser bajo una variedad de ambientes climaticos
(Bouzerda et al., 2003). Por otra parte, aunque en este trabajo no se evaluo el efecto de las
levaduras sobre la posible inducciéon de resistencia en los limones para disminuir las
pudriciones del moho azul por P. italicum, este pudo haber sido otro mecanismo indirecto de
antagonismo promovido por las levaduras Debaryomyces hansenii sobre el hospedero (Jianga
et al., 2008), mediante la induccion de la expresion de enzimas hidroliticas en los frutos
(Xiangbin et al., 2008). Finalmente, las levaduras DhhBCS003, DhhBCS006, LL1 y LL2 en
sus dosis mas altas, evidenciaron tener sobre los limones bajo condiciones ambientales y de
almacenamiento, niveles de proteccion superiores al tratamiento con el fungicida imazalil, por
lo que el uso de estas D. hansenii marinas y epifitas de limon mexicano, pueden ser
consideradas como una alternativa al tratamiento poscosecha tradicional basado en la

aplicacion de fungicidas sinteticos (Janisiewicz y Kurtzman, 2008).
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7. DISCUSION GENERAL

La deteccion e identificacion de Penicillium italicum como el agente causal del moho azul del
limén mexicano, reviste importancia ya que es uno de los principales hongos patdégenos
responsables de perdidas en poscosecha en alrededor del 40% de la produccion total de los
citricos (Ochoa et al., 2007). Aunque existe la presencia de dicho hongo en el Estado de
Colima, lider en produccion de limon mexicano, no habia sido identificado anteriormente
(Alvarez, 1981; Besoain et al., 1994; Olsen et al., 2000) en México (Hernandez-Montiel y
Ochoa, 2007). El control del moho azul se basa principalmente en la aplicacion de fungicidas
sintéticos como el imazalil y tiabendazol. Sin embargo, su aplicacion ha tenido restricciones,
debido principalmente a la aparicion de cepas resistentes a estos fungicidas y a un posible
efecto negativo sobre el ambiente y la salud humana (Eckert et al., 1994), ademas, en la
actualidad existe una demanda de los consumidores por productos agricolas que provengan de
un sistema de manejo agronomico donde la aplicacion de quimicos (como fungicidas,
insecticidas, entre otros) sea poca o nula, por lo que la busqueda de alternativas para el
control de este tipo de enfermedades, es relevante en todo el mundo. En afios recientes, el
control bioldgico a base de microorganismos, ha sido una alternativa hacia la aplicacion de
fungicidas quimicos (Zhang et al., 2005). Las levaduras han mostrado tener un alto potencial
como antagonistas hacia hongos patdogenos en poscosecha, sus principales mecanismos de
control biologico se basan en la competencia de espacio y nutrientes (Chang-Goyal y Spotts,
1996), produccion de enzimas liticas (Bar-Shimon et al., 2004) y toxinas killer (Santos y
Marquina, 2004). El conocimiento de los mecanismos de accion ejercidos por las levaduras es
crucial para la seleccion de nuevos agentes de control bioldgico, por lo que en nuestro estudio
se caracterizO una coleccion de levaduras Debaryomyces hansenii, para determinar su
capacidad de competencia por espacio y nutrientes, enzimas hidroliticas, toxinas Killer y su
nivel de proteccion poscosecha de frutos de limén mexicano hacia el hongo P. italicum.

Las levaduras D. hansenii presentaron una capacidad in vitro para inhibir al hongo, mediante
la competencia de fuentes de carbono provenientes del sustrato de los medios flavedo y
albedo de limon, presentando las levaduras un exponencial en el crecimiento a partir de las 16
h de inoculados ambos medios. Lo anterior origind que se agotaran rapidamente las fuentes
de carbono disponibles en dichos sustratos, limitando y desplazando a P. italicum en su

crecimiento micelial. La dindmica poblacional es una variable importante para la seleccion de
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microorganismos antagonistas, ya que un crecimiento exponencial sobre las heridas, permite
una mayor cobertura en la colonizacion, protegiendo los posibles sitios de infeccion para los
hongos patogenos (Nunes et al., 2001b). Por otra parte, el hongo necesito de fuentes de
energia para la germinacion de sus esporas, sin embargo, se vio limitado en estos compuestos
por la presencia de D. hansenii en los medios de cultivo, ejerciendo las levaduras un control
biologico del hongo mediante el mecanismo de competencia por espacio y nutrimentos
(Bencheqroun et al., 2007), limitando al patogeno en la produccion de enzimas liticas como la
B-1,3- y B-1,6-glucanasa fundamentales para la infeccion de los frutos (Santos et al., 1977,
Miedes y Lorences, 2006; Qin et al., 2007). La competencia por nutrimentos es un factor
determinante en la infeccion de los frutos, seleccionar un microorganismo altamente eficiente
en la asimilacion de fuentes de carbono, puede limitar el crecimiento de los hongos,
coadyuvando a la proteccion de los frutos, al disminuir su desarrollo y capacidad infectiva
hacia tejidos heridos (Janisiewicz y Tworkoski, 1998).

Existid produccion de enzimas hidroliticas B-1,3 glucanasa, quitinasa y proteasa por las
distintas levaduras D. hansenii en presencia de las paredes del hongo patogeno. Estos
compuestos ya han sido reportados en levaduras (Ganiger et al., 2008), demostrando que su
presencia causa una desintegracion y colapso de las hifas de los hongos (Oelofse et al., 2008).
Entre levaduras, las diferencias en la produccion y diversidad de estas enzimas in vitro, puede
estar relacionado con su capacidad de adaptacion y asimilacion de las fuentes de carbono
utilizadas para su crecimiento (Castoria et al., 2001), como lo fueron las paredes de P.
italicum, usadas como inductores para estas enzimas. Aunque NUMErosos Microorganismos
son capaces de producir este tipo de enzimas, en el caso particular de las levaduras, su
determinacion es uno de los criterios de seleccion de nuevos agentes de control biologico
(Castoria et al., 1997). Las investigaciones sobre dichos compuestos extracelulares, han
demostrado que reducen el crecimiento de los patdgenos y la infeccion de los mismos hacia el
hospedero (Punja y Utkhede, 2003).

Por otra parte, la inhibicion in vitro de D. hansenii hacia P. italicum estuvo relacionada con la
produccion de toxinas killer, las cuales son péptidos con actividad antimicrobiana cuya accion
y produccion es sumamente dependiente del pH del medio. Las levaduras que no tuvieron la
capacidad de inhibir al hongo en todos los pHs analizados, no significa que tengan poco
potencial como agentes de control bioldgico, ya que producen algunas otras sustancias

extracelulares como las enzimas hidroliticas. La mayoria de las toxinas killer descritas hasta
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el momento han demostrado actividad dentro de los pHs ajustados en la presente
investigacion (Santos et al., 2009), siendo ¢l medio YMB, uno de los mas cominmente
utilizados para la deteccion de la actividad killer en levaduras (Santos y Marquina, 2004). La
variacion en la respuesta de las distintas cepas de D. hansenii hacia la inhibicion de P.
italicum estuvo relacionada con el medio de cultivo y las condiciones Optimas necesarias
(como la temperatura y pH) para la produccion de la toxina Killer de cada levadura,
presentando diferentes capacidades de inhibicién hacia el hongo. El efecto antagdénico
también se encuentra vinculado con el numero de sitios activos (receptores) presentes en la
pared celular del hongo P. italicum (Buzzini y Martini, 2000), identificandose a (1-6)-B-D-
Glucano, como el principal receptor de la toxina (Conti et al., 2008). Mediante dicho
mecanismo, la toxina se fija sobre los receptores glucidicos de la pared celular interfiriendo
en el gradiente electroquimico de la membrana citoplasmatica, lo que implica la muerte
celular (Santos et al., 2007).

Finalmente, cuando las levaduras fueron probadas sobre frutos de limén mexicano, para
cuantificar los niveles de proteccion hacia P. italicum bajo condiciones ambientales (25° C y
85% HR) y de almacenamiento (13° C y 90% HR), se observd que todas las D. hansenii
disminuyeron significativamente (P<0.05) el desarrollo del hongo patdégeno, sin embargo, los
niveles de proteccion fueron distintos. Las diferencias en la eficiencia para controlar al hongo
entre las levaduras se debieron principalmente a la variabilidad en su capacidad de crecer
eficientemente en las heridas de limon (Torres et al., 2006), limitando a P. italicum por
fuentes de carbono que necesitaron para su crecimiento y multiplicacion. La evaluacion de
distintas dosis de aplicacion de las levaduras antagdnicas para el control del moho azul fue de
suma importancia, ya que se necesita conocer la cantidad celular de inoculo de cada levadura
necesaria para lograr una colonizacién eficiente que pueda desplazar de manera inmediata al
hongo (Taqarort et al., 2008). La evaluacion de las dosis de aplicacion fue fundamental para
poder encontrar la concentracion ideal del antagonista que se requiere para lograr un control
eficaz (Vinas et al., 1998) de P. italicum. Es de resaltar que los tratamientos de los frutos con
algunas de las levaduras fueron estadisticamente (P<0.05) mayores o similares a la
proteccion ejercida por el fungicida imazalil utilizado de manera comercial para el control del
moho azul. Al realizar las comparaciones pertinentes, se logré demostrar que las D. hansenii
(DhhBCS003, DhhBCS006, LL1 y LL2) fueron organismos bioldgicos mas eficientes en

comparacion al fungicida sintético, por lo que la aplicacion de levaduras marinas y epifitas de
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limon mexicano en poscosecha, es una opcién econdmica viable y compatible con el
ambiente, ante la creciente demanda por parte del consumidor de productos agricolas que
provengan de un manejo organico o bien de donde se apliquen al minimo sustancias

inorganicas para controlar todo tipo de plagas (Janisiewicz y Kurtzman, 2008).
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8. CONCLUSIONES

a) El moho azul del limén mexicano es ocasionado por Penicillium italicum, reportando por
primera vez el aislamiento de este patdogeno en poscosecha para el Estado de Colima, México,

debido a que no se tenia informacion de su presencia a nivel nacional.

b) Existe una eficiencia en la inhibicion in vitro del crecimiento del hongo Penicillium
italicum por parte de las levaduras Debaryomyces hansenii debido a la competencia por
fuentes de carbono (fructosa, glucosa y sacarosa) provenientes del flavedo y albedo del limén

mexicano.

¢) Todas las levaduras Debaryomyces hansenii produjeron enzimas 3-1,3 glucanasa, quitinasa

y proteasa capaces de degradar las paredes celulares del hongo Penicillium italicum.

d) Existe un efecto inhibitorio sobre Penicillium italicum debido probablemente a la

produccion de toxinas killer provenientes de las levaduras Debaryomyces hansenii.

e) Durante quince dias existio proteccion in vivo de frutos de limén mexicano inoculados con
levaduras Debaryomyces hansenii hacia la pudricion del moho azul ocasionada por
Penicillium italicum bajo condiciones ambientales (25° C y 85% HR) y de almacenamiento
(13°Cy 90% HR).

f) La aplicacion de distintas dosis de levadura, esta correlacionada con el nivel de proteccion
de los limones hacia la pudricion del moho azul, existiendo una proteccioén del 100% con la

dosis intermedia y mas alta de aplicacion de acuerdo a cada levadura.

g) La proteccion de los limones con las levaduras Debaryomyces hansenii fue mas eficiente
en comparacion con los frutos tratados con imazalil, el cual se aplica de manera tradicional en

las empacadoras de México y otros paises productores de citricos.
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