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1. RESUMEN

Las frutas son unos de los alimentos indispensables para llevar un estilo de vida
saludable, por su alto porcentaje en agua, vitaminas y minerales, sin embargo, es un alimento
altamente perecedero, debido a la accion que hacen sobre ella mohos fitopatdgenos. Estos
mohos causan podredumbres devastadoras en precosecha y postcosecha. Ademas, muchos de
ellos son productores de micotoxinas. Esto supone un gran riesgo para el consumidor, ya que
pueden no ser eliminados en las etapas de procesamiento y pasar al consumidor poniéndolo en
riesgo. Por ello, se hace uso de distintos métodos de control de estos mohos, que pueden ser de
naturaleza fisica, quimica, y bioldgica. Por lo que respecta a los métodos biologicos, se trata de
unos métodos novedosos y respetuosos con el medio ambiente, donde se utilizan generalmente
microorganismos, cominmente levaduras por su gran versatilidad, para el control de los mohos

fitopatogenos.

El objetivo de este estudio es evaluar la capacidad de las levaduras Pichia kudriavzevii
L40 y Metschnikowia pulcherrima L672 como agentes de biocontrol frente al moho azul,
Penicillium expansum, productor de patulina. Para el desarrollo de este trabajo se uso la cepa
toxigénica Penicillium expansum CECT2280 como control, y se coinoculd con dichas
levaduras en cuatro variedades de fruta de hueso (nectarina, melocotdn, paraguayo y ciruela).
La incubacion se llevo a cabo en barquetas a temperatura ambiente durante 6 dias. Se hizo un
seguimiento del desarrollo de la podredumbre del moho para posteriormente determinar la
incidencia y severidad del dafio ocasionado a la fruta. Ademas, se evalud la efectividad para
controlar la produccién de patulina, determinada mediante analisis de electroforesis capilar y
mediante la expresién del gen idh, implicado en la biosintesis de patulina, mediante técnicas de

PCR en tiempo real de transcripcién inversa (RT-gPCR).

Los resultados obtenidos muestran que ambas levaduras ejercen un efecto inhibitorio y
reductor de la enfermedad ocasionada por Penicillium expansum en las cuatro variedades de
fruta, siendo mayor este efecto inhibitorio con la levadura Metschnikowia pulcherrima L672.
En cuanto a la produccion de patulina, el tratamiento con Metschnikowia pulcherrima L672
presenta un 100% de reduccion de produccién de patulina con respecto al control; exceptuando
melocotdn donde la reduccion mayor la ejerce Pichia kudriavzevii L40, la cual no aporta

reduccion en las otras variedades de frutas. Por ultimo, de los resultados obtenidos del estudio



de la expresion relativa del gen idh se pudo observar que las levaduras presentan patrones muy
diferentes. Presentdndose una mayor inhibicion de la expresion del gen idh en presencia de
Pichia kudriavzevii L40 en las cuatro variedades, en comparacion con Metschnikowia
pulcherrima L672 donde la expresion del gen se mantiene activa desde el inicio. Esta inhibicion
por parte de Pichia kudriavzevii L40 puede ser esencial en la industria alimentaria para la
aplicacion de medidas preventivas y/o la aplicacion de esta estrategia para evitar la acumulacién

de patulina en el alimento.

Por todo esto se puede evidenciar la actividad como agentes de biocontrol de ambas
levaduras sobre el crecimiento del moho, produccion de patulina y sobre la expresion del gen
idh.
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2. INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas son alimentos altamente perecederos, por ello, durante el tiempo
que transcurre entre la cosecha de estas, y su consumo, puede producirse sobre los productos la

pérdida de su calidad debido a cambios fisicos, quimicos y microbioldgicos.

Los deterioros ocasionados por métodos fisicos pueden ser mas o menos faciles de
controlar, ya que muchos de ellos son ocasionados por el hombre, por ejemplo, los dafios
mecéanicos, como pueden ser los golpes, apretones a la hora de recoger la fruta, la colocacién
de unas cajas encimas de otras, entre otros, que pueden ocurrir en las etapas de cosecha o
empaquetado de los productos por parte de los manipuladores (Chun-Ta Wu, 2010). El
problema de estos dafios es que muchas veces las lesiones producidas dan pie a que se
desarrollen dafios de otro tipo, generalmente biologico; que es la entrada de patdgenos en etapas
postcosecha, y, por ende, deteriorando més el fruto y con ello su calidad. Otros problemas
fisicos pueden ser la temperatura de almacenaje y distribucidn de estos productos, ya que si esta
no es adecuada puede ocasionar una maduracion repentina de los frutos en camara. Nuevamente
este hecho puede ocasionar el desarrollo de alguna enfermedad de tipo fungico, y
posteriormente se pueden extender al resto del lote, lo que provocaria pérdidas importantes para

el proveedor, ya que esa fruta no podria comercializarse (Chun -Ta Wu., 2010; Redondo, 2018).

El mayor problema de indole quimico viene asociado al uso de pesticidas; estos son
sustancias destinadas a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas
las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion, almacenamiento,
transporte, distribucidn de un producto. Pese a ello, los plaguicidas tienen efectos adversos muy
relevantes, como puede ser el deterioro de los suelos agricolas debido a los residuos quimicos,
contaminacién de las aguas por filtraciones de estas sustancias en el suelo, y la contaminacién
de los mismos frutos, ya que muchos de ellos son capaces de retener estas sustancias en la piel
incluso incorporarlas al interior del mismo. Inclusive muchos de estos plaguicidas tienen
efectos muy dafiinos sobre la salud del hombre, tanto a corta como a larga exposicion a los
mismos. Algunos de ellos son capaces de estimular el desarrollo de cancer. Por los efectos tan
perjudiciales en el ecosistema y en los seres vivos que en el habitan, estas sustancias estan en
constante revision, y se recomienda su uso como Ultima medida, si por otros medios se puede
erradicar las plagas. Asi mismo, la presencia de estos plaguicidas en los frutos, no debe

sobrepasar unos limites estipulados en la legislacion (Schirra et al., 2011).



En cuanto a los cambios producidos por agentes bioldgicos, no solo supone una pérdida
de calidad, sino que ademés causa pérdidas econémicas, asi como, riesgo para la salud del
consumidor por la posible presencia de toxinas o de microorganismos patdgenos. Las
superficies expuestas de la fruta se contaminan a través del suelo, agua, aire, animales, insectos,
excrementos, etc. en las etapas precosecha. Posteriormente pueden contaminarse por el contacto
con el equipo de procesamiento. El dafio microbiano puede ser ocasionado por bacterias,
levaduras y mohos. La presencia microbiana varia segun la fruta, la procedencia de esta y su
crecimiento. Como las frutas son usualmente &cidas con un rango de pH préximo a 4-5, lo que
les proporciona mayor resistencia frente a las bacterias. Esto no sucede en hortalizas, ya que al
tener un pH cercano al neutro son igualmente vulnerables tanto a hongos como a bacterias (Pitt
y Hocking., 1990). Debido a este bajo pH de las frutas se selecciona el crecimiento de levaduras
y mohos, predominando el de este ultimo grupo y, ademas el de las bacterias lacticas. Las
bacterias patogenas no proliferan por el bajo pH, pero pueden sobrevivir el tiempo suficiente
como para desarrollar una enfermedad. Lo mas habitual son gastroenteritis, sin embargo,
también nos podemos encontrar con enfermedades mas perjudiciales como botulismo o
listeriosis, generalmente asociada por el contacto con heces o agua contaminada (Juliarena y
Gratton, 2015).

Las levaduras, en general, no presentan el mismo nivel de patogenicidad que los mohos.
Estas, pese a parecer en gran nimero en las superficies de las frutas frescas junto con los mohos,
no tienen los mecanismos necesarios para invadir los tejidos, lo que los cataloga como agentes

secundarios en el deterioro (Alzamora et al., 1995).

Los mohos son hongos que crecen en forma de filamentos multicelulares llamados hifas.
Un conjunto de hifas interconectadas con varios nucleos idénticos se denomina micelio.
Aunque los mohos crecen en la materia organica en la naturaleza, su presencia sélo se puede
percibir cuando se han formado colonias visibles a simple vista. Algunos mohos atacan cultivos
y plantas ornamentales, otros causan podredumbre en alimentos o productos basicos utilizados
para la elaboracion de alimentos. Casi todos juegan un papel importante en la biodegradacion
natural de la materia organica y unos pocos son utilizados en la produccion de alimentos,

bebidas, antibiéticos y enzimas (Morales, 2011).

Entre las especies mas comunes de mohos causantes de podredumbre encontramos
Monilia, Botrytis, Rhizopus, Alternaria, Penicillium y Geotrichum (Zinedine y El Akhdari,
2019).



Estos mohos pueden causar deterioros postcosecha, algunos de ellos son: crecimiento
de mohos en la superficie de los frutos, antracnosis o chancro (ennegrecimiento de los tejidos
asociado a varios hongos de los géneros Colletotrichum, Gloesporium y Coniothyrium),
distintos tipos de podredumbre como por ejemplo la gris causada por Botrytis cinerea, o la azul
asociada a Penicillium expansum. Cabe destacar que estos deterioros dependen de la madurez
de la fruta, cuanto mas madura este, mas susceptibles al deterioro porque la produccion de
defensa contra microorganismos fungicos disminuye y ademas las paredes celulares van
sufriendo degradaciones. Asi mismo, factores ambientales como son altas temperatura o altas
humedades después de la cosecha también favorecen la aparicién de microorganismos y con

ellos el deterioro de los frutos. (Morales., 2011).

Las enfermedades postcosecha pueden deberse también al resultado de infecciones
previas a la cosecha y que se mantienen en estado latente o a infecciones por heridas en etapas
posteriores a la cosecha. Las diferencias entre ambas infecciones, es que las latentes estan
presentes, pero no se manifiesta o exterioriza. Esta forma latente de los mohos generalmente es
asociada a condiciones medioambientales desfavorables para su crecimiento; por ejemplo,
temperaturas elevadas, bajos niveles de oxigeno o escasez de nutrientes. En consecuencia, a
estos factores, el moho en vez de morir se queda en estado latente y se reactiva cuando las
condiciones vuelven a ser las idoneas. Debido a la presencia a ambos tipos de infecciones, se
pueden separar las especies fungicas en 2 grupos, los patogenos de infeccion latente, como
Alternaria spp., Fusarium avenaceum, Glomerella cingulata, Pezicula malicortitis y
Sphaeropsis pyriputrescens, o patdgenos causantes de infecciones por heridas como B. cinerea.
Penicillium expansum, Monilinia spp. y Mucor pyriformis (Sanzani et al., 2009, Gowing et al.,
1990).

Algunos mohos pueden incluso producir micotoxinas, tanto antes como después de la
cosecha. Estas son compuestos quimicos producidos de forma natural (no antropogénicos) en
el metabolismo secundario de algunos géneros de hongos. Estos compuestos quimicos
producen efectos nocivos en una gran amplitud de especies animales, en las que se incluye el
hombre (Ramos, 2011). Las especies mas comunes de mohos asociadas a la produccion de
micotoxinas son Penicillum, Aspergillus, Alternaria y Fusarium (Zinedine y El Akhdari.,
2019).

Las consecuencias de la presencia de estos mohos en frutales, por ejemplo, en frutales

de hueso, afecta al estado general de la planta, marchitez, decaimiento o la muerte. A veces



solamente afecta a una parte concreta de la planta, en tal caso se pueden observar lesiones en la
parte aérea, clorosis, manchas necroticas, podredumbre, necrosis en frutos, tumores en el
sistema radicular; entre otros. Sin embargo, una vez se realiza la recoleccion, aparecen las
enfermedades postcosecha en las etapas de almacenamiento, distribucidon y comercializacion,

generalmente en forma de podredumbres (Arroyo-Cordero et al., 2016).

Se han descrito numerosos hongos patégenos que pueden infectar a distintas especies
cultivadas de Prunus, siendo las enfermedades del cribado, el oidio, la lepra, la roya, la
podredumbre marrén o moniliosis, y la antracnosis en melocotonero, las mas destacadas por su
gravedad e incidencia (Arroyo-Cordero et al., 2016). Esto convierte a las enfermedades
fungicas, sin duda, en las mas importantes en los frutales de hueso, afectando a diversas partes

del arbol, tanto aéreas como de cuello y raiz.

En citricos, se han descrito mas de 20 tipos diferentes de enfermedades postcosecha
(Chen et al., 2019). Las principales de todas ellas son las causadas por Penicillium digitatum
(moho verde), Penicillium italicum (moho azul) y Geotrichum citri-aurantii (pudricion acida).
Penicillium digitatum, por si sola, es responsable de aproximadamente el 90% de las pérdidas
totales de postcosecha (Regnier et al., 2014). Ademas, el crecimiento de hongos en la fruta
puede conducir a la produccién de micotoxinas, incluidos posibles agentes cancerigenos como
la citrinina y la patulina, asi como compuestos tremorgenos, por ejemplo, las triptoquivalinas
(Ariza et al., 2002).

En manzanas, mas de 90 especies de hongos pueden causar pudricion (Gowing et al.,
1990). Los deterioros pueden estar causados por varios géneros, como Penicillium, Botrytis,
Monilinia, Colletotrichum, Fusarium (Konstantinou et al., 2011). EI moho gris causado por
Botrytis cinerea y el moho azul causado por Penicillium expansum se consideran las principales
enfermedades postcosecha de la fruta de pepita (Jijakli et al., 2004). Al igual que los anteriores
ejemplos, las pérdidas por pudricion en manzana no solo afecta de manera cuantitativa, sino
cualitativa, por una posible contaminacion por la produccion de algunos de estos mohos de
micotoxinas. Esto es de gran relevancia para la salud de los consumidores, ya que a menudo
estas frutas de menor calidad son usadas en procesamiento para la elaboracion de zumos,
pudiendo entonces pasar las micotoxinas a la linea de produccion y por ende contaminar
aquellos frutos no infectados por la toxina y a su vez si no se detecta a tiempo, ser

comercializado poniendo en riesgo la salud de los clientes (Morales et al., 2008).



Atendiendo a estos ejemplos, cabe remarcar, la suma importancia de hacer un riguroso
control tanto antes como después de la cosecha, para prevenir y/o reducir al maximo las
pérdidas de producto y calidad por infeccion de mohos, haciendo mayor hincapié en aquellos
que producen micotoxinas, porque ya no solo estariamos hablando de pérdidas econémicas,

sino del bienestar tanto de consumidores como de animales.
2.1 Principales especies fungicas alterantes y no productores de micotoxinas

Como anteriormente se citd, dentro de los principales mohos alterantes de la fruta

encontramos:
- Monilia spp.

La moniliosis, podredumbre marrén o momificado es una enfermedad criptogamica
(enfermedad de las plantas causada por un hongo u otro organismo filamentoso parasito) que
afecta a distintas partes de la planta, principalmente al fruto, pero también infecta la flor y los
brotes tanto vegetativos como reproductivos (Arroyo-Cordero et al., 2016). Esta enfermedad es
causada por las especies Monilinia laxa, M. fructigena y M. fructicola. Las dos primeras estan
distribuidas por toda Europa mientras que M. fructicola es originaria de América. No obstante,
pese a su procedencia se han registrado infecciones de M. fructicola en zonas de Europa como
son ltalia y Espafia en frutas como ciruela y melocotonero. Esto ha determinado que a esta
especie se la considere como un organismo de cuarentena Al (los organismos de cuarentena
son aquellos agentes nocivos o causantes de dafios sobre la vegetacion que no existen
previamente en un lugar determinado y pueden ser introducidos a traves de diferentes medios),

representando un problema para las exportaciones (Redondo et al., 2018).

Se trata de una pudricion seca que le confiere un aspecto momificado y representa una
importante fuente de inéculo para la campafia siguiente si no se retiran del arbol. Las
temperaturas suaves, de 15 a 22 °C, y la elevada humedad favorecen el desarrollo de esta
enfermedad (Gell., 2008; Figura 2.1) El hongo pasa el invierno en dichos frutos momificados
y también en los pequefios chancros de ramitas, y por ello resulta casi obligatorio su eliminacién
del arbol. A finales de invierno, con condiciones favorables se desarrollan los esporodoquios
que infectan a la brotacion de flores y hojas, donde progresa desde la zona de insercion. Una
vez desarrollado los frutos, los periodos de lluvia favorece la infeccién, a menudo facilitada por
las picaduras de insectos y aves, especialmente en ciruelo, cuya piel mas gruesa y cubierta de

cera dificulta la penetracion inicial del patdgenos (Redondo et al., 2018).



Figura 2.1. Distintos frutos infectados por Monilia. (a) melocoton, (b)cerezas y (c) ciruelas
(Gell, 2008).

El control de esta enfermedad resulta muy dificil y para ello se combinan todas las
estrategias existentes, cuestion sobre la que se tratara en el epigrafe “1.3 Métodos de control”

de este documento.
- Rhizopus spp.

Es un hongo filamentoso con elevada capacidad saprofitica. La sintomatologia puede
aparecer en el campo, aunque, generalmente el desarrollo mayoritario es en postcosecha (Casals
et al., 2018; Figura 2.2). La enfermedad causada por este hongo se conoce como podredumbre
blanda. Rhizopus stolonifer es un patdgeno postcosecha importante que contribuye al deterioro
considerable de una gran variedad de frutas y hortalizas. Entre los géneros susceptibles a este
hongo podemos citar Allium, Ananas, Brassica, Cucumis, Cucurbita, Fragaria, Lycopersicon,

Phaseolus, Pisum, Solanum y entre otros.

Generalmente infecta futa sana que presente heridas recientes o golpes por su
manipulacién. Sin embargo, en estudios recientes, se ha corroborado que es capaz de penetrar
en el fruto sin este presentar heridas o golpes, siempre y cuando disponga de una fuente de

nutrientes (Baggio et al., 2016).



Figura 2.2. Fruto en el suelo afectado por Rhizopus spp. (Innovagri, 2008).

Actualmente, a diferencia de Monilinia spp., para Rhizopus spp. no se dispone de
informacion en relacién a su epidemiologia en nuestra zona productora y se dispone de poca
informacion de las relaciones entre temperatura, horas de humectacion y tiempo necesarias para
que infecte en campo, en funcién del estado fenoldgico de la fruta, asi como las condiciones

que favorecen su desarrollo una vez se ha producido la infeccidn (Casals et al., 2018).

No obstante, se conoce que, las conidias pueden permanecer viables en los embalajes
utilizados para la cosecha favoreciendo la infeccion de mas frutos, lo que indica la importancia
de desinfectarlos debidamente. Otro punto critico de infeccion es en la central hortofruticola,
concretamente, en el vaciado de la fruta en la balsa del agua, la que debera ser desinfectada,

para también evitar nuevas infecciones (Casals et al., 2018).

Finalmente, durante la postcosecha de la fruta se pueden dar las condiciones,
principalmente de temperatura, que favorezcan el desarrollo del hongo. En este sentido, la
mayoria de estudios indican que Rhizopus spp. puede crecer desde 4,5-5°C hasta 37°C, no
obstante, en un estudio han determinado que Rhizopus spp. es capaz de desarrollarse en la fruta
a 0°C siendo la temperatura 6ptima 20-21°C (Michailides y Spotts, 1990).

- Geotrichum spp.


https://www.innovagri.es/wp-content/uploads/2018/03/Foto-3-FILEminimizer.jpg

El hongo Geotrichum spp., causante de la podredumbre amarga en frutales de hueso, es
un patégeno emergente que hasta hace unos 2 afios no estaba presente en nuestra zona, aunque
causaba considerables dafios en diversas partes del mundo. Tiene un aspecto gelatinoso (Figura
2.3), responsable del efecto de pelado en los frutos, que suele aparecer en momento de alta
humedad relativa y alta temperatura en campo. En estudios previos de IRTA Fruitcentre, la
investigadora Elena Costa ha determinado que para conseguir una buena esporulacion se
necesita incubar en una cdmara himeda, y ademas este hongo puede sensibilizar el tejido
pudiendo aparecer infecciones secundarias por Rhizopus spp. o Monilinia spp.

Este hongo es muy perjudicial en una central fruticola debido a su gran efecto de
diseminacion, ya que en la linea de clasificacion puede causar péerdidas en fruta envasada en

bolsas destinadas a contenedores (Costa, 2020).

Desgraciadamente en la actualidad no existe ningn producto para combatirlo, por lo

que hay que tomar unas ciertas medidas de profilaxis.

Figura 2.3. (A) Pudricién blanda caracterizada por una conspicua maceracion de los tejidos,
caracteristica de la pudricion &cida causada por Geotrichum candidum. (B). Desarrollo de

micelio blanco en condiciones de humedad alta (Henriquez, 2012).

- Botrytis spp.

La especie Botrytis cinerea es la causante de la pudricion gris en las flores, frutos, hojas,
brotes y raices de méas de 200 plantas. EI hongo se considera necrétrofo; sin embargo, también
puede considerarse un verdadero patdgeno vegetal por las pérdidas que ocasiona tanto en
cosecha como después de esta (Vannini y Chilosi, 2013).Ataca principalmente fruta como uvas
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(Vitis vinifera), fresones (Fragaria ananassa), frambuesas (Rubus idaeus).Botrytis provoca que
los frutos pierdan agua, quedando deshidratado. Como métodos actuales de control puede
tratarse con biofungicidas como Alternaria oudemansii (Ulocladium oudemansii), o bacterias

como Bacillus subtilis y Streptomyces griseoviridis (Moraes et al., 2019).

Botrytis cinerea en uvas ocasiona pérdidas econémicas importantes, puede estar
presente en forma latente en los 6rganos y tejidos de la vid, pero donde més dafio inflige es en
los racimos. La humedad prolongada también puede favorecer a que se incremente los dafios,
provocando la pudricion de las bayas. Esto reduce la calidad de los vinos afectando al sabor y
color de los mismos (Elad et al., 2004).

En la fresa, al igual que en la uva también causa grandes pérdidas por todo el mundo,
debido a la capacidad de permanecer latente y su resistencia tanto a condiciones de humedad
como secas. En este cultivo es dificil de identificar en etapas tempranas del desarrollo debido a
esta capacidad latente, infectando los tejidos internos; en concreto la flor, y no siendo visible la
infeccion hasta que la planta va desarrollando. Entonces el hongo se activa, provocando una
pudricién dura, que a simple vista se observa de color marrén en el caliz en aquellas frutas
todavia no maduras (Figura 2.4). La fruta bien madura es especialmente susceptible a las
infecciones de Botrytis después de dafio fisico, lo cual permite que el patdégeno colonice

rapidamente el tejido dafiado y que se propague por toda la fruta (Koike y Bolda, 2016).

Figura 2.4. Deterioro color marrédn en el fruto y el pediculo que resulta de la infeccion de la flor
de fresa.
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2.2 Especies implicadas en deterioro de frutas potencialmente toxigenicas

Dentro de las especies de mohos més cominmente asociadas al deterioro postcosecha

de frutas y hortalizas, y productoras de micotoxinas, nos encontramos:
- Fusarium

Este moho habita en el suelo en forma de micelio o en cualquiera de las formas de
esporas. Es un género que infecta tanto plantas como animales, incluso a personas. Sin embargo,
de las mas de cien especies descritas solo una docena son perjudiciales para los seres humanos.
Generalmente, lo podemos encontrar en cucurbitaceas, coles, platano, patata, tomate y
gramineas, ocasionando marchitez vascular o pudricion de raiz y tallos. También causa
pudricion en manzanas y peras. Se observa como una necrosis circular marron, blanda y acuosa,
que se extiende gradualmente sobre el tejido infectado, que se hunde ligeramente, a veces con
un micelio denso blanquecino. En estudios recientes, se determino la pudricion por Fusarium
en cuatro cultivares de manzana, obteniendo una sintomatologia similar en todas ellas, que se
resume con una necrosis suave circular marrén de diferente extension, cubierta de esporulacion

blanquecina, amarillenta o rosada (Figura 2.5), o sin esporulacion visible (Server,2012).

Figura 2.5. Sintomas de pudricién por Fusarium en manzanas (Server, 2012).

Posee una alta capacidad de sintetizar una amplia variedad de micotoxinas, las cuales
las podemos clasificar en 3 grandes grupos: sesquiterpenos (tricotecenos tipos Ay B), derivados
de policétidos (fumosinas (FBs)) y lactonas (zearalenona (ZEA)) (Morales, 2011). Dentro de
estas micotoxinas cabe destacar la beauvericina (BEA) y las enniatinas (ENN) las cuales se han
detectado en piensos y en ingredientes de los mismos en unos porcentajes que rozan el 100%
(Fraeyman et al., 2017). Estas micotoxinas contaminan la mayoria de los cereales, en los que

se incluye el trigo, avena, cebada y centeno. Los productos alimenticios a base de cereales son
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los contribuyentes mas importantes a la exposicion alimentaria aguda y cronica. Podemos
asociar estas micotoxinas con el desarrollo de cuadros de toxicidad celular, efectos sobre el
crecimiento y el desarrollo de los animales. Asi mismo, podemos atribuirle su implicacién en

el desarrollo de canceres en humanos y animales domesticos (EFSA, 2014).

- Alternaria spp.

Género de mohos ubicuo que incluye especies saprofitas (obtienen sus nutrientes a partir
de materiales organicos inertes como restos de vegetales y animales), endofiticas (establecen
relaciones simbidticas de mutualismo con plantas, habitando dentro de ellas sin causar sintomas
aparentes) y patdgenas. Las especies de Alternaria requieren condiciones de alta humedad y
tienden a encontrarse en alimentos con mucha humedad, como los granos antes de la cosecha y
las frutas y verduras. La infeccion por Alternaria de frutas y verduras se ha observado en
manzanas, naranjas, tomates y pimientos (Bullerman, 2003). Las especies de Alternaria son
patdgenas de plantas graves, causando pérdidas importantes en una amplia gama de cultivos.
Algunos taxones, ademas, son importantes patégenos, agentes causantes de la feohifomicosis
(infeccion poco comln causada por hongos negros llamados dematedceos) en

inmunocomprometidos o alérgenos en el aire (Woudenberg et al., 2013).

La Alternaria es muy facil de distinguir; casi siempre porque suele provocar manchas

en hojas, tallos y pétalos muy caracteristicas por presentar anillos concéntricos negros o

marrones causados por la esporulacion (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Anillos concéntricos negros o marrones causados por la esporulacion de Alternaria.
Fuente: www.buddhagenetics.com

Alternaria, también es productor de micotoxinas. Dentro de este género se ha
confirmado que las especies A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A.
japonica se encuentran en productos alimenticios y producen varios metabolitos secundarios
toxicos (Simmons, 2007). Los principales metabolitos secundarios se encuentran en los
alimentos y piensos y son: alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), &cido
tenuazonico (TA), acido iso-tenuazonico (iso-TeA), altertoxinas (ATX), tentoxina (TEN),
altenueno (ALT) y AALtoxinas (toxinas Alternaria alternata f. Sp. Lycopersici) (Akimitsu,
2014).

Entre las toxinas elaboradas y acumuladas por cepas del género Alternaria, destaca la
produccién y acumulacion del acido tenuazonico (TA) que posee una elevada toxicidad. Los
investigadores Scott y Stolotz (1980) demostraron la capacidad de este compuesto de inhibir la
sintesis proteica y del DNA. Esta toxina se ha relacionado con desordenes de tipo hematologico,

en el hombre, en paises tercermundistas, como en el sur de Africa o el Sahara.

Estas micotoxinas, una vez infectado los productos, son capaces de sobrevivir al
procesado de determinados productos, incluso aumentar. Esto ocurre en zumos de frutas, se ha
demostrado que el proceso de pasteurizacion no es capaz de eliminar las micotoxinas, incluso

crea un medio rico para su propagacion (Zwickel et al., 2016).

- Penicillum spp.

Penicillium es bien conocido y es uno de los hongos mas comunes que ocurren en una
amplia gama de habitats, desde el suelo hasta la vegetacion, el aire, los ambientes interiores y
varios productos alimenticios. Tiene una distribucion mundial y un gran impacto econémico en
la vida humana. Su funcion principal en la naturaleza es la descomposicién de materiales
organicos, donde las especies causan podredumbres devastadoras como patdégenos antes y
después de la cosecha en los cultivos alimentarios, asi como produciendo una amplia gama de
micotoxinas (Frisvad et al., 2004). Este hongo requiere la presencia de heridas para poder
infectar, ya que no produce apresorios (modificacion de las hifas para la infeccion de una célula
epidérmica del huésped) y por lo tanto no puede penetrar en la epidermis de las frutas y
hortalizas (Amiri y Bompeix, 2005). Aunque segun las investigaciones de Vilanova et al. (2012)

pueden producirse diferentes reacciones por parte de la fruta a estas heridas; estas pueden
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volverse més resistentes a la infeccion por mohos, donde las heridas envejecidas fueron méas
resistentes que las heridas recién formadas a la infeccion por Penicillium expansum, y no solo
eso sino que aumentaron el nimero de taninos, ligninas y diversas sustancias fenoldgicas en las
paredes celulares adyacentes a estas heridas, como mecanismos de defensa.

La especie P. expansum se puede encontrar en sustancias organicas en descomposicion
y es un hongo comun en el aire, capaz de inducir una reaccion alérgica en individuos sensibles
(Errampalli, 2014). Se ha detectado la presencia la especie P. expansum en una gran variedad
de alimentos, entre los que se incluye frutos de pepita (manzana y pera), frutales de hueso
(melocotones, nectarinas, albaricoques, ciruelas y cerezas), uvas, fresas, frambuesas, caquis,
mango, maracuyd, aguacate y; diversas hortalizas como, cucurbitaceas, zanahorias, cebollas y
tomates (Errampalli, 2014). Este hongo se conoce como moho azul por el color de los conidios.
Los sintomas de la enfermedad en la fruta aparecen al principio como lesiones blandas y
acuosas de color marrdn claro y, a medida que la lesién envejece, los conidios se vuelven verde
azulados (Figura 2.7). Pese a que este moho, al igual que los de su mismo género necesita la
presencia de heridas para infectar también puede causar descomposicion a través de una
infeccion en el extremo del tallo, el tubo del céliz abierto o las lenticelas. Pero este tipo de
infeccidn suele ocurrir en frutos demasiado maduros o cuando las lenticelas se han lesionado
(Amiri y Bompeix, 2005).

Figura 2.7. Colonia de Penicillium expansum sembrada en medio PDA (Errampalli, 2014).

Pese a que la naturaleza de este género es producir el deterioro, existen especies con
impactos positivos, por ejemplo, su capacidad de produccion de penicilina (Fleming.,

1929).Pero no solo tiene efectos positivos en medicina, sino también en la industria alimentaria,
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por ejemplo, algunas especies son usadas en la elaboracion de quesos concretamente en quesos
Camembert o Roquefort (Giraud et al., 2010).Pese a esto efectos beneficiosos, este género
posee especies que causan podredumbres devastadoras en los cultivos y a la vez produce una
amplia gama de micotoxinas.

Las especies P. digitatum y P. italicum han sido aisladas de cultivares de citricos, pero
también de otros géneros que estan relacionados con estos frutos como Fortunella, Poncirus o
Citrofortunella (Farr y Rossman, 2013). Ambos, al igual que P. expansum, son patdgenos que
solo infectan la fruta a través de las heridas que hay en la epidermis debida a manipulacion y
procesamiento antes y después de la cosecha. Se ha encontrado otra especie, P. ulaiensis, que
también es patdgena de citricos, pero de una manera mucho menos exhaustiva que las anteriores
(Frisvad et al., 2004).

La infeccion por estos géneros se observa a simple vista a partir del 3 dia de la
incubacion, al principio rodeando la herida se observa el tejido méas blando y decolorado. A
media que crece, se forma un micelio blanco aéreo en el centro de la lesion y se va expandiendo
radialmente, cuando comienza la esporulacion se va formando radialmente una capa coloreada
de color verde o azulada respectivamente dependiendo del moho. Con el paso del tiempo pasara
por cubrir todo el fruto. Ambos géneros, necrotréficos, producen enzimas hidroliticas, como
poligalacturonasas y celulasas, que provocan la maceracion del tejido durante el desarrollo de
la enfermedad (Palou, 2014)

En estudios recientes, determinaron los efectos de la infeccion y colonizacion de P.
digitatum y P. expansum en nectarina en la etapa de almacenamiento postcosecha, a nivel
molecular y fisico. Los resultados fueron qué P. digitatum, pese a tener menor incidencia de
infeccidn, cuando esta aparecia el didmetro de las lesiones era mayor que P. expansum (Louw
y Korsten, 2019).

Penicillium expansum es el principal productor de varios compuestos toxicos, entre las
mas importantes se encuentran la patulina (PAT), citrinina (CIT) y roquefortina (Morales,
2011).

2.2.1 Produccion de patulina por Penicillium expansum en frutas

La patulina es una micotoxina producida principalmente por P. expansum, aunque otras
especies como Aspergillus y Byssochylamys son capaces de producirla. Se puede encontrar

como contaminante natural de frutos de pepita, fruta de hueso, zumos y compotas de fruta y

16


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/food-crops
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mycotoxins

quesos. La patulina tiene propiedades citotoxicas, genotoxicas e inmunosupresoras (Moake et
al., 2005). Esta micotoxina es inmunosupresiva, es decir, la inhibicion de uno o mas
componentes del sistema inmunitario adaptativo o innato (Gimeno y Martins, 2011).En los
ultimos afios, se han publicado unos pocos estudios sobre la toxicidad in vivo de la patulina. La
mayoria de los estudios toxicolégicos han utilizado modelos in vitro y se han centrado en los

efectos inmunotdxicos y genotdxicos de la toxina (Puel et al., 2010).

La Unién Europea fijé niveles maximos permitidos en jugos de manzana (50 ppb), purés
(25 ppb) y alimentos para bebés (10 ppb) de esta micotoxina, por los problemas anteriormente
dichos (Reglamento (UE) n°1881/2006).

La contaminacion de productos por P. expansum se da principalmente en las etapas de
almacenamiento, siendo el principal causante de la podredumbre en manzana y pera en las
camaras de almacenamiento, y en las industrias de produccion de derivados de estas frutas
(zumos, purés, alimentacion infantil, etc.). Sin embargo, también es responsable de
podredumbre en postcosecha en ciruelas, albaricoques, melocotones, cerezas, uvas, melones,
grosellas y fresas y puede producir micotoxinas en algunos de ellos (Salomao et al., 2009;
Spadaro et al., 2010).

Penicillium expansum es capaz de crecer a muy bajas temperaturas y producir PAT
incluso bajo condiciones de atmosfera modificada, por lo que es obvia su dificil eliminacion en
las distintas etapas de procesado de estas frutas, debido a que pueden sobrevivir con las
temperaturas de almacenamiento y en los procesos de envasado que usen atmosfera modificada
para su preservacion. Esto se traduce en una gran incidencia de la podredumbre producida por
este moho.

Algunos ejemplos, de la produccion de patulina en fruta: Reddy et al. (2010), estudiaron
10 cepas de P. expansum aisladas previamente de manzanas en la Universidad de Torino.
Prepararon suspensiones de esporas de cada una de las cepas de P. expansum de manera
individual en una concentracion final de 10° conidios/mL. Posteriormente cogieron manzanas,
albaricoques, kiwis, melocotones y ciruelas y les inocularon 30 pl de suspension de conidios en
una herida previamente hecha. Parte de los frutos se incubaron a 25°C y otros a 4°C. Las
concentraciones fueron determinadas por HPLC. Como resultados obtuvieron que P. expansum
puede colonizar y posteriormente producir cantidades superiores a las permisivas (> 50 pg/kg)
de patulina a altas temperaturas (25 °C) y también a bajas temperaturas (4 °C).

En un estudio similar se cogieron 60 muestras de zumos de manzana y de frutas variadas,

sidras, purés, salsas, jaleas, manzanas enlatadas y compota de frutas mixtas. Las muestras
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solidas se hicieron puré, todas fueron tratadas con Pectinex (Protea Industrial Chemicals,
Sudafrica) durante 1 h a 58 °C para eliminar las pectinas. Se purificaron de acuerdo con un
método modificado descrito por la BSDA (British Soft Drinks Association). Los extractos
purificados se analizaron mediante HPLC isocréatica de fase inversa. Como resultado se obtuvo
que todas las muestras estaban por debajo de lo que estipulaba la legislacion, siendo las
concentraciones menores en las sidras, por lo que la fermentacion alcohdlica es reductora de la

micotoxina (Leggotty Shephard, 2000).

Oteiza et al. (2017) estudiaron la influencia de la produccion sobre la presencia de
patulina y ocratoxina A en jugos de frutas y vinos de Argentina. Demostraron que el 33,5% de
las muestras de jugos de frutas contenian PAT y solo el 1,6% de los jugos de frutas y vinos
estaban contaminados con OTA. Los valores de las concentraciones de PAT y OTA variaron
mucho entre las muestras con respecto al afio, el tipo de fruta y el tipo de producto.

Esta micotoxina también puede infectar el pienso de animales, por lo que supondria un
riesgo mayor para el ser humano, por la posibilidad de entrar en nuestra cadena alimentaria
(Zbynovska et al., 2016)

2.3  Métodos de control del desarrollo fungico y reduccion de la contaminacion por

micotoxina en fruta

Los métodos de control tienen como finalidad controlar las enfermedades postcosecha,
asi como prevenir las infecciones y suprimir el desarrollo de patdgenos en la superficie de las
frutas y hortalizas antes de la cosecha, mantener la calidad de los productos y alargar su vida
atil en almacenamiento. Existen tres grupos de métodos de control del desarrollo fungico:
quimicos, fisicos y bioldgicos. Los métodos quimicos se basan principalmente en el uso de
fungicidas. La aplicacion de fungicidas puede realizarse en el campo en etapas previas a la
cosecha o en postcosecha, justo al momento, o en etapas posteriores como almacenamiento o
empaquetado en cajas. Los tratamientos precosecha, son quizas de mayor interés, ya que la
aplicacion de compuestos antifingicos antes de cosechar puede reducir la poblacién de mohos
en la superficie de las frutas, protegiendo las heridas que puedan formarse en la epidermis de

estas o inducir resistencia como parte del manejo integrado de plagas (Xiao et al., 2011).

En el caso de P. expansum hay varios estudios que determinan que la aplicacidn de estos
antifangicos a tiempo reduce y controlan la presencia del moho. Por ejemplo, la aplicacion de

ciprodinil en manzanas, las cuales presentaban heridas y fueron inoculadas con los mohos. Tres
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semanas antes de la cosecha de estas controla la aparicion de moho azul (P. expansum) y moho
gris (Botrytis cinerea) (Sholberg et al., 2005). La aplicacion de pirimetanil antes de cosechar
también es capaz de controla la aparicion de moho azul en manzanas, que también fueron
heridas e inoculadas con el moho, y fueron almacenadas en frio durante 4 meses (Errampalli,
2010).

En el caso de los fungicidas postcosecha, su aplicacion sirve para controlar la aparicion
de mohos durante largos periodos de almacenamiento. Los derivados de benzimidazol fueron
los primeros fungicidas sistémicos que estuvieron disponibles para el control de patdégenos
postcosecha (Delp, 1988). Desde entonces se han aplicado muchos de ellos en forma de
soluciones acuosas en las etapas de almacenamiento prolongado, por ejemplo, el TBZ
(tiabendazol). Es un fungicida derivado del benzimidazol, uno de los pocos fungicidas
aprobados para uso postcosecha en manzanas, peras y citricos como empapado, inmersion o
rociado en linea. En etapas de almacenamiento también se usa la difenilamina (DPA), un
antioxidante, sobre todo en fruta de pepita para evitar la escaldadura. Sin embargo, los mohos
pueden desarrollar resistencia hacia estos fungicidas, o no hacerles efecto desde el principio,
por ejemplo, el TBZ no es efectivo contra P. expansum (Errampalli, 2006). La resistencia al
fungicida benzimidazol en P. expansum esta relacionada con la mutacion en el codén 198 del
gen de la B-tubulina en el patdgeno (Yin y Xiao, 2013). En la etapa de envasado, justo antes de
esta, los fungicidas se administran en forma de aerosoles, incluso a veces, se hacen combinacion

de fungicidas con ceras.

En el caso de Penicillium, entre los tratamientos quimicos capaces de prolongar la vida
atil encontramos el acido giberélico, las poliaminas que tienen actividad y los metiljasmonatos
para prevenir de los dafios por frio (Campos, 2015). Para controlar las podredumbres durante
la postcosecha se usan como en los casos anteriores fungicidas de sintesis como el tiabendazol.
Actualmente existen estudios (Contreras, 2010) donde se estan observando diversos agentes
quimicos naturales de baja toxicidad, como las sales inorganicas, parabenos y agentes de control

biologico, con el mismo objetivo que los fungicidas.

Sin embargo, el uso comercial de estos agentes quimicos naturales sigue siendo
limitado, especialmente debido a la excesiva especificidad, la falta de actividad curativa, las

dificultades para desarrollar productos estables y confiables (Teixido et al., 2013).

Los tratamientos fisicos pese a sus limitaciones, son unos métodos de control no

contaminantes, simples, baratos, de facil aplicacion y faciles de combinar con otros métodos,
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ya bien sean fisicos también, quimicos o bioldgicos, alternativos a los quimicos. Algunos de
esto tratamientos puedes ser los tratamientos térmicos o las irradiaciones. Los tratamientos
térmicos para frutas frescas generalmente se basan en bafios de agua caliente cepillado con agua
caliente y curado. En este Gltimo se expone la fruta durante cierto tiempo (depende de la fruta,
en citricos de 2-3 dias) a una atmosfera cuyo aire esta a temperaturas superiores a los 30°C y
HR (humedad relativa) del 90% (Palou, 2014). Estos métodos tienen la desventaja de que es
imposible controlar grandes cantidades de fruta bajo unas condiciones determinadas, pudiendo
ocasionar perdidas de peso por deshidratacion debidas a periodos térmicos excesivos o
incontrolados (Palou, 2009). Algo similar ocurre con las inmersiones de la fruta en agua caliente
por poco tiempo, se ha demostrado que su aplicacion puede reducir la presencia de mohos en
la superficie de los frutos (Schirra et al., 2004). Sin embargo, la necesidad de tanques grandes
para albergar el mayor numero de fruta en el menor tiempo posible, con el fin de agilizar el
procesado, hace dificil su control. Entre los factores influyentes en este proceso tenemos el
fruto, que este sea mas susceptible o no a las temperaturas; a su vez las temperaturas efectivas
tienen un margen muy estrecho, ya que temperaturas por encima de ese rango podrian suponer
la pérdida de frutos y su calidad, y temperaturas inferiores, puede que no prevengan la aparicion
del moho. Otras limitaciones son el espacio para un tanque de tales dimensiones y los costes de

energia y agua que eso supondria para la industria (Palou, 2014).

En cuanto a las irradiaciones, la aplicacion de luz UV se ha demostrado que tiene efecto
germinicida frente a los patdégenos y que no afecta de manera perjudicial a las calidades
organolépticas del fruto, aunque puede alterar su metabolismo. Aunque esto no afecta al ser
humano, este es reacio a comprar productos irradiados. La aplicacion de luz UV ademas se
puede combinar con los tratamientos térmicos anteriormente citados, dando como resultado una

mayor proteccion frente a patdgenos (Pan et al., 2004).

También préacticas culturales, como la eliminacion y retirada de momias, y brotes
infectados, constituyen medidas muy adecuadas para reducir el indculo y de este modo la
extension de la enfermedad. También, el uso de variedades tolerantes al patdgeno, representa
una estrategia de cierta importancia, a tener en cuenta. De este modo, se han observado
diferencias de susceptibilidad entre especies y cultivares. Los frutos de melocotoneros y
albaricoqueros son mas susceptibles a moniliosis que los de ciruelos y cerezos, de piel mas
gruesa y cérea, por su mayor cantidad de pruina, que le confieren mayor resistencia a la

podredumbre marrdn. Los cerezos, en cambio, son mas susceptibles a la marchitez de los brotes.
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Actualmente se esta incrementando mas el control bioldgico como alternativa al control
convencional de los patogenos. Este método de control consiste en el empleo de
microorganismos antagonicos, la aplicacién de sustancias naturales antimicrobianas, la
induccién de defensa y el empleo de productos sintetizantes o sustancias llamadas GRASS

(Sustancias generalmente reconocidas como seguras).

El control bioldgico de Alternaria alternata y A. solani es posible con cepas especificas
de Bacillus subtilis, el cual genera metabolitos antifingicos que desplazan al patdgeno.
Alternaria solani en patata puede tratarse efectivamente con Pseudomonas aplicadas a los
tubérculos en el momento de la plantacion (Solfrizzo, 2017).

Actualmente para controlar el desarrollo de Fusarium se hace uso de fungicidas
sistematicos, aunque estos estan siendo recientemente remplazados por Trichoderma, un hongo
beneficioso que actia como antagonista de Fusarium, protegiendo de esta forma las plantas.
Estudios recientes demuestran buenos resultados de la aplicacion de este hongo en el tomate
(Manayay et al., 2016). Trichoderma forma colonias en las raices de las plantas impidiendo la
reproduccion de Fusarium. Ademas, este antagonista mejora la absorcion de nutrientes del

suelo, asi como, su disponibilidad.

Algunas cepas de Penicillium frequentans, y de Bacillus subtilis han mostrado actividad
antagonista y antimicrobiana frente a Monilinia spp. pero los resultados solo se han comprobado
en condiciones in vitro y se necesita comprobar su potencial como agente biocontrol en ensayos

experimentales (Gell, 2008).
2.3.1 Funcién de levaduras como antagonistas

Los microorganismos antagonistas (bacterias, levaduras y hongos) tienen la capacidad
de ejercer un efecto de control bioldgico sobre diferentes patdgenos de interés y se han
empleado para controlar diversas enfermedades en frutos y vegetales. Para seleccionar a los
microorganismos antagonistas se deben considerar las siguientes caracteristicas generales: a)
capacidad para colonizar rapidamente la superficie de los frutos y de persistir en ellas de manera
efectiva, b) mayor habilidad que el patdgeno para adquirir los nutrientes, y c) capacidad de
sobrevivencia bajo diferentes condiciones ambientales (Wisniewski y Wilson, 1992). Ademas,
se deben considerar otras caracteristicas especificas del microorganismo antagonista, como su
estabilidad genética, efectividad a bajas concentraciones, bajos requerimientos nutricionales,

capacidad de sobrevivir a las condiciones adversas del medio ambiente (Wilson y Wisniewski,
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1989). Es importante comprender el mecanismo de accion de los antagonistas para un mejor
uso de los mismos, y para la seleccion de nuevos antagonistas efectivos. Hasta ahora, los
conocimientos sobre los mecanismos de accion involucran: la antibiosis, produccion de
enzimas liticas, parasitismo, competencia por los nutrientes y espacio e induccion de resistencia

(Janisiewicz y Korsten, 2002).

Actualmente, mdaltiples estudios persiguen encontrar alternativas al control
convencional, centrandose en los antagonistas microbianos para prevenir diferentes
enfermedades en diversos tipos de cultivos. Varios agentes antagénicos como Candida
oleophila (Guerrero et al., 2014), Bacillus subtilis, Rhodobacter sphaeroides y Agrobacterium
tumefaciens (Wang et al., 2016), Lactobacillus plantarum (Nayyeri et al., 2017),
Hanseniaspora opuntiae, Metschnikowia pulcherrima (de Paiva et al., 2017), Rhodotorula
mucilaginosa y Rhodotorula kratochvilovae (Zheng et al., 2017) han demostrado habilidades

para controlar el crecimiento de P. expansum y la acumulacion de patulina.

Entre los diferentes grupos microbianos propuestos como posibles antagonistas,
destacan las levaduras. Las levaduras, son microorganismos eucariotas clasificados como
hongos de vida microscopica y unicelular, usada cominmente en la fermentacion debido a su
capacidad de descomponer la materia organica. Las levaduras son mas utilizadas que las
bacterias para controlar las enfermedades postcosecha y en menor grado los mohos; debido a
que las levaduras tienen propiedades importantes como que son inocuas para animales,
vegetales y humanos, tienen mecanismos de adaptacion al medio ambiente como baja
disponibilidad de agua, cambios bruscos de temperatura, radiacion UV y gran versatilidad
fisiologica por lo que son faciles de cultivar (Uribe, 2007). Las levaduras empleadas como
antagonistas han mostrado efecto antifingico sobre diferentes patdgenos postcosecha; los
mecanismos de accion no han sido del todo establecidos, aunque se sugiere que existe la
antibiosis, produccién de enzimas liticas, parasitismo, competencia por los nutrientes y espacio
e induccion de resistencia (EI Ghaouth y Wilson, 1995). Los acidos grasos insaturados
producidos por las levaduras son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas

en la superficie de los frutos (Uribe, 2007).

Ademas, las levaduras aisladas de fuentes como la filosfera, las raices, el suelo y el agua
de mar también han demostrado ser buenos antagonistas (Liu et al., 2013). Por ejemplo, se
descubrié que la levadura psicrotrdfica Leucosporidium scotti, aislada del suelo antartico, era

un buen agente de biocontrol contra el moho azul y gris en la manzana (Vero et al., 2012). Nally
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et al. (2012) mostraron que las levaduras aisladas del mosto fermentado ejercen un efecto

inhibitorio contra Botrytis cinerea en las uvas de mesa.

En estudios llevados a cabo en la Universidad de Extremadura (Ruiz-Moyano et al.,
2016) seleccionaron in vitro levaduras antagonicas (Hanseniaspora opuntiae L479 vy
Metschnikowia pulcherrima L672) aisladas de cultivos de higos. Fueron enfrentadas a distintos
mohos aislados de higos, entre ellos Penicillium expansum. Las levaduras redujeron el
crecimiento radial de mohos en PDA entre 45,23% y 66,09%. Ademas, esta interaccion entre
los mohos y las levaduras se analizaron utilizando manzanas y nectarinas heridas, con
reducciones significativas en el porcentaje de infeccion y el tamafio de la lesion para todos los
mohos probados (Figura 2.8).

B C. cladosporioides M624 M. laxa CA1

Figura 2.8. Imagen comparativa de los tratamientos control y las levaduras Hanseniaspora

Control
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opuntiae L479 y Metschnikowia pulcherrima L672 en Cladosporium cladosporoides (izq) y de
Monilia laxa (drch) (Ruiz-Moyano et al.,2016).

Otros ejemplos podrian ser los estudios de Assaf et al. (2020), el cual tuvo como objetivo
seleccionar levaduras nativas aisladas de microambientes fermentativos y la superficie de uvas
refrigeradas para su posible uso en el control biolégico de P. expansum en uvas de mesa
almacenadas en camaras frigorificas. Obteniendo resultados satisfactorios contra P. expansum
en 3 aislados de M. pulcherrima: Mp22, Mp36 y Mp43 reduciendo la incidencia y la gravedad
de la enfermedad. Sugar y Basile (2008), en su estudio determinaron que 3 levaduras y una

bacteria redujeron la descomposicién en las heridas de la pera inoculadas con P. expansum
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hasta 14 dias despueés de la inoculacion con el patégeno, pero se encontrd que eran ineficaces

cuando se aplicaron 28 dias después inoculacion (Sugar y Basile, 2008).
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3. OBJETIVOS

El objetivo de este Trabajo Fin de Master fue determinar y evaluar la actividad de las
levaduras Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia pulcherrima L672 como agentes de
biocontrol frente al moho azul, Penicillium expansum, productor de patulina. Para ello se

plantearon los siguientes objetivos especificos.

1. Determinar el efecto biocontrol de las levaduras anteriormente mencionadas sobre el
crecimiento de P. expansum y la produccion de patulina.
2. Determinar el efecto de las levaduras sobre la expresion del gen idh implicado en la

biosintesis de patulina.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material General

En este apartado se detalla el material de uso general usado para el desarrollo del

presente trabajo.

411

Reactivos

Cloroformo calidad HPLC de la marca comercial Fisher Chemical.
Metanol de la marca comercial Fisher Chemical
Fenolflaleina (1% en etanol) de la marca comercial Scharlau

Instrumentacion

Para la inoculacion de los microorganismos y el pipeteo de los reactivos se utilizaron
micropipetas BIOHIT de 5-20 uL, 50-200 uL, 200-1000 uL y micropipetas PLURIPET
KARTELL de 0,5-2 uL y de 2-20 L.

Durante determinadas etapas del desarrollo de este trabajo se utilizaron vasos de
precipitados y matraces Erlenmeyer con capacidad de 500 mL y 1000 mL de la marca
Glassco, asi como, probetas de 1000 mL, 500 mL, 100mL y 50mL de la marca Glassco
para la medicion de sustancias requeridas en cada caso.

Los tubos tipo Eppendorf de distintos tamafios fueron de la marca EPPENDORF.

Las jeringas empleadas en la filtracidn de las micotoxinas fueron de 1 mL y de la marca
BD PlastipaK™,

Los viales utilizados para la deteccion de micotoxinas fueron de la marca Labbox.
Pastillas desinfectantes efervescentes de la marca comercial Badalimp.

Para la elaboracion de los medios de cultivo se utilizaron agitadores magnéticos
calefactables de la marca Nahita Blue modelo 692.

El autoclave utilizado para la esterilizacién de los medios de cultivo y del resto de
material con requerimientos estériles en el transcurso de la investigacion, fue de la
marca SELECTA PRESOCLAVE 75.

Para el recuento de las levaduras y esporas de los mohos utilizados en el presente trabajo
se utiliz6 un microscopio 6ptico OLYMPUS mod. CX40 y acompafiado de una cadmara
de Neubauer de MARIENFELD.
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Para anotar el peso de las muestras, se utilizd una balanza electrénica de la marca
SIGMA-ALDRICH modelo KERN EMB de precision 0,01g.

Se hizo uso de un congelador de -80°C marca FORMA SCIENTIFIC, para guardar las
muestras las recogidas para su posterior extraccion de ARN, cuantificacion de
micotoxinas y para la conservacion del material genético.

En la extraccion del ARN se utilizd6 un termobloque marca SELECTA, modelo
TEMBLOC.

La centrifuga utilizada en la extraccion del ARN fue de la marca Eppendorf, modelo
MiniSpin plus.

Para cuantificar el ARN obtenido y medir su calidad se utiliz6 un
NanodropThermoScientific NANODROP 2000C Spectrofotometer.

El termociclador empleado para la retrotranscripcion del ARN a ADNCc fue de la marca
Eppendorf, modelo NexusGradient.

El equipo de gPCR utilizado fue el 7300 Real Time PCR System.

El rotavapor y el speedvac utilizados en la extraccion de paulina fueron de las marcas
Heidolph LABOROTA 4000 y Fisher GenevacmiVac, respectivamente.

El equipo de electroforesis capilar usado para determinar la cantidad de micotoxina en
las muestras fue de la marca comercial Agilent Technologies modelo 7100, acoplado a
un ordenador Samsung Syncmaster EX1920

Para la limpieza y desinfeccion de la fruta se usd un Hrydro-coolingDS1000 MOVIL
de la marca comercial KRONEN.

pHmetro Basic 20+ de sobremesa sin electrodos, de la marca comercial Letslab

Para medir los grados Brix de la fruta se uso el refractdmetro Brixrefractometer, digital,
sugar Cddigo RS 667-2159 Fabricante Hanna Instruments.

Aparte de lo anteriormente citado, se hizo uso de imanes, cucharillas, embudos,

cuchillas, morteros, tubos de centrifuga, etc.

4.2 Material Bioldgico

Fruta

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se utilizaron cuatro tipos de fruta de

hueso: Melocotdn, ciruela negra, nectarina y paraguayo pertenecientes a las variedades: Romea,

Black gold, Nectavista y Flat beauty, respectivamente. Todas estas frutas provenian de la finca

El Escobar, concretamente de la Finca “La Adelantada” (Grupo Catald) (Diseminado la
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Adelantada, 36, 06011 Badajoz). Antes del desarrollo experimental la fruta fue almacenada en

camaras frigorificas a 1°C hasta su uso.

= Microorganismos
En el presente trabajo se utilizaron dos cepas de levaduras previamente caracterizadas
como antagonistas por el grupo de investigacion de Calidad y Microbiologia de los Alimentos
(CAMIALI) de la UEX:

- L40 Pichia kudriavzevii (Cabafias, 2019)

- L672 Metschnikowia pulcherrima (Ruiz-Moyano et al., 2016, De Paiva et al., 2017).

Ademas, se utiliz6 un moho, adquirido en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo,
perteneciente a la especie Penicillium expansum CECT2280 productor de patulina.

4.2.1 Caracterizacioén de la fruta

Para determinar la calidad organoléptica de la fruta utilizada en este ensayo, en poco

tiempo y de manera fiable se realizaron los siguientes analisis.

= Analisis microbiologico
Se cogieron 2 piezas de cada fruta. Con una cuchilla estéril se sustrajeron varios trozos
de cada pieza de fruta, teniendo un total de 4 trozos por fruta. Se pesaron, se anotd su peso y se
pasaron a bolsas estériles a las que se les afiadié agua de peptona, la cantidad de esta era 9 veces

el peso de los trozos

Una vez realizada la dilucion inicial, se realizaron sucesivas diluciones decimales en

agua de peptona.

Seguidamente se procedio a sembrar100 plL de cada dilucion en tres medios de cultivo
diferentes: PCA (para recuento de aerobios mesoéfilos totales), PDA (patata dextrosa agar) y
RBCA (agar rosa de bengala cloranfenicol), ambas para recuento de mohos y levaduras. Las
placas de RBCA y PDA se incubaron a temperatura ambiente (20-25°C), mientras que las de

PCA se incubaron en estufa a 30°C.

Posteriormente se procedid al conteo de las placas de manera visual diferenciando las
levaduras y mohos presentes. Se seleccionaron placas con entre 30-300 colonias. Los resultados

se expresan en unidades formadoras de colonia (ufc) por gramo de muestra.
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Con el fin de que los resultados fueran mas faciles de manejar y comparar, se pasaron los datos

de ufc/g a su logaritmo (log ufc/g).

= Analisis fisicoquimico
Para los analisis fisicoquimicos se cogieron tres piezas de fruta, y se trituraron con una

batidora.

Con el triturado se midi6 el contenido en sélidos mediante el uso de un refractometro.
Para ello previamente se limpi6 con agua destilada el prisma de vidrio donde se va a depositar
la muestra. Los resultados se expresaron como °Brix, y los analisis se realizaron por triplicado

para cada tipo de fruta.

Para la acidez titulable (AT) se diluyeron 5g del triturado de fruta con 50mL de agua
destilada. Para medir la acidez se utilizd una técnica de valoracion con NaOH 0,1M, utilizando
como indicador del viraje del pH un par de gotas de fenolflaleina (1% en etanol). Los mL
necesarios para el viraje del color del medio fueron utilizados para el calculo de la AT utilizando

una férmula matematica para transformar la cantidad de mL gastados en datos de acidez.

Acidez = ((GB)*(N))/Peq

Donde:

- GB= Gasto de bureta en mL

- N= Normalidad del agente titulante, en este caso el acido mayoritario es el malico,
cuyo valor es 0,67045.

- Peq= Peso en gramos de la muestra

Los resultados se expresan en % de acido malico.

Para medir el pH se pesaron 2g del triturado de fruta y se diluyeron con18mL de H.Od.
La determinacion se realizd con un pHmetro, el cual previamente se calibro siguiendo las

instrucciones de dicho aparto. El andlisis se realizo por triplicado.
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4.3 Disefio Experimental
4.3.1 Tratamientos.

Antes de comenzar con los tratamientos se higienizé la fruta durante 3 minutos en el
Hrydro-cooling, al que se afiadieron previamente 4 pastillas desinfectantes efervescentes
(Figura 4.1).

Figura 4.1. Equipo Hrydro-cooling DS1000 MOVIL de la marca comercial KRONEN para la

limpieza y desinfeccidn de la fruta.

Como se indica en la Tabla 4.1 se hicieron 3 tipos de tratamiento por fruta: un control
al que solo se le inoculaba el moho, otro al que se inoculaba la cepa L40(Pichia kudriavzevii)
mas el moho y el dltimo con L672 (Metschnikowia pulcherrima) mas el moho, en este caso el
moho era Penicillium expansum. Por cada tratamiento se utilizaron 25 frutos. El desarrollo

experimental se llevo a cabo a T ambiente.

Tabla 4.1. Tratamientos del desarrollo experimental.

Tratamiento Caracteristicas del tratamiento.
Control 2,5 UL de Penicillium expansum
L40+PE 10 pL de levadura L40 +2,5 pL de Penicillium expansum
L672+PE 10 uL de levadura L672 +2,5 pL de Penicillium expansum
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4.3.2 Preparacion de los inoculos.

Los indculos de levaduras fueron sembrados en PDA e incubados durante 48h a T2
ambiente, en condiciones de esterilidad. Estas placas se usaron para posteriormente inocular los
matraces previamente preparados con YPD broth (yeast extract peptone dextrose)de la marca
comercial Condalab, para el mantenimiento y desarrollo de levaduras; preparado siguiendo las
instrucciones del fabricante. Estos matraces fueron incubados durante 1 dia a 4°C.

Para la recogida de los indculos de levaduras se concentraron los cultivos previamente
incubados. Para ello, se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos, retirando el sobrenadante.
Este proceso se repitié hasta agotar el contenido de los matraces. Los cultivos fueron lavados
con agua destilada dos veces, para finalmente resuspender las células en aproximadamente 20

mL de agua destilada estéril.

La cepa de Penicillium expansum fueron cultivadas siguiendo las instrucciones de la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. Fue sembrada en placas de PDA a una temperatura de
25°C durante 8-10 dias, hasta observar que el moho estaba en una fase de esporulacion

completa.

Una vez pasado este tiempo se procedio a extraer las esporas, que se realizo de la siguiente

manera.

- Enlamisma placa donde tenemos sembrado el moho, afiadimos 6 mL de agua con tween
80 (0,05 % v/v). Con el asa de siembra lo arrastramos lentamente para la resuspension
de las esporas en el liquido. Finalmente, con la pipeta cogemos todo el liquido obtenido

y lo llevamos a un tubo cénico estéril.

Seguidamente se procedio al conteo de las esporas para determinar su concentracion. La

concentracion fue determina en el microscopio con una camara de Neubauer (Figura 4.2)
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Figura3.2. Imagen de la vision al microscopio de la cAmara de Neubauer.

Para determinar la concentracion se afiadieron una gota de la solucion de esporas a la
camara y se situa encima un cubreobjetos. Con el objetivo de obtener una concentracion
estimada adecuada se procedio a contar las células presentes en 5 de los cuadrados que aparecen
dentro del espacio sefialado en la imagen. Seguidamente se realizo la media de estos cuadrados,

y se aplico la siguiente férmula para determinar la concentracion.

nY mcroor ganisntoes
0,04 mm2 x 0,1 mm x 0,001 mfmm®

n? microorganismos/ml = - factor diluciém

Este mismo proceso fue realizado para las levaduras, partiendo de las células

resuspendidas en 20mL de agua destilada estéril.

Finalmente, las soluciones de microorganismos se llevaron a las concentraciones finales

para su inoculacion, que fueron 108 células/mL para las levaduras, y el moho a 10° conidios/mL.
4.3.3 Inoculacion

A cada fruta se le hicieron 3 heridas (a excepcidn de la ciruela que debido a su tamafio
se hicieron solamente 2 heridas) repartidas equidistantemente por el ecuador del fruto, excepto
para los paraguayos que se realizaron en una de las caras frontales, con ayuda de una punta de
pipeta. Las heridas presentaron un tamafio aproximado de 4 mm de didmetro por 4 mm de
profundidad. En dichas heridas se inoculé previamente 10 pL de levadura en aquellos
tratamientos que la llevasen (Figura 4.3), se esper6 aproximadamente 1h y 30 min antes de la

inoculacion con el moho, del cual se inocularon 2,5uL (Tabla 4.1).
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Figura 4.3 Inoculacién de levaduras en la planta piloto de la Escuela de Ingenierias agrarias de
la Universidad de Extremadura.

4.3.4 Determinacion de la incidencia y severidad de Penicillium expansum

Una vez que toda la fruta fue inoculada se procedié a almacenarla en envases. Para ello
se utilizaron 2 tipos de envases: barguetas de polipropileno de 26 cm x 16 cm x 5 cm (Barquetas
gastronorm - 1/4 GN2 42 transparentes) donde se envasaron las ciruelas (6-7 frutos/barqueta)
y paraguayo (5frutos/barqueta); barquetas de propileno de 26cm x 160cm x 100cm(Barqueta
1/4 gastronormGC0100 blancas) en las que se envasaron los melocotones (3-2 frutos/barqueta)
y nectarina (3-2 frutos/barqueta). Posteriormente las barquetas fueron cubiertas con film
transparente, al que se le realizaron 6agujeros de unos 9 mm de diametro homogéneamente
distribuidos. Las barquetas fueron dejadas a T? ambiente durante un periodo de 6 dias (Figura
4.4).

Diariamente se registraban las heridas con sintomas de infeccién. Ademas, a las heridas
con sintomas se les media el tamafio y anotaba el diametro del dafio que presentaba. Gracias a
estos datos se determind la incidencia (% de heridas infectadas por lote) y severidad (las

dimensiones de la herida medidas en mm).
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Figura 4.4. Imagen de paraguayo tratado con L40 y PE correspondiente al dia 4 de tratamiento

antes del recuento de infectados y medida de la severidad.

4.3.5 Determinacion de la produccion de patulina

Para la determinacion de la produccion de patulina se recogieron muestras del dia 4de
tratamiento. Con ayuda de un cuchilla, en condiciones de plena esterilidad se tomaron muestras
de las heridas y de su perimetro, y se depositaron en tubos conicos de 50 mL de capacidad. Las

muestras fueron conservadas a -80°C para los analisis posteriores.

Para la determinacion de patulina se sacaron las muestras del dia 4, y se siguio el

siguiente esquema para llevar a cabo la extraccion.
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* Descongelar tres heridas de cada muestra guardadas en falcons a -80°C.

» Echar las tres heridas de cada muestra en una bolsa stomacher y pesar.

* Pasara muestra a un matraz y afiadir 100pL de cloroformo. Homogenizar. Esperar una hora
en oscuridad

* Filtrar sobre matraz afiadiendo una cucharada sopera de sodio sulfato anhidrido al embudo

» Evaporar en rotavapor a 30-35°C

* Resuspender con 4mL de cloroformo y separar el contenido en dos alicuotas de 2mL

» Evaporar en Minivac y guardar muestras en frigorifico 4°C

€CE€€CCEL

Figura 4.5. Protocolo de extraccion de patulina usado en este trabajo.

Figura 4.6. Rotavapor Heidolph LABOROTA 4000 usado en la extraccion de patulina.

Con la técnica de Electroforesis capilar (equipo: Agilent Technologies modelo 7100;
Figura 4.7) se consiguié cuantificar la presencia de la patulina. Para ello se us6 un capilar de
75 um de diametro interno y 57 cm de longitud. Las condiciones en la que se efectuo el analisis
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fueron de 6 segundos de inyeccion a alta presion, con un voltaje de 15 kV, y una corriente de
150 pA. Cada carrera tuvo una duracion de 15minutos, el capilar termostatizado se mantuvo a
una temperatura de 25°C, con una polaridad positiva.

Antes de comenzar la carrera se realiz6 un lavado con NaOH 0,2 M durante 20 minutos

para el lavado de los capilares.

Para que la electroforesis trabajase de manera automatica, el siguiente paso fue
programar el acondicionamiento de carrara de tal manera que, en cada acondicionamiento
primeramente se inyectara NaOH 0,2 M durante 2 minutos y despuésl minuto de tampén de
carrera, seguido de la inyeccion de la muestra, las cuales habian sido resuspendidas con 0,5mL
de tampdn de carrera que contenia 25mM de tetraborato sddico y 50 mM de SDS previamente
microfiltrado (tamafio de poro 0,2 um), que duré15minutosy terminando con 1 minuto y medio

de tampon de carrera para el lavado del capilar.

Figura 4.7. Equipo de electroforesis capilar.

Partiendo de un patron de deteccion de patulina pura realizado con anterioridad en la
Universidad de Extremadura, se pudo establecer el limite deteccion y de cuantificacion, asi
como la ecuacion que determiné la relacion entre el area que define al pico y la cantidad de
patulina, las cantidades de micotoxinas producidas fueron expresadas en partes por millon. Para
ello se hizo uso de una recta patron, previamente realizadas por el grupo de investigacion
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CAMIALI de la Universidad de Extremadura. El limite de deteccion es 0,238ppm (mg/mL) y
el de cuantificacion 3,568ppm. Fiabilidad de la recta es igual a 0,9642.

4.3.6 Anélisis de expresion de los genes implicados en la sintesis de patulina

4.3.6.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN se utilizaron las muestras preservadas a -80°C, que fueron
inmediatamente depositadas en nitrégeno liquido. Antes de comenzar se preparo el sitio de
trabajo en condiciones de esterilidad, y todo el material necesario para el proceso se autoclavo
con anterioridad. Cada muestra se pulverizdé en un mortero de ceramica, al que se le afiadio
nitrogeno liquido, para facilitar la pulverizacion y preservar el ARN. Finalmente, las muestras
pulverizadas fueron preservadas en un microtubo de 1,5mL de capacidad criogenizadas
mediante nitrégeno liquido. Posteriormente pasamos todas las muestras a un recipiente con

hielo.

= Se uso el Kit de extraccion de ARN de la marca comercial Sigma-Aldrich, Spectrum
TM Plant total RNA
Primeramente, a cada microtubo de 1,5 mL con muestra fueron afiadidos 500uL de
tampdn de Lysis + ME (mercaptoetanol) (por cada 1mLLysis se adiciona 10uL de ME). A
continuacion, se incubaron a 56°C durante 3-5 minutos en un termociclador. Después se
centrifugaron durante 3 minutos a 14000rpm (la velocidad fue la misma para centrifugaciones
posteriores). El sobrenadante se pasd a una columna de filtracion. Se centrifugd durante 1
minuto, conservando el eluido. Seguidamente fueron afiadidos 500uL de Binding solution,
mezclandose con ayuda de una micropipeta. La mezcla fue cargada en una columna de unién,
y centrifugada durante 1 minuto; descartando el eluido. Este paso se repitié con el volumen
restante de la mezcla. Se realizaron lavados con 500 pL de Wash Solution 1 (solucién de lavado
1), centrifugando 1 minuto y descartando el filtrado. Después se afiadieron 500 pL de Wash
Solution 2 (solucion de lavado 2), centrifugando durante 30 segundos y eliminando el filtrado.
Este Gltimo paso se realiz6 2 veces. Posteriormente se centrifugé 1 minuto sin adicionar nada.
Finalmente, se eluyé el ARN mediante la adicion a la columna de 50 pL de solucion de elucion

y centrifugando durante 1 minuto.

La concentracion y la calidad del ARN obtenido se midié mediante el equipo Nanodrop

y posteriormente se almacend a -80°C hasta su uso.
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4.3.6.2 Sintesis de ADNCc.

A continuacién, se procedi6 a la sintesis de ADNc. Se hizo uso del Kit: NZ y First-
Strand CDNA. Primeramente, se prepar6 la mezcla de reaccidn que se muestra en la Tabla 2.
A continuacion, se pipetearon 15 pL de la mezcla de reaccion en microtubos de PCR, mas 5uL
de cada muestra de ARN cuya concentracion se habia ajustado previamente a 100 ng/uL.
Después se colocaron los tubos de PCR en el termociclador y se procedié al desarrollo de la
reaccion de transcripcion inversa segun el protocolo mostrado en la Tabla 4.3

Tabla 4.2. Reactivos del kit de sintesis de cDNA.

Reactivos Para 1 muestra
Master Mix 10 pL
EnzymeMix 2 uL
DEPC- TreatedWater 3 uL

Tabla 4.3. Protocolo del programa usado para la sintesis de cDNA.

1 25°C/10 min
2 50°C/30min
3 98°C/5min

4 4°Chasta uso

Una vez terminado el programa, las muestras se mantuvieron en hielo. Se afiadié a cada
microtubo 1 pL de RNAasa H y se incubo en termociclador durante 20min a 37°C. Después se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

4.3.6.3 Reacciones de Qpcr.
Una vez obtenido el ADNC, se llevo a cabo la amplificacion del gen idh implicado en la

biosintesis de patulina. También se amplificd el gen g-tubulina (gen estructural presente en

todos los mohos).
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En primer lugar, las muestras de ADNc se tomaron del congelador de -20°C y se
descongelaron en hielo. Las muestras de ADNc fueron diluidas decimalmente con agua estéril
para PCR. De cada muestra de ADNc diluido se cogieron 2,5uL y se pasaron a pocillos de una
placa de PCR, en la cual previamente se habia adicionado 10uL de la mezcla de reaccion para
el desarrollo de la PCR en tiempo real (Tabla3.4).

Tabla 4.4. Reactivos para las reacciones de amplificacion.

Reactivos Voldmenes (uL)
Idh pS-tubulina

SYBR Green 6,25 6,25
ROX 1 1
Cebador directo (10 pM) 0,5 0,1
Cebador reverso (10uM) 0,875 0,1
Agua destilada 2,375 3,55
ADNCc 2,5 2,5

Las condiciones de la reaccion fueron: 1 ciclo a 95°C durante 10 min, 40 ciclos a 95°C
durante 15 s y 60°Cdurante 1 min. Finalmente, se realiz6 una curva de disociacion mediante
una rampa de temperatura desde 60°C a 95°C en 30 minutos, y se tomaron continuas medidas
de fluorescencia para verificar los productos de amplificacion esperados. El valor del ciclo de
cuantificacion (Cq) representa el ciclo de la PCR en el que para cada curva de amplificacion se
detecta el primer incremento de fluorescencia, sobre un umbral definido. El ensayo se realizo

por triplicado.

4.3.6.4 Célculo de la expresion génica relativa

La cuantificacion relativa de la expresion génica mediante RT-gPCR se utilizd para
calcular cuanto variaban los niveles de expresion génica del gen diana (idh) en comparacion
con el gen enddgeno (f-tubulina) en presencia de las dos levaduras. Para ello, es necesario el
empleo de un “calibrador” (condiciones control) que son las muestras de P. expansum
incubadas en cada una de las frutas (nectarina, melocoton, ciruela negra y paraguayo) en
ausencia de las levaduras a los 2, 4 y 6 dias de incubacién. Para llevar a cabo esta cuantificacion

relativa de la expresion génica se utilizo el método del 224+ (Livak y Schmittgen, 2001).
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4.3.7 Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa estadistico SPSS para
Windows(IBM Corp. SPSS Statistics, Version 22, Armonk, NY). Para el analisis de la
incidenciay la severidad de las infecciones por P. expansum se realizo el anélisis de la varianza
(ANOVA)de una y dos vias (tratamiento x tiempo). El resto de los parametros determinados
(produccion de patulina y expresion génica) fue analizado con una via. Los valores medios
fueron separados para su comparacién por la diferencia honestamente significativa de Tukey
(DHS) (P <0.05).

Asi mismo también se hizo uso del programa Microsoft Excel 2019 para la recopilacion
de datos y elaboracion de gréficas/tablas.
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CAPITULO V.
RESULTADOS Y DISCUSION.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo fin de méaster se estudio la capacidad antagonista de las levaduras
L40 (Pichia kudriavzevii) y L672 (Metschnikowia pulcherrima) frente a los dafios por
podredumbre y produccion de micotoxina del moho Penicillium expansum en frutales de hueso
y; a su vez, determinar si hay diferencias en la actividad antifingica entre ambas levaduras.
Como se indicd en el apartado 1.2 de la introduccion de este trabajo, el género Penicillium
posee especies que causan podredumbres devastadoras en los cultivos y a la vez produce una
amplia gama de micotoxinas. En concreto, Penicillium expansum es productor de varias
micotoxinas entre las que se encuentra la patulina (Morales, 2011). Esta micotoxina tiene
propiedades citotoxicas, genotdxicas e inmunosupresoras, lo que supone un riesgo
potencialmente grave para la salud del consumidor (Moake et al., 2005) Por lo que la finalidad
de este trabajo es buscar nuevas estrategia, de tipo biolégico, que sean alternativas a los
compuestos quimicos antifangicos habitualmente utilizados en el ambito de la agricultura. Para
conseguir este objetivo, las levaduras, dentro de los microorganismos de interés son la mejor
opcion debido a que son inocuas para los seres vivos y se adaptan facilmente frente a
condiciones cambiantes extremas, asi como, por su gran potencial como agente biocontrol

frente a mohos toxigénicos.

En estudios previos se ha comprobado el efecto biocontrol de las especies de levaduras
usadas en este trabajo. Por ejemplo, Kamel et al., (2020) determinaron que Pichia kudriavzevii
es capaz de inhibir significativamente la germinacion de conidios patégenos de Monilina
fructigena en un 67,6-89,2%. Ademas, para demostrar la capacidad de inhibicion de Pichia
kudriavzevii se enfrent6 a S. cerevisiae, donde se demostrd que de todas las levaduras usadas
en ese estudio fue la de mayor potencial inhibiendo hasta 25mm de didmetro, debido a su gran
capacidad de producir una toxina killer. En Cabafias 2019) también se demostrd que esta
levadura mostrd un control efectivo contra el moho B. cinerea en un ensayo in vivo, siendo la
actividad antagonista de P. kudriavzevii superior al de la otra especie de levadura de interés en
este trabajo, Metschnikowia pulcherrima. En cuanto a esta ultima, De Pavia et al. (2017)
demostraron que dicha especie era capaz de controlar el desarrollo de P. expansum y por
consiguiente reducir la incidencia y severidad de la enfermedad en cerezas heridas y

almacenadas a 1°C.

40


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/food-crops
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mycotoxins

5.1 Resultados de los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos
En primer lugar, de los analisis microbioldgicos de los cuatro tipos de fruta usados en

este trabajo, después de haber sido tratados en hydrocooling tal y como detalla en el apartado
4.3.1 de la metodologia, se obtuvieron los resultados generales representados en la siguiente
tabla.

Tabla 5.1. Recuento de aerobios meséfilos totales, levaduras y mohos (log ufc/g) de las frutas
en los medios de cultivo PDA, PCA y RBCA tras la higienizacion con hipoclorito sédico.

FRUTA

AEROBIOS MESOFILOS (log LEVADURAS (log ufc/g) MOHO
ufc/g)
] o PDA RBCA PDA RBCA
X SD X SD X SD X SD
3,27 0,90 274 | 054 | 354 | 094 | 235 [048| 3,45 et

Los datos obtenidos en este analisis muestran una adecuada higienizacion, obteniendo
recuentos muy bajos tanto de aerobios mesofilos totales como de mohos y levaduras. De esta

manera, la fruta es apta para los tratamientos de inoculacidn con los microorganismos de interés.

Referente a los andlisis fisicoquimicos, se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla
5.2).

Tabla 5.2. Datos del contenido en sélidos solubles (CSS), pH y acidez titulable de los 4 tipos

de frutas.
FRUTA CSS (°Brix) pH Acidez titulable (%
acido malico)

X SD X SD X SD

Ciruela Negra 13,57 0,06 3,18 0,01 1,36 0,01
Melocoton 13,27 0,06 3,88 0,02 0,58 0,02
Nectarina 8,67 0,06 4,25 0,03 0,49 0,01
Paraguayo 12,63 0,12 4,10 0,02 0,47 0,01

Segun la Tabla 5.2 podemos observar que en los 4 tipos de fruta la concentracién de
solidos solubles (CSS) es superior a 8 °Brix que es el minimo que indica la Unidn Europea (UE)
para la comercializacion de este tipo de fruta en el Reglamento de la Comision (CE) 1861/2004.
Se ha determinado en distintos estudios que CSS que hace a este tipo de fruta de calidad ptima

es superar los 11°Brix (Hilaire, 2003; Crisosto y Crisosto, 2005), lo que se puede observar en 3

41




de los 4 tipos de fruta, siendo el Gnico por debajo de este pardmetro la nectarina pero dentro de
los limites estipulados por la legislacion. En cuanto al pH, las nectarinas, paraguayos y
melocotones deberian rondar sobre un 3,9 de pH para tener una calidad dptima (Martin et al.,
2011). Si se observa la tabla 5.2, paraguayo y nectarina presentan los valores de 4,10 y 4,25
respectivamente, por lo que superan dicho valor. Sin embargo, los valores de pH de estas frutas
pueden oscilar entre 2,8-5,5 para ser aptos para el consumidor, por lo que la fruta estaria dentro
de los parametros requeridos (Cantin, 2009). En lo referente a ciruela el pH medio de ésta es
3,18, el cual esta dentro de los valores de pH que se consideran Gptimos para ciruela, que son
pH de 2,8 a 4,6 (Food-Info, 2017). Segun el estudio de Sanchez (2015) la acidez éptima de la
ciruela oscila entre 1-1,8, por lo que la ciruela se encuentra dentro de dichos parametros con
una acidez de 1,36 % acido malico. La acidez para melocotdn, nectarina y paraguayo deberia
estar en torno a 0,50-0,80% é&cido malico, segun estudios anteriores (Lle6 et al., 1997),
atendiendo a ello, dos de ellos estarian dentro de estos valores, salvo paraguayo que se

encuentra ligeramente por debajo del 0,50 de acidez, con un 0.47% acido malico.

5.2 Incidencia y severidad de Penicillium expansum

A continuacion, se muestra el efecto de los tratamientos con levaduras antagonistas

sobre el desarrollo de P. expansum en las diferentes frutas utilizadas en el presente estudio.

e Nectarina

Tal y como se muestra en la Figura 5.1, a simple vista se observaron diferencias entre
los 3 tipos de tratamiento. La imagen corresponde a una comparativa entre tratamientos
realizada el dia 6 de almacenamiento a temperatura ambiente. Existié una mayor afectacion de
las nectarinas en el tratamiento control con P. expansum (PE) en comparacion con los
tratamientos que ademas llevaban levaduras. En ambos tratamientos con levaduras se puede
observar como el tamafio de las infecciones (severidad) fue menor al tratamiento control. En
concreto, con la levadura L672 no se observéd un aparente desarrollo del moho. Por lo que, a
simple vista, ademas de una disminucién de la severidad de la enfermedad, con esta levadura

se obtuvo una importante disminucion de la incidencia.
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NECTARINA var.Nectavista
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Figura 5.1. Comparativa del efecto de la inoculacion entre los tratamientos control (Penicillium

expansum), PE+L40 (P. expansum + Pichia kudriavzevii) y PE+L672 (P. expansum +
Metschnikowia pulcherrima) en nectarina correspondientes al dia 6 de almacenamiento a
temperatura ambiente.

En lo relativo a los analisis cuantitativos, en la Figura 5.2 se puede observar que
efectivamente existio un efecto de control desde el punto de vista estadistico. La tabla muestra
los valores medios globales de incidencia y severidad, y los resultados indican que las levaduras
P. kudriavzevii L40 y M. pulcherrima L672, ejercieron una reduccién significativa (p<0,001)
sobre la incidencia de P. expansum. Del mismo modo, la severidad media de las infecciones
por el moho descendié desde los 16,38 mm hasta los 12,71 mm cuando se aplico la levadura
L672.
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Figura 5.2. Incidencia y severidad de Penicillium expansum inoculado en nectarina
cuando se confrontd con las levaduras antagonistas Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia
pulcherrima L672: A) Tabla de valores medios de incidencia y severidad globales del estudio;
B) evolucidn de la incidencia de P. expansum (% de infeccidn) durante los dias de ensayo; y C)

evolucidn de la severidad (tamario de la infeccion) durante los dias de ensayo.

En las graficas se observan los valores obtenidos a lo largo de los dias de
almacenamiento. Si se atiende al dia 3 de confrontacion, se observa como P. expansum tuvo
una incidencia del 100%; mientras que la coinoculacion con las levaduras presentaron
incidencia de 40% y un 2% para L40 y L672 respectivamente, lo que supone una inhibicion de
60% en el lote PE+L40 y casi del 100% para el lote PE+L672. Al final de tratamiento, en el dia
6, se observé como los tratamientos con levaduras aumentaron su incidencia hasta un 87% y
83%, es decir, no alcanzaron una incidencia del 100% como ocurri6 con P. expansum, lo que
supone una inhibicién del 13% y 17% con respecto al control cuando se aplicaron las levaduras

L40 y L672, respectivamente.
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En cuanto a la figura 5.2C, los resultados del dia 2 muestran un escaso dafio en los
tratamientos con levaduras, siendo éste de 1mm en ambos casos, mientras que P. expansum, en
el tratamiento control, present6 un valor de dafio de alrededor de 6mm, por lo que se hablaria
de una reduccién de aproximadamente del 85%. En el gréfico se aprecia como el aumento de
la enfermedad tuvo una tendencia lineal; y al final del tratamiento, en el dia 6, se puede ver
coémo P. expansum presentd una severidad de aproximadamente 30 mm, mientras que en las
confrontaciones del moho con L40 y L672 se obtuvieron valores medios de 21 y 18 mm
(reduccidn de la severidad de un 30% y un 40% respectivamente). Los resultados demuestran
que en nectarina la levadura L672 fue mas efectiva tanto en la inhibicion como en la reduccion

del dafio.

e Paraguayo

Al igual que pasaba con nectarina, a simple vista se observaron diferencias entre los 3
tipos de tratamiento (Figura 5.3). La imagen corresponde a una comparativa entre tratamientos
realizada el dia 6 de almacenamiento a temperatura ambiente. Se observo una mayor afectacion
en paraguayos pertenecientes al tratamiento control con P. expansum en comparacién con los
tratamientos que ademas llevaron levaduras. Dentro de los tratamientos con levaduras se
observo una mayor proteccion frente a la enfermedad en el tratamiento con la levadura L672,
en la que no se observd el desarrollo del moho. Ademas, muchas de las heridas en los
tratamientos con levaduras no presentaban sintomas de infeccion, por lo que también hay una

reduccion de la incidencia, segun la observacion visual.

PARAGUAYO var.Flat beauty
PE
PE+L672
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Figura 5.3. Comparativa del efecto de la inoculacion entre los tratamientos control (Penicillium
expansum), PE+L40 (P. expansum + Pichia kudriavzevii) y PE+L672 (P. expansum +
Metschnikowia pulcherrima) en paraguayo correspondientes al dia 6 de almacenamiento a

temperatura ambiente.

Segun los resultados representados en la Figura 5.4 se puede apreciar que existio un efecto de
control desde el punto de vista estadistico. En la tabla se representan los valores medios globales
de incidencia y severidad, y dichos valores muestran una reduccion significativa (p<0,001)
sobre la incidencia de P. expansum por parte de las levaduras P. kudriavzevii L40 y M.
pulcherrima L672. Asi mismo, se puede observar como la severidad media de las infecciones

por el moho apenas decrecieron entre tratamientos.
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Figura 5.4. Incidencia y severidad de Penicillium expansum inoculado en paraguayo cuando se
confrontd con las levaduras antagonistas Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia pulcherrima
L672: A) Tabla de valores medios, de incidencia y severidad globales del estudio; B) evolucién
de la incidencia de P. expansum (% de infeccidn) durante los dias de ensayo; y C) evolucion de

la severidad (tamafio de la infeccidn) durante los dias de ensayo.
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En Las figuras 5.4.B y 5.4.C se representan los valores obtenidos a lo largo de los dias
de almacenamiento a temperatura ambiente. En la figura 5.4B se observa como al principio del
tratamiento no hubo diferencias entre los 3 tipos de tratamiento, y a partir del dia 3 es cuando
se observaron las diferencias entre los mismos. El control con P. expansum tuvo una incidencia
de 78%, mientras que la coinoculacién con las levaduras presenta una incidencia de 22% para
el lote PE+L40 y del 6% para el lote PE+ L672, lo que supone una inhibicion del 72% vy del
98% respectivamente. En este caso, el tratamiento control con P. expansum presentaron una
incidencia del 100% en el cuarto dia de ensayo hasta el final, mientras que los tratamientos con
levaduras presentaron un 90% de incidencia el ultimo dia, lo que equivale a una inhibicion del

10% con respecto al control.

En el grafico de severidad (Figura 5.4C) se puede observar que desde el inicio del
estudio no existieron diferencias entre los tratamientos, y éstas solo fueron apreciables en el dia
6, donde el control con P. expansum presentd una severidad de casi 30 mm, mientras la
coinoculacion con levaduras presento una severidad de 23 mmy 21 mm para los lotes PE+L40
y PE+L672, respectivamente. Lo que supondria una reduccion de entre un 25-30%

aproximadamente.

e Melocoton
En la Figura 5.5 se puede apreciar visualmente que los melocotones de los tratamientos
coinoculados con levaduras presentan menor afectacion que el tratamiento control con P.
expansum. Ademas, en los tratamientos con levaduras se apreciar como el diametro de las
infecciones (severidad) es menor que el control. Atendiendo a los tratamientos con levaduras
se puede observar una ligera afectacion superior en los melocotones tratados con L40, en

comparacion con la levadura L672.
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MELOCOTON var.Romea
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Figura 5.5. Comparativa del efecto de la inoculacidn entre los tratamientos control Penicillium

expansum), PE+L40 (P. expansum + Pichia kudriavzevii) y PE+L672 (P. expansum +
Metschnikowia pulcherrima) en melocotdn correspondientes al dia 6 de almacenamiento a

temperatura ambiente.

Segun los analisis cuantitativos se puede constatar que las levaduras P. kudriavzevii L40
y M. pulcherrima L672, ejercieron una reduccion significativa (p<0,001) sobre la incidencia de
P. expansum. Por otro lado, en cuanto a la severidad se aprecia que los valores medios globales
descendieron desde 19,87 mm hasta los 16,33 mm obtenidos en presencia de la levadura L672
(Figura 5.6 A).
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Figura 5.6. Incidencia y severidad de Penicillium expansum inoculado en melocoton cuando se
confrontd con las levaduras antagonistas Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia pulcherrima
L672: A) Tabla de valores medios de incidencia y severidad globales del estudio; B) evolucion
de la incidencia de P. expansum (% de infeccidn) durante los dias de ensayo; y C) evolucion de

la severidad (tamafio de la infeccidn) durante los dias de ensayo.

En la Figura 5.6B se puede observar como en los primeros dias de tratamiento el
porcentaje de incidencia fue mayor en el tratamiento control con P. expansum con un 43,5%;
sin embargo, los tratamientos con levaduras presentan un 20%, lo que supone una inhibicion
de aproximadamente 50% con respecto al control. Con el transcurso de los dias se puede
corroborar como fueron aumentando las diferencias entre los tratamientos con levaduras,
llegando la levadura L40 a un porcentaje de incidencia del 100% en el dia 4 de la confrontacidn,
sin embargo, la levadura L672 no alcanzé nunca el valor de incidencia del 100% durante los 6
dias, llegando a este dia con una incidencia del 95%. En cuanto a la Figura 5.6C se puede
observar como el aumento de la enfermedad tuvo una tendencia lineal. En el caso del dia 2 de
tratamiento control con P. expansum, el melocotdn presentd un dafio de 5,3 mm mientras que

cuando fue inoculado con levaduras, éste presento valores de 4,2 mm. Sin embargo, a medida
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que avanzaban los dias la diferencia entre ambos tratamientos (L40 y L672) se hizo notable. Al
final del tratamiento se confirmé que el tratamiento control presentd mayor afectacion con un
valor de 35 mm, mientras que las levaduras presentaron 31 mmy 28 mm para los lotes PE+L40
y PE+L672 respectivamente, lo que supondria una reduccion del dafio de 12% y 20%.

e Ciruela Negra
En la imagen siguiente (Figura 5.7) a simple vista se aprecian diferencias entre los 3
tipos de tratamiento, habiendo una mayor afectacion en ciruelas tratadas con el control P.
expansum en comparacion con las coinoculadas con levaduras. En ambos tratamientos con
levaduras se observo menor tamafio de infeccién que con el control; sin embargo, entre ellas no

se aprecia diferencia aparente ni tampoco desarrollo del moho.

CIRUELA NEGRA var.Black gold
o . ‘ ‘
- ' ’ ‘

Figura 5.7. Comparativa del efecto de la inoculacion entre los tratamientos control PE
(Penicillium expansum), PE+L40 (P. expansum + Pichia kudriavzevii) y PE+L672 (P.
expansum + Metschnikowia pulcherrima) en ciruela negra correspondientes al dia 6 de

almacenamiento a temperatura ambiente.

En la figura 5.8 se puede constatar que existe un efecto de control desde el punto de
vista estadistico. En la tabla de la figura 5.8 (A) se muestran los valores medios globales de

incidencia y severidad, y los resultados indican que las levaduras P. kudriavzevii L40 y M.
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pulcherrima L672, ejercen una reduccion significativa (p<0,001) sobre la incidencia de P.

expansum. Del mismo modo, la severidad media de las infecciones por el moho descendio desde

los 19,01 mm hasta los 16,06 mm obtenidos cuando a la ciruela se le afiadi6 la levadura L40.
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Figura 5.8. Incidencia y severidad de Penicillium expansum inoculado en ciruela negra cuando
se confrontd con las levaduras antagonistas Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia
pulcherrima L672: A) Tabla de valores medios de incidencia y severidad globales del estudio;
B) evolucidn de la incidencia de P. expansum (% de infeccidn) durante los dias de ensayo; y C)

evolucidn de la severidad (tamafio de la infeccion) durante los dias de ensayo.

En las gréaficas se observan los valores a lo largo de los dias de tratamiento a temperatura
ambiente. En la Figura 5.8B se puede apreciar al principio del estudio una gran inhibicién por
parte de las levaduras frente al desarrollo del moho. Si se atiende al dia 2 se observa como el
valor de incidencia para el control con P. expansum es de 86% mientras que ambas levaduras
presentan 0% de infeccion. Con el transcurso del estudio ambas levaduras presentaron un efecto
similar hasta que en el dia 5 del estudio, donde la levadura L672 alcanza un 100% de incidencia,

mientras que la L40 se mantiene entorno en un 90% hasta el fin del estudio.
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En la grafica 4.8C se puede observar como la evolucion del aumento de la enfermedad
tuvo una tendencia lineal, y como la reduccién de esta fue similar entre los tratamientos con
levadura durante el transcurso de los 6 dias del estudio. En el dia 6 se puede corroborar como
el control con P. expansum presentd un dafio de 39mm mientras que los tratamientos con
levaduras presentaron unos dafios del 30 mm para ambas. Por lo que L40 y L672 redujeron el

dafio en un 23% en comparacion con el control

En general, desde el punto de vista estadistico, se puede confirmar que la levadura
Metschnikowia pulcherrima L672 ejerce un efecto inhibitorio y reductor de la enfermedad
ocasionada por Penicillium expansum en las cuatro variedades de fruta. En estudios previos en
la Universidad de Extremadura (Ruiz- Moyano et al., 2016) determinaron que esta levadura era
un gran agente biocontrol para diversos mohos, entre ellos Penicillium expansum. Estos
investigadores utilizaron nectarinas y manzanas, y enfrentaron la levadura L672 al moho
durante 10dias a 25°C, obteniendo un porcentaje de inhibicion de 69,4% y 56% para estas frutas
respectivamente. Estos valores son similares a los obtenidos los primeros dias de tratamiento
en este estudio. Sin embargo, al final del estudio se obtiene entre un 30% de inhibicion con
respecto al control. Metschnikowia pulcherrima es capaz de colonizar la superficie de la fruta
almacenada a temperaturas inferiores a 4 °C, caracteristica que favorece su aplicacion como
levadura de biocontrol postcosecha. En de Pavia et al. (2017) reafirmaron el estudio anterior,
esta vez usando cerezas. Estas fueron coinoculadas con P. expansum y la levadura L672 y
fueron almacenadas en atmosfera modificada a 1°C durante 35 dias, apareciendo Unicamente el
moho en el dia 21 del estudio. Al final del estudio la severidad se redujo de 17 mm a 10,5 mm
lo que supone una reduccion del 39%, aproximadamente. Este estudio presentd unos valores de
reduccion del dafio por parte de L672 similares a los citados por de Pavia et al. (2017). Dichos
valores rondan entre un 20-40% de reduccion en comparacion con el tratamiento control con
Penicillium expansum. Como anteriormente se comentd, este trabajo se llevd a cabo en
condiciones de temperatura ambiente en meses de verano, donde la temperatura rondaba dentro
de las instalaciones los 25°C de media, sin atmosfera modificada, lo que suponia unas mejores
condiciones de desarrollo de los microorganismos e incrementaba la tasa respiratoria de la fruta
y por consiguiente una evolucion de la enfermedad mayor. En cuanto a Pichia kudriavzevii,
Cabanas (2019) determiné que una cepa de la especie Pichia kudriavzevii que la levadura L40
redujo el crecimiento de una especie de Penicillium significativamente (p<0,050), con una
reduccion de mas de 3 mm de media en uvas. Este estudio usé un sistema de doble placa, al

igual que un estudio anterior de Sternad et al. (2017) donde se demostro en el sistema de doble
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placa que P. kudriavzevii producia volatiles que redujo la germinacién de los conidios. Sin
embargo, hay estudios (Bajaj et al., 2012) que determinan que Pichia kudriavzevii posee efecto
inhibitorio frente a determinados patégenos humanos, como Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Klebsiella sp., Sthaphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas
alcaligenes (con una reduccion de 11-12 mm). Sin embargo, no se observo actividad inhibidora
contra Penicillium spp. y contra Candida sp. En este trabajo fin de méaster se confirma que,
dependiendo de la cepa, esta especie posee efecto inhibitorio sobre Penicillium expansum, y
que dicho efecto al final del tratamiento fue en torno a valores de 10-30% segun la variedad de
fruta. Ademas, se obtuvieron valores de reduccidn del tamafio superiores a los obtenidos en

Cabanas (2019) con unas cifras de entre 4-9mm, respecto a los 3mm de media de dicho estudio.
5.3 Produccion de Patulina

En la siguiente figura se muestran los valores medios de la produccion de patulina (en
unidades arbitrarias de area, UAA) obtenidos en el 4 dia de la confrontacion de Penicillium
expansum con las levaduras en 3 de los 4 tipos de frutas utilizadas (Figura 5.9).
Sorprendentemente, en paraguayo no se detectd presencia de patulina. Se puede observar que
la levadura L672 ejerce un efecto de control sobre la produccion de patulina en los tres casos

desde el punto de vista estadistico.
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Figura 5.9. Representacion gréfica de los valores medios de produccién de patulina (unidades
arbitrarias de area) en el dia 4 del estudio para los tratamientos control PE (Penicillium
expansum), PE+L40 (P. expansum + Pichia kudriavzevii) y PE+L672 (P. expansum +

Metschnikowia pulcherrima) en ciruela negra, melocoton y nectarina.

En las inoculaciones pertenecientes a ciruela y nectarina (Figuras 4.9A y 4.9C) la
produccion de patulina mostrd resultados similares. Se detectd presencia de patulina en el
tratamiento control con P. expansum y en la coinoculacién con la levadura L40, siendo el &rea
bastante mayor en este Ultimo caso. Sin embargo, no se detectd presencia de patulina en el
tratamiento con L672 por encima del limite de deteccion de la técnica. En ciruela y nectarina la
levadura L672 ejerce una reduccion significativa (p=0,004 y p=0,025, respectivamente) de la

produccion de patulina por P.expansum.

Por el contrario, la produccion de patulina en melocoton se comportd de manera
diferente. En este caso los 3 tratamientos presentaron patulina, pero en este caso el valor de
UAA menor es de L40 con 0,96 UAA, seguida de L672 con 46,7 UAA y por ultimo PE con
121,2 UAA. En melocotdn ambas levaduras Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia
pulcherrima L672 ejercen una reduccion significativa (p=0,011) de la produccion de patulina
por P.expansum.

En los 3 tipos de fruta la levadura L672 presenté menor area que el control con P.
expansum, y la levadura L40 presentd solamente menor area que el control en melocoton,
siendo incluso un valor de area menor que el que presenté L672.Hablando en términos de
concentracion no es posible cuantificar todas las concentraciones de patulina, ya que la mayoria
de los resultados presentaron un valor por debajo del nivel de cuantificacion detallado
anteriormente en el apartado 3.3.5 de la metodologia. En aquellos casos que es posible
cuantificar, por ejemplo, en melocotdn, esta concentracion para el tratamiento control es de
64,26 ppm mientras que para los tratamientos con levadura seria 14,16 ppm para L672 y para
L40 un valor muy préximo a 0. Por lo que hablariamos de una reduccién en la produccion de
patulina de 78% en el caso de L672 y aproximadamente del 100% para L40. En el caso de
ciruela solamente es posible cuantificar la concentracion de L40 (3,47 ppm) ya que los otros
valores estan por debajo del nivel de cuantificacion. En términos de porcentaje, el tratamiento
con L672 presenta un 100% de reduccion de produccion de patulina con respecto al control; sin

embargo, L40 presenta mas del doble del valor del control. Esto Gltimo ocurrié de forma similar
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en nectarina, donde L40 presenté valores muy por encima del control; sin embargo, L672
presentd una reduccion total de la produccidn de patulina con respecto al control.

La produccion de patulina es dependiente de las condiciones ambientales como son
sustrato, temperatura y de la proporcion de CO2 y oxigeno en el aire entre otros. Por ejemplo,
las condiciones Optimas de produccion de patulina por P. expansum son pH igual a 6 y
temperatura de 25°C en la pera y de 17°C en la manzana. Aunque la patulina, se puede formar
entre 0y 25°C (Victor, 2011). Esto puede explicar que en el control encontremos mayor o menor
produccion de patulina segun la variedad de fruta.

En lo referente a las levaduras, no se ha encontrado bibliografia previa sobre el efecto
que tienen las especies Pichia kudriavzevii y Metschnikowia pulcherrima en la produccion de
patulina. Sin embargo, hay numerosos estudios que utilizan levaduras como agentes biocontrol
de la produccion de patulina; por ejemplo, Coelho et al. (2007) determinaron que de 44
levaduras usadas como posibles agentes de biocontrol frente al moho P. expansum, 20 tuvieron
esta actividad, y de estas ultimas 9 presentaron actividad killer positiva, lo que sugirio la
participacion de dicho factor como agente prometedor en el control de P. expansum productor
de patulina. En otro estudio, Castoria et al. (2011) estudiaron la metabolizacion aerdbica de
patulina por la levadura Rhodosporidium kratochvilovae LS11, obteniendo como resultados
reduccion de la micotoxina y produccion de &cido desoxipatulinico, compuesto derivado de la
metabolizacion de la patulina por la levadura.

La aplicacion de antagonistas (generalmente microorganismos aislados de la superficie
de la fruta), que compiten activamente contra un patégeno determinado, es un procedimiento
cada vez mas utilizado porque es un método saludable y respetuoso con el medio ambiente. En
el caso muchos patogenos, incluidos Penicillium expansum, existe el problema de que hay
pocas referencias que informen sobre la relacion entre levaduras y acumulacion de patulina
(Morales et al., 2010). Por lo que se deberia profundizar en estas cuestiones. Por ello mismo,
se hace uso de metodos preventivos, como almacenamiento en atmosfera modificada, que se ha
demostrado que es eficaz ralentizando la aparicion de patulina.

Morales et al. (2010) propone gque el mejor método para evitar la descomposicion de la
fruta y la acumulacion de patulina deberia ser una combinacién de tratamiento con atmésfera

controlada y antagonistas sobre la acumulacién de patulina en almacenamiento a largo plazo.
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5.4 Efecto de las levaduras en la expresion del gen idh implicado en la sintesis de
micotoxinas por Penicillium expansum.

En este trabajo se ha estudiado el comportamiento de la expresion relativa del gen idh
(patN) de P. expansum en presencia y ausencia de las levaduras Pichia kudriavzevii L40 y
Metschnikowia pulcherrima L672, en las cuatro variedades de fruta, a lo largo del tiempo de
incubacion para determinar si existe algin efecto de la presencia de las mismas en la expresion
del gen biosintético estudiado.

La ruta biosintética de la patulina consiste en 10 reacciones, segun han sugerido varios
estudios bioquimicos (Puel et al., 2010; Li et al., 2019); mientras que el cluster de genes esta
compuesto por al menos 15 genes (Tannous et al., 2014), donde el gen patN (anteriormente
conocido como idh) codifica la enzima isoepoxidon deshidrogenasa (IDH), que ha sido descrita
como un gen clave en la produccion de patulina en P. expansum.

Para llevar a cabo este estudio se utilizd el método de la cuantificacion relativa de la
expresion génica 224Cr y la técnica de la PCR en tiempo real de transcripcion inversa (RT-
gPCR). La utilizacién del método de la cuantificacion relativa requirié el establecimiento de
unas condiciones control (calibrador) que fue los lotes en los que P. expansum se inoculd
aisladamente en cada una de las variedades de fruta analizadas y un control endégeno, que en
este estudio se utilizo el gen B-tubulina, que es un gen estructural presente en todos los mohos.

En cuanto a la técnica seleccionada, ésta es una técnica que permite la cuantificacion
sensible, especifica y reproducible de cantidades de ARNm transcrito por un gen. Sin embargo,
las cantidades de ARNm varian con la fisiologia, la patologia y el desarrollo, lo que provoca
que la transcripcion sea flexible y variable; de ahi la eleccion de una cuantificacion relativa de
la expresion del gen idh en vez de una cuantificacion absoluta.

En la Figura 4.10 se puede observar la expresién génica del gen idh de P. expansum
cuando fue coinoculado con las levaduras L40 y L672 en los dias 2, 4 y 6 de incubacién a
temperatura ambiente en nectarina, melocoton, ciruela negra y paraguayo con respecto a las
condiciones control (lote PE). De forma individual, en el caso de nectarina, se observa que la
expresion del gen idh de P. expansum en presencia de L40 es inhibida en los dias 2 y 6 de
tratamiento mientras que se observa una estimulacion de la misma en el dia 4 de tratamiento;
mientras que en presencia de L672 la expresion del gen en estudio fue siempre estimulada en
los 3 dias ensayados. En cuanto a melocotdn la expresion del gen idh es inhibida en presencia
de L40 en los dias 2 y 4 de incubacion, alcanzando el maximo de expresion al final del tiempo

de incubacidn. Sin embargo, en el caso, de la expresidn génica en presencia de L672 ésta vario

56



ciclicamente observandose un minimo de expresion en el dia 4 y una sobreexpresion los dias
iniciales y finales del ensayo. Con respecto a ciruela negra, no hubo diferencias en cuanto al
comportamiento de la expresion del gen en presencia de la levadura L40 a lo largo del tiempo
de incubacion; mientras que la levadura L672 provocd un aumento de la expresion del gen los
dos primeros dias de tomas de muestras (dias 2 y 4) mientras que no hubo diferencias con el
control en el dia 6. Por ultimo, en el caso de paraguayo, s6lo se obtuvieron datos de los dias 4
y 6, como se comentd anteriormente en la metodologia. En este caso, la expresion del gen en
presencia de L40, fue activada en el dia 4 mientras que se inhibi6é dos dias después. En cuanto
a la levadura L672, se observé un incremento de la expresion génica en los dos dias analizados.
En términos generales, se puede observar que el perfil de expresion del gen idh (cambios de la
expresion génica a lo largo del tiempo), es similar en presencia de ambas levaduras en nectarina
y melocoton; en el caso de nectarina hay un maximo de expresion en el dia 4, hecho que también
ocurre en el caso de la ciruela negra en presencia de L672, mientras que en el caso de melocoton
se observa un minimo de expresion a este dia de incubacion en presencia de L40 y L672. En el
caso del paraguayo, se observa una disminucion de la expresion génica a lo largo del tiempo en
presencia de L40 observandose el efecto contrario en presencia de L672. Ademas, también es
destacable que en general, existe una mayor inhibicion de la expresion del gen idh de P.
expansum en presencia de Pichia kudriavzevii L40 en las cuatro variedades, en comparacion

con Metschnikowia pulcherrima L672.
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Figura 5.10. Expresion relativa del gen idh de Penicillium expansum en presencia de Pichia
kudriavzevii L40 (columnas azules) y Metschnikowia pulcherrima L672 (columnas naranjas)
los dias 2, 4y 6 del estudio. La expresion genica relativa esta expresada en log. y esta expresada

en relacidn a las condiciones control (lote PE).

Las diferencias encontradas en cuanto a los valores de expresion génica relativa en los
diferentes tiempos de incubacion, las levaduras empleadas y en las variedades de fruta
estudiadas eran esperables. Numerosos autores han demostrado que la expresion de genes
implicados en la biosintesis de diferentes micotoxinas producidas por mohos varia a lo largo
del tiempo. Asi, Rodriguez et al. (2014) demostraron que la expresion de los genes otapks y
otanps, genes claves relacionados con la produccion de ocratoxina A de Penicillium nordicum,
variaba a lo largo del tiempo de incubacion. Lozano-Ojalvo et al. (2013) mostraron que la
expresion del gen aflP, gen estructural implicado en la produccién de aflatoxinas de Aspergillus
parasiticus, era ciclica, teniendo maximos y minimos de expresion a lo largo del periodo que
duré el experimento. Peromingo et al. (2017) también mostraron que los perfiles de expresion
de los genes afIR y aflS, genes reguladores de la biosintesis de aflatoxinas en Aspergillus flavus
y A. parasiticus, variaban a lo largo del tiempo. Schmidt-Heydt et al. (2009; 2010) también

observaron el mismo comportamiento en la expresién de varios genes asociados con la
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produccion de aflatoxinas de las dos especies de Aspergillus mas conocidas cuando
investigaron distintas condiciones de temperatura y humedad relativa.

Las diferencias encontradas en la expresion del gen en las distintas frutas también eran
esperables, pues se ha demostrado en estudios previos que los nutrientes afectan de forma
fundamental a la expresion génica (Rodriguez et al., 2014; Peromingo et al., 2017). La
concentracion de azucares generalmente se expresa en contenidos de solidos solubles (SSC);
en diversos estudios (Rozo-Romeo et al., 2015 y Alvarez-Herrera et al., 2015) se ha
determinado que la ciruela presenta una elevada concentracion de SSC, dicha concentracion se
mueve entre os valores de 13-14°Brix y se mantiene estable desde el inicio de la cosecha hasta
el fin del almacenamiento al noveno dia. Sin embargo, las otras variedades, melocotdn,
nectarina y paraguayo, su contenido en SSC varia segun la madurez en la que se encuentre el
fruto, siendo los mas maduros, lo que presentan mayor concentracion de SSC; esta variacion
oscila desde 10.6°Brix a 13,6°Brix (Bastidas et al., 2015). En Torre-Hernandez et al. (2014)
observaron que el tipo de carbohidratos presentes en los granos de maiz influye en la produccién
de fumonisinas; la cantidad de esta toxina es muy baja en un medio de cultivo cuya Gnica fuente
de carbono es la amilosa. Sin embargo, aumenta cuando el hongo crece en amilopectina o
dextrina; De igual modo, la transcripcion de los genes FUM8 y FUM12 aumenta durante el
desarrollo del grano, conforme se acumula amilopectina. Asi mismo el gen HXKZ1 otro gen que
participa en la percepcion de azucares y contribuye en la regulacion de la sintesis de
fumonisinas. Una mutacién en este gen afecta el crecimiento del hongo en presencia de varias
fuentes de carbono y tambien ocurre una reduccion del 80% en la sintesis de la fumonisina. En
Bluhm et al. (2008) determinaron que el gen FST1 implicado en la biosintesis de fumosinas
requiere la presencia de ZFR1 (un gen regulador) para expresarse, y ademas este gen ZFR1 es
necesario para que se activen otros transportadores de azucares durante la colonizacion del
grano, ya que el gen FST1 requiere de estos transportadores para el crecimiento durante la
colonizacion del grano de maiz Las diferencias existentes en la composicion y los nutrientes de
las frutas ensayadas parecen afectar de forma determinante a la expresion del gen idh.

En cuanto a las diferencias encontradas en la expresion del gen implicado en la
produccién de patulina debido a la aplicacion de una u otra levadura, se ha demostrado en
estudios previos que existen diferencias importantes en la expresion de genes biosintéticos
debido a la utilizacion de una u otra cepa de levadura para controlar el crecimiento y/o
produccién de micotoxinas de distintas especies de moho. Asi en laniri et al. (2016) se
determiné que ciertas levaduras como Sporobolomyces IAM 13481 y la cepa LS11 de

Rhodosporidium kratochvilovae son capaces de resistir la patulina y degradarla en los
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compuestos menos toxicos acido desoxipatulinico y ascladiol. Se observo un efecto regulador
el gen PatE de P. expansum, gen que codifica para la oxiderructasa de glucosa-metanol-colina
(GMC), responsable en el ultimo paso de la biosintesis de PAT. Esta enzima es responsable de
la conversion de PAT en ascladiol, una forma no perjudicial de patulina, aunque el método de
actuacion no estd muy claro. Sin embargo, otras levaduras como, Pichia ohmeri y Candida sake
usadas en dicho estudio, inhibidoras de la acumulacién de PAT; sin embargo, las reducciones
no se atribuyeron a la metabolizacion directa de PAT, sino a la proteccion de los frutos de la
infeccion por P. expansum productor de PAT.

Hasta el momento no hay muchos estudios que hayan profundizado en el efecto de las
condiciones ambientales, nutricionales o la aplicacion de estrategias de biocontrol en la
expresion de genes asociados con la sintesis de patulina. Pese a ello, existen determinados
estudios que se centran en efecto de la temperatura en la expresion del gen idh. De Clercq et al.
(2016) estudiaron como la expresion del gen podria variar segun la temperatura y atmosfera en
la que se encuentre, por ejemplo, a temperaturas bajas (4°C) y atmosfera controlada (niveles
bajos de O) se produce una reduccién de la produccion de patulina y una regulacion a la baja
de la expresion del gen. Estas condiciones se consideraron estresantes y determinaron que bajo
estrés el gen idh tarda mas en expresarse debido a que se produce un retraso en el metabolismo
del hongo. Se obtuvieron unos niveles de expresion promedio (UA) de 0,02-1,34 UA. En
Salomao et al. (2009) se informé que las manzanas incubadas a 20,5 °C produjeron cantidades
de patulina significativamente mayores que las incubadas a 11 °C.

Si se relacionan los resultados obtenidos en la expresion del gen idh con los datos de
produccidn de patulina a los 4 dias en tres de las cuatro frutas estudiadas (ciruela, melocotén y
nectarina), se observa en los lotes PE+L40 una activacion (nectarina, ciruela negra) o inhibicion
(melocotdn) de la expresidn génica respecto al lote control PE. Asi mismo, los resultados del
dia 2 concuerda con una mayor o menor cantidad de la micotoxina en el lote PE+L40 respecto
al lote PE (control). En el caso de los lotes donde se inocularon la levadura L672, esta estrecha
relacion entre la expresion del gen idh y de la produccion de patulina solo se encontrd en
melocotdn. Esto indica, que el gen idh, puede ser utilizado como un indicador fiable de la
produccién de la micotoxina en las tres frutas estudiadas cuando se inocula la levadura L40;
mientras que en el caso de la levadura L672 sélo podria aplicarse en el caso de melocotdn.
Seguramente en este Ultimo caso, otros genes implicados en la ruta biosintética de la patulina
tienen un papel mas relevante en la sintesis de dicha micotoxina. Estos resultados donde se

demuestra la relacion de un gen implicado en la ruta biosintética de una micotoxina con dicho
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metabolito secundario han sido previamente publicados (Peromingo et al., 2017; Bernaldez et
al., 2018).

Los resultados muestran que se requiere un estudio mas profundo y exhaustivo de las
levaduras de manera individual para analizar otros posibles genes de la ruta biosintética de la
patulina implicados en la expresion de la misma con el fin de determinar con cual de ellos estos

agentes de biocontrol son lo méas eficiente posible.
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6. CONCLUSIONES.

PRIMERA

Las levaduras Pichia kudriavzevii L40 y Metschnikowia pulcherrima L672 mostraron un
control efectivo contra el moho P. expansum en los cuatro tipos de fruta de hueso (nectarina,
melocoton, paraguayo Yy ciruela) durante los 6 dias de almacenamiento a temperatura ambiente,

siendo la actividad antagonista de L672 superior al de la levadura antagonista L40.
SEGUNDA

Los tratamientos coinoculados con la levadura Metschnikowia pulcherrima L672 presentaron
menor concentracion de la toxina en comparacion con el control con P. expansum en 3 de las

frutas estudiadas; en dos de ellas la reduccion fue completa.
TERCERA

Existe una estrecha relacion entre la expresion del gen idh de P. expansum y la produccion de
patulina en presencia de Pichia kudriavzevii L40 en las variedades de frutas, pudiendo utilizarse

este gene como un indicador fiable.
CUARTA

Las discrepancias halladas en cuanto al comportamiento de la expresion del gen idh en relacion
a la produccion de patulina en presencia de la levadura Metschnikowia pulcherrima L672 en
las 4 variedades hacen necesario un estudio mas exhaustivo de otros genes de la ruta biosintética

de la patulina.
QUINTA

La utilizacion de las dos levaduras de estudio, sobre todo la levadura Metschnikowia
pulcherrima L672, como estrategia de biocontrol en frutas de hueso podria minimizar la
presencia de patulina en estos cultivos fruticolas y en los productos derivados de los mismos,

COmMoO zumos, compotas, purés, etc.
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