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Resumen

Los patogenos fungicos son los principales agentes causales de enfermedades
postcosecha de frutas y vegetales. Para evitar o disminuir estos patdogenos fungicos, se
utilizan fungicidas quimicos que pueden dafar el ambiente y la salud del consumidor.
Por lo tanto, se han buscado alternativas mas seguras y ecoldgicas para evitar el
deterioro postcosecha causado por agentes fungicos. Una de estas alternativas es el uso
de microorganismos que, por medio de distintos mecanismos de accion como:
competencia por espacio y nutrientes, antibiosis, induccion de respuesta de defensa,
parasitismo directo, etc., pueden evitar el crecimiento de hongos patdgenos de frutas y
vegetales. Michoacan es uno de los mayores productores de berries del pais, por lo cual
los principales objetivos de este trabajo son: identificar patégenos fungicos que afecten
a las berries postcosecha (fresas, zarzamoras y arandanos) y evaluar bacterias
antagonistas para su biocontrol. Se aislaron 20 hongos que deterioraron la calidad de
berries, la mayoria de ellos pertenecen a los principales patégenos postcosecha de
varias frutas y vegetales, también se lograron aislar dos microorganismos antagonistas
(Rahnella aquatilis SER3 y Trichoderma sp. 4AF) que fueron evaluados junto con otras
cepas bacterianas ya caracterizadas para demostrar su capacidad de biocontrol contra
los hongos aislados. Los resultados mostraron que los microorganismos antagonistas
gue fueron aislados de berries, asi como la bacteria Pseudomonas fluorescens cepa
UM270 son capaces de inhibir significativamente el crecimiento de los principales
patdgenos postcosecha de berries (Botrytis sp. y Fusarium sp.). Asi mismo, mostraron
excelente antagonismo hacia otros géneros fungicos que son responsables de
enfermedades postcosecha. Por lo tanto, los resultados sugieren que los
microorganismos que fueron aislados de berries biocontrolan el crecimiento de hongos
patégenos postcosecha.

Palabras clave: Patogenos, enfermedades postcosecha, microorganismos
antagonistas.




Abstract

Fungal pathogens are the main causal agents of postharvest diseases of fruits and
vegetables. To prevent or reduce these fungal pathogen damage, chemical fungicides
are used, they can damage the environment and the consumer health. Therefore, safer
and greener alternatives have been sought to avoid postharvest deterioration caused by
fungal agents. One of these alternatives is the use of microorganisms that, through
different mechanisms of action such as: competition for space and nutrients, antibiosis,
induction of defense response, direct parasitism, etc., can prevent the growth of
pathogenic fungi of fruits and vegetables. Michoacan is one of the largest producers of
berries in the country, so the main objectives of this work are: identify fungal pathogens
that affect post-harvest berries (strawberries, blackberries and blueberries) and evaluate
antagonistic bacteria for their biocontrol. Twenty fungi that deteriorated the quality of
berries were isolated, most of them belong to the main postharvest pathogens of various
fruits and vegetables, two antagonistic microorganisms (Rahnella aquatilis SER3 and
Trichoderma sp. 4AF) were also isolated, which were evaluated together with others
bacterial strains already characterized to demonstrate their ability to biocontrol against
isolated fungi. The results showed that the antagonistic microorganisms that were
isolated from berries, as well as the bacterium Pseudomonas fluorescens strain UM270
are able to significantly inhibit the growth of the main postharvest pathogens of berries
(Botrytis sp. and Fusarium sp.). Likewise, they showed excellent antagonism towards
other fungal genera that are responsible for postharvest diseases. Therefore, the results
suggest that microorganisms that were isolated from berries biocontrol the growth of
postharvest pathogenic fungi.




1.-Introduccién
1.1 Hongos como principales agentes causales de enfermedades
postcosecha:

Las enfermedades postcosecha causan pérdidas considerables de frutas y vegetales
durante el manejo, transporte y almacenamiento (Sharma et al., 2009). El deterioro
causado por hongos es el principal responsable de las pérdidas significativas durante el
almacenamiento. Las infecciones de frutas por patégenos flngicos tanto en el campo
como después de la cosecha resultan en un deterioro o decaimiento postcosecha
(Dukare et al., 2018). Los altos niveles de pérdidas debidas a los patégenos fangicos
estan relacionados a altos niveles de humedad, nutrimento, valores bajos de pH, y la
disminucién de la resistencia intrinseca después de la cosecha (Droby et al., 1992).

Ademas del deterioro de la calidad y las pérdidas econdmicas, las frutas infectadas con
patdgenos fungicos plantean un riesgo para la salud, ya que diversos géneros fangicos
como: Aspergillus, Alternaria, Fusarium, y Penicillium producen micotoxinas. Ademas,
Penicillium expansum, es un agente etioldgico de la enfermedad de moho azul en una
variedad de frutas cosechadas, responsable de la produccién de numerosos metabolitos
potencialmente carcinogénicos, incluyendo citrinina, patulina y caetoglobosinas
(Andersen et al., 2004). Otras micotoxinas como las aflatoxinas, ocratoxinas, altertoxinas
y fumonisinas, son producidas también en frutas y vegetales contaminados con géneros
fungicos como Aspergillus, Alternaria y Fusarium (Sanzani et al., 2016).

1.2 Uso de fungicidas sintéticos para controlar el decaimiento
postcosecha:

Los fungicidas sintéticos son los primeros en utilizarse para controlar el decaimiento
postcosecha, sin embargo, no son la opcion mas adecuada ya que contaminan la
atmosfera, dafian el ambiente, dejan residuos dafinos y pueden conducir al desarrollo
de cepas resistentes (Vinale et al.,, 2008), con el potencial de dafiar la salud del
consumidor. De acuerdo con reportes de la organizacién mundial de la salud, hay cerca
de 20,000 muertes no intencionales y 2 millones de envenenamientos cada afio, en su
mayoria causados por el mal manejo de fungicidas sintéticos en paises de tercer mundo.
El uso de fungicidas sintéticos en el almacenamiento de productos alimenticios ha tenido
varios efectos en la salud de las personas, como carcinogenicidad, teratogenicidad,
desbalances hormonales, entre otros (Gilbert, 2012. Stocco, et al. 2019).




1.3 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal como alternativa al
uso de fungicidas quimicos:

Una alternativa viable, efectiva y econémica a los fungicidas sintéticos es el uso de
antagonistas microbianos también Illamados agentes biocontrol. Estos son
microorganismos que disminuyen los efectos dafiinos de agentes patégenos. Glick, 2012
hace mencion sobre las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, por sus siglas en
inglés (PGPB), y, como su nombre lo dice, éstas estimulan el crecimiento de las plantas,
ya sea a través de mecanismos directos: facilitando la adquisicibn de recursos,
modulando los niveles de hormonas vegetales, o bien, a través de mecanismos
indirectos, disminuyendo los efectos de agentes patdgenos actuando como bacterias
biocontrol. Debido a esta actividad de biocontrol es que estos microorganismos son una
opcion para controlar o disminuir el efecto de patdgenos que afectan a frutas y vegetales
postcosecha, sin tener efectos secundarios dafiinos como los fungicidas.

1.4 Modos de accidon de los antagonistas microbianos:

Existen varios modos de accion de los antagonistas microbianos. Algunos de estos
incluyen: la competencia por espacio y nutrientes, antibiosis, resistencia inducida, y
parasitismo directo (Sharma et al., 2009; Nunes, 2012; Di Francesco et al., 2016).
Algunos otros autores también incluyen como mecanismos de accién: la produccion de
biofilm y Quorum Sensing (Carmona-Hernandez et al., 2019). A continuacion, los
detallamos.

1.4.1 Competencia por espacio y nutrientes:

Para que un microorganismo antagonista pueda competir y colonizar espacios
exitosamente debe tener un crecimiento rapido y tomar los nutrientes de una forma mas
eficaz, de esta manera los nutrientes se agotan y asi se previene que el patégeno los
utilice para germinar o crecer, e iniciar el proceso de infeccibn. También, deben
adaptarse de una manera mas rapida a las condiciones ambientales del ecosistema
donde resida, por ejemplo, en la rizésfera (Nunes, 2012).

La inhibicion del patégeno puede ser mayor si se incrementa la concentracion de
microorganismos antagonistas, es necesario realizar estudios de aplicacion de diferentes
concentraciones de microorganismos antagonistas para determinar la minima
concentracion requerida para inhibir al patdgeno (Carmona-Hernandez et al., 2019).

Uno de los primeros mecanismos de biocontrol en bacterias promotoras fue la produccién
de agentes quelantes de hierro, mejor conocidos como sideréforos. El hierro es un
elemento esencial para el crecimiento de microorganismos. Los siderdforos son
moléculas de naturaleza peptidica que contienen cadenas laterales y grupos funcionales
con alta afinidad para atraer iones de hierro (Fe*3). Cuando las bacterias producen
sider6foros en un microecosistema como la rizésfera, pueden formarse complejos
sideroforo-hierro, asi, inhiben el desarrollo de los patégenos, limitando la germinacién de
esporas y el crecimiento del micelio (Carmona-Hernandez et al., 2019). Los complejos
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Fe-sideréforo se unen a receptores de las membranas de las bacterias, facilitando la
toma de hierro y previniendo que los patégenos adquieran suficiente cantidad de Fe*3
limitando su habilidad para proliferar, de esta manera los antagonistas compiten con el
patdgeno por el hierro disponible (Glick, 2012).

1.4.2 Antibiosis:

En general la antibiosis es considerada el proceso por el cual los antagonistas producen
sustancias que inhiben o matan a los patdégenos. Las familias de lipopeptidos ciclicos
(LPs) incluyen iturina, surfactina y fengicina, estos son compuestos reconocidos por sus
propiedades surfactantes, ademas diferentes grupos de LPs pueden estimular la
respuesta de resistencia en frutas (Di Francesco et al., 2016). Arrebola et al., 2010,
utilizaron extractos de lipopeptidos producidos por Bacillus amyloliquefaciens PPCB004
contra diversos patdgenos fungicos, ellos observaron una germinacién de conidios y un
desarrollo de tubos germinativos anormales cuando los conidios fueron tratados con
diferentes concentraciones de los extractos de lipopetidos. De estos extractos se
demostré que la iturina es el compuesto que tiene mejor efecto inhibitorio. La iturina
rompe la membrana citoplasmética del hongo, creando canales transmembranales que
permiten la liberacién de iones vitales como K* (Hsieh et al., 2008).

Otros compuestos producidos por antagonistas son: pirrolnitrina, siringomicina y
bacilomicina (Di Francesco et al., 2016). Entre las sustancias producidas por los
antagonistas microbianos, los compuestos organicos volatiles (VOCs) estan
frecuentemente involucrados en el biocontrol de enfermedades postcosecha causadas
por hongos (Di Francesco et al.,, 2016). La bio-fumigacion de la fruta utilizando
microorganismos que producen VOCs en cdmaras cerradas pueden ser una alternativa
viable para controlar a los fitopatdgenos. Los compuestos organicos volatiles son activos
en bajas concentraciones y pertenecen a varios grupos quimicos como alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres, lactonas, terpenos y compuestos de azufre (Carmona-
Hernandez et al. 2019).

Compuestos como el alcohol fenetilico, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-
propanol son algunos de los VOCs producidos por Aureobasidium pullulans que han sido
efectivos contra B. cinerea, C. acutatum y Penicillium spp. en ensayos in vitro e in vivo
(Di Francesco et al. 2014).

1.4.3 Resistencia inducida:

La induccion de resistencia es la capacidad que tienen los microorganismos antagonistas
de provocar una respuesta de defensa en el hospedero a través de varias reacciones
bioguimicas, incluyendo cambios en la estructura del tejido. La induccion de respuesta
de defensa es dada por la produccion de diferentes enzimas y metabolitos: proteinas
relacionadas a la patogénesis (proteinas PR), las cuales incluyen: gluconasas,
guitinasas, peroxidasas, superdxido dismutasa, catalasa (que protegen el tejido contra el
dafo oxidativo). Compuestos con actividad antimicrobiana como las fitoalexinas.
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Deposiciones de calosa y lignina en la pared celular asegurando su fortalecimiento
(Carmona-Hernandez et al., 2019).

Wang et al. 2018 encontraron que al inocular la bacteria antagonista Burkholderia
contaminans Bl en fresas, se reduce el indice de decaimiento durante el
almacenamiento de estas frutas, ya que este microorganismo provoca el incremento de
la actividad de enzimas relacionadas con la ruta del metabolismo del fenilpropano.
Lignina, fenoles y flavonoides son productos finales de esta via. La lignina es el mayor
componente de la pared celular y previene el esparcimiento de microorganismos
patdgenos, los fenoles pueden generar quinonas que son altamente toxicas para los
patégenos, los flavonoides son fitoalexinas importantes para prevenir la germinacion de
esporas patogeénicas y la elongacion del tubo germinativo y mata las células terminales
del micelio (Ahuja et al., 2012).

1.4.4 Parasitismo directo:

Algunos microorganismos antagonistas son capaces de anclarse a las hifas de los
patdgenos y producir enzimas liticas como gluconasas, quitinasas, proteinasas que
participan en la degradacién de la pared celular del patégeno (Sharma et al., 2009).

Hernandez-Montiel et al., 2018 evaluaron la eficacia de Debaryomyces hansenii para
controlar la antracnosis en papaya, determinaron la capacidad in-vitro de esta levadura
de inhibir al patégeno Colletotrichum gloeosporioides por distintos mecanismos de
accién, uno de ellos la produccion de enzimas hidroliticas. D. hansenii produce -1,3
gluconasas y proteasas, se ha reportado que ambas enzimas actian directamente en la
pared celular del fitopatdgeno, la cual estd constituida mayormente por quitina (aprox.
20%), B-glucanos (aprox. 50%-60%), y proteinas (aprox. 20%-30%). Las [-1,3
gluconasas hidrolizan las cadenas del polisacarido produciendo oligosacéaridos y
glucosa, que son utilizados como fuente de carbono por la levadura. Las proteinasas
degradan las proteinas de la membrana, facilitando a la levadura una fuente de nitrégeno
y aminoacidos (Hernandez-Montiel et al., 2018).

1.4.5 Biofilm y Quorum Sensing:

Para colonizar exitosamente las superficies de la fruta, las bacterias antagonistas deben
tener caracteristicas especificas que faciliten su adherencia, colonizacion y
multiplicacion. En la mayoria de los casos, estas caracteristicas estan asociadas con la
formacion de biofilm, en el cual las microcolonias estan dentro de una matriz producida
por las bacterias. La formacion de esta estructura es medida por quorum sensing, las
microcolonias mantienen una forma de comunicacion a través de este mecanismo,
empleando diversas sefiales quimicas para supervisar el ambiente, alterar su expresion
genética y obtener ventaja sobre sus competidores (Chi et al., 2015). Como mecanismo
biocontrol, los biofilms formados actian como barreras que se interponen entre la
superficie de la lesion del hospedero y el fitopatégeno (Carmona-Hernandez et al., 2019).
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1.5 Criterios para seleccionar un microorganismo antagonista ideal:

Un potencial antagonista microbiano debe tener ciertas caracteristicas que lo hagan un
bioagente ideal (Wilson & Wisniewski, 1989). El antagonista debe ser: genéticamente
estable, efectivo a bajas concentraciones, no fastidioso de acuerdo a sus requerimientos
nutricionales, capaz de sobrevivir a diferentes condiciones ambientales, debe ser efectivo
contra un amplio rango de patdgenos y en diferentes productos cosechados, resistente
a pesticidas, no debe ser productor de metabolitos dafinos para los humanos, no debe
ser patdgeno para el hospedero, debe ser apto para poder preparar formas en las cuales
pueda ser efectivamente almacenado y dispensado, debe ser compatible con otros
tratamientos fisicos y quimicos. Ademas, un antagonista microbiano debe tener una
ventaja adaptativa sobre un patdgeno especifico (Wilson & Wisniewski, 1989).

1.6 Métodos de aplicacion de los antagonistas microbianos:

Una vez que un potencial antagonista microbiano es identificado o seleccionado, es
necesario buscar un método para aplicarlo de manera efectiva para controlar o suprimir
el patdégeno. En general, los antagonistas son aplicados a través de dos estrategias: una
es la aplicacién antes de la cosecha (precosecha) y la otra, posterior a la cosecha
(postcosecha) (Sharma et al., 2009).

En muchos casos, los patdégenos infestan a las frutas y vegetales en el campo, y estas
infecciones latentes se convierten en el factor mayor de decaimiento durante el
transporte o almacenamiento. Es por eso, que las aplicaciones precosecha de los
antagonistas microbianos son efectivos en controlar el decaimiento postcosecha (Ippolito
and Nigro, 2000; Janisiewicz and Korsten, 2002; Ippolito et al., 2004; Irtwange, 2006). El
propésito de las aplicaciones precosecha es pre-colonizar la superficie de la fruta con el
microorganismo antagonista antes de la cosecha, asi las lesiones que sufra la fruta
durante la cosecha pueden ser colonizadas por el antagonista antes que sean
colonizadas por el patégeno (Ippolito and Nigro, 2000). La aplicacién postcosecha de los
antagonistas microbianos es un método practico y Util para controlar enfermedades
postcosecha en frutas y vegetales. En este método, los cultivos microbianos son
aplicados en espray o por inmersiones en soluciones preparadas con los antagonistas
(Barkai-Golan, 2001; Irtwange, 2006).
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2.-Antecedentes
2.1 Importancia econOmica de la produccion de berries en México y en
el estado de Michoacan:

En diciembre de 2017 la Secretaria de Desarrollo Rural y Agroalimentario (SEDRUA,
2017) dio a conocer que México es el 4to productor mundial de berries. Michoacéan aporta
mas del 90% de la produccion de zarzamora y mas del 60% de la produccién de fresa
del pais. La produccion de ardndano en Michoacan se posiciona en 2do lugar a nivel
nacional con una produccion anual de 6 mil toneladas.

En agosto de 2018 la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA, 2018) reiteré que Michoacan se mantiene en ler lugar a nivel
nacional en producciéon de fresa, estimando el valor de la produccién en 9 mil 597
millones de pesos. El cultivo de fresa se siembra en 32 municipios michoacanos de los
cuales destacan Zamora, Tangancicuaro, Jacona y Panindicuaro como lideres de
produccion. Asi mismo destacé que se exporta principalmente a los mercados de
Canada, Estados Unidos, Holanda, Chile, Arabia Saudita, Japon, China Republica
Dominicana, Italia y Kuwait.

La produccion de berries representa la segunda actividad econémica del estado de
Michoacan generando mas de tres mil empleos fijos al afio y mas de 45 mil empleos
temporales ligados a la actividad.

M Zarzamora W Fresa

500000 468000

400000 341130

300000 248512 238832

200000

Toneladas

100000

-

México Michoacan

Figura 1: Toneladas de zarzamora y fresa producidas a nivel estatal y nacional. A nivel nacional se producen 248,512
toneladas de zarzamora de las cuales Michoacan aporta 238,832 toneladas. La produccién de fresa a nivel nacional
es de 468,000 y Michoacéan aporta 341,130 toneladas. (SEDRUA, 2017. SAGARPA, 2018).
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2.2 Microorganismos antagonistas utilizados contra patdgenos
postcosecha:

Se han realizado diversos trabajos donde los microorganismos antagonistas han
resultado efectivos para controlar el crecimiento de hongos patdgenos de frutas y
vegetales en postcosecha, tanto en experimentos in vitro como experimentos in vivo. En
la siguiente tabla se resumen algunos ejemplos de microorganismos antagonistas que
han mostrado tener actividad de inhibir el crecimiento de patégenos fungicos y evitar las
enfermedades postcosecha.

Tabla 1: Ejemplos de microorganismos antagonistas utilizados contra patégenos postcosecha.

Bacillus subtilis ~ Botrytis cinerea Moho gris Fresa Zhao et al. (2007)
Rhizopus Pudricion de Zarzamora Chavez-Diaz et al.
stolonifer Rhizopus (2013)

Burkholderia Colletotrichum  Antracnosis Platano Costay

cepacia BCSL musae Erabadupitiya (2005)

Pseudomonas Botrytis mali Moho gris Manzana Mikani et al. (2008)

fluorescens Pf1l Ruehle

Burkholderia Botrytis cinerea Moho gris Fresa Wang et al. (2018)
contaminans B-1

Rhodosporidium  Penicillium Moho verde Mandarina Lu et al. (2013)
paludigenum digitatum

2.3 Bacillus sp. E25 y Bacillus sp. CR71 como microorganismos que
inhiben el crecimiento del hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea:

Como ya se mencioné anteriormente, una de las mayores causas de la pérdida de
cultivos es la presencia de hongos fitopatégenos. Estos patdgenos pueden ser
especificos de cultivos o en su mayoria generalistas como el hongo Botrytis cinerea que
es responsable de la enfermedad del moho gris y ataca a mas de 200 especies de
plantas. Rojas-solis et al., 2018 evaluaron la capacidad antagonista de las cepas
bacterianas CR71 y E25 contra el hongo B. cinerea por el efecto de los compuestos
difusibles y volatiles producidos por dichas bacterias.

Los autores encontraron que ambas cepas bacterianas inhiben el crecimiento de B.
cinerea. A través de la produccién de compuestos organicos volatiles (VOCs) E25 inhibe
el crecimiento del micelio en un 40%; mientras que la cepa CR71 lo inhibe en un 52%.
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Por otra parte, los compuestos difusibles producidos por E25 inhiben el crecimiento del
hongo en un 12%, mientras que CR71 lo inhibe en un 24%.
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Figura 2: Efecto antifingico de la co-inoculacién de las cepas E25 y CR71 con el patégeno B. cinérea. (A) efecto de
los compuestos organicos volatiles emitidos por CR71 y E25 en cajas Petri divididas. (B) Efecto directo de los
compuestos difusibles producidos por CR71 y E25 en el crecimiento del micelio de B. cinérea. Ambos experimentos
fueron realizados independientemente tres veces. Los graficos respectivos de cada experimento son mostrados en los
paneles inferiores de (A) y (B), donde las barras representan los valores de la media +SE. Las letras indican que la
media difiere significativamente de acuerdo con la prueba de rango mdltiple de Duncan (p<0.05). (Modificado de Rojas-
Solis et al. 2018).

Debido al efecto observado por los compuestos organicos volatiles, se decidié analizar
la mezcla de dichos compuestos utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. La mayoria de los VOCs producidos por las cepas bacterianas
incluyen: aldehidos, alcoholes, compuestos arométicos, esteres, éteres y compuestos de
azufre, se detectaron 4 compuestos de azufre: S-metiltiobutirato, isobutil isotiocianato,
S-metiltioetanol y Dimetildisulfuro (DMDS). Estos resultados sugieren que el efecto
inhibitorio puede ser debido a estos compuestos azufrados como el DMDS, el cual se ha
reportado con actividad antimicrobiana (Huang et al., 2012).
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Tabla 2: Analisis de los compuestos organicos volatiles producidos por E25 y CR71 detectados por GC/MS.
(Modificado de Rojas-solis et al. 2018).

Compuestos volatiles Tr {min) E25 (%) CR71 (%)
Acetana 1,4 10,71 n.d.
2-Butanona 1,95 2,32 2.24"
Aloghol isopropilico 2,29 0,74 n.d.
Prapionato de etilo 2,65 1,14 317"
Iscbutiratc de etilo 2,76 0,82 6.14"
3-Metil-2-pentanona 3,77 6,86 n.d.
Triclorometana 3,96 38,85 n.d.
2-metilbutanoato de etilo 4,72 n.d. 3,49
Isavalerato de etilo 5,24 n.d. 1,95
Dimetil disulfuro 5,35 2,11 2.65"
3-Metilbutanonitrilo 7,49 12,93 n.d.
S-Metil tio butirato 7,56 n.d. 5,91
1-Butanol 8,91 n.d. 0,93
1,3-Diazina 11,3 3,24 n.d.
Tiglato de etike 12,26 1,82 4.94"
Metil pirazina 13,63 1,18 n.d.
Acetaina 14,47 n.d. 31
Iscbutil isotiocianalo 15,83 10,47 25.86"
Acido acético 2232 n.d. 5.4
3-hidroxybutanoato de etilo 24,74 0,438 6.24"
2-(Metiltio) etanol 25,11 2,1 274"
Acido propionico 25,83 n.d. 1,16
Acido-2-metilpropanoico 26,96 n.d. 3,72
Feniloxirano 28,42 243 214"
Acide butanoico 29,33 n.d. 1,37
Acida-3-metilbutanoico 30,87 n.d. 2.32
Salicilato de metilo 34,34 n.d. 0,29
Acida-2-butanoico 34,49 n.d. 6,07
Acetamida 34,93 1,24 0.31"
Alcehol bencilico 38,27 0,45 1.15*

*El asterisco indica los VOCs emitidos por ambas cepas

Dado que el DMDS fue uno de los principales volatiles detectados en la mezcla de
compuestos producidos por las cepas bacterianas E25 y CR71, decidieron evaluar aun
mas su papel antifingico como volatil en cajas Petri divididas y cuando se vierte
directamente en el medio donde se inocul6 el hongo B. cinerea. En ambos experimentos,
el DMDS mostré mayor efecto de inhibicién cuando fue vertido en el medio y estuvo en
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contacto directo con el patégeno, aun a la baja concentracién de 0.1 uM, como volatil el
DMDS tiene efecto inhibitorio a la concentracion de 10 pM.
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Figura 3: Efecto antifingico de la co-inoculacién del compuesto DMDS con el fitopatégeno Botrytis cinerea. (A) Efecto
directo del DMDS en el crecimiento de B. cinerea. (B) Efecto del DMDS en cajas Petri divididas. Ambos experimentos
fueron realizados independientemente 3 veces. Los gréaficos respectivos de cada experimento se muestran en los
paneles inferiores (A) y (B) donde las barras representan los valores de la media + SE. Las letras indican que el valor
difiere significativamente de acuerdo con la prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05). (Modificado de Rojas-Solis
et al. 2018).

2.4 Cepas bacterianas de Pseudomonas fluorescens inhiben el
crecimiento de B. cinerea y reducen signos de enfermedad en plantas
de Medicago truncatula:

Hernandez-Ledén et al., 2015 aislaron 4 cepas de Pseudomonas fluorescens de la
rizosfera de Medicago spp. con actividades de promocién del crecimiento vegetal y de
biocontrol. Se realizaron ensayos para evaluar la capacidad antagonista de las cepas por
la produccién de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles contra el
patégeno Botrytis cinerea.

Las 4 cepas mostraron mayor efecto inhibitorio en el crecimiento de B. cinerea por
compuestos difusibles comparados con los ensayos donde se observo el efecto de los
VOCs, aunque ambos mecanismos fueron inhibitorios significativamente. En términos de
porcentaje, los compuestos difusibles redujeron el crecimiento del hongo en un 86%
mientras que por compuestos organicos volatiles (VOCs) hubo inhibicion en un 53%.
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Figura 4: El efecto antifingico de la co-inoculacion de las cepas de Pseudomonas fluorescens UM16, UM240, UM256
y UM270 con el fitopatégeno Botrytis cinerea. En el panel superior (A) se muestra el efecto directo de los compuestos
difusibles producidos por Pseudomonas en el crecimiento del micelio de B. cinerea. Los aislados bacterianos fueron
estriados en forma de cruz en placas y cortes de micelio de 4 mm de didmetro fueron depositados en el centro de cada
cuadrante formado. En el panel (B) se muestra el efecto de los compuestos organicos volatiles emitidos por las cepas
de Pseudomonas en placas Petri divididas. Aqui, un inoculo de cada cepa (1x10% UFC) fue simultineamente
depositado en uno de los lados de la caja Petri y en la otra seccion fue inoculado B. cinérea. Ambos experimentos
fueron realizados independientemente un minimo de 3 veces. Las placas fueron incubadas y el crecimiento del micelio
fue medido al sexto dia. (Modificado de Hernandez-Leon et al. 2015).

Los compuestos organicos volatiles producidos por las 4 cepas de Pseudomonas fueron
analizados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se
encontraron aldehidos, cetonas, alcoholes y compuestos de azufre, estos incluyen:
metanotiol, dimetilsulfuro, dimetildisulfuro (DMDS) y dimetiltrisulfuro. La cepa UM270 es
la Unica que produce dimetilhexadecilamina (DMHDA).
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Tabla 3: Analisis de los compuestos organicos volatiles producidos por las cepas de Pseudomonas fluorescens
detectados por GC/MS (Modificado de Herndndez-Ledn et al. 2015).

UM16 UM240 UM56 UM270

Compuesto volatil Tr (min) % % % %
Metanotiol 0.28 12.34  10.57 12.99 15.13
Dimetil sulfuro 0.36 16.86 17.12 13.26 234
2-Butanona 0.96 0.23 n.d. 0.24 n.d.
1-Noneno 1.05 1.09 1.03 1.75 2.02
Tioacetato de metilo 1.46 0.15 1.36 1.35 1.17
Dimetil disulfuro 1.72 30.26 22.89 13.84 5.62
1-Deceno 1.95 1.53 1.82 1.13 0.53
1-Undecanol 3.56 35.07  38.77 52.5 50.01
2,4-Ditiopentano 5.32 1 0.96 0.52 n.d.
1-Dodeceno 6.09 n.d. 0.44 0.48 n.d.
Dimetil trisulfuro 7.28 0.42 1.07 0.7 0.57
S, S-Dimetil ditiocarbonato 9.15 0.13 0.52 n.d. n.d.
2-Nonanona 11.65 0.26 0.54 0.18 n.d.
Decil oxirano 16.83 0.3 1.03 0.46 n.d.
Metiltiometil disulfuro de metilo 17.07 0.12 0.41 n.d. n.d.
Acido 2-Amino-5-metil benzoico 17.69 n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiazol 18.66 n.d. 0.58 0.31 0.41
Butilhidroxitolueno 26.22 0.25 0.86 0.3 0.49
Dimetilhexadecilamina 314 n.d. n.d. n.d. 0.64

El color gris indica los compuestos volatiles que contienen azufre
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Para confirmar la eficacia de biocontrol de las cepas de Pseudomonas fluorescens in-
Vivo, se realizaron ensayos utilizando plantas de Medicago truncatula, las cuales fueron
inoculadas con una concentracion de esporas de B. cinerea de 1X10° esporas/mL. Los
signos de enfermedad en las plantas fueron: crecimiento del micelio en la planta (moho
gris), clorosis en las hojas, oscurecimiento de la raiz y necrosis en diferentes tejidos de
la planta. Cuando se realizd la co-inoculacion de las esporas con cada cepa de
Pseudomonas fluorescens (1X10% UFC/mL) en las plantas, se observé que los signos de
enfermedad fueron reducidos significativamente, y las plantas tenian una apariencia mas
sana. Los sintomas generales de la enfermedad del tallo, el oscurecimiento de la raiz y
la necrosis se redujeron significativamente en las plantas coinoculadas con todas las
cepas hasta en un 60%.
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Figura 5: La capacidad de biocontrol de las cepas de Pseudomonas fluorescens UM16, UM240, UM256 y UM270
contra Botrytis cinerea en plantulas de Medicago truncatula. Plantas representativas (n=12) se muestran en diferentes
paneles (A-E). (A) Planta control inoculada con B. cinerea. (B) Plantas co-inoculadas con B. cinerea y UM16 (B),
UM240 (C), UM256 (D) y UM270 (E). El grafico de la izquierda muestra el peso del brote (barras negras) y el peso de
la raiz (barras grises). El grafico de la derecha muestra los signos de enfermedad del tallo (barras negras) y el
oscurecimiento de la raiz (barras grises). Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo
con la prueba de rango mdltiple de Duncan (p<0.05). (Hernandez-Le6n et al. 2015).
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2.5 Trichoderma spp. como agente biocontrol de Penicillium digitatum
en postcosecha:

Panebianco et al., 2015 evaluaron 14 cepas de Pseudomonas spp. y 3 cepas de
Trichoderma spp. por sus propiedades de antagonizar al hongo Penicillium digitatum,
agente causal del moho verde en citricos. Los ensayos in-vitro mostraron que las cepas
de Pseudomonas aplicadas de manera individual reducen significativamente el
crecimiento de P. digitatum (reducen entre el 17.1% y 38% del crecimiento del micelio en
medio PDA). Las cepas de Trichoderma reducen el crecimiento de P. digitatum mas
eficientemente con porcentajes de inhibicion similares entre cepas (66.7% y 69.8% en
medio PDA). La combinacion de las cepas de Pseudomonas con Trichoderma harzianum
T22 provoca una inhibicion del crecimiento de P. digitatum similar a la mostrada
utilizando solo las cepas de Pseudomonas, la combinacibn de las cepas de
Pseudomonas con T. atroviride P1 y T. reesei T34 dieron significativamente una
inhibicibn més grande comparada con la inhibicién utilizando solo las cepas de
Pseudomonas y una inhibicion similar a la inhibicion utilizando solo las cepas de
Trichoderma.
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Figura 6: Reducciones acumulativas del crecimiento miceliar de P. digitatum por cepas de Pseudomonas y
Trichoderma de forma individual o combinadas. Los valores fueron tomados 7 dias después de la incubacion a 27°C.
Cada valor se refiere a 14 cepas de Pseudomonas y 3 de Trichoderma y sus combinaciones relativas + error estandar
de la media (SEM). Los datos en cada barra seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo
con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de todas las comparaciones multiples por pares con la prueba
de Mann-Whitney (P <0.05). (Modificado de Panebianco et al. 2015).
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Los ensayos de inhibicion también se realizaron en medio con extracto de cascara de
naranja, de estos ensayos, la cepa bacteriana de P. syringae 48SR2 mostr6 mayor
inhibicién del crecimiento de P. digitatum (64.3%), por lo cual se decidio utilizar esta cepa
para realizar los ensayos de antagonismo in-vivo, sometiendo frutos de limén y naranja
en inmersiones con soluciones que contenian esta cepa, en soluciones con T. atroviride
P1, y en soluciones con ambos microorganismos en combinacion. Los resultados
mostraron que P. syringae 48SR2 y T. atroviride P1 aplicados de manera individual en
tratamientos por inmersion reducen significativamente la incidencia y severidad de la
enfermedad en frutos de limén y naranja comparados con el control. Ademas, la
combinacion de ambos microorganismos reduce fuerte y significativamente la incidencia
y severidad del moho verde en frutos de naranja y limén (0%), sinérgicamente mejoran
el nivel de supresion de la enfermedad comparado con las cepas de Pseudomonas y
Trichoderma aplicadas de manera individual.
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Figura 7: Incidencia y severidad de la enfermedad en las frutas de naranja "Tarocco” y "Limon Feminello” tratadas
con P. syringae 48SR2 y T. atroviride P1, de manera individual y en combinacion. Las frutas se sumergieron durante
2 min. en suspensiones acuosas de cada agente biocontrol e inoculadas con P. digitatum 72 h después. Los valores
de incidencia y severidad de la enfermedad se determinaron con respecto a los controles después de 5 dias de
incubacién a 20°C. Para cada hospedero, los datos medios (+ SEM) seguidos de la misma letra en la columna indican
que no hay diferencia entre los tratamientos segun la prueba de diferencia menos significativa (LSD) de Fisher a P =
0.01. El asterisco indica que hubo actividad sinérgica de acuerdo con la férmula de Limpel. (Modificado de Panebianco
et al. 2015).
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2.6 Rahnella aquatilis B16C destaca entre diversos endoéfitos como
bacteria antagonista:

Bahroun et al., 2018 analizaron una coleccion de 120 cepas bacterianas aisladas de
nbédulos de haba (Vicia faba) y garbanzo (Cicer arietinum) por su capacidad para inhibir
al fitopatbgeno Fusarium solani en pruebas de antibiosis "in vitro". Los resultados
mostraron que 16 cepas endofitas bacterianas todas pertenecientes a los nédulos de
haba mostraron actividad antifingica, de las cuales 3 aislados bacterianos: B16C, B12 y
B8P disminuyen de una manera mas notable el crecimiento del micelio de F. solani
(70.83%, 60% y 51% respectivamente).
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Figura 8: Actividad de inhibicion (%) de 16 bacterias endofitas contra F. solani. a, b, c, d, e, f, g, h, denotan una
diferencia significativa entre la actividad antagonista de las bacterias (SNK, p = <0.05). (Modificado de Bahroun et al.,
2017).

Estos 3 aislados son: Rahnella aquatilis B16C, Pseudomonas yamanorum B12 y
Pseudomonas fluorescens B8P. Dados los resultados, estas cepas fueron analizadas
para determinar su potencial de biocontrol "in vivo" en la supresién de la pudricién de la
raiz causada por F. solani de tres cultivares de haba (cultivar Bachar, cultivar Saber,
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cultivar Local) en condiciones de invernadero. Las tres cepas redujeron
significativamente la gravedad de los sintomas del patégeno. R. aquatilis B16C mostro
la mejor potencialidad protectora con los tres cultivares de haba y, en consecuencia, se
sugiere como agente de biocontrol para la aplicacion en campo.
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Figura 9: Severidad de los sintomas de la enfermedad de la raiz de tres cultivares; Bachar, Local y Saber, en suelos
infestados con F. solani e inoculados con bacterias, B16C, B12, B8P o con tratamiento quimico, CH; C (+), control
positivo (con F. solani). Los histogramas representan el valor medio de los sintomas de enfermedad de la raiz en los
cultivares. Las barras de error representan el error estandar y las letras (a, b, cyd) indican una diferencia significativa
(SNK, p =<0.05) en la severidad de la raiz. (Bahround et al. 2017).
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3.-Justificacion

El manejo postcosecha de frutas, y en particular las frutillas o berries (fresas, ardndano
y zarzamora), incluye evitar la infeccién por patégenos con agroquimicos. Sin embargo,
dichos compuestos pueden causar dafio al ambiente y al consumidor, ademas de
disminuir la distribucién internacional del producto, causando pérdidas econémicas para
los productores y distribuidores. Por lo tanto, se necesitan métodos efectivos y no toxicos
para el control de patdgenos postcosecha. Las bacterias antagonistas y los diversos
compuestos que producen podrian ser una alternativa al uso de quimicos en el manejo
postcosecha.
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4.-Hipotesis

Los microorganismos antagonistas que residen naturalmente en frutillas como fresa,
zarzamora y ardndano, biocontrolan el crecimiento de hongos patdégenos postcosecha.
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5.-Objetivo general

Aislar e identificar patdgenos fungicos que afectan a las berries postcosecha y evaluar
bacterias antagonistas para su control biolégico.

6.-Objetivos particulares

« Aislar e identificar patdégenos fungicos que afectan a las berries postcosecha
(fresa, ardndano y zarzamora).

» Aislar y caracterizar nuevos microorganismos antagonistas de fresa, arandano y
zarzamora.

* Analizar el efecto de los compuestos difusibles y volatiles de los nuevos
antagonistas identificados sobre el crecimiento del micelio de los patégenos
fungicos.

* Evaluar las bacterias Pseudomonas fluorescens UM270, Bacillus sp. E25, Bacillus
toyonensis COPES2 y Bacillus sp. CR71 sobre el crecimiento del micelio de los
patdgenos fangicos caracterizados.
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7.- Estrategia experimental

Obtencion de las Colocar las frutillas en
frutilias en mt_arcadcu recipientes sanitizados
local, medir |2 cemados, a temperatura
firmeza y el_ peso de ambiente.
las frutillas.
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Medir 1a firmeza y
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dias posteriores.

I L

Aslamiento y Aislamiento y culiivo
cultive de hongos de microorganismos
encontrados en las antagonistas.
frutillas.

-

.

~

Ensayos de
antagonismo
confrontando hongos
aislados Vs
micracrganismos
antagonistas

./

“ N

Postulados de Koch
utilizando esporas de
los patdgenos
fungicos aislados.
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8.-Materiales y Métodos
8.1 Medicion y observacion del decaimiento postcosecha en fresas,
zarzamoras y arandanos:

Recipientes de plastico con tapa de rosca de una capacidad aproximada de 300mL
fueron desinfectados con etanol al 70%, se seleccionaron 36 frutillas (36 fresas, 36
zarzamoras y 36 arandanos) con un tamafio aproximadamente igual de acuerdo con el
tipo de frutilla, se realizd la medicion del peso de 12 frutillas con la balanza analitica y
se midi6é la firmeza con un esclerémetro de fruta apoyando cada frutilla sobre una
superficie fija y presionandola con el esclerometro hasta la marca del tornillo de presion,
posteriormente se colocé el resto de las frutillas en los recipientes desinfectados (6
frutillas por recipiente) los cuales fueron mantenidos a temperatura ambiente. A los 5
dias se realizé la medicion de la firmeza y el peso de 12 frutillas y a los 10 dias se realiz6
la medicion de la firmeza y el peso de las ultimas 12 frutillas.

Las frutillas fueron obtenidas del mercado Revolucidn ubicado en el centro historico de
la ciudad de Morelia Michoacan.

8.2 Aislamiento de hongos causantes del decaimiento postcosecha:

A los 5 dias de haber colocado las frutillas en los recipientes de plastico cerrados, se
tomo6 muestra de los hongos observados en las frutillas, las muestras fueron inoculadas
en medio PDA. A los 10 dias se realizdé una segunda toma de muestras y se inocularon
en medio PDA.

8.3 Aislamiento de nuevos microorganismos antagonistas:

Se tomaron muestras de la superficie de las frutillas y se inocularon en medio PDA. Las
bacterias que crecieron y mostraban inhibicion de los hongos fueron resembradas en
medio agar nutritivo.

8.4 Extraccién de DNA de los microorganismos aislados:
Para realizar la extraccion de DNA de los microorganismos aislados de las frutillas se
utilizé el protocolo modificado de Mahuku, 2004 descrito a continuacion:

Un in6culo del microorganismo se colocé en un vial y se resuspendié en 300 pL de buffer
TES estéril (Tris-HCI 0.5M, EDTA 0.5 M, SDS 20%), para luego ser agitado utilizando un
vortex durante 1 minuto. Se adicionaron 200 puL de buffer TES y 1 pL de la enzima
proteinasa K y se agité suavemente. La suspension se incubé a 65°C por 30 minutos con
agitacion en termomixer, se adicionaron 250 yL de acetato de amonio 7.5 M y agit6
nuevamente con suavidad. La mezcla se incubé en hielo durante 10 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 13 300 rpm durante 22 minutos. El sobrenadante fue
transferido a un vial nuevo y se afadio un volumen semejante de isopropanol frio. Se
incubo a -20°C por 18 horas, tras las cuales la mezcla se centrifug6 a 13300 rpm por 17
minutos y se descart6 el sobrenadante. La pastilla obtenida fue lavada con etanol frio al
70%, se centrifugd nuevamente a 13300 rpm por 10 minutos y se desechd el
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sobrenadante. La pastilla se incub6é a 37°C hasta evaporar todo el etanol del vial. Se
adicionaron 50 pL de agua desionizada estéril y se agitd6 con vortex 3 segundos.
Finalmente se agregd 1 pL de la enzima RNAsa y se incubd a temperatura ambiente
durante 15 minutos. El DNA obtenido fue revisado por electroforesis en gel de agarosa
al 1%.

8.4.1 PCR para la amplificacion de los espaciadores transcritos
internos (ITSs) del gen ribosomal 18S para la identificacién de hongos:

Para la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se prepararon las
reacciones colocando para cada tubo: 24puL de enzima green tag DNA polimerasa, 2 uL
del oligonucledtido 1TS4, 5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ y 2 uL del oligonucledétido
ITS5 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’, 20 pL de agua libre de nucleasas y 2 pL
de DNA. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: un lapso de
desnaturalizacién de 4 minutos a 95° C seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 55° C y 40 segundos a 72° C, para terminar con un finalmente un lapso de
extension final de 7 minutos a 72° C.

Los productos amplificados fueron colocados en gel de agarosa al 1% y sometidos a
electroforesis utilizando un marcador de peso molecular para ver el tamafio del amplicon.

8.4.2 PCR para la amplificacion del gen ribosomal 16S para la
identificacion de bacterias:

Se prepararon reacciones de PCR colocando para cada tubo: 24 uL de enzima green taq
DNA polimerasa, 2 pL del oligonucleoétido fD1, 5-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'y 2
pL del oligonucledtido rD1, 5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’, 20 uL de agua libre de
nucleasas y 2 yL de DNA. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: un
lapso de desnaturalizacion de 4 minutos a 95° C seguido de 30 ciclos de un minuto a 95°
C, un minuto a 55°C y dos minutos a 72° C, para terminar con un finalmente un lapso de
extension final de 2 minutos a 72° C.

Los productos amplificados fueron colocados en gel de agarosa al 1% y sometidos a
electroforesis utilizando un marcador de peso molecular para ver el tamafio del amplicon.

8.5 Identificacion de los microorganismos aislados:

Las reacciones obtenidas se mandaron secuenciar a Macrogen Korea, las secuencias
fueron comparadas con la herramienta de busqueda Blast de la base de datos del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI). También se realizaron andlisis
filogenéticos, se construyeron arboles filogenéticos utilizando el programa Mega 6. Para
bacterias también se realizo una tincion Gram.
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8.6 Postulados de Koch para corroborar los indices de infeccion:

Se coloco aproximadamente 1mL de agua desionizada estéril en los cultivos fungicos
seleccionados, se hizo un raspado con el asa digralsky sobre el micelio para desprender
las esporas, la solucion de esporas formadas se colocé en un vial para posteriormente
hacer diluciones.

Se realizé el conteo de esporas utilizando la cAmara de Neubauer.

Se realiz6 el célculo para determinar la cantidad de esporas a inocular en las frutillas
(1X10° esporas/mL) utilizando la siguiente férmula:

Esporas/mm?3= Esporas contadas X dilucién / superficie contada (mm?) X profundidad
Es decir:
Esporas/mm?3= Esporas contadas X diluciéon / 4mm? X 0.1 mm

Las frutillas se sometieron a un lavado con agua corriente, se colocaron en un recipiente
con etanol al 70% donde se lavaron por 1 minuto, se decant6 el etanol y se hizo un lavado
con hipoclorito de sodio al 2.5% durante 1 minuto, se decantoé y se volvié a agregar etanol
al 70% para un tercer lavado durante 1 minuto, se decantd. Posteriormente las frutillas
fueron sometidas a 3 lavados con agua desionizada estéril.

Se colocé una gasa estéril dentro de cada frasco de vidrio y posteriormente una frutilla
previamente desinfectada en cada frasco y finalmente fueron inoculadas con las esporas
obtenidas de los cultivos (1 X 10° esporas/mL).

8.7 Ensayos de antagonismo entre los microorganismos antagonistas
aislados de frutillas, Pseudomonas fluorescens UMZ270, Bacillus
toyonensis COPES52, Bacillus sp. E25 y Bacillus sp. CR71 (cepas
antagonistas ya caracterizadas) contra los patdogenos fungicos
aislados:

Se prepararon inéculos bacterianos tomando una asada de cada cultivo con un palillo de
madera estéril e introduciéndolo en un tubo de ensaye con el caldo nutritivo. Se utilizd
como control un palillo de madera estéril sin inéculo, introducido en un tubo con caldo
nutritivo, estos fueron incubados por 24h a 29°C.

Posteriormente se medio la absorbancia a 590 nm para determinar la concentracion
bacteriana.
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8.7.1 Ensayos de inhibicién por compuestos difusibles:

Cajas Petri con medio PDA mezclado con medio agar nutritivo (1:1) fueron inoculadas
en forma de cruz con cada una de las bacterias formando 4 cuadrantes, en cada
cuadrante se coloco un corte de micelio de aproximadamente 6 mm de diametro.

Como control se utilizé una caja Petri con medio PDA mezclado con agar nutritivo la cual
se dividié en 4 cuadrantes, pero sin colocar las bacterias, en cada cuadrante se coloco
un corte de micelio de aproximadamente 6 mm de diametro.

Posteriormente se realiz6 la medicion del crecimiento del micelio y se calculo el
porcentaje de inhibicion con la formula utilizada por Hernandez-Leon et al. 2015 descrita
a continuacion:

% inhibicibn= control-tratamiento/control X 100

El crecimiento del micelio fue medido a determinados dias, dependiendo el aislado, ya
gue tienen una velocidad de crecimiento distinta.

8.7.2 Ensayos de inhibicién por compuestos organicos volatiles
(VOCs):

Cajas Petri divididas conteniendo de un lado medio agar nutritivo y del otro medio PDA
fueron inoculadas con cada una de las bacterias y del otro lado con un corte de micelio
de aproximadamente 6mm de didmetro del patégeno fungico.

Posteriormente se realizdé la medicién del crecimiento del micelio y se calculo el
porcentaje de inhibicién con la formula descrita anteriormente.

8.7.3 Ensayos de inhibicidon con Trichoderma sp. 4AF por compuestos
organicos volatiles y en co-inoculacion directa con los patégenos
postcosecha:

Se utilizaron cajas Petri divididas con agar PDA de ambos lados, de un lado se coloco
un corte de micelio de aproximadamente 6 mm de didmetro de Trichoderma sp. 4AF y
del otro lado un corte de micelio del patégeno fangico del mismo tamario.

La medicion del crecimiento del micelio se realizé 3 dias después y se calculé el
porcentaje de inhibicidon con la férmula ya descrita anteriormente.

Para los ensayos en co-inoculacion directa, en un extremo de una caja de Petri con PDA
se coloco un corte de micelio de Trichoderma sp. 4AF de aproximadamente 6 mm de
didmetro y del otro extremo se colocé un corte de micelio del patégeno fangico de
aproximadamente 6 mm de diametro.
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Como control en un extremo de una caja Petri con PDA se coloc6 un corte de micelio del
patégeno fungico de aproximadamente 6 mm de didmetro.

La medicion del crecimiento del micelio se realizé 7 dias después y se calculd el
porcentaje de inhibicidn utilizando la férmula descrita en el paso 8.6.1.1.

8.8 Visualizacion del dafio al micelio ocasionado a los patégenos
fungicos por los microorganismos antagonistas utilizando el

microscopio electrénico de barrido (MEB):

Cortes de micelio de aproximadamente 6 mm de diametro se colocaron en tubos
eppendorf conteniendo formaldehido al 2% y buffer de fosfatos. Se incubaron a 4°C
durante 18h.

Posteriormente se hicieron 3 lavados con buffer de fosfatos durante 10 minutos.

Los cortes del micelio se suspendieron en 500 pL de buffer de fosfatos (NaCl 130 mM,
NaPO4 10 mM; pH 7.4) y 500 pL de etanol al 100% y se almacenaron a -20°C.

Las muestras se deshidrataron con series de etanol (70%, 80%, 90% y 100%) por 10
minutos, 3 veces y posteriormente se pusieron a secar en termomixer a 37°C hasta
evaporar completamente los restos de etanol.

Por ultimo las muestras se colocaron en un desecador hasta su observacion con el
microscopio electronico de barrido.

8.9 Analisis estadistico:

Los resultados se analizaron utilizando el software Statistica 8.0, se realiz6 un analisis
de varianza y la prueba de Duncan para comparacién de medias (p <0.05).
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9.-Resultados
9.1 Medicion y observacion del decaimiento postcosecha en fresas,
zarzamoras y arandanos:

Se realiz6 la medicion de los indices de decaimiento en los 3 tipos de frutillas tomando
en cuenta el peso y la firmeza y observamos una disminucion progresiva de estos
parametros conforme el tiempo.

En fresa se observé una pérdida de hasta del 31% del peso, comparando el peso que
corresponde al dia 10 con el peso del dia 1 que es nuestro control.

La pérdida de la firmeza también es progresiva, en promedio la firmeza del primer dia
fue de 4.6 kg/cm?, para el dia 5 habia disminuido un 39% y al dia 10 la firmeza disminuy6
al 56%.
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Figura 10: Decaimiento postcosecha en fresas representado por la pérdida de peso y firmeza conforme transcurren
los dias. Frutas representativas se muestran en los paneles A-B. (A) fruta al inicio del experimento (control). (B) Frutas
en decaimiento a los 5y 10 dias. El gréafico de la izquierda muestra la disminucion del peso de las fresas. El grafico de
la derecha muestra la disminucién de la firmeza. Las barras representan los promedios + desviacion estandar (n = 12).
Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo con la prueba de rango multiple de Duncan

(p<0.05).
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En el caso de la zarzamora, se observd un comportamiento similar, si comparamos el
peso que obtuvimos al quinto dia con el peso que medimos el dia 1, observamos que el
peso disminuyd un 13% y al décimo dia habia una pérdida del 19% del peso total. Por
otro lado, la firmeza de este tipo de frutilla disminuy6 significativamente, al comparar las
medidas obtenidas el primer y quinto dia observamos que la firmeza disminuy6 de 4.5
kg/cm? a 2 kg/cm? que es la medida minima que puede ser tomada con el esclerémetro,
es decir, a la medicién del quinto dia este tipo de frutilla ya no tenia firmeza medible.
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Figura 11: Decaimiento postcosecha en zarzamoras representado por la pérdida de peso y firmeza conforme
transcurren los dias. Frutas representativas se muestran en los paneles A-B. (A) fruta al inicio del experimento (control).
(B) Frutas en decaimiento a los 5 y 10 dias. El gréfico de la izquierda muestra la disminucién del peso de las
zarzamoras. El grafico de la derecha muestra la disminucion de la firmeza. Las barras representan los promedios +
desviacion estandar (n = 12). Las letras indican que las medias difieren significativamente de acuerdo con la prueba
de rango mudltiple de Duncan (p<0.05).
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En el caso de los ardndanos, el peso disminuy6 del primer al quinto dia un 15% y del
quinto al décimo dia un 8% adicional, teniendo en total una pérdida del 23% del peso.
Mientras que la firmeza disminuy6 del primer al quinto dia un 16% y del quinto al décimo
dia un 13%, en total una pérdida del 29% de la firmeza.
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Figura 12: Decaimiento postcosecha en arandanos representado por la pérdida de peso y firmeza conforme
transcurren los dias. Frutas representativas se muestran en los paneles A-B. (A) fruta al inicio del experimento (control).
(B) Frutas en decaimiento a los 5y 10 dias. El grafico de la izquierda muestra la disminucion del peso de los ardndanos.
El grafico de la derecha muestra la disminucién de la firmeza. Las barras representan los promedios * desviacion
estandar (n = 12). Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo con la prueba de rango
multiple de Duncan (p<0.05).
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9.2 Aislamiento e identificacion de patdgenos fungicos que afectan a

las berries postcosecha (fresa, arandano y zarzamora):
Se lograron aislar e identificar 12 hongos de fresas, 2 de zarzamoras y 6 de ardndanos,
en total 20 hongos pertenecientes a 9 géneros fungicos. Algunos de ellos son:
fitopatdgenos, patdégenos postcosecha, saprofitos y oportunistas (Woudenberg et al.,
2013, Phillips et al., 2013, Elad et al., 2004, Bensch et al., 2012, Naureen et al., 2009,
Smith et al., 1979, He et al., 2010, Vinale et al., 2007, Moretti, 2009). En la tabla 6 se
describe el género y especie de cada aislado, el porcentaje de identidad, nUmero de

acceso del GenBank y la fuente de aislamiento.

Tabla 4: Hongos aislados e identificados, cada aislado muestra el porcentaje de identidad comparado en el
GenBank y el niimero de acceso, asi como la fuente de aislamiento.

. . . % identidad # de acceso del Fuente de
e GenBank GenBank aislamiento
62BCV | Botrytis cinerea 99.8 MNO080331

62C Botrytis sp. 99.4 MK880497

4BF Fusarium 99.2 MN393696

brachygibbosum

HBF Fusarium 98.3 MN365051

brachygibbosum

FRB Geotrichum 98.3 MN365013

candidum

1BF _ Mucor 99.1 MN365015

circinelloides
22 Mucor fragilis 99 MN080332 Fresas

FRA Mucor fragilis 99 MN365050

1F Penicillium 96.8 MN365049
crustosum

230 Fogilinin] 99.6 MN364941

expansum
5F Penicillium 99.6 MN394447
expansum

4AF | Trichoderma sp. 98.8 MN365017

27 Alternaria 99 MK881030
alternata Zarzamoras
7Z Geotrichum 98 MN364646
phuriieaensis
1A Altsmaria 99.6 MN397936
alfernata
3A Alternaria sp. 99.4 MN393668
4A Aternarla 96.2 MN410562 ,
alfernata Arandanos
6A Altemaria 973 MN364705
alfernata
S 99.4 MN365025
rhodina
1BOA | Cladosporium sp. 98.8 MIN397937
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9.2.1 Andlisis filogenético de los hongos aislados:

Los arboles filogenéticos construidos con el programa Mega 6 se muestran a
continuacion:

Los aislados 5F, 230 y 1F se agrupan en el género Penicillium.

59 230

Penicillium expansum isolate DOF-50

24

76 Penicillium resticulosum strain CBS 609.94

—— Penicillium expansum isolate SBM-32
5L Penicillium expansum strain CBR34

64 1F
{ Penicillium crustosum strain 08SK012
Penicillium commune isolate 137
{ Penicillium crustosum isolate 130

Aspergillus terreus

87

Los aislados 22, FRA, y 1BF se agrupan en el género Mucor.

s3————————— 22

83 L Mucor fragilis isolate 100

Mucor circinelloides strain Bt5S3

96 74 Mucor fragilis isolate IA117F2

Mucor racemosus isolate F13J-1

87— Mucor fragilis
1BF

99 —— Mucor circinelloides f. circinelloides
%6 L————— Mucor circinelloides IFM 63616
Rhizopus sp. BAB-4277
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Los aislados 4BF y HBF se agrupan en el género Fusarium.

{ Fusarium sp. isolate BW20PH
Fusarium sp. isolate MS1PH

41

Fusarium oxysporum strain CHS-2

Fusarium longipes strain CBS 186.35

Fusarium brachygibbosum strain $2590

Fusarium brachygibbosum isolate Utah 2

—— 4BF

53 HBF

Gibberella zeae strain P42

Los aislados 62C y 62BCV se agrupan en el género Botrytis.

64

Botrytis cinerea strain BE7

Botrytis cinerea strain TCM-109
Botrytis cinerea isolate BZGF-2
62C

62BCV

Botrytis cinerea isolate 19-4d-2

Botrytis cinerea isolate Botl

1

Botrytis cinerea isolate GR5F59

Botrytis eucalypti isolate SA6

Botrytis sp. 2 S28

Botrytis sp. isolate SA4

Monilinia fructigena isolate MFSRB-2

Fusarium brachygibbosum strain NRRL 34033

40




Los aislados 1A, 2Z, 3A, 4A, y 6A se agrupan en el género Alternaria:

11 — Altemaria bumsii strain AB-06
6 L Altemaria sp. YXM4

Altemaria altemata isolate RP121 2 10

43

Altemaria altemata strain As2

63

Altemaria altemata isolate OISB-1
68 Altemaria sp. CX9
— 1A

62

67 L—— Altemaria altemata isolate SH3
BA

89 — 27

50 L—3A

Altemaria sp. JP80

15

85

Altemeria altemata strain NITDS1
4A

Mucor fragilis

El aislado 5A se agrupa en el género Botryosphaeria.

78— SA

36 L Botryosphaeria rhodina isolate JQY Sj08-1-1

Lasiodiplodia theobromae strain BTO1

85

75 L———— Lasiodiplodia theobromae strain BTO6

Lasiodiplodia sp. isolate N10
Lasiodiplodia theobromae isolate HBZHEO11

Diplodia seriata isolate KM-2

41




El aislado 1BOA se agrupa en el género Cladosporium.

54

50

Cladosporium sp. RR71
Cladosporium sp. zzz1737

1BOA

54

Cladosporium tenuissimum

12

54

Cladosporium sp. CF61
Uncultured Cladosporium isolate kk-69-4

Cladosporium cladosporioides isolate C1/16

Davidiella sp. FM-8B

Los aislados FRB y 7Z se agrupan en el género Geotrichum.

18

15

67

98

67

4

100

Galactomyces candidum culture CBS:11620
Galactomyces candidum culture CBS:11628
Geotrichum candidum

Geotrichum candidum strain 2.8

FRB

Galactomyces pseudocandidum culture ICMP:20803
Galactomyces sp. UFMG-CM- Y3177

12

Geotrichum phurueaensis strain CBS 11418

Pichia sp. strain SLDY-008
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El aislado 4AF se agrupa en el género Trichoderma.

16— 4AF

6 - Trichoderma sp. isolate yi1676 1

Trichoderma ghanense isolate BK36

Trichoderma ghanense isolate TM2
17

Trichoderma ghanense strain CBS 125724

Trichoderma ghanense strain CCTCC-TW22035
Trichoderma sp. MAB-2010b strain CID 229

Hypocrea pachybasiocides isolate aurim1204
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9.3 Aislamiento e identificacion

antagonistas:

de nuevos microorganismos

Se observé crecimiento bacteriano alrededor de un corte de fresa que fue inoculado en
medio PDA, también un halo de inhibicidn y en la parte mas externa el crecimiento de
hongo (Fig. 14). En la fig. 13 se observa una fresa infectada con un hongo de micelio
blanco algodonoso de crecimiento limitado, de esta frutilla fueron aislados dos
microorganismos antagonistas, la bacteria Rahnella aquatilis SER3 y el hongo

Trichoderma sp. 4AF.

Figura 13: Fresa de donde fueron aislados los
nuevos microorganismos antagonistas
(Trichoderma sp. 4AF y Rahnella aquatilis
SERS3). El micelio de color blanco corresponde
a Fusarium brachygibbosum y fue inoculado en
medio PDA a parte del corte de fresa.

Figura 14: Corte de fresa inoculado en medio
PDA donde se observa el crecimiento
bacteriano (R. aquatilis SER3), seguido de un
halo y en la parte mas externa crecimiento de
hongo (Trichoderma sp. 4AF).
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En la figura 15 se muestra el cultivo puro de la bacteria Rahnella aquatilis SER3 obtenido
mediante resiembras. En la figura 16 se muestra el cultivo puro del hongo Trichoderma
sp. 4AF obtenido mediante resiembras.

Figura 15: Cultivo purificado de Rahnella Figura 16: Cultivo purificado de Trichoderma
aquatilis SER3 en medio agar nutritivo. sp. 4AF en medio PDA.
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9.3.1 Identificacion de los microorganismos antagonistas aislados:

El hongo obtenido corresponde al aislado 4AF, los resultados de la identificacion y el
andlisis filogenético se muestran en los apartados 9.2y 9.2.1.

En el caso del aislado bacteriano obtenido, la tincion gram reveld la presencia de bacillos
gram negativos (Fig. 17).

Al notar el halo de inhibicibn mostrado en la fig. 14 se penso que esta bacteria podria
tener actividad de biocontrol, por lo tanto, se realizaron ensayos de antagonismo para
corroborar si inhibia el crecimiento de los hongos aislados (los resultados de inhibicion
se muestran mas adelante).

Los resultados obtenidos de la Herramienta basica de busqueda de alineacion local
(BLAST) de esta cepa bacteriana y del aislado 4AF se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Microorganismos antagonistas aislados.

: : : % identidad
Aislado Género y especie GenBank
4AF Trichoderma sp. 99
SER3 Rahnella aquatilis 94

Figura 17: Tincion gram de Rahnella aquatilis
SERS3 observada con microscopio optico con
objetivo de 100X.
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9.4 indices de infeccion ocasionados por hongos no reportados como
principales patdgenos postcosecha de berries:

Un total de 18 arandanos inoculados con una solucion de esporas de Cladosporium sp.
1BOA mostraron que este hongo es capaz de infectar al 39% de estas frutillas. Por otra
parte, Penicilium expansum causa infeccion en el 100% de las fresas inoculadas,
mientras que Mucor circinelloides 1BF, es capaz de infectar al 89% de las fresas. En la
fig. 18 se muestran imagenes representativas de los experimentos realizados y en la
tabla 6 se resumen los resultados obtenidos de los indices de infeccion de los 3 aislados
ensayados.

Figura 18: Frutillas infectadas (n=18) con soluciones de esporas (1X10° esporas/mL). En el panel A se observan
arandanos inoculadas con esporas de Cladosporium sp. 1BOA. En el panel B fresas inoculadas con esporas de P.
expansum 230y en el panel C fresas inoculadas con esporas de Mucor circinelloides 1BF.
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Tabla 6: Porcentaje de frutas infectadas con los aislados 1BOA, 230 y 1BF

Hongo Porcentaje de frutas infectadas
Cladosporium sp. 1BOA 39%
Penicillium expansum 230 100%
Mucor circinelloides 1BF 89%

n=18
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9.5 Efecto de los compuestos difusibles de las bacterias antagonistas
sobre el crecimiento del micelio de los hongos aislados de fresas:

Los compuestos difusibles de las bacterias antagonistas mostraron inhibicion del
crecimiento de los hongos que fueron aislados de fresas, los resultados se muestran en
la tabla 7. La mayoria de las cepas provoca diferencias significativas en el crecimiento
de los hongos comparados con sus respectivos controles, sin embargo, las cepas que
provocan los mayores porcentajes de inhibicidon son Pseudomonas fluorescens UM270
y Rahnella aquatilis SER3. En la fig. 19 se muestran imagenes representativas de los
ensayos de inhibicibn por compuestos difusibles de las diferentes cepas sobre el
crecimiento de Botrytis y Fusarium, principales géneros fangicos causantes de
enfermedad postcosecha en berries.

Fusarium brachygibbosum HBF

Control COPES2 E25 CR71 UM270 SER3

Botrytis cinerea 62BCV

Figura 19: Efecto de los compuestos difusibles de las bacterias antagonistas en co-inoculacién directa con los
principales géneros flngicos patdgenos de berries (Fusarium y Botrytis).
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Tabla 7: Porcentajes de inhibicion por compuestos difusibles de las bacterias antagonistas sobre el crecimiento del

micelio de los hongos aislados de fresa.

Tratamiento

Inhibicidn por compuestos difusibles {%)

P crustasum M.circinelioides F. expansum M. fragilis F. brachygibbosum F. expansum
1F 1BF 230 22 4BF 5F

B. loyonensis COPESZ 5. 8478 2a 7.0+3.0a 9.7+19. 535 16 846 4b 14.0+8 Gab 13.3+14 dabe
Baciffus sp. E25 10.3+14 4ab 14.6+4 1ab 6.9+4 Sa 18 845 4b 28.0+7 9bd 7.0+10 3ab
Baciffus sp. CR71 17.3£9.2ab 14.2x5.3ab 20.8£10.7ab  30.7£10.4c 38.1%19.8cd 24.2213.3abc
F fluorescens UM270 A0 8+10.1h 12147 8Ba 45 448 3bc 12 844 4b 45 146 8Bed 41.4420 7bo
K. aquatilis SER3 286423 3ab 23 6+17 1b 524431 7c 13.1+£7 0b 56 217 Ge 46 5+35 3¢

Balrytis sp. B. Cinerea M. fragilis G. candidum  F brachygibbosum

62C 52BCY FRA FRE HBF

B. foyonensis COPES2Z 13,6421 7ab 11.5+5 3a M1 12 249 3ah 20.5+8 3d
Bacifius sp. E25 28.5+9 8bc 17.2+7 . 3ab 91+21 28 21.2+49 5ab 34 3+2 8ed
Baciffus sp. CRV1 48 446 Cc 35047 2b 8.4+29 8a 26.4+13.90 20.8+4 Bd
F fluorescens UM270 F8.6+0 4d 62 B+25 9c M1 B0.7+23 1c 45.0+12 2bc
K. aquatilis SER3 36.2+14 3¢ 16.614.2ab B.B+14.7a 28.0+11.8Bb 50.6+5.8b

() desviacion estandar (n = 3). Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo con la
prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05). N.I. Indica que no hay inhibicion.
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9.5.1 Efecto de los compuestos difusibles de las bacterias
antagonistas sobre el crecimiento del micelio de los hongos aislados
de zarzamoras y arandanos:

Para la mayoria de los aislados obtenidos de frutillas de zarzamora y arandanos hubo
porcentajes de inhibicion significativos con las cepas bacterianas ensayadas. Los
resultados se muestran en la tabla 8.

Cabe resaltar que la cepa UM270 es la que provoca los mayores porcentajes de
inhibiciébn para la mayoria de los aislados, con excepcién de Alternaria alternata 1A,
aislado que muestra mayor inhibicion de su crecimiento en presencia de la bacteria
Rahnella aquatilis SER3.

Tabla 8: Porcentajes de inhibicion por compuestos difusibles de las bacterias antagonistas sobre el crecimiento del
micelio de los hongos aislados de zarzamora y ardndano.

Tratamiento Inhibicién por compuestos difusibles (%)
A. alfemafta Cladosporium sp. A. altermmala Alternaria sp.
1A 1BCA 2Z 3A
8. foyonensis COPES2 28.3+4.9b 39.2+11.7¢ N.I. 4.9+112a
Bacillus sp. E25 40.7+5.8c 48.616.2bc N.I. 14.0+9.6a
Baciflus sp. CR71 40.41+11.2¢ 45,548 8be N.1. 13.8+10.4a
P fluorescens UMZ270 43 644 8c 59.5+53bc 22 .416.8ab 36.6+9.8ab
R. aquatilis SER3 47.847.0c 44.2+14.7b N.I. 18.6+15.7b
A. alternafa B. hodina A. Altermata G. Phurueaensis
4A 5A BA 7z
8. toyonensis COPESZ2 16.449.3d 9.2145.7b 1.9+0.6a 22744 1¢c
Bacillus sp. E25 27.6+6.8bcd 8.411.5b 5.518.5a 37.717.3b
Bacilius sp. CR71 32.0£10.9bc 12.6+3.8b 16.6£7.0a 35.418.8b
P, fluorescens UM270 40.9+12.0b 12.5+8.9b 34.1£7.8b 52.61+8.3d
R. aquatilis SER3 23.0+1.2¢cd 9.7+1.9b 7.11£20.8¢ 2.616.9a

() desviacion estandar (n = 3). Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo con la
prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05). N.l. significa que no hay inhibicién.
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9.6 Efecto de los compuestos organicos volatiles de las bacterias
antagonistas sobre el crecimiento del micelio de los hongos aislados
de fresas:

Los resultados de los ensayos realizados para evaluar la capacidad antagonista de las
cepas bacterianas por produccion de compuestos organicos volatiles sobre el
crecimiento de los hongos aislados obtenidos de fresas se muestran en la tabla 9.
Observamos que para la mayoria de los aislados no hay inhibicidon o no es significativa
a excepcion de los aislados: P. expansum 230 y 5F, donde se muestra un porcentaje de
inhibicion del 43.6% y 34.1% respectivamente con la bacteria Rahnella aquatilis SER3 y
F. brachygibbosum 4BF con un porcentaje de inhibicion del 26%, también con la bacteria
Rahnella aquatilis SER3.

Tabla 9: Porcentajes de inhibiciébn por compuestos organicos volatiles de las bacterias antagonistas sobre el
crecimiento del micelio de los hongos aislados de fresa.

Tratamiento Inhibicién por compuestos volatiles (%)
F crustosum M.circinelloides P expansum M. fragilis F. brachygibbosum P expansum
1F 1BF 230 22 ABF 5F
B. toyanensis COPES2 NI NI NI N.I. NI NI
Baciffus sp. E25 2.4+36.8b N.L N.L N.I 23%2.5b N.I
Bacifius sp. CR71 N.I NI N.L N.I. 1.726.7b N.I.
P, fluorescens UM270 6.5+38.8b NI N.I. N.I. NI NI
R. aguafilis SER3 16.8+24 1b NI 436439 4a N.I. 26.0+25 9a 34 1459 6a
Botrytis sp. Botrylis cinerea M fragilis G. candidum F. brachygibbosumn
62C 62BCV FRA FRB HBF
B. foyonensis COPES2  33.1+356b 8.7+6.7h 12.44144b  04+23b NI
Bacifius sp. E25 36412720 14.5%17.2b 5.8+10.6b 2.846.9b NI
Bacifius sp. CR71 15.5+46 .50 19.7+14.1b 9.6+8.3b N.I. NI
P, fluorescens UM270 44 6+37.8b 4.1+3.5b NI 5.8+7.5b NI
R._aguafilis SER3 37.0+37.1b 17.2+16.8b N.I 13.7+19.4b 92+13.7a

. () desviacion estandar (n = 3). Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo con la
prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05). N.I. Significa que no hay inhibicién.
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9.6.1 Efecto de los compuestos organicos volatiles de las bacterias
antagonistas sobre el crecimiento del micelio de los hongos aislados
de zarzamoras y arandanos:

Los resultados obtenidos de los ensayos de antagonismo por compuestos organicos

volatiles de las bacterias antagonistas contra los hongos aislados de zarzamora y
arandanos se muestran en la tabla 10. Para estos aislados fungicos no hay inhibicion de

Su crecimiento, o esta no es significativa de acuerdo con el analisis estadistico.

Tabla 10: Porcentajes de inhibicion por compuestos organicos volatiles de las bacterias antagonistas sobre el
crecimiento del micelio de los hongos aislados de zarzamora y arandanos

Tratamiento

Inhibicién por compuestos volatiles (%)

A. aftemmata  Cladosporiumsp. A. alternala Alternaria sp.
1A 1BOA 2z 3A
B. toyonensis COPES2 6.446.9b N.I. N.I. 0.5£5.2b
Bacilius sp. E25 8.4+8.7b 1.3+15.0b NL.I. 2.4+6.2b
Bacilius sp. CR71 7.3+6.4b 5.8+5.7b N.I. 4.1+£2.1b
P fluorescens UM270 17.4£8.1b N.I. N.I, 4.3+5.9b
R. aquatilis SER3 13.2+7.4b N.I. N.I. 8.9+9.4b
A alternata B rhodina A alternata G. phurueaensis
4A S5A BA 7z
B. toyonensis COPESZ 13.6+14.9b 3.546.1b N.I. 4.3£16.2b
Bacilius sp. E25 11.3+3.6b 1.2+9.5b N.I. 5.7¢19.2b
Bacilius sp. CR/1 22.0+12.9b 2.8+1.3b NL.I. 3.4%20.3b
P fluorescens UMZ270 27.8+28.0b 6.1+11.6b 9.4+2.1b N.I.
K. aguatills SER3 30.0+39.7b 1.3+3.8b N.I. N.I.

() desviacion estandar (n = 3). Las letras indican que los promedios difieren significativamente de acuerdo con la
prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05). N.I. Indica que no hay inhibicion.
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9.6.2 Rahnella aquatilis SER3 como agente biocontrol de hongos
postcosecha:

La bacteria Rahnella aquatilis SER3 aislada de frutas de fresa, mostré6 un buen
porcentaje de inhibicion por compuestos difusibles para varios de los aislados fungicos
obtenidos, particularmente para algunos de los principales géneros que afectan a
diversas frutas y vegetales en postcosecha como son: Penicillium, Fusarium, Botrytis,
Mucor, Geotrichum y Alternaria. En la figura 20 se grafican los porcentajes de inhibicién
por compuestos difusibles de Rahnella aquatilis SER3 para cada uno de los aislados
obtenidos.

Inhibicion por compuestos difusibles de Rahnella aguatilis SER3
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Figura 20: Grafica de los porcentajes de inhibicién causados por compuestos difusibles de Rahnella aquatilis SER3
con los hongos aislados de berries postcosecha. Los experimentos fueron realizados independientemente tres veces.
Las barras representan los valores de la media +SE. El * indica que los promedios difieren significativamente
comparados con sus respectivos controles de acuerdo con la prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05).
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Por compuestos organicos volatiles, la bacteria Rahnella aquatilis SER3 mostro
porcentajes de inhibicion significativos para los géneros Penicillium y Fusarium. En los
aislados 230 y 5F los porcentajes de inhibicion del crecimiento del micelio fueron de
43.6% y 34.1% respectivamente. Para el aislado 4BF el porcentaje de inhibicion fue del
56.2%.

En la figura 21 se muestra en una gréfica los porcentajes de inhibicion causados por
compuestos organicos volatiles de SER3 contra los hongos aislados de berries.

Inhibicién por compuestos organicos volatiles de Rahnella aquatilis SER3

W B D~ 0
0O 0O 0 oo oo
[ I | | |

Inhibicidn del crecimiento {%)

Figura 21: Gréfica de los porcentajes de inhibicion ocasionados por los compuestos orgéanicos volatiles de Rahnella
aquatilis SER3 sobre el crecimiento del micelio de los hongos aislados de berries. Los experimentos fueron realizados
independientemente tres veces. Las barras representan los valores de la media +SE. El * indica que los promedios
difieren significativamente comparados con sus respectivos controles de acuerdo con la prueba de rango multiple de
Duncan (p<0.05).
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9.7 Ensayos de Trichoderma sp. 4AF en co-inoculacién directa con los
principales patdgenos postcosecha aislados:

Trichoderma sp. 4AF mostro reducir el crecimiento de los principales géneros fungicos
gue se han reportado como agentes causales de enfermedad postcosecha de una
variedad de frutas y vegetales, entre ellos Botrytis y Fusarium, principales agentes
causales de enfermedad postcosecha en berries. Los resultados se muestran en la tabla
11. Observamos que Trichoderma sp. 4AF inhibe significativamente en co-inoculacion
directa todos los aislados, con excepcion de Mucor circinelloides 1BF.

Alternaria
alternata 1A

Botrytis cinerea
62BCV

Fusarium
brachygibbosum
HBF

Geotrichum
candudim FRB

Penicillium Mucor
expansum 230 circinelloides
1BF

Figura 22: Ensayos de Trichoderma sp. 4AF en co-inoculacion directa con los principales géneros fingicos que causan
enfermedad postcosecha en diversas frutas y vegetales. Los experimentos fueron realizados independientemente 3
veces, los resultados y el estadistico se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11: Porcentajes de inhibicion de los principales géneros fungicos reportados como patégenos postcosecha en
confrontacion con Trichoderma sp. 4AF.

Tratamiento

Inhibicicion del crecimiento del micelio (%)

Trichoderma sp.

4AF

Alternaria alternata Botrytis cinerea Fusa'num
brachygibbosum
1A 62BCV
HBF
38.5* 44.8* 33.6*
Geotn_chum Mucor circinelloides | Penicillium expansum
candidum 1BF 230
F.R.B.
42* 4.3 50.1*

(n=3), * Indica diferencia significativa con respecto al control de acuerdo con la prueba de rango miltiple de Duncan

(p<0.05).
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9.7.1 Ensayos de antagonismo por compuestos organicos volatiles de
Trichoderma sp. 4AF contra los principales patdgenos postcosecha

aislados:

Al realizar los ensayos por compuestos organicos volatiles observamos que no hay
diferencias significativas en los porcentajes de inhibicion comparados con el control. Los
resultados se muestran en la tabla 12. Trichoderma provoca poca inhibicion del
crecimiento del micelio de los aislados, 0 esta no es significativa de acuerdo con el

andlisis estadistico.

Tabla 12: Porcentajes de inhibicién de los principales géneros fangicos reportados como patdgenos postcosecha en
confrontacidon con compuestos organicos volatiles de Trichoderma sp. 4AF.

Tratamiento

Inhibicicién del crecimiento del micelio (%)

Trichoderma sp.

4AF

Alternaria alternata Botrytis cinerea Fusa_num
brachygibbosum
1A 62BCV
HBF
18.5 N.I. 13
Geom_c Hm Mucor circinelloides | Penicillium expansum
candidum 1BF 230
F.R.B.
1 11 5.2

(N.1.) Indica que no hay inhibicién, n=3 prueba de rango miltiple de Duncan (p<0.05).
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9.8 Visualizacion del dafio al micelio ocasionado a los patégenos
fangicos por los microorganismos antagonistas utilizando el
microscopio electronico de barrido (MEB):

Ya que Botrytis cinerea es uno de los principales patdogenos postcosecha en berries y
gue Pseudomonas fluorescens UM270 mostré el mayor porcentaje de inhibicion de este
patdgeno, se decidid observar el dafio al micelio ocasionado por los compuestos
difusibles de esta bacteria utilizando el microscopio electrénico de barrido (MEB). En las
imagenes del control (paneles A y B) observamos la estructura de una hifa en
condiciones normales, con una superficie lisa. Sin embargo, en presencia de UM270
(paneles C y D) las hifas sufren dafios, se observan cambios en su morfologia, forman
protuberancias superficiales, lo que indica que UM270 inhibe el crecimiento de B. cinerea
al causar deformacion de la estructura de las hifas.

s

628GV UM270
SE| MAG: 1500 x HV: 15.0 KV WD: 9.0 mm

Figura 23: Dafio al micelio de Botrytis cinerea ocasionado por los compuestos difusibles de Pseudomonas fluorescens
UM270. En los paneles Ay B se observan las hifas sin la presencia de la bacteria (control), en los paneles C y D hifas
en contacto con los compuestos difusibles de UM270. (Paneles Ay C observados a 1500X, paneles B y D observados
a 3000x).
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10.- Discusion
La fruta postcosecha tiene cierto tiempo de vida util, la cual sufre un proceso normal de
deterioro o decaimiento, debido a la respiracién, la produccion de etileno, la presencia
de hongos, las condiciones de almacenamiento (humedad, temperatura, atmosfera, etc.).
Durante este proceso la fruta pierde peso y firmeza y disminuye la calidad, midiendo
estos parametros se puede cuantificar esa pérdida, esto nos permite saber que tanto
pierden en peso y firmeza este tipo de frutillas.

Es necesario identificar los géneros fungicos que son capaces de producir enfermedad
postcosecha en berries para poder generar mejores estrategias de biocontrol, por eso
parte del objetivo principal de este trabajo es identificar patdgenos fungicos que afecten
a las berries postcosecha. Al comprar estas frutillas en mercado local se obtuvieron
fresas, arandanos y zarzamoras que han pasado por un proceso de recoleccion y
transporte que se utiliza normalmente en el manejo de estas frutillas. Esto nos permite
obtener evidencia mas confiable de los hongos que son capaces de infectar a este tipo
de frutillas en postcosecha, ya que una recoleccion directa en campo mostraria los
géneros fungicos que son capaces de infectar las frutillas en campo y se produciria un
sesgo en cuanto a los hongos que pueden afectar a las frutillas en postcosecha. En este
trabajo se realizo la identificacion molecular de los hongos aislados y varios de ellos
corresponden con agentes causales de enfermedades postcosecha en frutas y
vegetales. Se ha reportado que los principales patégenos postcosecha de una variedad
de frutas y vegetales son los géneros: Botrytis, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium
y Alternaria (Dukare et al., 2018). Siendo Botrytis y Fusarium los mayores agentes
causales de enfermedad postcosecha en berries (Petrasch et al., 2019, Koike & Gordon,
2015, Pastrana et al., 2017, Rivera et al., 2013, Saito et al., 2016).

De acuerdo con los resultados de indices de infeccion ocasionados por hongos no
reportados como principales patdégenos postcosecha de berries, especies de
Cladosporium son de distribucion cosmopolita, son frecuentemente aislados del suelo, la
comida y otra materia organica, o se encuentran colonizando como invasores
secundarios lesiones de hojas causadas por hongos fitopatdgenos. Algunas especies de
este género son patdgenas de plantas, también algunas especies son conocidas por ser
enddfitos comunes, asi como hongos que se encuentran en el filoplano (Bensch et al.
2012).

Mehra et al. 2013 hacen mencion sobre los principales patdgenos postcosecha de
arandanos donde Colletotrichum spp., Alternaria spp., y Botrytis cinerea son los
patégenos postcosecha mas comunmente reportados. Sin embargo, también menciona
otros géneros fungicos que son capaces de causar enfermedad postcosecha en
arandanos, algunos como oportunistas: Aspergillus, Aureobasidium, Catenophora,
Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Pestalotiopsis y Rhizopus.

Ya que Cladosporium es reportado como patdogeno oportunista y no como uno de los
principales patégenos postcosecha de arandanos, se genero la pregunta de cual seria el
grado de infeccion que tendria este hongo, por lo tanto, en este estudio se decidio
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corroborar los indices de infeccion en frutas de arandanos causados por Cladosporium
sp. 1BOA. Al causar infeccion en el 39% de los arandanos inoculados se determing que
puede ser un agente causal de enfermedad postcosecha de ardndanos no severo.

Penicillium expansum se ha reportado como patdégeno postcosecha de una variedad de
frutas y vegetales, sin embargo, pocos reportes se han encontrado como agente causal
de enfermedad postcosecha en fresas, por lo tanto, también se decidié corroborar los
indices de infeccion de Penicillium expansum 230, encontrando que es capaz de infectar
el 100% de las fresas inoculadas, por lo tanto, se podria clasificar como un potencial
agente causal de enfermedad postcosecha en fresas.

Aunque Mucor spp. se ha encontrado en frutas de fresa en postcosecha, no hay reportes
particularmente de Mucor circinelloides como agente causal de enfermedad postcosecha
en fresas, por lo tanto, de igual manera se evaluaron los indices de infeccién con el
aislado Mucor circinelloides 1BF para corroborar su potencial de infeccion en estas
frutillas, encontrando que es capaz de producir infeccion en el 89% de las fresas
inoculadas, por lo tanto, Mucor circinelloides 1BF también podria clasificarse como
agente causal de enfermedad postcosecha en fresas.

Se encontraron 2 microorganismos con capacidad de antagonizar los hongos aislados,
uno corresponde a Trichoderma sp. 4AF y el otro corresponde a una cepa bacteriana.
Para la identificacion de la bacteria la secuencia obtenida mostré un 94% de identidad
con Rahnella aquatilis, sin embargo, al realizar el andlisis filogenético, no hubo una
agrupacion de este aislado con ninguna de las cepas comparadas, probablemente
debido a la calidad de la secuencia. Una de las perspectivas mencionadas
posteriormente en este trabajo es analizar el genoma de esta cepa bacteriana, esto nos
daréd informacién mas precisa para poder asegurar la identificacién correcta de esta cepa.
Pero hasta ahora la comparacion de secuencia en la base de datos del GenBank nos da
un indicio de la identificacion.

En los resultados de inhibicion por compuestos difusibles y volatiles de las diferentes
cepas bacterianas contra los aislados fungicos obtenidos, se observé que la inhibicion
de varios aislados es mayor por compuestos difusibles que por compuestos organicos
volatiles, una probable explicacion para estos resultados podria ser que los compuestos
producidos por las bacterias que difunden en el medio afectan de una manera mas
directa el crecimiento del hongo, ya que estan en contacto directo con el micelio
vegetativo y quizas perjudique al hongo en su capacidad de adquirir nutrientes y
desarrollarse, en cambio por compuestos organicos volatiles es posible que haya cierta
pérdida en la concentracion de los compuestos producidos, o0 que estos no afecten de
igual manera al micelio vegetativo ya que no esta en contacto directo con é€l, podrian
afectar el micelio aéreo limitando su reproduccion y no tanto su crecimiento.

Por otra parte, las cepas bacterianas que provocan los mayores porcentajes de inhibicion
del crecimiento de los hongos aislados son Pseudomonas fluorescens UM270 y Rahnella
aquatilis SER3. El genoma de UM270 ha sido secuenciado y analizado (Hernandez-
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Salmerdn et al. 2016), los resultados de ese analisis mostraron que UM270 es capaz de
producir diversos compuestos antifangicos, lo cual explicaria que inhiba el crecimiento
de varios de los patdégenos aislados en este trabajo. Para el caso de Rahnella aquatilis
SERS3 con los resultados obtenidos podemos decir que debe producir algin o algunos
compuestos antifangicos que inhiben el crecimiento de los hongos ensayados, queda
como perspectiva identificar dicho o dichos compuestos y analizar su genoma para
determinar todos los modos de accion que esta cepa puede utilizar como agente
biocontrol.

En los ensayos de confrontacion entre Trichoderma sp. 4AF con los principales géneros
fungicos de patdgenos postcosecha de una variedad de frutas y vegetales reportados,
se observo que hay inhibicién del crecimiento de los patégenos fungicos cuando los
ensayos se realizaron en co-inoculacion directa, Trichoderma sp. 4AF tiene una
velocidad de crecimiento mayor que los patégenos analizados, por lo que ocupa la mayor
parte de la caja Petri, limitando asi el crecimiento del patégeno. En cambio, en los
ensayos realizados por compuestos volatiles observamos que no hay diferencias
significativas en el crecimiento de los patdgenos, lo que sugiere que el mecanismo de
accion que utiliza Trichoderma sp. 4AF para inhibir el crecimiento de los patdgenos
fungicos es la competencia por espacio y nutrientes.

En las imagenes mostradas con ayuda del MEB, se observé deformidad de las hifas
causada por los compuestos difusibles de UM270. Simionato et al., 2017 observaron el
dafo al micelio de Botrytis cinerea causado por el acido carboxilico-1-fenazina (PCA)
compuesto producido por la cepa Pseudomonas aeruginosa LV, ellos, basandose en
otros estudios, sugieren una posible hipotesis para explicar la deformidad de las hifas,
mencionan que al igual que la piocianina, la fenazina (PCA) tiene la capacidad de
disminuir la oxidacion de NADH y el glutation, lo que puede ocurrir con niveles elevados
de oxidacion celular y desestabilizacion de las mitocondrias. Con la desestabilizacion
mitocondrial hay una disminucion de la eficiencia en la cadena de transporte de
electrones, formando asi especies reactivas de oxigeno, lo que puede conducir a estrés
oxidativo celular y la alteracion de la permeabilidad de la membrana. Pero se necesitan
realizar ensayos de permeabilidad de membrana y estrés oxidativo para comprobar esta
hipétesis.

Hernandez-Salmeron et al., 2016 al secuenciar y analizar el genoma de Pseudomonas
fluorescens UM270, encontraron que es capaz de producir diversos compuestos
antifangicos entre los cuales se encuentran la fenazina y la piocianina, por lo cual, si la
hip6tesis sugerida por Simionato es correcta, ésta podria ser la respuesta para explicar
la deformidad observada en las hifas de Botrytis cinerea.
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11.- Conclusioén

Los microorganismos antagonistas Rahnella aquatilis SER3 y Trichoderma sp. 4AF,
residentes naturales en frutillas como fresa, zarzamora y ardndano, son capaces de
inhibir el crecimiento de los hongos que afectan a berries postcosecha.
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12.- Perspectivas

Realizar ensayos in vivo para determinar la capacidad antagonista de las bacterias
directamente en las frutillas y determinar la concentracion minima requerida para evitar
el crecimiento de hongos patégenos.

Analizar el genoma de Rahnella aquatilis SER3 con el propdsito de determinar los
mecanismos que es capaz de utilizar como agente biocontrol.

Realizar pruebas de biocontrol de patdogenos con los sobrenadantes de Rahnella
aquatilis SER3.

Identificar los metabolitos o0 compuestos de Rahnella aquatilis SER3 y Trichoderma sp.
4AF involucrados en el biocontrol.
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